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Introduccion. La autofagia es un proceso de
degradacion de las células eucariontes que juega un
papel importante durante la inanicion para mantener la
homeostasis. La regulacién del proceso se lleva a cabo
por los genes de AuTofaGia (Atg) para formar una
vesicula de doble membrana llamada autofagosoma que
se fusiona con los lisosomas o vacuolas (en plantas) (1).
Este proceso ha sido poco estudiado en las plantas pero
cobra relevancia porque recientemente se ha demostrado
ser esencial durante la simbiosis del Frijol y Rhizobium
(2). Durante la simbiosis entre leguminosas y bacterias
fijadoras de nitrégeno como el frijol y Rhizobium se
forman nodulos, que son estructuras que permiten la
reducciéon de nitrdgeno a amonio. Esta reaccion es de
suma relevancia ecoldgica y agronémica por lo que es
importante entender la relaciéon entre leguminosas y
bacterias fijadoras. En este proyecto analizamos la
expresion de los genes de autofagia y nos enfocamos en
el gen Atg9 con el objetivo de entender la complejidad de
la relacion entre Frijol y Rhizobium tropici durante la
nodulacion.

Metodologia. ElI material biolégico utilizado fue
Phaseolus vulgaris variedad Negro Jamapa y Rhizobium
tropici CIAT899. Para las anotaciones ontologica se us6
GO consortium tools, el andlisis de promotor Plant
RegMap y se utilizé la herramienta de bar.utoronto para
ubicar la expresién de los genes de autofagia. Para el
analisis de promotor se identific6 la secuencia del
promotor con el genoma de Phaseolus vulgaris V.2.1 de
Phytozome, se aislé son oligonucleétidos con 2000pb rio
arriba del codén de inicio del gen ATG9. Se utilizé el
vector pENTER/TOPO vy el vector destino pPBGWFS7.0
para obtener pBGWFS7.0/pAtg9:GUS-GFP y transformar
con A. rhizogenes K599 las plantas de frijol e inocular
CIAT899 (3). Finalmente se analizaron etapas
tempranas, maduras y senescentes con la tincion de
GUS en el microscopio Leica DM5000 y M210F.

Resultados. A partir de los genes de autofagia en
Arabidopsis (atAtg) se corrobor6 con su ontologia que los
procesos bioldgicos principales son la autofagia, los
procesos catabdlicos, la respuesta a niveles
nutricionales, la respuesta a inanicion y en particular de
nitrégeno. Con las secuencias de atAtg se obtuvieron los
patrones de expresion diferenciales. En la raiz
principalmente estan los genes Atg9, Atg2 y Atgll. La
mayoria de los atAtg se concentra en la zona de
elongacion y maduracién pero Atg9 y Atg8 son los

principales en la zona meristematica. Una vez obtenidos
los genes de autofagia en frijol (pvAtg) se hizo la
blusqueda de los factores de transcripcion y encontramos
gue los principales sitios de factores de transcripcion en
los pvAtg son DOF, MYB y ERF. ElI factor de
transcripcion DOF participa en el crecimiento y desarrollo
del frijol (4) y MYB participa en la elongacion de la raiz, y
la inanicion de fosfato (5). Después de los analisis
bioinformaticos se analiz6 con detalle pvATG9 con la
construccion para analizar el promotor de pvATG9 y se
encontré expresion en el tejido vascular de nodulos de
todas las etapas de desarrollo.

Sitios de factores de transcripcion de pvATG.

Tabla 1. Andlisis de promotor de Ios genes de autofagla en frijol.

Expresion del gen ATG9 en nédulos maduros de frijol
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Fig. 1. La expresion de ATG9 con la tincién de GUS se encontré en el
tejido vascular de nédulos maduros de frijol inoculado con R.tropici.

Conclusiones. Los atAtg se relacionan con los niveles
nutricionales principalmente los niveles e inanicién de
nitrégeno. La expresion de los atAtg es diferencial en los
Organos. Atg9 es el gen que mas se expresa en raiz de
10 dias y en la zona meristemética. Los factores de
transcripcion DOR y MYB son los méas abundantes en los
pvATG. La expresion de Atg9 en frijol inoculado con
Rhizbium tropici CIAT899 esta en el tejido vascular
durante todo el desarrollo del nédulo por lo que la
autofagia estd desempefiando su funcién durante de la
nodulacion.
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