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RESUMEN

El oxigeno es un elemento fundamental para el metabolismo vegetal y
participa en procesos esenciales como la respiracion celular y la fotosintesis. Sin
embargo, la disponibilidad de oxigeno puede fluctuar, generando condiciones de
hipoxia tanto por factores ambientales, como el anegamiento o la compactacién
del suelo, asi como por procesos de desarrollo que ocurren en meristemos,
endospermo y nédulos de leguminosas. En estos ultimos, las leguminosas como
Phaseolus vulgaris mantienen un microambiente hipoxico que favorece la
actividad de la nitrogenasa bacteriana y regulan el suministro de oxigeno
mediante la leghemoglobina. A nivel molecular, la respuesta a los cambios en la
disponibilidad de oxigeno es regulada por los factores ERF-VII, cuya estabilidad
depende de la via N-terminal y de la accion de las Planta Cisteina Oxidasas

(PCOs), enzimas dependientes de oxigeno.

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad del promotor pPvPCO1
de P. vulgaris en condiciones de anegamiento y durante la nodulacién. Se realizo
un andlisis in silico de 2408 pb rio arriba del coddén de inicio, en el que se
identificaron elementos cis-regulatorios asociados a la hipoxia y la nodulacion.
Ademas, mediante la construccién pPvPCO1::GFP-GUS, se analiz6 su actividad
en raices transgénicas. Los resultados muestran que el promotor pPvPCO1 se
induce bajo anegamiento de manera dependiente del tiempo, con actividad
localizada preferentemente en regiones meristematicas y vasculares, y también
se encuentra activo durante la organogénesis del nddulo, lo que sugiere que
pPVvPCO1 puede participar en la regulacion de las respuestas relacionadas con
el oxigeno tanto durante el estrés por anegamiento como durante el desarrollo

de los nodulos simbidticos.



ABSTRACT

Oxygen is essential for plant metabolism and plays a central role in
essential processes such as cellular respiration and photosynthesis. However,
oxygen availability may fluctuate, leading to hypoxic conditions caused by
environmental factors, such as flooding or soil compaction, as well as by
developmental processes occurring in meristems, the endosperm, and legume
nodules. In the nodules, legumes such as Phaseolus vulgaris maintain a hypoxic
microenvironment that supports bacterial nitrogenase activity while regulating
oxygen supply through leghemoglobin. At the molecular level, the response to
changes in oxygen availability is controlled by ERF-VII transcription factors,
whose stability depends on the N-degron pathway and the activity of Plant

Cysteine Oxidases (PCOs), which are oxygen-dependent enzymes.

The aim of this study was to evaluate the activity of the P. vulgaris
pPvPCO1 promoter under flooding conditions and during nodulation. An in silico
analysis of a 2,408 bp region upstream of the start codon identified cis-regulatory
elements associated with hypoxia and nodulation. In addition, the activity of the
promoter was analyzed in transgenic roots carrying the pPvPCO1::GFP-GUS
construct. The results showed that the pPvPCOL1 is induced in response to
flooding in a time-dependent manner, with activity localized primarily in
meristematic and vascular regions. In addition, promoter activity was detected
during nodule organogenesis, suggesting that pPvPCO1 may participate in the
regulation of oxygen-related responses during both flooding stress and symbiotic

nodule development.
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1. INTRODUCCION

1.1. Evolucion del oxigeno atmosférico.

El oxigeno molecular (O,) es un elemento fundamental para la vida
aerobia debido a su participacion en diversos procesos metabolicos relacionados
con la obtencién de energia. En los organismos aerobios, el oxigeno actia como
aceptor final de electrones en la cadena de transporte de electrones durante la
respiracion celular, que ocurre en la membrana interna de las mitocondrias, lo
gue permite una produccién eficiente de energia en forma de ATP. Ademas,
participa en procesos fisiolégicos esenciales, como la fotosintesis, el
metabolismo celular y la sefializacién mediada por especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés, Reactive Oxygen Species). Debido a su elevada
capacidad oxidante, la disponibilidad de oxigeno ha influido de manera
importante en la evolucion y la adaptacion de los organismos a lo largo de la

historia de la Tierra.

Actualmente, la concentracion de oxigeno en la atmdsfera terrestre es del
21%. Sin embargo, esta concentracion ha fluctuado a lo largo de la evolucion de
la Tierra. En sus inicios, la atmdsfera de la Tierra estaba compuesta por gases y
carecia de oxigeno libre. A pesar de ello, hace aproximadamente 3700 millones
de afos, aparecieron los primeros organismos capaces de sobrevivir en un
ambiente andéxico, es decir, sin oxigeno. Esto lo lograron mediante la fotosintesis
anoxigénica, un proceso en el que se obtiene energia a partir del sulfuro de
hidrégeno (H,S) como sustrato y se libera azufre como subproducto (Stamati et
al., 2011). Posteriormente, hace 2400 millones de afios, al inicio del periodo
Proterozoico, ocurrié el Gran Evento de Oxidacion, en el que la concentracion de
oxigeno aumento drasticamente hasta alcanzar el 2%, debido a la fotosintesis
oxigénica de las cianobacterias. Este incremento de oxigeno provoco bajas
temperaturas, lo que desencadend una glaciacion y redujo el efecto invernadero
al interactuar con el metano. Durante el periodo Cambrico, se produjo un
aumento critico de la disponibilidad de oxigeno disuelto en los océanos, lo que
permitio la explosion cambrica, con la aparicion de los primeros filos de los
animales actuales, hace unos 541 millones de afios. (Lenton, 2003; Stamati et
al., 2011).



Por su parte, las primeras plantas terrestres, similares a los musgos,
comenzaron a colonizar la Tierra hace unos 470 millones de afos, durante el
periodo Ordovicico, lo que incrementé los niveles de oxigeno hasta un 15%
(Harper, 2024). Posteriormente, en el periodo Pérmico-Carbonifero, la
proliferacion de los bosques permitié que la concentracién de oxigeno alcanzara
un 35%, propiciando el crecimiento de grandes insectos y plantas; no obstante,
con la participacién de comunidades microbianas mas eficientes y el recambio
en la tasa de deposicion del carbono, se fren6é la acumulacién excesiva de
oxigeno vy, durante el periodo Mesozoico, se sugiere que la disponibilidad de

oxigeno disminuy6 aproximadamente del 15% al 27% (Hancock, 2022).
1.2. Oxigeno en el metabolismo de las plantas.

En las plantas, durante la fotosintesis que ocurre en los cloroplastos, las
moléculas de clorofila de los fotosistemas | y Il absorben luz y desencadenan
una serie de reacciones redox que tienen lugar en la membrana del tilacoide. En
este proceso, el oxigeno se produce a partir de la fotélisis del agua catalizada

por el fotosistema Il (Khorobrykh et al., 2020)

Ademas, el oxigeno participa en la fotorrespiracion, que también ocurre
en los cloroplastos. En ese proceso, el oxigeno actia como inhibidor competitivo
de la fotosintesis; los productos de esta reaccidn entran en una ruta metabolica
liberando diéxido de carbono (CO>) (Petsch, 2003). A diferencia de la respiracion

celular, la fotorrespiracion no produce ATP.

Estos diversos procesos metabdlicos, que se llevan a cabo en distintos
organulos celulares, permiten la generacion de especies ROS. Durante la
cadena transportadora de electrones, generan una fuga de electrones por la
accion del oxigeno, dando lugar a la formacion del superéxido (O2), el peréxido
de hidrégeno (H202), el radical hidroxilo (OH) y el oxigeno singlete (1O>)
(Mansoor et al., 2022; Huang et al., 2019), Las ROS se producen en diferentes
organulos, como los cloroplastos (Dietz et al., 2016), los peroxisomas (Sandalio

& Romero-Puertas, 2015) y las mitocondrias (Huang et al., 2016).

1.3. Disponibilidad de oxigeno en plantas.



Las plantas son organismos aerébicos que dependen del oxigeno para
llevar a cabo procesos de crecimiento y desarrollo, como el metabolismo
energético y la fosforilacion oxidativa. Sin embargo, la disponibilidad de oxigeno
depende del tipo de tejido y del contexto fisiologico de la planta, y dicha
disponibilidad puede fluctuar desde condiciones en las que la concentracion de
oxigeno suele ser de aproximadamente el 21% (normoxia) hasta condiciones en
las que la concentracion de oxigeno disminuye por debajo de ese nivel y se
establece una condicién de hipoxia o bien de ausencia total de oxigeno (anoxia)
(Bjorkman, 1966; Sasidharan et al., 2017). Durante esta Ultima se produce una

crisis energética, y su prolongacion puede provocar la muerte de la planta.

Por su parte, en lo que respecta a la hipoxia, se distinguen dos tipos: la
exogena y la enddgena, también conocidos como hipoxia aguda y cronica,

respectivamente (Weits & van Dongen, 2021).
1.3.1. Hipoxia ex6égena inducida por factores ambientales.

En las plantas, la hipoxia exdégena suele ser causada por condiciones
ambientales especificas que limitan la disponibilidad de oxigeno, a menudo se
origina durante la compactacion del suelo, asi como durante las inundaciones, lo
gue provoca el anegamiento o sumersion (Loreti et al., 2016; Sasidharan et al.,
2017).

Las inundaciones y el anegamiento son fendbmenos naturales y se han
posicionado como los segundos desastres naturales mas riesgosos, afectando
a cultivos y plantas y generando un riesgo para la productividad agricola.
Ademas, esto ha generado pérdidas de alrededor de 21 millones de dolares

(Renziehausen et al., 2025).

Cuando las plantas son sometidas a condiciones de anegamiento, una de
las primeras respuestas es el cierre estomatico en las hojas, o que ocasiona una
reduccion de la actividad fotosintética y de la senescencia de estas (Yan et al.,
2018; Manghwar et al., 2024). Ademas, la capacidad de crecimiento de las raices
se ve afectada por la baja disponibilidad de oxigeno, esto genera una
disminucién en la capacidad de absorciéon y transporte de nutrientes, afectando

de manera negativa el crecimiento y desarrollo de la planta (Manghwar et al.,



2024; Herzong et al., 2015). Por su parte, las inundaciones conllevan efectos
mas severos, afectando la respiracion mitocondrial y provocando la
sobreproduccién de ROS, que ocasiona, entre otros dafios oxidativos, dafio a los
acidos nucleicos y a las proteinas, asi como lipoperoxidacién, que compromete

las membranas celulares (Pais et al., 2023; Figura 1).
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Figura 1. Efectos en la planta ante condiciones de estrés por anegamiento. Modificado de
Manghwar et al., 2024.

Sin embargo, ante estas condiciones, las plantas han desarrollado
estrategias bioquimicas, fisiologicas y morfolégicas que varian segun la
naturaleza y la duracion de la hipoxia (Loreti & Perata, 2020). En estas
condiciones de baja disponibilidad de oxigeno, se reduce la respiracion aerdbica
y se desencadena una reprogramacion transcripcional del metabolismo
energético. Esto estimula el metabolismo glucolitico y fermentativo del etanol; la
energia generada a través de este proceso es de solo 2 moles de ATP, en
comparacion con los 36 moles de ATP producidos durante la respiracion aerobia
(Baxter-Burrell et al., 2024).

Una de las principales respuestas morfolégicas especificas de algunas
especies de plantas es la formacion de aréngquima, una estructura que facilita la
difusién de gases entre la atmdsfera y la raiz (Bailey-Serres y Voesenek, 2008;
Armstrong et al., 1991; Parolin, 2009). Asimismo, la formacion de la barrera que

impide la pérdida radical del oxigeno (ROL, por sus siglas en inglés, Radial



Oxygen Loss), lo que permite mejorar la difusion del oxigeno, impide la entrada
de fitotoxinas a la raiz e inhibe la metanogénesis disminuyendo el flujo del

metano a través de su oxidacion (Li et al., 2006).

Otra adaptacién es la formacién de raices adventicias, que permiten
absorber y transportar oxigeno debido a su mayor cantidad de arénquima en
comparacion con las raices primarias (Steffens & Rasmussen, 2016). También
se presenta el desarrollo de lenticelas hipertrofiadas, que permiten a la planta el
intercambio gaseoso y constituyen una respuesta caracteristica de las especies
lefiosas (Kawase, 1979). Ademas, el transporte de agua a través del xilema
puede verse comprometido, debido a la disminucion de la actividad de las
acuaporinas, proteinas encargadas del transporte controlado de agua a través
de las membranas celulares (Sauter, 2013; Chavez Suares et al., 2014, Figura
2).

El cierre estomatico limita la difusion de CO, lo que afecta la fotosintesis
de las plantas. Si la inundacion contintia, provoca la degradacion de la clorofila
y la senescencia de las hojas (Aslam et al., 2023; Martinez-Arias et al., 2022).
Las plantas, de igual manera, se encargan de equilibrar la sintesis y el transporte
de fitohormonas para regular la respuesta al estrés mediante procesos de
sefializacion. Por ejemplo, el etileno es considerado uno de los principales
reguladores de la adaptacion a estas condiciones, mediante la induccion de la
formacion de raices adventicias y del aerénquima, asi como de la elongacién del
tallo (Pan et al., 2022; Aslam et al., 2023).

Mientras que el acido abscisico se encarga de regular el inicio de la
division de las células del aerénquima de la raiz. Sin embargo, también en
condiciones de inundacion la acumulacidon de acido abscisico causa el cierre
estoméatico, afectando significativamente la transpiracion de agua (Gonzales-
Guzman et al., 2021). Como se sabe, las auxinas son hormonas clave para el
crecimiento de la planta, y su sintesis y acumulacién promueven la biosintesis
del etileno y, a la inversa, la produccion de etileno promueve la sintesis de
auxinas, por lo que se encargan de regular la division celular y el desarrollo de
las raices adventicias (Gomen & Scortecci, 2021; Martinez-Arias et al., 2022;

Figura 2).
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Figura 2. Estrategias adaptativas de la planta ante condiciones de anegamiento. Tomado
de Martinez-Arias et al., 2022.

Ademas, las plantas han desarrollado dos tipos de estrategias para resistir
la adversidad causada por las inundaciones: el sindrome de escape bajo oxigeno
(LOES, por sus siglas en inglés, Low Oxygen Escape Syndrome) y el sindrome
de quiescencia bajo oxigeno (LOQS, por sus siglas en inglés, Low Oxygen
Quiescence Syndrome) (Loreti & Perata, 2020; Jia et al., 2021).

La estrategia de escape es energéticamente costosa para la planta y las
plantas utilizan dicha estrategia para lograr mantener la parte aérea de la planta
en un entorno fuera del agua por lo que desarrollan la elongacion del tallo y de
las hojas, permitiendo la difusion del oxigeno a través del aerénquima hacia la
zona aérea de la planta, esto ocurre en condiciones de inundacion parcial o
anegamiento (Ashikari et al., 2025; Voesenek & Bailey-Serres, 2015; Figura 3a).
La quiescencia, por su parte, es una estrategia que emplean las plantas cuando
son sometidas a inundaciones prolongadas o profundas y se basa en la
restriccion casi completa del crecimiento del tallo, las hojas y las raices,
manteniendo el consumo de energia y de carbono para prolongar la
supervivencia de la planta bajo el agua (Loreti et al., 2016; Jia et al., 2021; Figura
3b).
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Figura 3. Estrategias utilizadas por las plantas ante la inundacion. a) sindrome de escape
por bajo oxigeno (LOES), b) sindrome de quiescencia por bajo oxigeno (LOQS). Modificado de
Delantero, 2012.

1.3.2. Hipoxia enddgena en los tejidos vegetales.

La hipoxia enddgena es un estado fisiolégico que la planta experimenta
durante su desarrollo. La difusion del oxigeno ocurre desde la atmésfera hasta
el interior de la planta, sin embargo, al carecer de un sistema de transporte activo
para distribuir el oxigeno, la planta estd expuesta a gradientes de oxigeno en
ciertos tejidos vegetales (Armstrong et al., 2006). Formando lo que se conoce
como nichos hipéxicos naturales. Estos pueden encontrarse incluso en zonas
aéreas de la planta, algunos ejemplos de estos son las semillas y las anteras.
En particular, las semillas poseen capas epidérmicas que limitan el intercambio
gaseoso y reducen la disponibilidad de oxigeno. Ademas, se ha demostrado que
las semillas mantienen condiciones hipoxicas activas; por ejemplo, en las
semillas de P. vulgaris se ha reportado que la alcohol deshidrogenasa, enzima
caracteristica del metabolismo fermentativo, se encuentra activa (Boyle & Yeung,
1983). Mientras que en las anteras, particularmente durante la maduracion del
polen, se ha reportado la induccién de genes clave asociados a la fermentacién
alcohdlica (Tadege & Kuhlemeier, 1997; Loreti & Perata, 2020). Estudios
adicionales han reportado que la concentracién de estos tejidos aéreos se
encuentra por debajo del 5% (van Dongen et al., 2003; Weits et al., 2020).

En el caso de tejidos vegetativos como el meristemo apical del brote
(SAM, del inglés Shoot Apical Meristem) y el meristemo apical de la raiz (RAM,

del inglés Root Apical Meristem) se ha reportado que la concentracion de
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oxigeno en el SAM es de alrededor del 3-6%, mientras que el RAM tiene una
concentracion de oxigeno menor al 5% (Weits et al., 2020).

Particularmente, la baja disponibilidad de oxigeno en el SAM es de hecho
un requisito fundamental para el mantenimiento de la actividad meristematica y
la formacion de nuevos 6rganos. Pucciariello y Perata (2021) reportaron que se
requieren condiciones hipoxicas para la produccion de nuevas hojas. Este
fendmeno esté relacionado con la estabilizacion de la proteina LITTLE ZIPPER
2 (ZPR2), que regula la actividad del meristemo y el inicio de la organogénesis
foliar. La estabilizacién de ZRP2 depende directamente de la concentracion de
oxigeno (Ariel et al., 2007; Weits et al., 2021)

En drganos radiculares, como en las raices laterales, también se
establecen nichos hipéxicos; esto se debe a las altas tasas metabdlicas
necesarias para sostener las divisiones celulares en los meristemos (Bidel et al.,
2000). Ademas, en las leguminosas existe un nicho hipéxico denominado nédulo
simbidtico, resultado de la interaccion leguminosa-microorganismo; en estas
estructuras especializadas se realiza la fijacion biol6gica de nitrdgeno mediante
la enzima nitrogenasa, altamente sensible al oxigeno y que requiere un ambiente
hipéxico (Loreti & Perata, 2020; Figura 4).

Meristemo apical del brote
(3-6% O,)

o Leghemoglobina

Endospermo en semilla
(<5% O,)

Meristemo apical de la raiz 7
(3-5% O,) ) '

Nitrogenasa

41\ Primordio de raiz lateral 4‘,’:@{‘ 5
(5% O,) b2 S =

Figura 4. Nichos hipdxicos naturales en plantas. Figura creada con BioRender.
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1.4. Interaccion mutualista planta-microorganismos

El nitrégeno molecular es uno de los nutrientes primarios de los
organismos Vvivos y si bien es cierto que es el mas abundante en la atmésfera
terrestre (80%), son pocos los organismos que son capaces de asimilarlo de
forma directa, tal es el caso de las bacterias del suelo de la familia Rhizobiaceae,
gue poseen un complejo enzimatico llamado nitrogenasa que cataliza la
reduccion del nitrégeno diatomico (N2) en ion amonio (NH4*), que es un
compuesto asimilable (Quinto y Cardenas, 2007; Bernhard, 2010). Las bacterias
de la familia Rhizobiaceae son aerdbicas, gramnegativas y mejor conocidas
como rizobios. Esta familia estd4 constituida por los géneros Sinorhizobium,
Allorhizobium, Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium, que
establecen asociaciones simbidticas con las plantas, especialmente con las
leguminosas. En esta asociacion, las plantas proporcionan a las bacterias
compuestos de carbono derivados de la fotosintesis, mientras que estas
convierten el nitrégeno en compuestos asimilables por las leguminosas, lo que
permite que estas crezcan en suelos pobres en nitrdgeno. Durante esta
asociacion, las bacterias inducen la formacion de un nuevo 6rgano en la raiz de
la leguminosa, denominado nédulo, donde se lleva a cabo la fijacion bioldgica de
nitrégeno (Quinto y Cardenas, 2007; White et al., 2007; Bustos-Segura et al.,
2024).

El inicio del establecimiento de esta asociacion comienza con un didlogo
molecular donde la raiz libera a la rizosfera exudados de compuestos de
naturaleza flavonoide como la genisteina, la naringenina y la daidzeina que son
reconocidos de manera especifica por los rizobios induciendo la expresion de
genes nod que codifican para proteinas involucradas en la sintesis de factores
de nodulacion (Nod), los cuales son compuestos de naturaleza lipo-quito-
oligosacaridos que son reconocidos por la planta (Oldroyd, 2013; Lerouge et al.,
1990; Figura 5).
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Figura 5. Didlogo molecular establecido durante la asociacién leguminosa-rizobio. La raiz
de la planta secreta flavonoides, los cuales son reconocidos por la proteina NodD, lo que induce
la sintesis y secrecion de los factores Nod por la bacteria. A su vez, la percepcién especifica de
los factores Nod promueve el enroscamiento del pelo, la formacion del hilo de infeccion y la
penetracion bacteriana, lo que favorece la formacion del nédulo. Tomado de Quinto y Cardenas,
2007.

Los factores Nod consisten en un esqueleto basico de residuos de N-
acetil-d-glucosamina unidos por enlaces B-1,4, que ademas pueden presentar
modificaciones adicionales en su estructura (decoraciones), tales como la
adicion de grupos metilo, acetilo, sulfatos y azicares modificados. Dependiendo
de la especie de rizobio, dichas modificaciones confieren una alta especificidad

entre las especies de leguminosas y los rizobios (Jones et al., 2007).

Cuando los factores Nod son secretados, estos son reconocidos por
receptores de tipo cinasa con motivos de LysM presentes en la membrana
plasméatica de los pelos radicales (Jones et al., 2007; Fliegmann y Bono, 2015),
este reconocimiento inducird cambios fisiologicos y morfolégicos en el pelo
radical como cambios en el pH intracelular, influjo y eflujo de calcio, oscilaciones
de ROS, rearreglos de los microfilamentos de actina y los microtdbulos del
citoesqueleto de los pelos radicales (Quinto y Céardenas, 2007). Ademas se
generard un hinchamiento en la zona apical del pelo que dara lugar a la
deformacion y enroscamiento de &pice del pelo radical que permite atrapar las

rizobios y formar microcolonias que provocara la invaginacion de la pared celular
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y la membrana plasmatica del pelo radical, dando lugar a una nueva estructura
tipo tanel, denominado hilo de infeccion, por donde las bacterias migran desde
el pelo radical hasta las células epidérmicas del cortex (Quinto y Cardenas, 2007;
Oldroyd y Downie, 2008).

Simultdneamente con la formacion del hilo de infeccidn, las células del
cortex iniciaran un proceso de desdiferenciaciéon, lo que permite reiniciar la
division celular y formar las células del primordio del nédulo. Las bacterias se
desplazan a través del hilo de infeccion, desde el cual seran liberadas e
internalizadas en las células del primordio. Una vez internalizadas, las bacterias

se diferenciaran en bacteroides, estos son capaces de expresar la enzima
. . o, e s . . +
nitrogenasa, encargada de reducir el nitrégeno diatdmico (N2) a amonio (NH4 ")

(Kohlen et al., 2018, Oldroyd, 2013, Figura 6).
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Figura 6. Colonizacién de los rizobios. Se establece el didlogo molecular entre rizobios y las
raices de las leguminosas, los hilos de infeccién progresan hacia el primordio del nédulo y las

bacterias son internalizadas dentro del nédulo. Tomado de Oldroyd, 2013.

Existen dos tipos de nodulos: los indeterminados y los determinados,
segun la especie de leguminosa (Luo et al., 2023). Los nédulos indeterminados
se originan a partir de divisiones celulares internas del cértex; ademas, poseen
un meristemo apical persistente y de forma cilindrica alargada. Su gradiente de
desarrollo va desde el apice hasta la base del nédulo y se divide en diferentes
zonas nodulares, estos nédulos se encuentran en Medicago truncatula y Pisum
sativum. Mientras que los nédulos determinados son estructuras que se originan
a partir de la division de las células externas del cortex, su estructura es esférica
y, dado que su actividad meristematica cesa en etapas tempranas, carecen de
un meristemo persistente. Ademas, el nédulo maduro se desarrolla a través de

la expansion celular, este tipo de nodulo se encuentra en leguminosas como
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Lotus japonicus, Glycine max y Phaseolus vulgaris (Nap y Bisseling, 1990; Luo
et al., 2023; Figura 7).

Nédulo indeterminado Nédulo determinado
-l 1 v -, ~ !
o ™ 9,
L . La
ﬂ.- -
NM i LJ a
- <

| 0 |
Cortex  Periciclo Endodermis Epidermis
Tejido vascular

Figura 7. Estructura morfolégica del nédulo indeterminado y del determinado. Modificado
de Popp y Ott, 2011.

La expresién, asi como la actividad de la nitrogenasa requieren de un
ambiente hipoxico, esto debido a que es altamente sensible al oxigeno por lo
gue la planta genera dicho ambiente sintetizando la enzima hemoglobina
simbiotica (leghemoglobina), hemoproteina encargada de regular el oxigeno
mediante su transporte hacia las bacterias, en la zona de fijacién de nitrégeno
hay una concentracion de aproximadamente 20-50 nM mientras que fuera del
nodulo la concentracion de oxigeno disuelto es de 250 uM (Huntet et al., 2001,
Rutten et al., 2021; Batut y Boistard, 1994).

1.5. Generalidades de Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris, cominmente conocido como frijol, es la especie mas
conocida del género Phaseolus, perteneciente a la familia Fabaceae o
Leguminosae. Se trata de una planta herbacea anual que puede presentar un
crecimiento trepador o arbustivo, segun la variedad. El tallo es delgado y
ramificado, mientras que las hojas son trifoliadas y alternas. Las flores estan
dispuestas en racimos axilares, que van del blanco al morado, rosado o violeta
segun la variedad de la planta. El fruto es una vaina alargada, recta o ligeramente
curva, que contiene entre 4 y 12 semillas; estas pueden ser redondas u ovaladas

y presentan coloracion blanca, negra, café, roja 0 en combinaciones jaspeadas.
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La germinacién ocurre entre los 4 y 8 dias después de la siembra, seguida de
una fase vegetativa en la que se produce el crecimiento de hojas, tallos y ramas.
Posteriormente, se presenta la fase de floracion, en la que aparecen los primeros
botones florales, seguida del proceso de maduracion, en el que la flor se
transforma en una vaina y las semillas alcanzan su tamafio final (Freytag y
Debouck, 2002; Figura 8).

Flores

Figura 8. Morfologia de la planta de P. vulgaris. Modificado de Flaya, M. (s. f.).

P. vulgaris es originario de Mesoameérica y su domesticacion dio lugar a
dos acervos: uno en la region andina, que abarca el sur de Perl, Bolivia y el
noroeste de Argentina, y otro en la regiobn mesoamericana, que abarca desde

México hasta el norte de Ecuador (Gepts, 1998).

Respecto al valor nutricional, P. vulgaris presenta gran relevancia en la
dieta alimenticia humana debido a su gran valor proteico, que varia del 14 al
33%, tiene una gran riqgueza en aminoacidos como la lisina, la fenilalanina y la
tirosina. Ademas, aporta entre 52 y 76 g de carbohidratos por cada 100 g de frijol
crudo; también aporta entre 1.5 y 6.2 g de lipidos; es fuente de vitaminas y
minerales esenciales como el hierro, magnesio, fésforo, potasio (Reyes et al.,
2008; Ulloa et al., 2008). Ademas, paises como Brasil, Nicaragua, Paraguay y
Belice dependen de este cultivo como alimento bésico. En México, el frijol
representa aproximadamente el 36% de la ingesta alimentaria diaria. Ademas,

México es uno de los principales paises productores de frijol, siendo los
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principales estados productores: Zacatecas, Sinaloa, Chihuahua, Durango,
Nayarit, Chiapas, Guanajuato, San Luis Potosi, Puebla e Hidalgo (Saburido y
Herrera, 2015).

También, P. vulgaris tiene un papel importante en la agroecologia ya que,
al ser una leguminosa, tiene la capacidad de realizar el proceso de fijacion
biolégica de nitrdgeno mediante la interaccion mutualista con bacterias del suelo
del género Rhizobium, esta asociacion mejora la fertilidad del suelo y reduce la
dependencia de fertilizantes quimicos, contribuyendo a préacticas agricolas

sostenibles.
1.6. Via de respuesta a la baja disponibilidad de oxigeno

En las plantas, se ha identificado que la deteccion de oxigeno depende
del mecanismo N-terminal, modulado por los Factores de Respuesta a Etileno
del grupo VII (ERFVII, del inglés Group VII Ethylene Response Factors), también
conocidos como Factores de respuesta a la hipoxia. Estos factores poseen una
secuencia de consenso altamente conservada en el extremo N-terminal (Banti et
al., 2013, Figura 9A). En Arabidopsis thaliana se han identificado cinco factores
transcripcionales asociados a la respuesta a la hipoxia; Related to APETALA2.12
(RAP2.12), RAP2.2, RAP2.3, Hypoxia Response ERF1 (HRE1) y HREZ2 (Licausi
et al., 2010; Bailey-Serres et al., 2012). Dichos factores desempeiian un papel
importante en la regulacion de la reprogramacion transcripcional adaptativa en
condiciones de baja disponibilidad de oxigeno. Se ha reportado que los genes
gue codifican los factores RAP2.12, RAP2.2 y RAP2.3 se expresan de forma
constitutiva, mientras que los que codifican HRE1 y HRE2 se expresan en
respuesta a etileno y a condiciones de hipoxia. Sin embargo, su regulacién
ocurre principalmente a nivel postraduccional, ya que poseen un dominio N-
terminal muy conservado (MCGGAI/VSDY/F), el cual, bajo condiciones de
normoxia, conduce a su degradacion constante mediante protedlisis mediada por
ubiquitinacion a través del N-terminal (Figura 9A). Este proceso de degradacion
comienza cuando el residuo de metionina localizado en el extremo N-terminal es
removido por accién de la metionina aminopeptidasa (MAP, del inglés Methionine
Aminopeptidase), dejando expuesta la cisteina, la cual es blanco de las enzimas

de la planta cisteina oxidasa (PCOs, del inglés Plant Cysteine Oxidases), que la
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oxidaran a un grupo sulfonilo. Una vez que el residuo de cisteina oxidado esté
reconocido por la Arginil RNA Transferasa (ATE, del inglés Arginyl-tRNA
Transferase), que adiciona un residuo de arginina. Posteriormente, los factores
de respuesta a la hipoxia son marcados mediante ubiquitinacién por la enzima
E3 ligasa PRT6 (PROTEOLYSIS6), dirigiendo a los factores hacia su
degradacion por la via del proteasoma 26S (Wang et al., 2025; Bailey-Serres et
al., 2012)

En contraste, bajo condiciones de hipoxia, la actividad catalitica de las
PCOs se inhibe, lo que permite que los factores de respuesta a la hipoxia se
estabilicen, se acumulen en el citoplasma y sean translocados al nucleo, donde
regularan la expresion de genes sensibles a la hipoxia, promoviendo asi una
respuesta adaptativa (Yan et al., 2025; Xie et al., 2021; Figura 9B).
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Figura 9.Via de regulacion de los factores de respuesta a etileno. A) secuencia consenso
conservada de los factores de respuesta a la hipoxia, B) via de degradacién de los factores en
condiciones de normoxia e hipoxia. Modificado a partir de Zahid et al., 2023 y Tamang & Fukao,
2015.
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2. ANTECEDENTES

Un estudio realizado por Shukla et al. (2019) reportd, mediante tincion
histoquimica, la actividad del promotor PCO1 durante el desarrollo del primordio
de la raiz lateral en A. thaliana. Las plantas fueron cultivadas durante siete dias
y posteriormente se sometieron a diferentes concentraciones de oxigeno. Se
reportd que, en condiciones de normoxia, la actividad del promotor se observa a
partir de la etapa IV del desarrollo del primordio; en condiciones de hipoxia,
desde la etapa lll; y, finalmente, en condiciones de hiperoxia, no se observé
actividad del promotor de PCOL1 durante el desarrollo del primordio de la raiz

lateral.

En un estudio de Weits et al. (2014) se reporto que la expresion de PCO1
se localiza tanto en el nucleo como en el citosol de las células vegetales.
Ademas, realizaron un analisis del paisaje transcripcional de las PCOs de A.
thaliana en distintos tejidos de la planta. Como resultado, se observé que los
genes de la cisteina oxidasa de planta 1 de Arabidopsis thaliana (AtPCO1, del
inglés Arabidopsis thaliana Plant Cysteine Oxidase 1) y de la cisteina oxidasa de
planta 2 de Arabidopsis thaliana (AtPCOZ2, del inglés Arabidopsis thaliana Plant
Cysteine Oxidase 2) se expresan diferencialmente durante la germinacion de las

semillas y en las silicuas maduras.

También realizaron un analisis del paisaje transcripcional de PCOs en
diferentes condiciones de estrés, en el que se observa que AtPCO1 y AtPCO2
se expresan diferencialmente en anoxia, hipoxia temprana y tardia, y en
sumergencia temprana y tardia. Finalmente, se determiné la actividad de los
promotores AtPCO1 y AtPCO2 en condiciones de normoxia e hipoxia mediante
tincion histoquimica y se report6 que, en condiciones de normoxia, la actividad
del promotor del gen AtPCOL1 se localiza en la zona meristematica del brote,
mientras que la actividad del promotor del gen AtPCO2 se localiza en la zona
radicular. Sin embargo, en condiciones de inundacién, la actividad del promotor
AtPCOL1 se localiza en los cotiledones y en la zona meristeméatica, mientras que
la de AtPCO2 se localiza en toda la plantula. Se concluye que AtPCO1 y AtPCO2

se inducen en respuesta a la baja disponibilidad de oxigeno.
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En un estudio reportado por Weits et al. (2023), se realiz6 un andlisis del
paisaje transcripcional de las PCOs de A. thaliana en condiciones de normoxia
e hipoxia, donde se reportd6 que AtPCOl1l y AtPCO2 se encuentran
diferencialmente expresados en tiempos tempranos de 4 horas a tiempos tardios
de 12 horas en condiciones de hipoxia. También realizaron un analisis del paisaje
transcripcional de las PCOs en condiciones de normoxia e hipoxia en diferentes
especies de plantas, en el que se observa que PCOl se expresa
diferencialmente en condiciones de hipoxia en la especie Pinus pinea, mientras

gue en las especies de plantas basales PCO1 se encuentra desregulado.

Un estudio de Koo et al. (2024) demostro la actividad del promotor PCO1
en A. thaliana mediante tincion histoquimica. Las plantulas fueron sometidas a
condiciones de normoxia e hipoxia, donde se observo que, bajo normoxia, la
actividad del promotor se encuentra en el meristemo apical del brote y en la zona
de elongacion de la raiz, en contraste, bajo una condicion de hipoxia, la actividad
del promotor se encuentra en toda la plantula, preferentemente en el meristemo
apical del brote y de la raiz. Sugiriendo que AtPCO1 est4 altamente inducido en

condiciones de baja disponibilidad de oxigeno.

En el grupo de trabajo del Dr. Luis Cardenas Torres, del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, se realiz6 el andlisis filogenético de las PCOs de
Phaseolus vulgaris y se identificaron 5 genes. En un estudio previo, también se
determind la acumulacion de los transcritos, de las PCOs, mediante RT-qPCR
durante una cinética de nodulacién de 3 a 42 dias después de la inoculacién (dpi,
del inglés Days Post Inoculation) con el Rhizobium tropici. Los datos obtenidos
se representan en la figura 10 como un mapa de calor (heatmap), donde se
observa que PvPCOL estéa diferencialmente expresado a lo largo del proceso de
nodulacién y alcanza su pico de expresion a los 42 dpi, momento en el que ocurre

la senescencia del nédulo (Figura 10).
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Figura 10. Analisis de la acumulacion de los transcritos de PCOs en raices silvestres de
P. vulgaris durante la cinética de interaccidon con R. tropici. Se midieron tiempos de 3, 5, 7,
10, 14, 18, 21, 25, 30, 37 y 42 (datos sin publicar).

Con la finalidad de visualizar mejor los cambios en los niveles de
expresion de la PvPCOL1 en condiciones de nodulacion, se presentan los graficos
correspondientes a los datos obtenidos mediante RT-gPCR, en los que se
observa que el primer incremento en los niveles de acumulacién de transcrito se

produce a los 10 dpi (Figura 11).
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Figura 11. Analisis de la acumulacion del transcrito de PvPCO1 durante una cinética de
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nodulacion en P. vulgaris inoculado con R. tropici. Los primordios y nddulos fueron
colectados en los tiempos indicados, y los niveles de acumulaciéon del transcrito fueron
determinados mediante RT-gPCR (datos no publicados).
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Este incremento continla aumentando de manera gradual hasta los 21
dpi; a los 25 dpi se observa un incremento mas grande, con una ligera
disminucién, pero significativa a los 30 dpi, para después incrementar y alcanzar
los picos maximos de acumulacion a los 37 y 42 dpi. Este patron de expresion

corresponde en gran medida al desarrollo y al funcionamiento del nédulo.

Ademas, se realiz6 un andlisis similar de las PCOs de P. vulgaris en
condiciones de anegamiento mediante RT-gPCR, el cual se muestra en un
heatmap en la figura 12. En este grafico se observa que PvPCO1 presenta una
expresion diferencial significativa a las 24 horas postanegamiento, de manera
similar a las de PvPCO2 y PvPCOA4.

PvPCO1
PvPCO2

PvPCO3

PvPCO4

Figura 12. Andlisis del perfil transcripcional de las PCOs de P. vulgaris durante una

cinética de anegamiento. Se midieron tiempos de 0, 12, 24 y 72 horas (datos sin publicar).
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3. JUSTIFICACION

P. vulgaris es un cultivo de gran importancia para la seguridad alimentaria
debido a su alto valor nutricional y a su capacidad de establecer una interaccion
simbidtica rizobio—leguminosa. Durante este proceso, la disponibilidad de
oxigeno es un factor critico tanto para el establecimiento de la simbiosis como
para la organogénesis del nodulo. Sin embargo, P. vulgaris es altamente
susceptible al estrés por anegamiento, una condicion que provoca una
disminucién sistémica del oxigeno y activa las vias moleculares de respuesta al

estado redox (Ntukamazina, et al., 2017).

En el grupo del Dr. Luis Céardenas se han identificado en el frijol los
homdlogos de la via de respuesta a la hipoxia previamente descritos en A.
thaliana. En esta via, la estabilidad de los factores de transcripcion del grupo VII
(ERF-VII) depende de la oxidacion del residuo N-terminal catalizada por las
proteinas cisteina oxidasa (PCOs). En A. thaliana se ha demostrado que PCO1
se induce en condiciones de baja disponibilidad de oxigeno (Weits et al.,
2014; Masson et al., 2019). Recientemente, en nuestro grupo de trabajo se
demostré que en P. vulgaris la acumulacion del transcrito PvPCO1 aumenta
durante la nodulacién y bajo estrés por anegamiento; sin embargo, adn no se ha
caracterizado la actividad del promotor de PvPCO1, y mucho menos el patron
espacial y temporal asociado a la nodulacién o al anegamiento. Por ello, resulta

de interés evaluar la actividad del promotor de PvPCO1 en estas condiciones.

Este estudio generara informacion importante, dado que la hipoxia
transitoria esta presente tanto en la formacion del nédulo como en el estrés por
anegamiento. Los resultados generados constituiran una aportacién molecular
relevante para ampliar el conocimiento sobre la dinamica de sefalizacion del
oxigeno en leguminosas y pueden sentar las bases para futuras estrategias
biotecnolégicas orientadas a mejorar la tolerancia al anegamiento sin

comprometer la eficiencia simbidtica.
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4. HIPOTESIS

Se ha demostrado que el transcrito que codifica para la Planta Cisteina Oxidasa
1 de P. vulgaris (PvPCO1l) se induce en condiciones de nodulacion y
anegamiento. Por lo tanto, la actividad del promotor de PvPCO1 se mantendra

bajo condiciones de estrés por anegamiento y durante el proceso de nodulacion.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Caracterizar la actividad del promotor del gen PvPCO1 en raices de Phaseolus
vulgaris bajo condiciones de estrés por anegamiento y durante la nodulacion,
mediante un sistema reportero GFP-GUS, para contribuir al entendimiento de su

regulacion transcripcional en ambos procesos.

5.2. Objetivos especificos

e Andlisis in silico de los elementos cis-reguladores localizados en la regién
promotora del gen PvPCOL1.

e Generacion de la construcciéon molecular pPvPCO1::GFP-GUS.

e Caracterizacion de la actividad del promotor de PvPCOLl en raices
transgénicas de P. vulgaris bajo estrés por anegamiento mediante tincion
histoquimica.

e Caracterizacion de la actividad del promotor de PvPCOLl en raices
transgénicas de P. vulgaris durante la nodulacién, mediante tincion

histoquimica y localizacion espaciotemporal por microscopia confocal.
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6. METODOLOGIA
6.1. Esquema de la metodologia
La figura 13 muestra un diagrama de flujo metodoldgico dividido en cinco etapas

principales: (1) andlisis in silico de elementos cis-regulatorios, (2) generacion de

la construccion molecular, (3) generacion de plantas compuestas, (4) cinética de

anegamiento y (5) cinética de nodulacion.

Andlisis in silico de los
elementos cis-
regulatorios

Obtencion de la secuencia
promotora de PvPCO1 en la
base de datos Phytozome

Identificacion de los elementos
relacionados con la respuesta
a hipoxia y hodulacién, en
PlamtCARE y NewPLACE

Esquematizacion de los cis-
regulatorios en la region
promotora de pPvPCO17 en el
software SnapGene 7.2

Generacidn de la
construccion molecular

Disefic especifico de los
oligonucleotidos del promotor
de pPvPCOT
1
Amplificacion del promotor de
pPvPCOT
1
Reaccién de clonacion al
vector pENTR
1
Transformacién en E. coli Top
10 y validacion de clonas
positivas
1
Reaccion de recombinacion al
vector de expresion pBGWFST
1
Transformacion en E. colf
Top10 y validacion de clonas
positivas
1

Transformacion en A.

Generacion plantas
compuestas

Germinacion de semillas frijol
Negro Jamapa

Infeccién en hipocdtilo de
semillas con un cultivo de A.
rhizogenes portadora de
nuestra construccion

Generacién de raices
transgénicas y validacion por
fluorescencia

Cinética de inundacidén

Generacion de plantas
compuestas

Inundacion de plantas
compuestas de tiempo 0, 1, 3,
6, 12, 24, 28 y 48 horas

Tincion histoguimica de las
raices de transgénicas

Andlisis de la actividad del
promotor del gen PvPCOT por
microscopia

Cinética de nodulacién

Generacion de plantas
compuestas

Inoculacion de las plantas con
Rhizobium tropici

1
Cinética de tiempos de 5, 10,
14, 21, 25 y 30 dias post
inoculacion

Tincién histoquimica de las
raices de transgénicas

Analisis de la actividad del
promotor del gen PvPCQ1 por
microscopia

Localizacion espacio-temporal
del promotor de pPVPCO7Ty R.
tropici mediante microscopia
confocal

rhizogenes y validacion de
clonas positivas

Figura 13. Esquema general de la estrategia experimental empleada para el analisis funcional
del promotor del gen PvPCO1 en frijol (P. vulgaris). El flujo metodol6gico comprende cinco
etapas: (1) andlisis in silico de elementos cis-regulatorios de la regién promotora; (2) construccién
molecular del promotor pPvPCOL1::GUS; (3) generacién de plantas compuestas mediante
transformacion con A. rhizogenes; (4) evaluacion de la actividad del promotor durante una
cinética de anegamiento; y (5) evaluacion de la actividad del promotor durante una cinética de
nodulacién con R. tropici. La actividad del promotor se determiné mediante tincidn histoquimica
de GUS y analisis por microscopia.

La figura presenta el esquema general de la estrategia metodoldgica
empleada para analizar la regulacién transcripcional del promotor del gen
PvPCOL1 vy su respuesta a las condiciones de inundacién y de nodulacion en frijol
(Phaseolus vulgaris). El trabajo se desarroll6 en cinco etapas. En la primera, se
realizé un andlisis in silico de la regién promotora para identificar elementos cis-
regulatorios asociados a la respuesta a la hipoxia y a la nodulacion, utilizando
las bases de datos Phytozome, PlantCARE y NewPLACE, asi como el programa

SnapGene para representar la region promotora. Posteriormente, se disefi¢ y
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construy6 la fusién del promotor pPvPCO1 con el gen reportero GFP y GUS,
mediante amplificacion, clonacién, recombinacién en vectores de expresion y
transformacion en Escherichia coliy A. rhizogenes.

En la tercera etapa se obtuvieron plantas compuestas mediante la
transformacion de hipocétilos de frijol Negro Jamapa con A. rhizogenes
portadora de la construccion genética, seguida de la seleccién de raices
transgénicas mediante fluorescencia. Finalmente, se evalu6 la actividad del
promotor en dos condiciones experimentales independientes: una cinética de
anegamiento, en la que las plantas fueron sometidas a diferentes tiempos de
anegamiento, y una cinética de nodulacién, mediante la inoculacion con R.
tropici. En ambos ensayos se realizaron tinciones histoquimicas para detectar la
actividad de GUS y andlisis microscépicos de la expresiéon del promotor; ademas,
en la cinética de nodulaciéon se determiné la localizacién espacio-temporal de la

actividad del promotor durante el desarrollo de la simbiosis.

6.2. Andlisis in silico de los elementos cis-reguladores del gen pPvPCO1

Para el analisis in silico de la regiéon promotora del gen PvPCO1
(Phvul.004G026900.1) se utilizo la version 2.1 del genoma de P. vulgaris de la

base de datos Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/), en la que se

selecciond una region de 2400 pares de bases rio arriba del codon de inicio de
la transcripcion (ATG). La identificacion de los elementos cis-regulatorios se
realizo en el repositorio PlantCARE

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) y la interfaz grafica

NewPLACE (https://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/?action=newplace) en los

cuales se seleccionaron los elementos potencialmente relacionados con la
nodulacién y la respuesta a bajas concentraciones de oxigeno. Finalmente, los
elementos seleccionados se localizaron y se esquematizaron en la region
promotora de PvPCOL1 con el software SnapGene 7.2 y se graficaron con el

software GraphPad Prism.
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6.3. Generacion de la construccion molecular

Para el anadlisis de la actividad del promotor del gen PvPCO1 bajo condiciones
de nodulacion y de estrés por inundacién, se utilizd la construccién
pPVvPCO1::GFP-GUS, generada mediante el sistema de clonacion GATEWAY.

Las cepas bacterianas y los plasmidos utilizados se muestran en las Tablas 1, 2

y 3.

Tabla 1. Cepas utilizadas para este trabajo

Fondo Construccion que

L. Uso Referencia
genético porta

Nombre

Clonacion del
PENTRpPVPCO1  vector de Invitrogen

entrada

Propagacion
pBGWFS7pPvPCO1 del pladsmido Invitrogen

recombinante

Escherichia  E. coli K-
coli Top10 12

Escherichia E. coli K-
coli Top10 12

Agrobacterium

thizogenes K509 pBGWFS7pPvPcOl |ansfomacion  Valdes et

K599 de raices al., 1986
RhI.ZC.)qum CIAT Plasmido con Marcador Martinez-
tropici CIAT 899 DsRed reportero para Romero et
899 DsRed ver la bacteria al., 1991

Tabla 2. Plasmidos utilizados para este trabajo
Tipo de L )
Nombre P Descripcion Referencia
vector
Vector de entrada
para clonacion .
V ) ) Th fish
pPpENTR D/TOPO ector » direccional erf“" .I.S er
Gateway . scientific
mediante
tecnologia TOPO.
Vector de
Vector expresion, Karimi et al
pBGWFS7 binario fucionado a los 2002 B
Gateway® genes reporteros
GFPy GUS.
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Tabla 3. Construcciones utilizadas para este trabajo

Nombre Componentes Descripcion Referencia
Contiene el pPVPCO1 Este
PENTRpPVPCO1 pPVPCO1 clonado en el vector :
estudio
de entrada.

Construccion binaria
1 pPvPCO1::GFP- obtenida tras Ila Este
GUS recombinacion estudio
Gateway®

PBGWFS7pPvPCO

6.3.1. Reaccion de amplificaciéon y purificacion

Se realiz6 una PCR con la enzima Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase (Thermo Scientific™, Waltham, MA, EUA) para amplificar la regién
promotora del gen pPvPCO1 a partir de ADN gendémico de P. vulgaris y de
oligonucledtidos especificos (Tabla 4). Las condiciones de la reaccién de
amplificacion fueron: un ciclo de 95°C por 60 segundos, 35 ciclos de 95°C por
30 segundos, 62°C por 30 segundos, 72°C por 150 segundos y 72 °C por 300
segundos. Finalmente, el producto obtenido se purifico con el kit Zymoclean™

Gel DNA Recovery (Zymo Research).

Tabla 4. Oligonucle6tidos especificos para la construccion pPvPCO1::GFP-GUS

Secuencia de los oligonucledtidos

FwpPCO1 CAC CGT GATTTC GTT GAC TGC
RvpPCO1 AAT GCC AAA ACA CCC CAAAGC

6.3.2. Reaccion de clonacion en el vector pENTR/D-TOPO

La reaccion de clonacion se realiz6é en un volumen final de 6 pl, en el que
se afiadieron 1 pyL de agua, 1 pL de solucién salina, 3 pL del producto de
amplificacion purificado (pPvPCO1) (219.7 ng/pL) y 1 pL del vector pENTR/D-
TOPO; se centrifugd y se incub6 durante 12 horas. Posteriormente, se afiadieron
2 pL del buffer KCM (cloruro de potasio (KCI), cloruro de calcio (CacCl,) y cloruro
de magnesio (MgCl,) y se transformo la reaccion completa pENTRpPVPCO1 en
E. coli Top10 quimiocompetentes. Las células fueron transformadas mediante un
choque térmico a 42°C por un minuto y 4°C por dos minutos. La recuperacion se

realizé mediante la adicién de 500 uL de medio LB (Lysogeny Broth) y su
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incubacion a 37°C en agitacién durante una hora. A continuacion, se plaquearon
100 pL de la suspension en placas de medio LB complementado con kanamicina
a 50 pg/mL y las placas se incubaron durante 12 horas a 37°C. La identificacion
de clonas positivas se realizé mediante PCR en colonia, ademas, se realizé la
extraccion del ADN plasmidico con el kit Zyppy™ Plasmid Miniprep (Zymo
Research) y finalmente se mand6 a secuenciar en la Unidad de Sintesis de

Oligonucleétidos y Secuenciacién del Instituto de Biotecnologia.
6.3.3. Reaccion de recombinacion

La reaccion de recombinacion se llevo a cabo mediante la mezcla de 6 pL
de buffer TE (Tris-EDTA), 1 pL de la reaccién de clonacion pENTRpPVPCO1l1y 1
pL del vector destino pBGWFS7, 2 uL de enzima LR Clonase, se incub6 por dos
horas a temperatura ambiente. Después se afiadieron 2 pL de la enzima
Proteinasa K y se incubé por media hora a 37°C.

Como resultado de esta reaccibn se obtuvo el plasmido
pBGWFS7pPVvPCO1, el cual contiene la fusion transcripcional pPvPCO1::GFP-
GUS. Posteriormente, el plasmido recombinante se transformé en E. coli Top10,
obteniendo la cepa E. coli/pBGWFS7pPVPCOL1, para ello en un tubo Eppendorf
de 2 ml se afiadieron 4 pL de la reaccion de recombinacién y 8 uL del cultivo de
E. coli Topl0, y se dej6 en hielo durante 10 minutos, para posteriormente
someterlo a un choque térmico a 42°C por un minuto y finalmente, se realizo otro
choque térmico con hielo durante 2 minutos. El cultivo se resuspendio en 500 pL
de medio LB y se incubd a 37°C durante una hora en agitacién constante.
Finalmente, se plaqued 100 pL de la suspensiéon quimicompetente en placas de
medio LB complementado con espectinomicina 100 pg/mL y se incubé durante
12 horas a 37°C. La identificacion de clonas positivas se realiz6 mediante PCR
en colonia y, posteriormente, se extrajo el ADN plasmidico con el kit Zyppy™

Plasmid Miniprep (Zymo Research).
6.3.4. Transformacion en Agrobacterium rhizogenes K599

Para la transformacién en A. rhizogenes, se utilizd6 el plasmido
recombinante pBGWFS7pPvPCO1, el cual contiene la fusién transcricional
pPVvPCO1l::GFP-GUS. Como resultado, se obtuvo la cepa A.
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rhizogenes/pBGWFS7pPvPCO1. Para ello, en un tubo Eppendorf de 1 mL se
mezcl6 1 yL del plasmido con el cultivo de A. rhizogenes K599 y se mantuvo en
hielo durante 10 minutos; posteriormente, las células se transfirieron a una celda
de electroporacién y se sometieron a un choque eléctrico con un electroporador
(Gene Pulser®/MicroPulser™, Bio-Rad). Posteriormente, las células se
recuperaron mediante la adicion de 700 uL de medio LB y se incubaron en
agitacion constante por 2 horas a 30°C. Finalmente, se plaguearon en placas de
medio LB complementadas con espectinomicina a una concentracion de 200
pg/mL y las placas fueron incubadas durante 48 horas a 30°C. La identificacion

de clonas positivas se realizé mediante PCR en colonia.
6.3.5. PCR en colonia

Inicialmente, se seleccionaron las colonias y cada una se resuspendio en
50 L de agua destilada estéril. Posteriormente, la suspension de las colonias se
lis6 mediante 2 a 3 ciclos: 2 minutos en nitrégeno liquido y 10 minutos a 94°C.
El lisado se centrifug6 a 14000 rpm durante un minuto.

Para la PCR se realizaron reacciones de 20 pL que contenian: 13.9 uL de
H20, 2 L de buffer comercial, 0.5 pL de dNTPs, 0.4 pL de MgCl», 0.5 pL de cada
oligonucleotido especifico, 0.2 uL de la enzima Tag DNA Polymerase y 1 pL de
la suspension lisada de las clonas. Las condiciones para la reaccion fueron: un
ciclo de 95°C por 60 segundos, 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 62°C por 30
segundos, 72°C por 150 segundos y una extension final a 72 °C por 300
segundos. Finalmente, los productos de PCR se analizaron mediante

electroforesis en un gel de agarosa al 1%.
6.4. Desinfeccion y germinacion de semillas de P. vulgaris

Para la desinfeccion superficial de las semillas de P. vulgaris variedad
Negro Jamapa, se realizaron dos lavados iniciales con agua estéril. A
continuacion, las semillas fueron tratadas con una solucion de hipoclorito de
sodio al 25% durante 5 minutos, seguidas de tres enjuagues con agua estéril.
Seguidamente, se trataron con una solucién de etanol al 70% durante 4 minutos
y, finalmente, se realizaron tres enjuagues con agua estéril.

Para la germinacion, las semillas se colocaron en charolas metalicas
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estériles con papel absorbente humedecido con medio Fahraeus (KH2PO4
0.73M, MgS0Oa4 1M, CacCl, 0.9M, Na2HPO4 1.05 M, Citrato férrico 0.002M, H3BOs3
46mM, MgSO4 10 mM, ZnSO4 760 mM, CuSO4 760 mM, HoMoOs 440 mM).
Finalmente, las charolas fueron selladas y se incubaron bajo condiciones de
oscuridad a 28°C durante 48 horas, con una inclinacion de aproximadamente
15°.

6.5. Generacion de plantas compuestas de P. vulgaris

Para la generacion de plantas compuestas, se emple6 un cultivo de A.
rhizogenes que contenia la construccion molecular pPvPCO1::GFP-GUS, asi
como el vector pPBGWFS7, que sirvio como control.

Las cepas de A. rhizogenes se cultivaron en placas de medio LB
complementado con espectinomicina 200 mg/ml, durante 48 horas a 30°C. Tras
el crecimiento de los cultivos, se suspendieron en 700 pL de agua destilada
estéril.

Para la induccion de raices transgénicas, se realiz6 una herida en el
hipocétilo de las plantulas de 48 horas utilizando una jeringa, seguida de la
inoculaciéon con 10 pL de la suspensién de A. rhizogenes. Las plantulas fueron
transferidas a tubos de ensayo de vidrio que contenian tubos Falcon de 15 mL
con medio Fahraeus, y se incubaron bajo un fotoperiodo de 16 horas de luz/8
horas de oscuridad, a 28°C (Estrada-Navarrete et al., 2006).

Las raices transformadas se generan a partir de una estructura constituida
por células diferenciadas, denominada callo. Este proceso ocurre entre 7 y 10
dias después de la infeccion, después de la generacion de raices transformadas
se realizé un corte en la parte inferior del callo, eliminando asi la raiz silvestre.
Posteriormente, se observaron las raices bajo un estereomicroscopio de
fluorescencia (Olympus modelo SZX7) para seleccionar las que presentaban
fluorescencia y se removieron las raices que no mostraron fluorescencia y, por
ultimo, las plantas compuestas se volvieron a incubar por dos dias bajo un

fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de oscuridad, a 28°C.
6.6. Cinética de anegamiento en plantas compuestas de P. vulgaris

Las plantas compuestas de P. vulgaris se trasplantaron en macetas
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estériles con sustrato de vermiculita a una profundidad de 10 cm. Las macetas
se mantuvieron en condiciones de invernadero y se regaron cada tres dias con
medio Fahraeus hasta completar un periodo de acondicionamiento de 5 dias.
Una vez transcurrido el tiempo de acondicionamiento de las plantas, las macetas
fueron sumergidas en agua estéril que cubria todo el sustrato y se mantuvieron
sumergidas durante diferentes intervalos de tiempo: 0, 1, 3, 6, 12, 24, 28 y 48

horas (Figura 13).

Figura 14. Representacion gréfica de la cinética de anegamiento. Figura creada con
BioRender.

6.7. Cinética de nodulacién con Rhizobium tropici DsRed

Para la inoculacion de las raices de las plantas de P. vulgaris que se
encuentran expresando la construccion de la fusion transcripcional
pPVPCO1::GFP-GUS, se cultivd un preindculo de R. tropici CIAT 899 DsRed en
medio PY, complementado con CaCl, 0.7M y tres antibiticos de seleccion;
rifampicina 50 pg/mL, tetraciclina 10 pg/mL y &cido nalidixico 20 pg/mL, durante
16 a 20 horas a 30°C en agitacion constante. El cultivo de R. tropici DsRed se
dividié en cuatro tubos Falcon de 50 mL, cada uno con 25 ml de cultivo.
Posteriormente, se centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos a 10 °C, se decantd
el sobrenadante y se resuspendieron las células en 15 mL de MgS0O4 10 mM.
Nuevamente, se centrifugé bajo las mismas condiciones y finalmente se decanté
y suspendid una ultima vez con 20 mL de MgSO4 10 mM. Se midié6 la densidad
Optica de la suspension celular con un espectrofotometro, se realizé el calculo
para la concentracion de la suspension del indculo.

Para la inoculacion de las plantas compuestas, se realizd en una campana
de flujo laminar con 1 mL de in6culo con una DO600 de 0.946 y una
concentracién de 108 UFC/mL. Las macetas se mantuvieron en condiciones de
invernadero y se regaron cada tres dias con 20 mL de medio Fahraeus hasta los

siguientes tiempos; 5, 10, 14, 21, 25 y 30 dias posinoculacion (dpi).
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6.8. Tincion histoquimica de B-glucuronidasa

Las plantas compuestas fueron cosechadas para después someter el
tejido radicular a un proceso de tincion histoquimica. Las raices fueron tratadas
con una solucion de lavado | (Na2HPO4 0.5M, NaHPO4 0.5M, KsFe(CN)s 100mM,
KsFe(CN)s 100 mM) durante 5 minutos a temperatura ambiente transcurrido el
tiempo se retird la solucion y se trataron con una solucion de lavado Il (solucion
de lavado I, EDTA 0.5M, Tritén x100) durante 5 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente, se retird la segunda solucion y se colocé una solucion de lavado
Il (solucion de lavado Il, X-Gluc 100 mM) durante 2 horas y 43 minutos en
condiciones de oscuridad a temperatura ambiente. Una vez pasado el tiempo, se
retir6 la solucion y se realizaron tres lavados con agua destilada estéril;
finalmente, las raices se clarificaron en una solucion de hipoclorito de sodio al
0.6% durante 16 horas. Para la conservacion de las raices, se almacenaron en
una solucion de glicerol al 30%/DMSO al 2% a 4°C.

6.9. Visualizacion por microscopia

Las raices tefiidas se visualizaron al microscopio estereoscoépico
(Olympus modelo SZX7). Ademas, se emplearon camaras especiales hechas
con portaobjetos y marcos de Parafilm, en las que se colocaron glicerol al 30%
y DMSO al 2%, junto con las muestras de tejido radicular, y se sellaron con un
cubreobjetos. Dichas muestras se visualizaron en un microscopio invertido
(Nikon modelo ECLIPSE TE300). Para la visualizacion de cortes longitudinales
de ndédulos, se realizé de forma in vivo mediante fluorescencia, donde se utiliz6

el microscopio confocal (Nikon modelo ECLIPSE Ti, Japan).
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7. RESULTADOS

7.1. Andlisis in silico de los elementos cis-regulatorios en la regién

promotora pPvPCO1

Para el andlisis in silico de la regién promotora se contemplé una region
de 2400 pares de bases rio arriba del coddn de inicio de la transcripcién (ATG),
donde se identificaron 260 elementos que se encuentran implicados en el
proceso de nodulacién, asi como en la respuesta a la baja disponibilidad de
oxigeno 0 estrés abidtico: NODCON1, NODCON2, WRKY71,
GT1CONSENSUS, CURECORECR, WBOX, MYB, MYC, ABRE,
ANAERO1CONSENSUS, ARE, TCA, MBS y TCA-elemento. También se
identificaron elementos TATABOX implicados en el inicio de la transcripcién
(Figura 14).

200+

150

No. elementos
3
o

50 =1

T T T T T T
N & E G QO &
S FTLFLELEL TETEEF F O ¢
FFEL O < Na & &
\a 9 &'
&S A e W o
KOgiNy La & BN
A 9 oy
[ &

Figura 15. Elementos cis-regulatorios del promotor PvPCO1 que participan en larespuesta
ala hipoxiay en la nodulacién.

7.2. Generacion de la construccion molecular del promotor de pPvPCO1

A continuacion se presenta la estrategia seguida para generar la
construccion molecular pPvPCO1::GFP-GUS, que permitioé evaluar la actividad
del promotor de pPvPCOL1 en raices transgénicas de P. vulgaris. En primer lugar,
la amplificaciéon del fragmento de aproximadamente 2400 pb correspondiente a

la region promotora de pPvPCO1 confirmé el tamafio esperado, lo que indica
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gue los oligonucleétidos disefiados fueron especificos y adecuados para aislar
la regién reguladora de interés (Figura 15A).

La posterior clonacion del fragmento en el vector de entrada pENTR/D-
TOPO y la obtencién de cuatro clonas positivas, corroboradas mediante PCR en
colonia y secuenciacioén, permitieron verificar la correcta insercion y la integridad
de la secuencia promotora (Figura 15B). La secuenciacion fue un paso
fundamental, ya que aseguré6 que el promotor no presentara mutaciones
derivadas de la amplificacibn por PCR que pudieran alterar su actividad
transcripcional.

Una vez validado el clon de entrada, se recombino mediante el sistema
Gateway hacia el vector destino pPBGWFS7 permitié generar la construccion del
plasmido pBGWFS7pPvPCO1 en células de E. coli Top10. Donde se obtuvieron
dos colonias positivas en E. coli Top10 y su validacion mediante PCR en colonia
confirmaron el éxito de la recombinacion y la correcta transferencia del promotor
al vector binario (Figura 15C). Este paso fue esencial, ya que el vector pPBGWFS7
contiene los genes reporteros GFP y GUS, cuya expresion queda bajo el control
de pPvPCO1, lo que permitira evaluar posteriormente su actividad en tejidos

vegetales.

Finalmente, se realizo la transformacién del plasmido recombinante en A.
rhizogenes K599 y la obtencion de seis clonas positivas confirmadas por PCR
en colonia demostraron que la construccién fue introducida exitosamente en la
bacteria (Figura 15D). Se seleccionaron 2 colonias positivas para evaluar la
eficiencia de cada clona para la generacion de raices transgeénicas (clonas 2 y
5). Donde se selecciond la clona 2 para la generacion de plantas compuestas

debido a que tuvo una mayor eficiencia en la generacién de raices transgénicas.

Este resultado fue indispensable para las etapas posteriores del estudio,
ya que A. rhizogenes constituye el sistema de transferencia del T-DNA hacia las
células de P. vulgaris, lo que posibilité la generacion de raices transgénicas
necesarias para analizar el patron espacial y temporal de expresion del promotor
pPvPCO1 durante la simbiosis con R. tropici DsRed y en condicones de

anegamiento.
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Figura 16. Validacién de la construccién molecular pPvPCO1::GFP-GUS mediante PCR en

colonia. A) Amplificacion del promotor de pPvPCO1. B) Amplificacion por PCR de
PENRTpPVPCO1. C) Amplificacion por PCR de pBGWFS7pPvPCO1. D) Amplificacion por PCR
en pPBGWFS7pPvPCOL1 en A. rhizogenes.

2000pb__

7.3. Caracterizacion de la actividad de pPvPCOL1 bajo condiciones de estrés

por anegamiento.

Con el propdésito de determinar la actividad espacio-temporal del promotor
pP%/PCOl en respuesta al estrés por anegamiento, se generaron raices
transformadas con la constryccion pPvPCO1:GFP-GUS y raices control
trar;sformadas con el vector vacio pPBGWFS7. Las plantas compuestas fueron
sometidas a condiciones de anegamiento y se realiz0 una cinética de muestreo
alasO,1, 3,6, 12, 24, 28 y 48 horas posteriores al tratamiento. En cada tiempo

se evalug la actividad del promotor mediante el ensayo histoquimico de GUS.

Los resultados muestran un patrén diferencial entre las raices control y las
transformadas con la construccion de interés. En las raices transformadas con
el vector vacio no se detectd actividad del gen reportero en ninguno de los
tiempos analizados (Figura 16A), lo que confirma que la tincion observada en las
raices transformadas con pPvPCO1::GFP-GUS es consecuencia de la actividad
del pPVvPCO1 y no de una expresion inespecifica del vector o del procedimiento

de transformacién. En contraste, las raices que contienen la construccién



pPvPCO1::GFP-GUS presentan un patron dinamico de expresion en respuesta
al anegamiento (Figura 16B). Durante las primeras horas del tratamiento (0 y 1
h) no se observa una sefial evidente de GUS, lo que indica una Lo que baja
actividad basal del promotor en condiciones previas al establecimiento del estrés.
A partir de las 3 horas se detecta una tincion tenue, localizada principalmente en
la regién meristeméatica y en la zona de elongacion de la raiz, lo que sugiere que
estas regiones constituyen los primeros sitios en los que se activa la respuesta

transcripcional de PvPCOL.

La intensidad de la tinciobn aumenta considerablemente a las 6 horas y
alcanza su maxima expresion entre las 12 y 24 horas posteriores al anegamiento,
observandose una sefial intensa distribuida en una mayor proporcion del tejido
radical. Este incremento temporal indica que pPvPCO1 responde de manera
inducible al estrés por anegamiento y que su actividad coincide con el periodo
en el que las raices experimentan una mayor limitacion de oxigeno como

consecuencia de la inundacion.
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Figura 17. Actividad del promotor pPvPCOL1 en raices transgénicas de P. vulgaris bajo

condiciones de anegamiento. A) raices transformadas con el vector vacio pBGWFS7 y B)
raices transformadas con la construccion pPvPCO1::GFP-GUS durante una cinética de
inundacién de 0, 1, 3, 6, 12, 24, 28 y 48 horas. Escala de 2 cm.

Posteriormente, a las 28 y 48 horas, la intensidad de la tincion disminuye
respecto de la observada entre las 12 y 24 horas, aunque la actividad del
promotor aun es detectable. Esta reduccion podria indicar que la respuesta
transcripcional de PvPCO1 es transitoria y que, una vez establecida la respuesta
inicial al estrés, la expresion del gen disminuye a medida que la raiz desarrolla

mecanismos de adaptacion fisiologica a las condiciones de hipoxia.
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En conjunto, estos resultados demuestran que pPvPCO1 es un promotor
inducible por anegamiento y que su activacion depende del tiempo, con una
expresion preferencial en regiones de crecimiento activo de la raiz y un maximo
de actividad entre las 12 y 24 horas posteriores al inicio del tratamiento. Este
patron de expresion respalda la participacion de PvPCO1 en la respuesta
temprana de P. vulgaris al estrés por la disminucion del oxigeno en el sistema

radical.

En el andlisis de regiones especificas de la raiz principal se observé un
patrén espacio-temporal de actividad de pPvPCO1 (Figura 17). A las 0 horas, la
actividad del promotor se localiz6 en la zona meristemética, principalmente en la
columela, como lo indica la tincion azul del ensayo histoquimico de GUS (Figura
17A). Ala 1 hora, la intensidad de la sefial aument6 en la region meristematica

y este patron se mantuvo hasta las 3 horas de anegamiento (Figuras 17B-C).

A las 6 horas, la actividad del promotor aument6 y se extendié hacia el
cilindro vascular, ademas de permanecer en la zona meristematica (Figura 17D).
Entre las 12 y las 24 horas se observo la mayor intensidad de tincién, que se
distribuy6 a lo largo de la raiz principal, lo que indica el maximo nivel de actividad
de pPvPCO1 (Figuras 17E-F). Posteriormente, a las 28 horas, la intensidad de
la sefial disminuyd y la actividad se restringi6 nuevamente a la zona
meristematica (Figura 17G). Finalmente, a las 48 horas, la actividad del promotor
se mantuvo en la zona meristematica y en el cilindro vascular, aunque con menor

intensidad que la maxima observada entre las 12 y 24 horas (Figura 17H).

En las raices laterales, la actividad de pPvPCO1 presentdé un patrén
similar al observado en la raiz principal (Figuras 171-P). A las 0 horas, la actividad
del promotor se localizé principalmente en la zona meristematica de la raiz lateral
(Figura 171). Entre 1 y 6 horas de anegamiento, la intensidad de la tincién
aument6 gradualmente y permanecio concentrada en la region apical (Figuras
17J-M). Alas 12 y 24 horas, se observo la mayor actividad del promotor, con una
distribucion mas amplia de la tincién a lo largo de la raiz lateral (Figuras 17N-O).

Posteriormente, a las 48 horas, la intensidad de la sefial disminuyd,
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observandose una menor actividad en la zona meristematica en comparacion

con los tiempos de maxima expresion (Figura 17P).
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Figura 18. Actividad espaciotemporal del promotor de pPvPCO1l en condiciones de
anegamiento. Visualizacion de la actividad de GUS en la raiz principal (A-H), en la raiz lateral
(I-P) y en los primordios de raiz lateral (Q-X). Escala de 200 pm.

En los primordios de raiz lateral, pPvPCO1 mostré actividad desde el inicio
del experimento. A las 0 horas, la tincién con GUS se detectd especificamente
en los primordios de raiz lateral (Figura 17Q). A partir de la 1 hora de
anegamiento, ademas de mantenerse en los primordios, la actividad del
promotor se extendié hacia las células del cilindro vascular, patrén que
permanecié durante toda la cinética hasta las 48 horas (Figuras 17R-X). Este
patrén indica una actividad sostenida de pPvPCOL en los tejidos asociados al
desarrollo de raices laterales y en la vasculatura durante la respuesta al
anegamiento.
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7.4. Caracterizacion de la actividad del promotor pPvPCO1 durante el

proceso de nodulacién

Se evaluo la actividad espacio-temporal del promotor del gen PvPCO1
durante la nodulacion. Se generaron raices transformadas con la construccién
molecular pPvPCO1::GFP-GUS y raices control con el vector vacio pPBGWFS7.
Las plantas compuestas fueron inoculadas con la bacteria R. tropici DsRed y se
realizé una cinética a los tiempos: 5, 10, 14, 21, 25 y 30 dias postinoculacién

(dpi). Posteriormente, se realiz6 el ensayo histoquimico de GUS.

En las raices control, es decir, las plantas que expresan el vector vacio,
tanto en condiciones no inoculadas como inoculadas, no se detecto actividad del
promotor en ninguno de los tiempos evaluados durante la cinética, lo que
confirma la ausencia de sefial inespecifica derivada del vector vacio (Figuras
18A y C). Por el contrario, en las raices transformadas con la construccion que
porta la fusion transcripcional pPvPCO1::GFP-GUS, en condiciones no
inoculadas, la actividad del promotor se observa en la region apical, en la zona
de elongacion y en la de emergencia de raices laterales. Esta actividad se
observa desde etapas tempranas, como a los 5 dias, y se mantiene hasta los 25
dias. Sin embargo, a los 30 dias, pPvPCOL1 alcanza su nivel maximo de actividad
(Figura 18B).

En las raices inoculadas con R. tropici, la tincibn se observa mas
intensificada y ampliamente distribuida que en las raices no inoculadas. La
actividad del promotor es mas notable en los tiempos de 14 y 21 dpi, con una
fuerte actividad en las zonas corticales donde se inician las estructuras
nodulares. Mientras tanto, a los 25-30 dpi, la intensidad de la tincién disminuye
ligeramente y la actividad se concentra principalmente en los nédulos maduros
(Figura 18D).
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Figura 19. Actividad del promotor de pPvPCOLl en raices transgénicas de P. vulgaris
durante la nodulacion. A-B) raices no inoculadas y C-D) raices inoculadas con R. tropici. A-C)
raices transformadas con el vector vacio pBGWFS7 y B-D) raices transformadas con la
construccion de interés, durante una cinética de nodulacion de 5, 10, 14, 21, 25y 30 dias. Escala
de 2 cm.

Como resultado, en regiones especificas de la raiz, como en las raices
principales en condiciones no inoculadas, se observa que, en 5 dias, se presenta
actividad en el meristemo basal, preferentemente en la zona de la columela
(Figura 19A). En un plazo de 10 dias, ademas de estar activo el promotor de
PvPCOLl en la zona de la columela y en el meristemo basal, la actividad se
expande hasta las células de la vasculatura (Figura 19B). En un tiempo de 14
dias, el promotor de PvPCOL1 alcanza su mayor actividad, observandose en las
zonas meristematicas y en la zona de elongacion, principalmente en las células
de la columela, del haz vascular, de la epidermis y del cortex (Figura 19C). A los
21 dias, se observé una disminucion de la actividad en el meristemo basal,
preferentemente en el periciclo y en la columela de la raiz (Figura 19D). Mientras
gue en 25 dias se observa en el meristemo basal y se expande a las células de
la vasculatura de la zona de elongacioén (Figura 19E). Finalmente, a los 30 dias,

se observa en la zona de proliferacion (Figura 19F).
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Figura 20. Actividad espacio-temporal del promotor de pPvPCOL1 en raices no inoculadas.

A-F) raiz principal; G-L) raiz lateral; y M-R) primordios de raiz lateral. Escala de 900 um.

En las raices laterales, el tiempo de 5 dias es similar al patrén de actividad
de la raiz principal, en el que la actividad se concentra preferentemente en la
columela y se mantiene hasta el dia 10 (Figuras 19G-H). En un plazo de 14 dias,
la actividad del promotor disminuye en la columela y aumenta en la zona del
meristemo basal (Figura 19I). La actividad del promotor durante 21 dias se
observa en toda la zona meristematica (Figura 19J). A los 25 dias, disminuye la
actividad y, a los 30 dias, aumenta en la zona meristematica respecto a los 25
dias (Figuras 19K-L).
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Finalmente, en los primordios de la raiz lateral, se observa Unicamente a
los 5 dias (Figura 19M). A los 10 dias, ademas de estar activo en los primordios
de raiz, también se encuentra activo en las células de la vasculatura de la raiz
(Figura 19N), mientras que a los 14 dias la actividad del promotor se encuentra
preferentemente en el periciclo (Figura 190). Posteriormente, la actividad del
promotor a los 21 y 25 dias se mantiene preferentemente en los primordios de la
raiz lateral y en la vasculatura de la raiz (Figuras 19P-Q). Finalmente, durante
30 dias se observa actividad en las células del haz vascular, asi como en la parte
de la Figura 19R

Las raices inoculadas con R. tropici Ds/Red, presentan de entrada una
actividad del promotor de pPvPCOl1l mucho méas acentuada en las raices
principales en el tiempo de 5y 10 dpi y esta se observa en la zona meristematica
y en la vasculatura de la raiz (Figuras 20A-B). A los 14 dpi, la actividad del
promotor esta practicamente distribuida por toda la raiz (Figura 20C); esta
actividad disminuye y se observa preferentemente en las zonas meristematicas
y del haz vascular. Esta actividad va de 21 a 30 dpi; sin embargo, a 25 dpi se
observa que en la zona meristematica hay menor actividad Unicamente en las

células de la columela (Figuras 20D-F).

En las raices laterales la actividad del promotor de pPvPCOL1 se observa
en la zona meristematica y en las células del cilindro vascular (Figura 20G). Para
los 10 dpi, se observd que el promotor estd activo Unicamente en la zona
meristematica, preferentemente en la epidermis de la raiz (Figura 20H). Para los
14 dpi, ademas de estar activo en la zona meristematica, también se encuentra
activo en las células de la vasculatura (Figura 20l); mientras que, para el tiempo
de 21 dpi a 30 dpi, en las raices laterales la actividad se observa en toda la raiz,
preferentemente en la zona meristeméatica (Figuras 20J-L). En los primordios de
raiz lateral desde los 5 dpi, la actividad se observa en la zona del cilindro vascular
y, preferentemente, en los primordios de raiz lateral; esta actividad se mantiene
hasta los 30 dpi (Figuras 20M-R).

46



Inoculadas

5 dpi 10 dpi 14 dpi 21 dpi 25 dpi 30 dpi

Raiz principal

Raiz lateral

Primordio de raiz lateral

Figura 21. Actividad espacio-temporal del promotor de pPvPCOL en raices inoculadas con
R. tropici. A-F) raiz principal; G-L) raiz lateral; y M-R) primordios de raiz lateral. Escala de 900
pm.

Durante la organogénesis del nddulo, se observa que la actividad del
promotor de pPvPCO1 esta presente a los 5 dpi y a los 7 dpi en la zona de
division de las células corticales (Figura 21A); ademas, se observa actividad en
los primordios de nodulo a los 7 dpi (Figura 21B).

De manera similar, en los nédulos jovenes de 10 dpi a 14 dpi se observé
que el promotor de pPvPCOL esta activo en estos mismos (Figuras 21C-D);
mientras que en los nédulos maduros de 21 dpi a 25 dpi se observa la actividad

del promotor en las zonas de las lenticelas del nédulo, asi como en la vasculatura
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de la raiz (Figuras 21E-F). En los nédulos senescentes de 30 dpi, se observa
gue la actividad se mantiene en la zona de las lenticelas del nédulo y en el haz

vascular de la raiz (Figuras 21G-H).
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Figura 22. Actividad espacio-temporal del promotor de pPvPCOl durante la
organogeénesis del noédulo. A) zona de infeccion, B) primordios de nddulo, C-D) nédulos

jévenes, E-F) nédulos maduros y G-H) nddulos senescentes.

Se realizaron cortes longitudinales de nédulos a los 21 dpi y se analizaron
mediante microscopia confocal. Se observo en la figura 22A fluorescencia roja,
correspondiente a R. tropici CIAT899 que se encuentra expresando la proteina
de fluorescencia roja DsRed permitiendo identificar a las bacterias durante el
proceso de infeccidon, mediante microscopia de fluorescencia. Esto evidencia
una colonizacién activa dentro del nédulo. En la figura 22B, la fluorescencia
verde correspondiente a la actividad del promotor de pPvPCO1l se observé
ampliamente distribuida en las células del nédulo, con mayor intensidad en las

zonas cercanas a las regiones de colonizacién.

El andlisis de la colocalizacién mostré una superposicion parcial entre
ambas sefiales, observada en las regiones de color amarillo/naranja (Figura

22C). Esta colocalizacion indica que la actividad del promotor de pPvPCO1 se
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da preferentemente en las zonas con mayor presencia de colonizacion
bacteriana.

R. tropici DsRed pPCO1::GFP-GUS Merge

Figura 23. Localizacion de R. tropici DsRed y de la actividad del promotor de pPvPCO1 en
nédulos a los 21 dpi. A) localizacion de R. tropici, B) localizacion del promotor PvPCO1 y C)
colocalizacién de R. tropici y del promotor PvPCOL.

8. DISCUSION

El anegamiento del suelo constituye uno de los principales tipos de estrés
abidtico que afectan el desarrollo de las plantas, provocando una reduccion en
la difusion de oxigeno generando una condicion de hipoxia (Zhang et al., 2025)
Sin embargo, existen condiciones hipoxicas en las cuales los bajos niveles de
oxigeno forman parte del desarrollo de 6rganos vegetales como los nddulos
simbidticos, los cuales son nichos hipéxicos que requieren mantener una baja
disponibilidad de oxigeno para que se realice el proceso de fijacion bioldgica de
nitrégeno (Rutten et al., 2021).

El andlisis in silico de los elementos cis-regulatorios delp PvPCO1
permitié identificar un total de 103 elementos cis-regulatorios que se encuentran
implicados en la respuesta a la baja disponibilidad de oxigeno o estrés abiotico
y en el proceso de nodulacion. También se identificaron 157 elementos que
participan en el inicio de la transcripcién. Los elementos que mas frecuentemente
se localizaron en pPvPCO1 fueron NODCON2, WRKY71, GT1I1CONSENSUS,
MYB y TATA-BOX.

NODCON2 ha sido descrito como un elemento cis-regulatorio asociado a

la expresion de genes como la nodulinas que se encuentran involucradas en la
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expresion especifica de los nodulos radiculares o genes de leghemoglobinas,
juegan un papel crucial durante el proceso de fijacién biolégica de nitrogeno, ya
gue se encarga de secuestrar al oxigeno dentro del nédulo (Stougaard et al.,
1990; Fehlberg et al., 2005). WRKY71 es un elemento regulador clave en
respuesta a defensa, estrés abidtico y sefializacion hormonal principalmente del
acido abscisico, acido salicilico, jasménico y etileno, por lo que podria estar
sujeto a una regulacién sensible al estado redox (Eulgem et al., 1999; Xie et al.,
2005).

Mientras que GTICONSENSUS ha sido identificado como regulador de la
respuesta al estrés osmotico, asi como la sefializacion hormonal principalmente
del acido abscisico (SA) por lo que puede estar implicado en la modulacion de la
expresion génica bajo hipoxia, debido a que participa en redes de sefializacion
asociadas al estado redox, osmotico, ROS, SA, entre otros (Le Gourrierec et al.,
1999; Villain et al., 1996). El elemento MYB se ha identificado en regiones
promotoras reconocidas por los factores de transcripcion MYB, y que regulan la
sefializacion por acido abscisico y la expresion de genes de respuesta a estrés
hidrico (Abe et al., 2003).

Por otro lado, también se identific6 un elemento cis-regulatorio que
constituye uno de los motivos clasicos que se encuentran asociados a la
expresion bajo condiciones de hipoxia, este es denominado ARE, se ha
identificado en regiones de promotores como ADH1 y PDC que estan
involucrados en la respuesta metabdlica durante la hipoxia (Sadeghnezhad et
al., (2014). La presencia de estos elementos sugiere que PvPCOL1 podria estar
implicado no solo en la respuesta a la baja disponibilidad de oxigeno provocada
por algun estrés ambiental, sino también en la simbiosis y el establecimiento del
nodulo.

En la actividad de pPvPCOL, bajo condiciones de anegamiento tanto en
las raices principales como en las laterales, se observa que a las 0 h la sefial es
basal y se restringe principalmente al apice radical. Mientras que a partir de las
1-6 hrs de anegamiento, la tincibn aumenta notablemente en la zona
meristematica y de elongacion, esto sugiere que PvPCO1 es un gen altamente
sensible a la disminucion de oxigeno actuando en la respuesta inicial del estrés

por hipoxia. De manera similar, los estudios previos en A. thaliana han
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demostrado que PCO1 se encuentra altamente inducido en condiciones de
hipoxia temprana (Weits et al., 2014). Alas 12y 24 h, se logra alcanzar la maxima
actividad del promotor de PvPCO1 donde la sefial es intensa y se extiende hacia
mas regiones de la raiz, este periodo podria representar la fase de aclimatacion
metabdlica de las plantas ante esta condicidn, esto es muy importante ya que se
ha demostrado en A. thaliana, asi como en P. pinea PCO1 existe una expresion
diferencial a las 4, 8 y 12 horas en condiciones de inundacién con respecto a las
condiciones de normoxia (Weits et al., 2022). Posteriormente, a las 28 y 48 h,
aunque la sefal persiste principalmente en la zona apical, parece disminuir.

En los primordios de raices laterales a las 0 horas se observa actividad
del promotor en el primordio de raiz lateral, sin embargo a las 1-48 horas ademas
de estar activo en los primordios de nddulo también se observa tincién en la zona
del cilindro vascular, en estudios similares en A. thaliana se observo la actividad
del pPCO1 en condiciones hipéxicas en primordios de raices laterales donde se
observa que AtPCO1 se encuentra activo desde la etapa | en los primordios asi
como en la vasculatura y se mantienen hasta la etapa VIl del desarrollo de raices
laterales (Shukla et al., 2019). Es decir, existe una fuerte correlacion entre la
expresion de las PCOs y las etapas tempranas del desarrollo de las raices
laterales.

En el andlisis histoquimico de la actividad de PvPCO1, se revelé que en
las raices no inoculadas la tincién es baja y se restringe principalmente a la zona
apical y a los primordios de raiz lateral; esto concuerda con los reportes que
indican que dicha zona es considerada un tejido de baja disponibilidad de
oxigeno. También, en un estudio realizado por Shukla y colaboradores (2019),
se propone un modelo en el que la iniciacién del primordio estd regulada
principalmente por la acumulacion de auxinas, mientras que el crecimiento
progresivo dentro de los tejidos reduce la difusién de oxigeno, estableciendo un
microambiente hipdxico en las zonas meristematicas.

En contraste, las raices inoculadas mostraron una mayor intensidad de
tincion, preferentemente en la region apical, en los primordios de raiz lateral y en
los tejidos vasculares, este incremento en la actividad sugiere que la interaccién
con R. tropici induce cambios fisiol6gicos que alteran la homeostasis de oxigeno.
Esta menor disponibilidad de oxigeno podria estar siendo provocada por la

divisiéon celular cortical que ocurre durante la formacion de los meristemos del
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nodulo en la simbiosis. Durante la organogénesis de los nodulos, el andlisis de
la actividad del promotor se observa en etapas tempranas, como en la division
celular cortical y en primordios de nddulo, asi como en los nddulos jovenes y en
lenticelas de ndédulos maduros/senescentes. Durante la division celular y el
desarrollo de primordio, se requiere de una reorganizacion celular, y la
generacion de una alta actividad metabdlica y un aumento en el consumo de
oxigeno, ademas en los nodulos jévenes, se establece un periodo de
proliferacion celular activa y diferenciacién de células infectadas, sugiriendo que
PvPCOLl podria participar en la regulacién del oxigeno durante la transicién hacia
un microambiente hipoxica, sobre todo en los ndédulos maduros donde se genera
una barrera adicional de oxigeno constituido por un cortex especializado,
ademas de la expresion de las leg-hemoglobinas especializadas para secuestrar
el oxigeno (Wycoff et al., 1998). En el andlisis de acumulacion de transcritos de
PvPCOL1 corresponde con los datos de la actividad del promotor, y esto sucede
desde etapas tempranas de la simbiosis, por lo que PvPCOL1 est& participando
durante la organogénesis del nédulo desde etapas tempranas hasta las etapas
tardias. En resumen, los mecanismos de percepcion del oxigeno estan presentes
tanto en el desarrollo de la raiz como en el de los nddulos simbidticos, como
regulan el establecimiento de los meristemos y la funcion de las células bajo

condiciones de hipoxia.
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9. CONCLUSIONES

1. PvPCO1, bajo condiciones de anegamiento, estd activado desde tiempos
tempranos, alcanzando su mayor actividad a las 24 horas, lo que sugiere que

participa activamente en la respuesta a la baja disponibilidad de oxigeno.

2. PvPCO1 se encuentra activo durante distintas etapas de la organogénesis
nodular, lo que sugiere su participacion en procesos asociados al

establecimiento y desarrollo del nddulo.

3. La actividad del promotor PvPCO1l evidenci6é una regulacion temporal

dinamica, frente al anegamiento y a la interaccién simbidtica.

10. PERSPECTIVAS

1. Realizar la caracterizacién del silenciamiento y de la sobreexpresion de
PvPCOL1 en condiciones de estrés por anegamiento y durante el proceso de

nodulacién, a fin de determinar su participaciéon en dichos procesos.

2. Determinar la localizacion subcelular de PvPCO1 mediante la transformacion
transitoria de hojas de N. benthamiana con la construccion molecular 35S:PCO1-

GFP, utilizando microscopia confocal.
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