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Resumen

Los péptidos antimicrobianos son un grupo de péptidos pequefios ricos en cisteinas y dentro de ellos
se encuentran las GASA/Snakinas, las cuales son parte de la inmunidad en plantas, presentan un
tamafio promedio de 64 a 1099 residuos de amino&cidos y hasta el momento todos los estudiados
presentan una actividad antimicrobiana como su funcién principal. Por otra parte, existe un grupo de
péptidos antimicrobianos ricos en cisteina denominados como péptidos ricos en cisteina “NCR”, los
cuales se consideran importantes efectores bioldgicos necesarios para la diferenciacion terminal en la
simbiosis de Medicago truncatula y Sinorhizobium meliloti en el desarrollo de nddulos
indeterminados. Para las plantas que forman nddulos determinados como los de la simbiosis entre
Phaseolus vulgaris y Rhizobium no se han reportado este tipo de “NCR”. Sin embargo, con el
creciente nimero de transcriptomas reportados de la simbiosis de P. vulgaris y rhizobium se han
encontrado secuencias putativas de péptidos antimicrobianos y de las GASA/Snakinas que muestran
cambios significativos en los niveles de expresion genica. Sin embargo, se desconoce si estos péptidos,
en particular las GASA/Snakinas, desempefian alguna funcion en el proceso de nodulacion. En el
presente trabajo, se realizé la identificacion de las secuencias putativas de las GASA/Snakinas en el
genoma de P. vulgaris. Una exploracién en los transcriptomas de P. vulgaris, sefiala que dentro de las
secuencias de las GASA/Snakinas la secuencia denominada Snakina 25 muestra un cambio
significativo en los niveles de transcritos durante el proceso de nodulacion. La secuencia codificante
Snakina 25 se amplifico a partir cDNA y se clond en un vector pENTR/D. La clonacion del fragmento
con la secuencia Snakina 25 fue confirmada por secuenciacion en la unidad de sintesis y secuenciacion
del IBt-UNAM. El analisis de secuencia a partir de un alineamiento mdltiple, demostré que la
secuencia de interés posee el dominio GASA/snakina y la firma conservada de residuos de
amino&cidos de cisteinas. Un modelado estructural de la secuencia de residuos de aminoacidos
Snakina 25, usando como molde la estructura PDB: 5E5Q, sugiere que el plegamiento es el
caracteristico de las snakinas. La secuencia Snakina 25 se encuentra lista para realizar la
recombinacion del vector PENTR/D con el vector binario de plantas el cual presenta un promotor
constitutivo 35S del CaMV vy el terminador NOS, que constituyen el “cassette” de expresion. El
resultado de este trabajo permitira a futuro explorar el papel de las snakinas en el proceso de
nodulacion entre P. vulgaris y Rhizobium y sera clave en estudios posteriores.

Palabras clave: Péptidos antimicrobianos, GASA/Snakinas, Nodulacién, Clonacion.



Introduccion

Una posible alternativa para no utilizar el uso de productos quimicos en los cultivos es el utilizar
biomoléculas que se encuentren en los mismos cultivos y explotar su potencial para crear derivados
que sirvan como: herbicidas, plaguicidas o farmacos. Dentro de los cultivos importantes y de facil
acceso encontramos a las leguminosas, con interés agronomico como: alfalfa, chicharo, alubias,
garbanzo, habas, ejote, lentejas, cacahuate, soyay el frijol (Phaseoulus vulgaris). P. vulgaris tiene un
valor nutricional ya que proporciona componentes esenciales para complementar la dieta del
consumidor como son: proteinas, acidos grasos, fibra dietética, compuestos polifendlicos, minerales
y vitaminas(Celmeli et al. 2018; Didinger et al. 2022). Los péptidos antimicrobianos (PAM’s por sus
siglas en inglés Peptide antimicrobial molecular) son moléculas pequefias que componen a un grupo
de respuesta en la inmunidad innata cuando existe algin dafio en la membrana celular. Se puede
encontrar naturalmente en células animales, vegetales, bacterianas, protozoarios y tienen una actividad
contra patdgenos como bacterias, virus y hongos. Su principal método de accion es realizar la lisis de
la célula ya que interacttan con la membrana celular del patégeno(Cardillo et al. 2018). Son ricos en
cisteina por lo que pueden formar puentes disulfuro. Un analisis realizado en monocotiledones y
dicotileddneas identifican alrededor de 13,000 genes vegetales que codifican para péptidos con
caracteristicas comunes(Silverstein et al. 2007). Se distinguen diferentes tipos de familias de PAM’s
en plantas, entre ellas las mas importantes son; las defensinas, tioninas, los péptidos tipo heveina
(hevein like-peptites), las knotinas, las a-harpininas, las proteinas de transferencia de lipidos (LTPS)
y las snakinas. Se diferencian por la cantidad de aminoacidos, su posicion y los puentes disulfuro que
tienen. Cada uno de los PAM’s tienen distintas funciones dependiendo a que tipo de familia
pertenezcan. Las snakinas desempefian diferentes funciones como respuesta al estrés bidtico y
abidtico, presentan un tamafio de alrededor de ~7 kDa (Su et al. 2020). Las Snakinas tienen una
importancia biotecnoldgica por presentar actividad antifngica y antimicrobiana considerandose de
interés farmacéutico debido a su estabilidad y eficiencia contra patégenos(A.N.Garciaet al.2014).EI
estudio de los péptidos antimicrobianos se ha enfocado en el aislamiento de las snakinas a partir de
muestras biologicas. Sin embargo, a pesar de que existen varios transcriptomas de P. vulgaris en
diferentes condiciones abioticas y bidticas, no se han identificado secuencias codificantes de snakinas
en el genoma de P.vulgaris, por lo que este trabajo pretende identificar en el genoma de P.vulgaris
los genes codificantes para el péptido antimicrobiano de snakinas y la amplificacién de una secuencia

expresada diferencialmente durante el proceso de nodulacion.



Hipotesis

La familia de las snakinas son péptidos antimicrobianos que se encuentran conservados en las
plantas y le confieren resistencia a estrés biotico y abiotico. La identificacion y caracterizacion
de la snakina 25 y que se encuentra expresada diferencialmente en el proceso de nodulacion de
Phaseolus vulgaris var. negro Jamapa y el Rhizobium, permitira elucidar el papel de la

participacion de esa snakina en el proceso.



Objetivo general

= Identificar en el genoma de Phaseolus vulgaris el namero de secuencias del tipo snakinay clonar

una expresada diferencialmente durante el proceso de nodulacion.

Objetivos especificos

= Realizar la busqueda de las secuencias putativas de las snakinas.

= Analizar los transcriptomas reportados de P. wvulgaris e identificar secuencias expresadas
diferencialmente.

= Amplificar por PCR la secuencia snakina 25, a partir de cDNA.

= Efectuar un andlisis bioinformatico de la secuencia amplificada.



Revisiéon de literatura

Las leguminosas.

Las leguminosas son un cultivo importante en la nacion por complementar el valor nutricional. De las
legumbres principales ingeridas en la dieta humana es el frijol, cuando se consume proporciona
componentes esenciales para su consumidor ya que es fuente de micronutrientes (Fe, Zn y Cu) y
macronutrientes (K, Ca, P y Mg), dependiendo de la variedad la cantidad de proteina se encuentra en
un rango del 15 al 35%, son una fuente de aminoacidos como lisina, tirosina, fenilalanina, en vitaminas
cada 100gr aporta vitamina C y acido folico, adicionalmente una importante cantidad de polifenoles
(Ganesan y Xu 2017; Jan et al. 2021).

Generalidades del frijol.

Phaseolus vulgaris es la especie mas conocida, pertenece al género Phaseolus, tribu Phaseoleae,
familia Fabaceae, orden Fabales, clase Magnoliopsida, division Magneoliphyta y reino Planteae. El
frijol es una leguminosa de importancia a nivel mundial. México es un centro de origen del frijol
contando con especies nativas y criollas en su resguardo. Ademas de ser un cultivo importante en la
nacion, forma parte de la dieta mexicana al complementa su valor nutrimental proporcionando
aminoéacidos, hierro, vitaminas del complejo B, &cido folico y minerales (Sangerman-Jarquin et al.
2010). El frijol se planta en dos épocas al afio: primavera-verano, otofio-invierno y la produccion de
semilla suele producirse en areas semiaridas y con disponibilidad de riego (Torres et al. 2008).

Interaccion simbidtica de P. vulgaris y rizobium.

Hasta el momento todas las especies analizadas de la familia de las leguminosas son capaces de
establecer una asociacion simbidtica con bacterias del suelo conocidas como: rizobios, las cuales son
bacterias aerobias, Gram-negativas que incluyen a los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium, Phyllobacterium entre otros. Esta interaccion es benéfica para ambos organismos ya
que el P. vulgaris le aporta a R. etli fuentes de carbono necesarios para su crecimiento y a cambio, se
ve beneficiada al obtener formas asimilables de N2 fijados por la bacteria simbidtica. Este proceso es
conocido como fijacion biologica de nitrégeno, que consiste en la incorporacion de nitrégeno
atmosférico a las plantas por medio de la conversidn de nitrégeno en estado gaseoso (N2) en amoniaco
(NH3) por medio de un complejo enzimatico Ilamado nitrogenasa que se encuentra en las bacterias.
Dicha interaccion tiene lugar en la rizosfera y se inicia cuando la raiz de la leguminosa exuda
compuestos entre los cuales podemos mencionar a los carbohidratos, &cidos organicos, vitaminas,

aminoéacidos y compuestos fendlicos entre los que se encuentran los flavonoides, los cuales actian
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como quimioatrayentes de la bacteria hacia la raiz de la planta, especificamente en apice del pelo
radical (S. C. Garcia 2011). Los flavonoides (genisteina, naringenina, daidzeina, entre otros) son los
compuestos que determinan la especificidad de la relacion entre la leguminosa y los rizobios (Fig. 1).
La mayoria de las especies de rizobios interactian con sélo un grupo selecto de leguminosas, pero
algunos han demostrado tener mas de dos huéspedes (Schultze y Kondorosi 1998). Un ejemplo es el
de P. vulgaris establece una relacion simbidtica con R. etli y R. tropici (Aguilar, Riva, y Peltzer 2004),
mientras que Medicago forma una relacion simbidtica sélo con Sinorhizobium meliloti (Hirsch, Lum,
y Downie 2001). Los genes nod codifican proteinas que participan en la sintesis y secrecion de los
factores Nod, lo que permite el inicio de la simbiosis frijol con rizobia (Quinto y Cardenas 2007) .
Interesantemente, se han descrito que dentro de los mecanismos que permiten la entrada y
diferenciacion en plantas como Medicago truncatula se han descrito un grupo de péptidos
antimicrobianos (PAM’s) que desempefian un papel esencial en la simbiosis planta-rizobio. Estos
PAM’s pertenecen a una familia encontrada Unicamente en plantas con meristemos persistentes en el
nddulo dichos péptidos son ricos en cisteina (NCR). Se consideran importantes para el desarrollo y la
diferenciacion terminal de los rhizobios durante la relacion simbiotica entre Medicago truncatula y
Sinorhizobium meliloti. Estos NCR, poseen una potente actividad antimicrobiana pero dicha actividad
no afecta a los endosimbiontes (Coss-Navarrete, Diaz-Valle, y Alvarez-Venegas 2020; Sauviac et al.
2022).
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Figura 1. Esquema general del didlogo molecular entre la leguminosay el rizobium compatible.

La raiz secreta de manera constante una serie de exudados entre ellos se encuentran los flavonoides,
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estos compuestos son percibidos por el rizobium a través del receptor nodD e inducen la transcripcion

de los genes nod, los cuales estimulan al pelo radical para iniciar el proceso de nodulacion.
Péptidos antimicrobianos en plantas

Los Péptidos antimicrobianos (PAMSs), se puede encontrar naturalmente en células animales,
vegetales, bacterianas y protozoarios y tienen una respuesta ante patdgenos como bacterias, virus y
hongos. Los PMAs son péptidos cationicos con varias funciones diferentes a su capacidad de tener
una actividad antimicrobiana entre las que podemos mencionar que son capaces de inhibir el
transporte de proteinas, interactuar con canales iénicos y pueden de interactuar con el ADN y el ARN
(Kenny y Marmion 2019; Magana et al. 2020; W. Li et al. 2021). Una revision en la base de datos
Antimicrobial Peptide Database (https://dbaasp.org/) (consultado el 16 de octubre de 2022) muestra
un registrado de 3425 péptidos antimicrobianos, donde estan categorizados de acuerdo a su origen y
propiedades antimicrobianas (Wang, Li, y Wang 2016).

De manera general, los PMAs se encuentran como péptidos lineales en insectos, animales y plantas.
En plantas muestran una serie de cisteinas conservadas que forman varios puentes disulfuro, la
presencia de los posibles enlaces disulfuro entre las cisteinas conservadas aumenta su estabilidad a la
degradacion térmica, quimica y enzimatica. Los PAMs forman parte de los mecanismos de defensa
de las plantas, y se han logrado aislar de las raices, hojas, flores, tallos y semillas de varias
especies(Magana et al. 2020; Bakare et al. 2022; Maan et al. 2020). En plantas los PMAs se han
descrito como diferentes familias, pero las principales son las “thionins”, “defensins”, “hevein”,”
knottin”, “a- hairpinins”, “lipid transfer proteins”, “cyclotides” y las “snakins” (Bakare et al. 2022;
Cardillo et al. 2018).

Proteinas GASA/Snakina

Las proteinas GASA (Gibereline Acid-Stimulated Arabidosis) por sus siglas en inglés, también
conocidas como GASA/Snakin o simplemente snakinas se encuentran ampliamente distribuidas entre
las monocotiledoneas y dicotiledoneas, son una clase proteinas CRP (proteina rica en cisteina) las
cuales presentan un tamafio promedio de 80-120 residuos y un peso promedio de 7kDa. EIl primer
registro de un aislado es de los tubérculos de Solanum tuberosum (StSN1) y los miembros de esta
familia presentan 12 cisteinas en un dominio denominado GASA, dicho dominio presenta la siguiente
firma “XnCX3CX2RCX8(9)CX3CX2CCX2CXCVPXGX2GNX3CPCYX10(14)KCP” (en donde x

representa cualquier aminoacido excepto Cisteina, R arginina, V valina, P prolina, G glicina, Y
7
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tirosina y K Lisina)(Su et al. 2020). Lo descrito en el domino es que es necesario para la funcion de
las proteinas GASA. Sin embargo, no se tiene claro como el dominio GASA afecta a la funcion de la
proteina(Nahirfiak et al. 2016; L. Zhang et al. 2017). La localizacion subcelular de las proteinas
GASA/Snakin se han reportado en la pared celular, apoplasto, citoplasma, matriz extracelular, nicleo
y membrana plasmatica (Furukawa, Sakaguchi, y Shimada 2006; S. Zhang et al. 2009; Nahirfiak et al.
2012; K.-L. Li et al. 2011; Wu et al. 2020). La modulacion de la expresion de los genes de la familia
GASA/snakin se ha reportado en por la accion de las giberelinas (GAS) y acido abscisico (ABA)(S.
Zhang y Wang 2017). Pero la expresion del transcrito de StSN1 se reporta en diferentes partes de la
papa entre los cuales se pueden mencionar el tallo y yemas florales, en el arroz, OSGASR, se expresa
en el meristemo apical (SAM), en las raices y en las hojas, en alfalfa, la snakina MsSN1 se expresa
en raices, tallos, hojas y brotes florales(Su et al. 2020).



Metodologia

Ubicacion del experimento.
El desarrollo experimental de este trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Zoologia, del

departamento de Botanica, perteneciente a la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro.
Localizado en Buenavista 1923, en la ciudad de Saltillo, municipio de Coahuila de Zaragoza. Con una
latitud de 25° 35 19.95”” N, longitud de 101° 1’ 53.06” O, y una altitud de 1742 m sobre el nivel del

mar. A siete kildbmetros al sur de la capital.

Busqueda de las secuencias putativas de las snakinas en el genoma de
Phaseolus vulgaris.

Para realizar la busqueda de las secuencias se empled el servidor “Phytozome 13”7
(https://phytozome.jgi.doe.gov/) y el servidor “UniProtKB” (https://www.uniprot.org/), para
identificar las secuencias putativas de las snakinas. Para realizar la busqueda en los servidores
mencionados se utilizaron dos estrategias. En la primera, se utilizd la busqueda por el nombre del
organismo “Phaseolus vulgaris” usando como palabra clave “snakin” y se descargaron las secuencias
arrojadas por la plataforma. En la segunda con el nimero de acceso de la snakina (BG 597515.1
snakina-1) de Solanum tuberosum de acuerdo a Berrocal-Lobo, et al. (2002), se realizé6 un BLAST
empleando el servidor BLASTP (Basic Local Alignment Search Tool for Protein) del “Phytozome
13”. Con las secuencias se realizd la determinacion del punto isoeléctrico y del peso molecular
utilizando el portal expasy (https://web.expasy.org/compute_pi/), para la determinacion de la
localizacion subcelular se empled el programa WoLF PSORT: Advanced Protein Subcellular

Localization Prediction Tool (https://www.genscript.com/wolf-psort.html).

Analisis del transcriptoma “in silico” de las snakinas expresadas

diferencialmente en el genoma de P. vulgaris.
Se efectud un andlisis del transcriptoma de Phaseolus vulgaris depositado en el atlas de expresion

génica basado en RNA-Seq en (https://www.zhaolab.org/PVvGEA/) publicado por Jamie A
O'Rourke, y col 2014. En las muestras de diversas partes de la planta Phaseolus vulgaris cv. negro
Jamapa. Para la adquisicion de los datos se restringié a los de la zona de la raiz y en el proceso de la
nodulacion con los datos se generara un mapa de calor en el software GraphPad Prism (GraphPad
Software 8.1).


https://www.uniprot.org/
https://web.expasy.org/compute_pi/
https://www.genscript.com/wolf-psort.html
https://www.zhaolab.org/PvGEA/

Disefio de oligonucledtidos especificos.

De las secuencias que se expresaron diferencialmente se tomaran las secuencias que se que mostraron
un nivel de expresion significativo con respecto al control y se le disefiaron los oligonucle6tidos para

amplificar toda la secuencia codificante y parte del 3UTR, utilizando el software SnapGene (4.0.7).

Sintesis de los oligonucleotidos.

Se enviaron a sintetizar los oligonucledtidos en el Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Auténoma de México campus Cuernavaca con especificaciones en la pagina de la institucion

(http://oldwww.ibt.unam.mx/sintesis/busquedas.html).

Amplificacion por PCR de la secuencia snakina 25 expresada

diferencialmente.

Se encontraron diferentes secuencias expresadas diferencialmente y se decidié trabajar Unicamente
con la secuencia denominada snakina 25, se utilizo6 como molde cDNA de Phaseolus vulgaris,
proporcionado por el Instituto de Biotecnologia de la UNAM (IBT-UNAM). Para la reaccion de
amplificacion se empled un termociclador (Maxigene Il de Axygen™) considerando los siguientes
parametros. Una temperatura inicial en el primer paso de 95 °C por dos minutos. Seguido de 35 ciclos
que consistieron en la etapa de desnaturalizacién (95 °C por 30 segundos), en la etapa de alineacion
(62 °C por 20 segundos) Yy la etapa de elongacion (72 °C por 30 segundos). Finalmente, en el tercer
paso se fijo una temperatura de 18 °C durante 5 minutos. Los oligonucledtidos empleados para la
amplificacion por PCR fueron: FwSnakina 25 y RiSnakina 25, las de estos oligos y sus caracteristicas,

se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Oligonucleotidos disefiados, para la amplificacion por PCR de la secuencia de

interés.
Oligonucleétido Secuencia 5"----3" m
FwSnakin25 CACCATGGCCATCTCTAAGCTTCTCTGC 65 °C
RiSnakin25 CCAGAAGAACAGCCCTCTCATAC 59°C
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La reaccion de PCR, se realiz6 a un volumen final de reaccion de 20 (uL). A continuacion, se enuncian

los componentes contenidos en la mezcla de reaccion como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Componentes de la mezcla de reaccién de la PCR

Componentes Volumen (pnL)
cDNA (10pg) 1
Oligo Fw (0.1pMol) 1
Oligo Rv (0.1pMol) 1
Master Mix (2X) 10
H20 7
Volumen Final 20

Corrimiento electroforético y purificacion del producto de PCR.

El producto de PCR fue analizado empleando un gel de agarosa al 1.5%, usando una solucion
amortiguadora de corrimiento de Tris-Acetato-EDTA (TAE 1X). La muestra fue mezclada con 7 pL
de colorante de carga de gel de ADN (6X), Thermo Scientific™. La electroforesis se realizo aplicando
un voltaje constante de 90 V por 45 min. Posteriormente, el gel fue visualizado empleando un sistema
de documentacion para geles de electroforesis, de transiluminacion por UV (GD-1000 de Axygen™),
A partir de este gel de agarosa, se cortd y purifico la banda con el fragmento de interés, utilizando el
kit de purificacion (GeneJET PCR de Thermo Scientific™). Brevemente, se agregaron 800 pL del
“Binding Buffer” a un tubo eppendorf que contenia el fragmento del gel con el amplicon de la
secuencia de la snakina 25. Se mezcld hasta la disolucion del gel. La solucién se transfiriere a una
columna de purificacion “GeneJET”, y se centrifugd durante 60 s, desechando el sobrenadante. Luego
se afadieron 700 pL de “Wash Buffer” a la columna de purificacion. Se centrifugd durante 60 s, y se
desechd el sobrenadante. De nueva cuenta, se coloco la columna de purificacién en un tubo de
recoleccion, se centrifugd la columna de purificacion vacia durante 1 minuto, (con la finalidad de
eliminar por completo cualquier residuo del “Wash Buffer”). Se coloco la columna de purificacion en
un nuevo tubo de 1.5 mL para PCR. Se Anadieron 50 uL de “Elution Buffer”, sobre la membrana de
la columna de purificacién, se centrifugd por 1 min. Finalmente, el ADN purificado fue almacenado

a una temperatura de (-20 ° C).
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Clonacion y purificacion.

A partir del cDNA de frijol se amplificd la secuencia de la snakina 25 utilizando los oligonucleétidos
FWSnakina 25 5’-CACCATGGCCATCTCTAAGCTTCTCTGC-3" y el RiSnakina 25 5’-
CCAGAAGAACAGCCCTCTCATAC-3’ que comprende desde el CDS y parte de la region 3°’UTR.
El producto de PCR se purific y se clond en el vector de entrada pENTR/D-TOPO. Brevemente, se
toman 2 pL del producto de PCR y se colocan en un tubo eppendorf de 1.5mL, posteriormente se
agrega 1 pL del vector pENTRD y 3 pL de agua y se deja por 15 min, finalmente se transforma E.coli
acorde a las recomendaciones del fabricante.

PCR en colonia.

Para comprobar si las colonias transformadas presentaban el inserto, se realizé una PCR en colonia.
Las condiciones en la mezcla para la reaccion de PCR se indican en la Tabla 3 utilizando los mismos

pardmetros de amplificacion mencionados arriba para la RT-PCR.

Tabla 3. Componentes de la mezcla para la PCR del vector que contiene el inserto con la secuencia

Componentes Volumen (L) de interés.
FP4 (1pMol) 1
RIRNA187400(1pMol) 1
DNA molde 1
Master Mix (2X) 15
H20 12
Volumen Final 30

En esta reaccidn de PCR se consideraron los oligonucledtidos para el vector FP4 y el oligonucle6tido

reverso especifico de nuestra secuencia de interés RiSnakina 25 (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas de los oligonucle6tidos disefiados para la PCR en colonia.

Nombre Secuencia 5”------- 3 Tm
FP4 TCCTACTCAGGAGAGCGTTCACC 62°C
RiSnakina 25 'CAGAAGAACAGCCCTCTCATAC 59° C
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Extraccion del plasmido y Electroforesis.

El plasmido se purificd a partir de las de las colonias de E. coli confirmadas por PCR en colonia y se
utilizod el kit de extraccion de plasmidos (FavorGreen™) de acuerdo al protocolo sugerido por el
proveedor. Brevemente, de un cultivo de 10mL de toda la noche de E.coli con kanamicina a 50ug/mL,
se transfirieron 2 mL del cultivo a un tubo para centrifugarse a 7000xg, por 3 min, y se deseché por
completo el sobrenadante. Se agregaron 200 puL del Buffer FAPD1 (RNasa A) al paquete celular.
Luego, se afiadieron 200 uL del Buffer FAPD2 invirtiendo suavemente el tubo entre 5-10 veces. Esta
mezcla, fue incubada a temperatura ambiente durante 5 min. Se agregaron 300 pL de Buffer FAPD3
e invirtiendo ligeramente el tubo de 5-10 veces. Posteriormente se transfirio el sobrenadante a la
columna FAPD, y se centrifugd a 10,000xg durante 30 s. Se afiadieron 400 pL del Buffer WP a la
columna FAPD vy se centrifug6 a 10,000xg por 30 s. Acto seguido, se afiadieron 700 pL de Buffer de
lavado a la columna FAPD, y se centrifug6 a 10,000xg, por 30 s. Luego se centrifugd a 10,000xg,
durante 3 min. Se recolectd el contenido en un tubo nuevo agregando 100 ul del Buffer de elucion al
centro de la membrana de la columna FAPD. Se dej6 reposar la columna durante 1 min. Por Gltimo,
se centrifugd a maxima velocidad, durante 1 min para la elucion del ADN plasmidico, y se almacen6
a -20 ° C. Finalmente, el plasmido extraido fue analizado por electroforesis en un gel de agarosa al

1%, empleando el sistema de documentacion de geles por UV (GD-1000 de Axygen™).

Cuantificacion de la muestra.

Una vez analizada la muestra del DNA plasmidico, mediante el corrimiento electroforético. Esta
misma fue enviada para su cuantificacion por Nanodrop al Centro de investigacion en Quimica
Aplicada (CIQA) Saltillo Coah. De esta manera se asegura que se cumpla con las especificaciones de

muestra requeridas para su ulterior secuenciacion.

Secuenciacion.
La secuenciacion de la muestra se realizé en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM (IBT-UNAM)

Cuernavaca Mor. Se aseguré que la muestra tuviera una concentracion aproximada de 200 ng/ pL. La
mezcla DNA/OIigo se entregd via paqueteria en un volumen final de 16 pL, en un tubo eppendorf
para PCR de 0.2 mL.
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Alineamiento multiple de secuencias y Modelado estructural de la

secuencia.

Para el andlisis del alineamiento multiple de secuencias, se descargaron de las bases de datos: UniProt
(https://www.uniprot.org/), PDB (https://www.rcsb.org/) y del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) de las secuencias de diversos organismos de origen vegetal
en los que se han reportado snakinas. Posterior, se realizo el andlisis de secuencias por alineamiento
maultiple, utilizando el programa T-Coffee, contenido en el software UGENE (40.0). Para realizar el
modelado estructural de la secuencia se realiz6 un alineamiento estructural de proteinas de snakinas

ya reportadas STRAP (Structural Aliganment Program for Protreins).
Identificacion de los dominios GASA/Snakin

Para la identificacion de los dominios GASA/Snakina la secuencia putativa de la snakina se utilizo la

herramienta SMART (Simpler Molecular Architecture Research Tool).
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Resultados y Discusion.
BuUsqueda e identificacion de las secuencias putativas de las snakinas en

el genoma de Phaseolus vulgaris
Para el andlisis bioinformético se tomd de referencia la secuencia BG 597515.1 (Genebank) ya que

pertenece a una secuencia de snakina de Solanum tuberosum. Esta secuencia se analizé mediante un
BLAST con el genoma de Phaseolus vulgaris en el repositorio de Phytozome v13 encontrando 25
posibles secuencias. De igual forma se obtuvieron las mismas secuencias utilizando la basqueda por
palabra clave en el Phytozome v13. El porcentaje de similitud entre las 25 secuencias de snakinas
encontradas en el genoma de Phaseolus vulgaris oscila entre un 36 a 67 % respecto a la secuencia
usada de Solanum tuberosum. Los datos son similares si comparamos entre otras pantas descritas en
donde se describen como una familia multigénica plantas (Han et al. 2021). El posterior analisis de
las propiedades fisicoquimicas de las snakinas mostro que tienen un tamafo alrededor de los 88 a los
179 aminoécidos, un peso molecular de 9.4 a 19.15 kDa, con puntos isoeléctricos de 7.47 a9.59 y la
prediccion de la posible localizacidn subcelular las coloca como proteinas extracelulares excepto a la
snakina 17 como se muestra en la tabla 5, resultados similares se obtienen en otros anélisis realizados
en otras plantas en donde se muestra que las snakinas son parte de una familia multigénica (Su et al.
2020).
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Tabla. 5.NUumero de secuencias y valores fisicoquimicos para las secuencias de las snakinas

determinadas en el genoma de P. vulgaris

Nombre Tamaiio a.a Peso molecular (MW) isoelectrico (Pl) |[Posible localizacién celular
PvGASAl1 99 10.49 9.07 ES
PvGASA2 99 10.78 8.5 ES
PvGASA3 99 10.85 8 ES
PvGASA4 99 10.67 8.3 ES
PvGASA5 106 11.43 7.47 ES
PvGASA6 88 9.4 9.3 ES
PvGASA7 144 15.87 9.25 ES
PvVGASA8 92 10.23 8.61 ES
PvGASA9 92 10.35 8.87 ES
PvGASA10 116 12.69 8.26 ES
PvGASA11l 117 12.88 9.03 ES
PvGASA12 114 12.54 8.25 ES
PvGASA13 179 19.15 9.19 ES
PvGASA14 110 12.25 9.52 ES
PvGASA15 920 9.86 8.69 ES
PvGASA16 96 10.53 8.94 ES
PvGASA17 113 12.71 9.59 PM
PvGASA18 145 15.01 9.25 ES
PvGASA19 109 12.1 9.32 ES
PvGASA20 97 10.73 9.36 ES
PvGASA21 97 10.73 9.36 ES
PvGASA22 99 10.83 9.1 ES
PvGASA23 89 9.64 8.93 ES
PvGASA24 116 12.69 8.45 ES
PvGASA25 112 12.38 9.22 ES

Analisis transcriptomico “in silico” de las snakinas expresadas

diferencialmente en el genoma de P. vulgaris.

Las 25 secuencias encontradas de snakina en el genoma de Phaseolus vulgaris se analizaron en la
base de datos de Zhaolab (https://www.zhaolab.org/PvGEA/) en la que se encontrd la expresion de
genes perfiladas en RPKM (Reads per million maped reads) con valores normalizados expresadas
diferencialmente en el proceso de nodulacién. Se observa que varias secuencias de las 25 presentan
un cambio en sus niveles de expresion, en la tabla 6 se describen las condiciones analizadas en el
transcriptoma y en la figura 2, se muestran las 25 secuencias en un mapa de calor, en el cual podemos
observar que de manera general todas las snakinas se encuentran expresadas de manera basal en las
muestras analizadas de raiz y nédulos, lo que puede indicar que pueden tener un papel importante en
el proceso de nodulacion, diferenciacion celular o como agentes antimicrobianos ya que andlisis
similares de expresién en plantas que no nodulan muestran un nivel basal de las snakinas o pueden
expresarse de manera diferencial bajo un estrés biotico o abiético (Filiz y Kurt 2020; M. Zhang, Wang,
y Jian 2022; Su et al. 2020).
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Tabla 6. Muestras analizadas del analisis transcriptémico de P. vulgaris

Nombre | Tejido Tratamiento Tiempo
PVRT Punta de raices Fertilizante NO3

PVYR Raices jovenes Fertilizante NO3

PVR5 Raiz a los 5 dias post infeccion | Inoculada +Rizobium tropici | 5 dias
PVRF Raiz Fertilizante NO3 21 dias
PVRE Raiz Inoculada +Rizobium tropici | 21 dias
PvRI Raiz Inoculada-Rizobium giardini | 21 dias
PVN5 .NédUIp,S a los 5 dias post Inoculada +Rizobium tropici | 5 dias

infeccion

PVNI Ndédulo Inoculada-Rizobium giardini | 21 dias
PVNE Ndédulo Inoculada +Rizobium tropici | 21 dias

PvRT PvY R PvRF PvRS PvNS PvRI PvRE PvNI PvNE

PvGASA1
PvGASAZ2Z
PvGASA3
PvGASA4
PvGASAS
PvGASAG
PvGASA7
PvGASASB
PvGASAS9
PvGASA10
PvGASA11
PvGASA12
PvGASA13
PvGASA14
PvGASA15S
PvGASA16
PvGASA1Y
PvGASA18
PvGASA19
PvGASAZ0
PvGASA21
PvGASAZ2
PvGASAZ3
PvGASAZ24
PvGASA2ZS5

[ |
o} 200 400

Figura 2. Mapa de calor de las snakinas expresadas en el proceso de nodulacién de P. vulgaris.
En ddonde las columnas PVRT (Punta de raices), PvYR (Raices jovenes), PVR5 (Raiz a los 5 dias post
infeccion), PVRF (Raiz), PVvRE (Raiz), PvRI (Raiz), PvN5(Nddulo), PvNE (Nddulo), PvNI (N6dulo).
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Amplificacion por PCR de una snakina a partir de cDNA y su clonacion
en el vector pENTRD.

Se amplifico a partir de cDNA de raices sin inocular la secuencia de la snakina 25, y se observaron
2uL del producto de PCR en un gel de agarosa al 2%, se observo Unicamente la banda esperada de
42pb y se prosiguié a realizar la clonacion en el vector pENTRD. En la figura 3 se muestra la
amplificacion de la secuencia de interés la cual tiene una talla molecular de 542pb y corresponde el
tamafo esperado a partir de cuatro colonias que fueron seleccionadas posteriormente de la
transformacion para ser utilizadas para realizar la PCR en colonia, de las colonias positivas se les

extrajo el plasmido para ser enviada a la unidad de secuenciacion del IBt-UNAM.

Marcador Col.1 Col2 Col3 Col 4 Control Control
1kb + i
"]
= -3
—
— ey
542 pb N ——
— T e
| —

Figura 3. Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR en
colonia. El primer carril corresponde al marcador molecular de 1kb, carril 2, 3, 4 y 5; cuatro colonias
distintas las cuales presentan el tamarfio esperado, carril control positivo el cual es el producto de PCR

purificado y el control negativo el cual no contiene molde.
Secuenciacion

Los datos obtenidos del alineamiento de los electroferogramas con la secuencia de interés se muestran
en la figura 4, en donde se puede observar que se alinean sin presentar errores en la secuencia de la
snakina 25, la cual se utilizara posteriormente para recombinarla en un vector binario que permita la

expresion de la secuencia bajo un promotor constitutivo como el 35s, en la figura 5 se representa el
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vector final pPENTRD-Snakina25 generado en este trabajo el cual cuenta con los sitios attLs necesarios

para el sistema Gateway.

7884
7885
pEnt er Shak
CGQusta @
7884
7885
pEnt er Shak
Qustal @
7884
7885
pEnt er Shak
Qustal @
7884
7885
pEnt er Snak
Qusta @
7884
7885
pEnt er Shak
Qustal @
7884
7885
pEnt er Shak
Qusta @
7884
7885
pEnt er Snhak
Qustal @
7884
7885
pEnt er Shak
GQusta @

80 90 100 110 120 130 140
—————————————————————————— CCGA TAACG---AC GGCCCAGTCT TCCGACTGAG CCTTTCGTTT
TACTCAGAGA GCGTTCACGA CAAACACAGA TAAAACGAAA GGCCCAGTCT TC-GACTGAG CCTT-CGTTT

. . . .. -

150 160 170 180 190 200 210
TATTTGATGC CTGGCAGTTC CCTACTCTCG CGTTAACGCT AGCATGGATG TTTTCCCAGT CACGACGTTG
TATTTGATGC CTGGCAGTTC CCTACTCTCG CGTTAACGCT AGCATGGATG TTTTCCCAGT CACGACGTTG

220 230 240 250 260 270 280
TAAAACGACG GCCAGTCTTA AGCTCGGGCC CCAAATAATG ATTTTATTTT GACTGATAGT GACCTGTTCG
TAAAACGACG GCCAGTCTTA AGCTCGGGCC CCAAATAATG ATTTTATTTT GACTGATAGT GACCTGTTCG

290 300 310 320 330 340 350
TTGCAACAAA TTGATGAGCA ATGCTTTTTT ATAATGCCAA CTTTGTACAA AAAAGCAGGC TCCGCGGCCG
TTGCAACAAA TTGATGAGCA ATGCTTTTTT ATAATGCCAA CTTTGTACAA AAAAGCAGGC TCCGCGGCCG

- L e T R BT - - - - -

360 370 380 390 400 410 420
CCCCCTTCAC CATGGCCATC TCTAAGCTTC TCTGCGTTCT GCTTCTGGCT CTCCTTGGCC TCTCCATGAT
CCCCCTTCAC CATGGCCATC TCTAAGCTTC TCTGCGTTCT GCTTCTGGCT CTCCTTGGCC TCTCCATGAT
—————————— —ATGGCCATC TCTAAGCTTC TCTGCGTTCT GCTTCTGGCT CTCCTTGGCC TCTCCATGAT

Kk kkkhkhkkk khkhkkhkhkkhkhkk *hkhkkkhkhkkhkkhkk Khhkkkkkkkkk kokkkkokkkokk ok kkokkkokkkok

. .. . . P
430 440 450 460 470 480 490
CACAACTCAG GTTATGGCAA ACGATGCTGC TTATCACTTA GACCGAAGTA ATAATGGATC CGGGAGGAAT
CACAACTCAG GTTATGGCAA ACGATGCTGC TTATCACTTA GACCGAAGTA ATAATGGATC CGGGAGGAAT

CACAACTCAG GTTATGGCAA ACGATGCTGC TTATCACTTA GACCGAAGTA ATAATGGATC CGGGAGGAAT
hokkkkkhkhkkhk hkhkhkhkkhhhk hhkhhkhkhhkkk hhkhhkhkhhkhkhk hhkhhkkhhhkhx khhkkhkhkhkkhh Kkkkkkkkxk

500 510 520 530 540 550 560
TATGGACCTG GGAGTCTAAG GAGCTCACAG TGCCCCTCTG AATGCACAAG AAGATGTAGC CAGACACAGT
TATGGACCTG GGAGTCTAAG GAGCTCACAG TGCCCCTCTG AATGCACAAG AAGATGTAGC CAGACACAGT
TATGGACCTG GGAGTCTAAG GAGCTCACAG TGCCCCTCTG AATGCACAAG AAGATGTAGC CAGACACAGT

Kk kkkkhkkhkk khkkhkhkkhkhkkk *hkhkkkhkkkhkhkk *kkkkkhkkkkhkk hokkkkkkkkk kokkokokokkokokk ok ok kk kK ok kK k
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570 580 590 600 610 620 630

7884 ACCACAAGCC ATGCATGTTC TTCTGTCAAA AATGCTGCAG AAGTTGCCTA TGTGTTCCTC CTGGCTACTA
7885 ACCACAAGCC ATGCATGTTC TTCTGTCAAA AATGCTGCAG AAGTTGCCTA TGTGTTCCTC CTGGCTACTA
pEnter Shak  ACCACAAGCC ATGCATGTTC TTCTGTCAAA AATGCTGCAG AAGTTGCCTA TGTGTTCCTC CTGGCTACTA
Gusta] @ hhkhkhkhkhkkhkrhkkhk *hkkhkhkhkkhkhkhkhk dhkkkhkhhkhhkhkhk drxkkhkrhkkhhkhkh dhrxkkhkhhkhkkhkhkhk *hhkkhkhkrkkhkhkx Hhhxkhkkhkkhkkkx
O (e P I
640 650 660 670 680 690 700
7884 TGGGAACAAA TCGGTGTGCC CCTGCTACAA CAACTGGAAG ACCAAGCGTG GAGGACCCAA ATGCCCTTGA
7885 TGGGAACAAA TCGGTGTGCC CCTGCTACAA CAACTGGAAG ACCAAGCGTG GAGGACCCAA ATGCCCTTGA
pEnt er Shak TGGGAACAAA TCGGTGTGCC CCTGCTACAA CAACTGGAAG ACCAAGCGTG GAGGACCCAA ATGCCCTTGA
Gustaj O) khkkhkhkhkhkhkkhkhk Khkkhhkhkhkhkkhkkhkh *Ahkkhkhkhkhkhhkhkh hhkkhkhhkhkhkhkhkkh hhkhkkhkhkhkhkhkkhkhk *hkhkkhkhkhkhkhkhkk *hkhkhkkhkkhxkxk*k
T 1 e o e e A I |
710 720 730 740 750 760 770
7884 ACTCATATAA ACATGATTTC ATCAACAATT TTATATATTA CTCAAATCAG TGTTTTGGGT AGCACCTAGT
7885 ACTCATATAA ACATGATTTC ATCAACAATT TTATATATTA CTCAAATCAG TGTTTTGGGT AGCACCTAGT
pEnter Shak  ACTCATATAA ACATGATTTC ATCAACAATT TTATATATTA CTCAAATCAG TGTTTTGGGT AGCACCTAGT
Gusta] G) Khkkhkhkhkhkhkhhkhk KAhkkhhhkhkhhkhkh *Ahkkhkhhkhrhkhkh *Ahkkhkhhhkhhkhkkh hrhkhkhhhrhkh *hhkkhkhhhhhkhk *hkhkhkhkxxk*k
e e O e e
780 790 800 810 820 830 840
7884 ACAATTGGGT CTTCACTGAA ACTATTATTA AATTAACCAT CTTGTTCTCT ACAGTGAAAT TAAACCAATC
7885 ACAATTGGGT CTTCACTGAA ACTATTATTA AATTAACCAT CTTGTTCTCT ACAGTGAAAT TAAACCAATC
pEnter Shak  ACAATTGGGT CTTCACTGAA ACTATTATTA AATTAACCAT CTTGTTCTCT ACAGTGAAAT TAAACCAATC
Gusta] m Kkhkkhkkhkhkhkkhkhkk Khkkhkhkhkhkhkkhkkhk hhkkhkkhkhkhkhkhkkhkh hhkkhkkhkhkhkhkhkkhkkhk hhkkhkkhkhkhkhkhkkhkhk *hkhkkhkhkhkhkhkkhkk *hkkkhkkhkkkkk*k
D O o O I ........|'§2<.|....|
850 860 870 880 890 900 910
7884 ATTGATTTCA TGAAAGAGAG TCCCCTTCCT AAACAAGTAT GAGAGGGCTG TTCTTCTGGA AGGGTGGGCG
7885 ATTGATTTCA TGAAAGAGAG TCCCCTTCCT AAACAAGTAT GAGAGGGCTG TTCTTCTGGA AGGGTGGGCG
pEnter Shak  ATTGATTTCA TGAAAGAGAG TCCCCTTCCT AAACAAGTAT GAGAGGGCTG TTCTTCTGG- ------—---—-—
Gusta] O) khkkhkhkhkhkhkhkhkhk *Nhkkhhhkhkhkhkhkh *Ahkkhkkhhkhkrhkkhkkd *hhxkhkhhhkhhhkkhk *hhhkkhkkhhkhkrhxk *hkrxk,kkxxx
T 1 e o e O A I |
920 930 940 950 960 970 980
7884 CGCCGACCCA GCTTTCTTGT ACAAAGTTGG CATTATAAGA AAGCATTGCT TATCAATTTG TTGCAACGAA
7885 CGCCGACCCA GCTTTCTTGT ACAAAGTTGG CATTATAAGA AAGCATTGCT TATCAATTTG TTGCAACGAA
pEnter hak  --------— - e e s
Qustal @

Figura 4. Alineamiento multiple de la snakina 25. Para realizar el alineamiento se tomaron las
secuencias enviadas por la unidad de sintesis y secuenciacion las cuales corresponden a la secuencia
7884, 7885 y la secuencia tedrica pENTRD-Snakina25, la secuencia de interés inicia donde lo indica
la flecha y termina en las dos flechas.
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Figura 5. Representacion de la construccion pENTRD-Snakina 25. En el mapa del vector se

muestra la secuencia codificante de la Snakina 25 en color guinda y el 3UTR en color gris.
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Alineamiento multiple de secuencias y Modelado estructural de la

secuencia.

Alineamiento estructural

Con la confirmacion de la secuencia realiz6 un alineamiento estructural de proteinas del tipo snakina

reportadas, tomando como base la secuencia 5SE5Q obtenida del repositorio PDB y se sometid al

analisis en el programa STRAP (Structural Aliganment Program for Protreins) con las secuencias
StSN1 (Q948Z4) y StSN2 (Q93X17) de Solanum tuberosum, SISN2 (ASE32106) de Solanum
lycopersicum, CaSN1 (ACC91329) de Capsiccum annum, PaSn (AGC92009) de Persea americana

y Snakina 25. Se encontro que presentan los rizos alpha hélices caracteristicos de las snakinas, ademas

de tener las 12 cisteinas conservadas en otras plantas analizadas como se muestra en la figura 6 (Porto

y Franco 2013).
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CaSN1 (ACC91329)

Pasn (AGC92009)
5E5Q
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Figura 6. Alineamiento estructural de la Sankina 25 de P.vulgaris. Se alinearon las secuencias
reportadas de StSN1 (Q94874) y StSN2 (Q93X17) de Solanum tuberosum, SISN2 (ASE32106) de
Solanum lycopersicum, CaSN1 (ACC91329) de Capsiccum annum, PaSn (AGC92009) de Persea

americana utilizando como molde la secuencia snakin-1(5E5Q) sintetizada quimicamente.
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Identificacion de los dominios GASA

El dominio GASA de acuerdo con Zhang y Wang, (2017) se encuentra dentro de los 120 residuos en
el C-terminal. Se puede apreciar en las diferentes snakinas una region variable de péptido sefial que
de acuerdo con lo obtenido con la herramienta SMART (Simple Modular Architecture Research Tool)
y un dominio GASA con 12 cisteinas conservadas en la region C- terminal lo cual concuerda con otras
secuencias analizadas de las Snakinas en plantas ya que presenta un péptido sefial marcado en la figura

con rojo y el dominio GASA en color negro como se muestra en la figura 7.

0 100

Figura7. Busqueda del dominio GASA en la secuencia Snakina 25. El andlisis de la secuencia
peptidica muestra que la proteina presenta un péptido sefial marcado con la flecha y el dominio GASA

caracteristico de las snakinas.
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Conclusion

¢ En este trabajo se identificaron 25 secuencias de snakinas en el
genoma de P. vulgaris.

% Se encontraron expresadas todas las secuencias en las muestras
analizadas del transcriptoma reportado de Phaseolus vulgaris.

% Se amplifico la region codificante del gen de interés Snakina 25 y se
clono en el vector de entrada tipo Gateway pENTR/D el cual servira
para posteriores estudios.

+ El analisis de la secuencia snakina 25 muestra los residuos de cisteina

caracteristicos del dominio GASA/Snakina.
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