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1 RESUMEN

La autofagia es un proceso catabdlico altamente conservado en células eucariotas,
en el cual proteinas y organulos son secuestrados en vesiculas de doble membrana
(autofagosomas) y liberados dentro de la vacuola para su descomposicién y
eventual reciclado. La formacion de las vesiculas esta regulada por complejos
proteicos entre los cuales participa la proteina ATG8, la cual se une a la membrana
de los autofagosomas hasta que son degradados, por lo que esta proteina es
considerada un marcador de autofagia. A diferencia de levadura donde ATGS8 es
codificada por un solo gen, en plantas como en otras eucariotas superiores, tienen
una familia multigénica. Arabidopsis thaliana tiene 9 miembros, mientras que
plantas como soja (Glycine max) y frijol (Phaseolus vulgaris) se predicen 12 y 6
miembros, respectivamente. Estas Ultimas pertenecen a las leguminosas y tienen la
capacidad de llevar a cabo simbiosis con rizobacterias para llevar a cabo la fijacién
bioldgica de nitrégeno atmosférico.

En 2016 nuestro grupo de trabajo public6 que el silenciamiento de genes de
autofagia como Atg6 y PI3K disminuyen la nodulacion y los niveles de transcrito de
Atg8. Sin embargo, se desconoce si la diversidad estructural de ATG8 esta
relacionada con especificidad de tejido o con su funcionalidad durante la simbiosis.
Después de analizar la secuencia de la familia ATG8 de frijol para su clasificacion,
asi como la deteccion por PCR en los nédulos y raices de frijol, el objetivo de este
trabajo es determinar si hay especificidad de alguno de los miembros de ATG8 en
el proceso simbidtico. Se llevara a cabo el analisis de la expresion del gen Atg8 de
P. vulgaris (PVvATG8), mediante el uso de su regién promotora fusionada al gen
reportero (GFP / GUS), en el sistema de raices transgénicas de P. vulgaris. Asi
como la expresion de pPvATG8:GFP:GUS durante la interaccion simbidtica P.
vulgaris-Rhizobium tropici. Posteriormente se llevara a cabo su localizacion por
medio de microscopia confocal, utilizando la construccion RFP-ATGS8 en nddulos de
raices transgénicas de frijol. Asi mismo se estaria confirmando que la autofagia

participa en el proceso simbiotico de la planta.


https://es.wikipedia.org/wiki/Catabolismo
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula_eucariota
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2 LISTA DE ABREVIATURAS

ATG: Proteina involucrada en autofagia (del inglés: Autophagy related protein)
Dpi: Dias post-inoculacion

GFP: Proteina Verde Fluorescente (del inglés, Green Fluorescent Protein)
GUS: B-Glucuronidasa

NOD: Factores de nodulacion

PE: Fosfatidil etanolamina

ProPvAtg8:GFP-GUS: Promotor del gen ATG8 de P. vulgaris fusionado a la
proteina verde fluorescente y a la 8 - glucuronidasa

PvAtg8: Gen ATG8 de Phaseolus vulgaris

g: Gramo

nm: Nanémetro

ml: Mililitro

pum: Micrémetro

M: Molar

mM: Milimolar

HMM: Micromolar

Sp: espectinomicina



3 INTRODUCCION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es una leguminosa originaria del continente
americano de las mas importante para el consumo humano y tiene un papel en la
agricultura sostenible debido a su capacidad para fijar el nitrégeno atmosférico.

En nuestro pais, en la region Mesoamericana es considerado como uno de los
principales centros de origen y domesticacion de diversos cultivares de frijol, siendo
uno de los principales el Phaseolus vulgaris. A nivel mundial, el frijol comun es la
leguminosa de mayor consumo, aportando hasta un 15% del total de calorias diarias
y el 36% de la proteina diaria total, en partes de Africa y América (Schmutz et al.,
2014). La biologia molecular, ha permitido el estudio de las funciones que
desemperfian los genes, cuya expresion esta involucrada en vias de sefializacion,
que son inducidas durante eventos como las interacciones bioldgicas y el estrés
abidtico. Para sobrevivir en condiciones estresantes, las plantas han desarrollado
multiples estrategias para aliviar el dafio. Una de las estrategias es eliminar las
proteinas y los organulos dafiados (Su et al., 2020). La autofagia, es un proceso
constitutivo evolutivamente conservado en eucariotas, que involucra algunos
sistemas de degradacion y trafico vesicular, asi como también del reciclaje de
compuestos de reserva (Hanamata et al., 2014). Desde su descubrimiento en los
afios sesenta, la autofagia ha sido ampliamente estudiada a través de técnicas
como la microscopia electrénica y confocal, utilizando marcadores bioluminiscentes
que son especificos de autofagia. Por medio de estas técnicas, se puede observar
en células Unicas, la presencia de autofagosomas y autofagolisosomas, que pueden
visualizarse como estructuras vesiculares de doble membrana de aproximadamente
900 nm de diametro (“Fluorescence-Based Tools For Investigating Autophagy, Cells
Under Stress”, 2016). Esta via que regula la degradacién ha sido muy estudiada en
diferentes organismos y se ha vinculado su actividad al mantenimiento de la
homeostasis celular. Es inducida por sefiales ambientales y estimulos durante el
desarrollo. Los estudios moleculares realizados en algunas plantas modelo, han
demostrado la gran importancia, que desempeiia la autofagia en las células
vegetales (Reumann et al., 2010). Hace algunos afios se pensaba que la autofagia

en plantas era un mecanismo de degradacién inespecifico. Sin embargo, los nuevos



estudios interpretan a la autofagia, como un proceso multifuncional, dindmico y
altamente selectivo. Estudios en plantas modelo como Arabidopsis (Arabidopsis
thaliana) y mas recientemente en maiz (Zea mays), arroz (Oryza sativa), trigo
(Triticum aestivum), tabaco (Nicotiana tabacum), etc., ha demostrado que la
autofagia esta mediada por proteinas ATG (Autophagy-related). Aunque no parece
ser esencial, es importante durante la senescencia natural y supervivencia en
condiciones limitantes de nitrogeno y de fijacion de carbono, proporcionando un
mecanismo dinamico para conectar la autofagia estrechamente al estado nutricional
de una planta(Li & Vierstra, 2012). En algunas plantas de la familia de las
leguminosas, como Phaseolus vulgaris, muestran que un proceso relacionado con
la autofagia es crucial para las interacciones mutualistas de P. vulgaris con
microorganismos beneficiosos como Rhizobium tropici y Rhizophagus irregularis
(Estrada-Navarrete et al., 2016). La relacion simbiodtica que se establece entre
leguminosas y bacterias fijadoras de nitrégeno, de los géneros Rhizobium,
Bradyrhizobium y Azorhizobium, han sido objeto de investigacion. Para establecer
una interaccion con éxito, las leguminosas secretan compuestos isoflavonoides en
las raices de la planta que son detectados por las bacterias y atraidas hacia el pelo
radical por un fendmeno de quimiotaxis. Una vez situadas las bacterias en el pelo
radical de la raiz, inicia el proceso de infeccidn, que activa un intercambio de sefiales
moleculares entre la bacteria y la planta, que conlleva a la formaciéon de nédulos
que seran efectivos para la fijacion del nitrdgeno (Liu & Murray, 2016). La
nodulacion resulta ser un modelo fascinante de diferenciacion celular, del desarrollo
en plantas y de la interaccion de leguminosas con microorganismos simbiontes del
suelo. En esta interaccion planta-microorganismo, la autofagia, podria jugar un
papel importante en el trafico vesicular para el reciclamiento intracelular, ademas de

contender con la demanda energética que el proceso simbidtico requiere.

3.1 Proceso de sefalizacion del reconocimiento entre leguminosas-

rizobios y organogénesis del nédulo



La fijacion biologica de nitrégeno es llevada a cabo por procariotas utilizando un
complejo enzimatico denominado nitrogenasa y hace que el N2 atmosférico se
reduzca a formas de nitrégeno asimilable para la planta, como el amoniaco. Debido
a que el nitrégeno es un factor limitante clave para el crecimiento y desarrollo de las
plantas. La capacidad de las leguminosas para entrar en simbiosis con rizobios
fijadores de nitrogeno, les proporciona una clara ventaja sobre otras especies de
plantas. La formacion del nédulo inicia en las raices de la planta huésped que
secretan compuestos isoflavonoides fendlicos hacia la rizosfera, los cuales son
detectados por los rizobias. Cada rizobio responde a flavonoides particulares,
determinando la especificidad de la relacion simbidtica y estos a su vez activan la
expresion de genes nod (nodulacion). Lo que lleva a la produccién y secrecion de
compuestos que son de tipo lipo-quitooligosacéridos, llamados factores Nod (FN).
Estos son reconocidos por la planta atrayendo a las bacterias hacia la parte apical
de los pelos radicales emergentes. A su vez, estos producen una serie de cambios,
de tal manera que se interrumpe su crecimiento simétrico polar y se desvia la punta
del pelo formando un enroscamiento donde se colonizan las bacterias, iniciando el
proceso de infeccion. El ingreso de estas se da a través de la hidrélisis de la pared
celular y posteriormente la invaginacion de la membrana citoplasmatica, dando
lugar a una estructura de forma tubular llamada hilo de infeccion, que actiia como
un pasaje para las bacterias, desde la epidermis hacia las células corticales de la
planta. Al mismo tiempo se activa la division de las células del cortex para dar origen
al primordio del nédulo. Los hilos de infeccion una vez que avanzan y alcanzan el
primordio del nédulo; las bacterias son liberadas al citoplasma de estas células
vegetales, en un proceso similar al de la endocitosis y la bacteria queda rodeada
por una porcién de membrana derivada de la planta, que recibe el nombre de
membrana peribacteroidal, que forma lo que se conoce como simbiosoma (Figura
1) (Ferguson et al., 2010). En su interior, las células bacterianas son capaces de
dividirse, y diferenciarse en bacteroides capaces de fijar nitrégeno. Es entonces
cuando el primordio nodular se convierte en un nodulo maduro (Maunoury et al.,
2010).
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Figura 1. Etapas del desarrollo de un nddulo determinado. (1-3) En las etapas tempranas se
observan las respuestas al rizobio en el pelo radical para la formacién del hilo de infeccién. (4-10)
Asi como las diferentes etapas de avance de la infeccion en las células de la epidermis hasta la
formacién de un nédulo maduro fijador de nitrégeno. Se indican los eventos celulares en relacion

con los diferentes tejidos de la raiz. Modificado de Ferguson et al., 2010.

3.2 Tipos de nodulos

Existen dos tipos morfolégicos de nddulos en leguminosas: determinados e
indeterminados. El tipo de nédulo lo determina la planta huésped. Las principales
diferencias entre los dos tipos de nédulos son el mantenimiento de una regién
meristematica, forma de los nédulos maduros, la via de asimilacion del amonio y en

el tipo de metabolitos nitrogenados que exportan (Ferguson et al., 2010).



3.3 Nodulos Indeterminados

Los nddulos indeterminados, presentes en leguminosas como alfalfa (Medicago
sativa), trébol (Trifolium repens), guisante (Pisum sativum) y Medicago truncatula,
tienen un meristemo persistente, lo que da como resultado ndédulos de forma
cilindrica. EI meristemo apical produce continuamente nuevas células que se
infectan con bacterias (Ferguson et al., 2010). Debido a que estan creciendo
activamente, los noédulos indeterminados manifiestan zonas que demarcan
diferentes etapas de desarrollo; estos nédulos se desarrollan en el cortex interno de

la raiz y exportan el nitrdgeno en forma de amidas.

3.4 Nodulos determinados

Los nodulos determinados estan presentes predominantemente en leguminosas de
especies tropicales y subtropicales, como la soja (Glycine max), haba de la india
(Pongamia pinnata) y frijol (Phaseolus vulgaris), suelen ser esféricos, carecen de un
meristemo persistente y no muestran un gradiente de desarrollo. En los nédulos
determinados maduros se observa una poblacion relativamente homogénea de
bacteroides fijadores de nitrégeno, ya que la diferenciacion de las células infectadas
se produce de forma sincronica, seguida de senescencia. Estos nédulos se
desarrollan en el cortex externo de la raiz y exportan el nitrégeno en forma de

ureidos (Ferguson et al., 2010).

3.5 Autofagia

La autofagia es una antigua via de trafico de membranas que media el reciclaje
celular durante el estrés y la diferenciacion celular. Esta via se caracteriza por
secuestrar y transportar porciones citoplasmaticas u organulos completos a la
vacuola para su reciclaje o a la membrana plasmatica y su secrecion. A diferencia
del sistema ubiquitina (Ub) — proteasoma relativamente inmovil, la autofagia es
capaz de transportar moléculas, complejos proteicos e incluso organulos a larga
distancia (Marshall & Vierstra, 2018). La caracteristica morfoldégica que distingue a
la autofagia, comparada con otros procesos de trafico intracelular mediado por

vesiculas, es la formacidon de novo de vesiculas de doble membrana, que



secuestran el material citoplasmético a degradar por la vacuola (Porta & Jiménez-
Nopala, 2019) Inicialmente, la autofagia se descubri6 como un mecanismo de
degradacion masiva no selectiva que proporciona energia y componentes basicos
para la supervivencia durante el estrés por inanicion. Sin embargo, ahora esta bien
establecido que la autofagia es altamente selectiva y esté estrictamente regulada
(Signorelli et al., 2019).

En plantas se han identificado dos tipos de autofagia con distintos mecanismos:
microautofagia y macroautofagia. Sin embargo, aunque se han identificado tanto la
macroautofagia como la microautofagia, se estudia mejor la funcién y el mecanismo
de la macroautofagia (Pu et al., 2017). En este trabajo la autofagia en lo sucesivo
se refiere a la macroautofagia (Figura 2). Durante la microautofagia, los
componentes citopldsmicos se agrupan en la superficie de la vacuola y son
absorbidos a través de la invaginacion del tonoplasto. Luego, el tonoplasto sufre
una escisioén para liberar cuerpos autofagicos, que son vesiculas intravacuolares
gue contienen el material citoplasmatico a degradar. Por otra parte, cuando se activa
la macroautofagia, se forma una estructura de membrana en forma de copa llamada
fagoforo, en plantas proviene principalmente del reticulo endoplasmico (RE) y
plastidios, entre otros. El fagoforo secuestra los componentes citosélicos, se
expande y finalmente se sella como una vesicula de doble membrana llamada
autofagosoma, en la cual, su membrana externa finalmente se fusiona con el
tonoplasto y se libera un cuerpo autofagico a la vacuola. Tanto para la
microautofagia como para la macroautofagia, la ruptura de la membrana autofagica
expone el contenido luminal a hidrolasas vacuolares, que degradan la carga en sus
partes constituyentes para exportarla de regreso al citoplasma. Ademas, la levadura
y posiblemente las plantas usan vesiculas autofagicas mas pequefias para entregar
una carga funcional a la vacuola a través de una ruta de direccion de citoplasma a
vacuola (Marshall & Vierstra, 2018).
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Figura 2. Tipos de autofagia en plantas. Durante la microautofagia los componentes citoplasmicos
se agrupan en la superficie de la vacuola y son absorbidos a través de la invaginacién del tonoplasto,
mientras que la macroautofagia se forma una estructura de novo en forma de copa que se ira
elongando alrededor de la carga, para ser transportada a la vacuola. (Modificado de Marshall &
Vierstra, 2018.

La formacion de autofagosomas incorpora los productos de muchos genes de
autofagia (ATG). Los genes ATG se descubrieron por primera vez en la levadura y
posteriormente, se encontraron genes homaélogos en plantas y animales. De los 50
genes ATG descubiertos en levadura, se encontré que 18 son esenciales para la
formacién de autofagosomas y forman parte de la ruta candnica de la autofagia
(Bassham, 2015; Klionsky et al., 2021). En Arabiposis, se han identificado todos los
genes de la maquinaria central, los cuales se encuentran como genes Unicos o
pertenecen a una familia génica (Yu et al., 2018). Varios de estos factores se
ensamblan en complejos que promueven jerarquicamente la induccion de la
autofagia en funcion del estado nutricional y desarrollo de la planta.

El proceso autofagico puede ser ordenado de la siguiente manera: 1) Eventos
tempranos que involucran una cascada donde la quinasa TOR1 (Target of
Rapamycin) inhibe el proceso, en condiciones ricas de nutrientes, TOR y otras
quinasas inducen la hiperfosforilacion de ATG13 y la hipofosforilacion de ATG1



impidiendo la formacion del complejo ATG1/ATG13. Bajo condiciones de estrés o
inanicion, este proceso se invierte, lo que permite que el complejo se ensamble y
active. Il) La quinasa ATG1 activada promueve insercion de lipidos mediada por
ATG9 y la activacion del complejo PI3K (Vps34) /ATG6 (Beclinl) /ATG14/ Vps15.
La interaccion de PI3K clase Il y ATG6 media la nucleacion de vesicula y decora el
pre-autofagosoma con fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P), el cual atraera a diversas
proteinas que provocan la evaginacion y desprendimiento de las porciones de
membrana. lll) La conjugacion de las proteinas ATG8 con fosfatidiletanolamina (PE)
para formar ATG8-PE que decora la membrana del autofagosoma y es esencial
para la expansion y maduracion del fagéforo (Figura 3). 1V) El autofagosoma es
transportado hacia la vacuola donde se fusiona con el tonoplasto. La membrana
externa del autofagosoma se incluye en el tonoplasto y la vesicula resultante se
descarga en el interior de la vacuola como un cuerpo autofagico. Este ultimo libera
su contenido para su degradacién y la posterior generacion de materiales para su

reutilizacion (Marshall & Vierstra, 2018).

Induccién Nucleacion y expansion Maduracién del
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,"/ COATGS Complejo PI3K *
TOR | .77 U :
L7 ;‘* O

”" .7 PISP o '-'. é o A%

Complejo
ATG1 - ATG13

Figura 3. Proceso de formacién de autofagosomas. Induccion: en condiciones de inanicién o

escasez de nutrientes, se llevara a cabo la inhibicion del regulador negativo TOR quinasa, que da



como resultado la desfosforilacion de ATG13. ATG13 se une a ATG1 y forma el complejo ATG1-
ATG13, iniciando asi la formacion de autofagosomas, por medio de activacion de complejos.
Nucleacién y expansién del fagéforo: el complejo proteico ATG9 libera lipidos; La nucleacion es
proporcionada por PI3K que produce PI3P. Dos complejos similares a la ubiquitina, ATG12-ATG5 y
ATGS8-PE, regulan el tamafio, la curvatura y la velocidad de expansion del autofagosoma.
Maduracién del autofagosoma: después de la formacién del autofagosoma, las proteinas
implicadas en la formaciéon del autofagosoma se disocian. El autofagosoma maduro decorado con
ATGS se transporta a la vacuola para su fusion y liberacién de cuerpos autofagicos. Modificado de
Ryabovol & Minibayeva, 2014.

3.6 Laproteina ATGS8

ATGS8 es una proteina tipo ubiquitina que se encuentra decorando la membrana
externa e interna del autofagosoma por lo que ha sido ampliamente utilizado como
marcador de autofagosomas, cuando se fusiona a la proteina verde fluorescente.
Ademas, es esencial en todas las etapas del proceso autofagico y el reclutamiento
selectivo de carga. Se ha visto directamente involucrada durante la expansion del
fagoforo, tréfico y fusion vacuolar de autofagosomas. ATG8 se identificé por primera
vez en S. cerevisiae y guarda homologia con las proteinas LC3 y GABARAP de
mamiferos. En total, el genoma humano contiene siete genes Atg8 funcionales
(LC3A, LC3B, LC3B2, LC3C, GABARAP, GABARAPL1 y GABARAPL2). Sin
embargo, en plantas, el nUmero de ort6logos Atg8 varia de 1 gen en las algas a 22
genes en algunas angiospermas, en plantas como Arabidopsis thaliana y la soja
(Glycine max), se han encontrado 9 y 12 genes Atg8, respectivamente. La
caracterizacion genética de los genes Atg8 sugiere que son funcionalmente
redundantes. Sin embargo, estudios recientes han revelado la especializacion
funcional de las variantes de ATG8 en humanos, lo que nos demuestra que cambios
sutiles en las isoformas de Atg8 pueden proporcionar diferentes propiedades
funcionales (Martens & Fracchiolla, 2020).

Las proteinas ATG8 generalmente contienen un dominio ubiquitina, un sitio N-
terminal de unién a microtibulos que permite el transporte del autofagosoma a la
vacuola, un sitio de unién a ATG7 y un residuo de glicina (G) en su extremo C-

terminal necesario para la lipidacion de ATG8 (Figura 3; Ryabovol & Minibayeva,



2016). ATGS8 se expresa como precursor citosélico con una secuencia adicional en
su extremo carboxilo terminal y requiere de modificaciones postraduccionales. La
proteina ATG4 realiza un corte en el extremo carboxilo-terminal para exponer un
residuo de glicina (G). Este residuo se requiere para unir covalentemente ATG8 a
fosfatifiletanolamina (PE) mediante dos sistemas de conjugaciones que involucran
ATG7, ATG10, ATG3, ATG5, ATG12 y ATG16 (Figura 4) (Johansen & Lamark,
2020).
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Figura 4. Vias de conjugacién de ATGS8. a) Para la conjugacion de Atg8 a PE, primero, Atg4 corta
el residuo arginina (R) del extremo carboxilo-terminal para exponer un residuo de glicina (G).
Después, Atg8 es activado por Atg7 (una enzima E1) utilizando energia en forma de ATP y se
transfiere a Atg3 (una enzima E2) y finalmente se conjuga con fosfatidiletanolamina (PE). Atg4
también escinde el enlace amida entre Atg8 y PE para liberar la proteina de las membranas. b) El
sistema de conjugacion de Atgl2. Atgl2 se conjuga con el residuo lisina (K) especifico de Atg5 de
una manera similar a la reaccion de conjugacién de Atg8, excepto que Atgl0 funciona como la
enzima E2 en este sistema en lugar de Atg3. El conjugado Atg12 — Atg5 interactlia con Atg16 y forma
un oligébmero. La reaccién de transferencia de Atg8 a PE, es impulsada por este complejo. Modificada
de Nakatogawa et al., 2009.

La conjugacion de las proteinas ATG8 con fosfatidiletanolamina (PE) es esencial

para la expansion de la membrana del autofagosoma, ya que reclutan factores para



su maduracion. Son importantes para el trafico y fusion con la vacuola, ademas de
convertir la membrana del autofagosoma en un objetivo facil para las hidrolasas

vacuolares.

4 ANTECEDENTES

La autofagia se ha monitoreado mediante el uso de marcadores moleculares, genes
0 proteinas reporteras fusionados a proteinas especificas de autofagia. Como se
describié, ATG8 se encuentra decorando la membrana del autofagosoma, la
proteina mas apropiada para el monitoreo de autofagia. Pu & Bassham, 2016, nos
muestran que ATGS8 fusionado con proteinas fluorescentes puede utilizarse como
un marcador especifico de autofagosomas. Asi como algunos colorantes
acidotropicos como monodansylcadaverine (MDC), que tifien compartimientos
celulares &cidos, entre ellos los autofagosomas (Figura 5). Y que ademas el uso de
inhibidores de autofagia, como la Concanamicina A (inhibe a las hidrolasas

elevando el pH vacuolar), puede facilitar la visualizacion de autofagosomas.

Control Stress

MDC

GFP-ATG8

Figura 5. Imagenes de autofagosomas en células de laraiz de Arabidopsis. A-B) Las muestras
fueron tefiidas con Monodancil-cadaverina (MDC) C-D) o marcados con GFP-ATG8e y observadas
por microscopia confocal. B y D) En las células de Arabidopsis con el tratamiento de estrés, se
observaron autofagosomas en la zona de elongacion de la raiz. Los puntos fluorescentes azules y

verdes estan indicados por flechas blancas. Barra de escala =20 ym (Pu & Bassham, 2016).



El estudio de la autofagia en los sistemas vegetales es un tema importante, ya que
se le ha asociado ampliamente como una respuesta al estrés abidtico, mas
comunmente por falta de nutrientes y que ademés ha sido poco estudiado en
leguminosas. En el trabajo de soya (Glycine max; Xia et al., 2012) se identificaron
once isoformas en su genoma, actualmente 12 (GmATGS8a-k), también se
examinaron los niveles de transcrito de las GmATGS8s que podrian ser inducidos por
un estado de privacion de nitrogeno. Mediante RT-PCR se detecté un ligero
incremento de transcrito en hojas primarias de todos los GmATGS8s en plantulas de
soja privadas de nitrogeno durante 3 dias. Cuando el tiempo de inanicion se
prolongo a 6 dias, se observo el pico mas alto en la GmATG8c (Figura 6). Lo que
indicaba que GmATGS8c era un gen que respondia en condiciones de estrés por
falta de nitrégeno (Xia et al., 2012).
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Figura 6. Niveles de expresion de los once paralogos de ATG8 en Glycine max, durante un
periodo de privacién de nitrégeno de 3y 6 dias. Se muestran diferencias significativas entre la
presencia (+) y deficiencia (-) de Nitrogeno (N), asi como un incremento en los niveles mas altos de

expresion del transcrito de GmATGS8c (Xia et al., 2012).

La expansion de ATG8 puede haber facilitado la especializacion funcional
proporcionado ventajas selectivas para el estilo de vida sésil de las plantas (Kellner
etal., 2017). Esto lo demostré Slavikova et al., 2005, donde logro analizar en plantas
de Arabidopsis cinco construcciones diferentes de Atg8's con su promotor

(proAtAtg8-GUS). Se observaron patrones de expresion diferencial en distintos



tejidos; que implican que las proteinas cumplen multiples funciones no redundantes

en plantas (Figura 7).

Atdiglb Atatgll AtAtgHe Arhtglt AtatgBa

Figura 7. Expresion de cinco isoformas de ATGS8 en raices de Arabidopsis thaliana. Imagen de
los tejidos de la raiz utilizando cinco construcciones de ATG8's con su promotor, con el ensayo
histoquimico de Glucuronidasa (GUS). REZ, zona de elongacion de la raiz; RM, meristemo de raiz;
RC, cofia de raiz. (Slavikova et al., 2005).

También se ha reportado que la expresion de los genes de autofagia como ATG9,
ATG4 y ATGS8 incrementa durante el inicio de la senescencia foliar, lo cual confirma
que la autofagia tiene un papel importante durante el estrés (Htwe et al., 2011).

Nuestro grupo de trabajo también publicé que la autofagia podria estar involucrada
en interacciones simbidticas, ya que durante el silenciamiento de genes de autofagia
como Atg6 y PI3K-del frijol comun (Phaseolus vulgaris) se inhibe la simbiosis. Con
PI3K-RNAI se vieron afectados el nimero de hilos de infeccion y los niveles de
transcrito de Atg8, asi como los componentes del complejo PI3K-claselll (Vps15y
Aygb6) (Figura 8 A). Mientras que con Atg6-RNAI disminuyé el nimero de nddulos
(Figura 8 B y C). Por otro lado, Nanjareddy et al., 2016, demostr6 mediante RT-
gPCR que la regulacion negativa de PvTOR (RNAI-PVTOR) indujo
significativamente la expresion de los genes ATG1, ATG13 y ATGS8 (Figura 3D).
Estos resultados indican que TOR regula negativamente los genes de autofagia en

raices del frijol (Figura 8 D).
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Figura 8. La pérdida de funcién de PvPI3K disminuye los niveles de transcrito de los genes
de autofagia PvBel/Atg6, PvVps15y PvAtg8. Mientras que en la pérdida de funcion de PvTOR
aumentan Atgl, Atgl3 y Atg8. A) El andlisis de la cuantificacion por gPCR de los niveles de
transcrito mostré que los genes de autofagia Pv-Beclinl, Pv-Vpsl5 y Pv-Atg8 se regula
negativamente por la pérdida de funcién de Pv-PI3K. B) Los niveles de transcrito de PvAtg6-RNAI
disminuidos un 78%. C) afectan la nodulacion drasticamente comparados con las raices control. Por
el contrario, el analisis de RT-gPCR muestra un aumento en los niveles de expresion de ATG1,
ATG13 y ATGS8 en las raices TOR-RNAI en relacién con las raices transgénicas control (Estrada-

Navarrete et al., 2016; Nanjareddy et al., 2016).

En Arabidopsis el grupo de Guiboileau y col., 2012 mostré que la autofagia es
esencial para la removilizacién del Nitrégeno y para el llenado de semillas. La misma
caracteristica fue demostrada en el maiz por Liy col., 2015. M&s recientemente, por
medio de la sobreexpresiéon de ATG8 bajo diferentes promotores en Arabidopsis,
Chen y col.,, 2019 demostraron que la sobreexpresion de la autofagia se ve
relacionado con la eficiencia de la removilizacion del nitrogeno en condiciones de
nitrato completo. Particularmente en las construcciones UbQ-ATG8ay UbQ-ATG8g,
gue también tuvieron un rendimiento superior en términos de %N de semilla y les

guedaba menos Nitrato en sus restos secos. Esto se suma a otros estudios que



sugieren que aumentar la expresion de genes de autofagia puede proporcionar
beneficios para el rendimiento de la planta, entre ellos, un mejor aprovechamiento

de nutrientes.

5 JUSTIFICACION

El estudio bioinformatico y las técnicas moleculares aplicadas en diferentes plantas
modelo, como A. thaliana; han demostrado la importancia que desempefia ATG8 en
la autofagia en las células vegetales. La actividad de la proteina ATG8 esta
involucrada en el tréfico vesicular y acoplamiento de fosfolipidos a la membrana del
autofagosoma (Yamaguchi et al., 2010), asi como en el reconocimiento y fusién con
la vacuola. En plantas leguminosas los estudios de autofagia son muy limitados, por
ende, el planteamiento y desarrollo de este trabajo contribuira en la caracterizacion
de este proceso en plantas de cultivo de interés nutricional. Especificamente en el
modelo biolégico de la leguminosa P. vulgaris en interaccion con la bacteria fijadora

de nitrégeno Rhizobium tropici.

6 HIPOTESIS

Dado que el silenciamiento de dos genes que forman parte del complejo PI3K-
claselll de autofagia, PvAtg6 y PvPI3K disminuyen la nodulacion de frijol y ademés
PI3K disminuye los niveles de transcrito de ATGS8. El estudio filogenético de la
familia Atg8 de frijol y la fusion de la regiébn promotora de Atg8 a las proteinas
reporteras, la verde fluorescente y [-glucuronidasa (proPvAtg8-GFP:GUS),
permitird analizar su expresion durante el proceso de autofagia en la simbiosis.
Mediante la interpretacién de los patrones de expresion de PVATGS8 ya reportados
y en los tejidos de raices transgénicas de Phaseolus vulgaris durante el proceso de

interaccion simbiotica podemos conocer sobre su participacion.



7 OBJETIVO GENERAL

Estudiar los genes PVAtg8 de autofagia bajo déficit de nitrdgeno y en condiciones

de simbiosis nodular de Phaseolus vulgaris.

8 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar “in silico” la agrupacion de los miembros de autofagia de la familia
PVAtg8 mediante el analisis filogenético con otras especies de plantas.

2. Evaluar la expresion de los genes PvAtg8 en condiciones con y sin déficit de
nitrégeno y en condiciones simbidticas de frijol.

3. Obtener una construccion con el promotor de PvAtg8 fusionado a un gen

reportero (GUS) que permita visualizar su regulacion en la nodulacién de frijol.

9 METODOLOGIA

9.1 Analisis bioinformatico de-ATG8 en el genoma de P. vulgaris

Para determinar las secuencias homoélogas de AtATG8s en el genoma de P.
vulgaris, se llevé a cabo una busqueda informatica utilizando el algoritmo BLASTP
en la base de datos de PHYTOZOME v12.1. Posteriormente, las secuencias
codificantes se compararon con las recopiladas en el trabajo de Kellner et al.,
(2017). Para poder darle nombre a los genes Atg8 de Phaseolus vulgaris, se realizé
un arbol de secuencias de aminoacidos de proteinas ATG8. A continuacion, se
alinearon mediante el algoritmo de MUSCLE las secuencias ATG8’s de 7 algas
verdes, el musgo Physcomitrella patens y 6 angiospermas (Arabidopsis thaliana,
Glycine max, Phaseolus vulgaris, medicago truncatula, Nicotiana bethamiana y Zea
Mays) de diferentes familias, tomando a Saccharomyces cerevisiae como raiz. El
arbol filogenético se realizé6 por maxima verosimilitud mediante la paqueteria
MEGAX (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) con 1000 repeticiones de
confiabilidad.



Para determinar la distribucion de las cajas o motivos de regulacion de expresion
de genes PVAtg8’s en su region promotora, se realizo el andlisis de esta con el
programa en linea PlantPAN (Chang et al., 2008). Se encontraron cajas de
regulacion durante la nodulacién (NOD) y desarrollo de raiz.

Por dltimo, para seleccionar genes Atg8 de frijol con funcion potencial durante el
proceso de nodulacion, se analizaron los niveles de acumulaciéon de transcritos de
los diferentes genes de la familia génica de los Atg8’s en el Atlas de Expresién

génica de P. vulgaris (O’'Rourke et al., 2014).

9.2 Disefio de primers y clonacion

Para cuantificar los niveles de transcritos de los genes Atg8 en raices y nédulos de
frijol, se disefiaron oligonucledtidos especificos para cada secuencia utilizando el
programa SnapGene. Para la generacion de las construcciones destinadas al
analisis de la actividad del promotor de los genes PvAtg8-33d y PvAtg8-96f2, se
disefiaron oligonucledtidos para amplificar 2.1 kb y 1.2 kb, respectivamente, rio
arriba del inicio de la traduccion. Dado que la clonacién de estos fragmentos se llevo
a cabo inicialmente en el vector PENTR-D-TOPO de Invitrogen (Hartley et al., 2000),
se afiadio en el extremo 5' del oligonucleétido Forward la secuencia CACC, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, para asegurar una correcta
direccionalidad del fragmento a clonar. Se utiliz6 la tecnologia GatewayR para
clonar secuencias de ADN destinadas al analisis funcional y expresién en multiples
sistemas (Catalogos numeros 12535-019 y 12535-027).

Debido al tamafo considerable de los promotores y a la complejidad de su
amplificacion, se disefiaron oligonucledtidos especificos internos para cada
promotor (véase la Tabla S1). Esto permitié la amplificacién de regiones mas
pequeias que pudieran confirmar la presencia del promotor dentro de los diferentes

vectores.



9.3 Construccion de plasmidos

Rio arriba del sitio de inicio de traduccion de PvAtg8-33d y PvVAtg8-96f2, se
amplificaron 2.1 kb y 1.2 kb de la region promotora, respectivamente. A partir de
ADN gendmico de frijol utilizando los oligonucleétidos especificos de cada promotor,
se amplificaron por PCR y se clonaron en el vector pENTR-D-TOPO (Invitrogen),
siguiendo el protocolo del fabricante. Se realizé la transformacion por choque
térmico en células de E. coli Top10 (Invitrogen), y se crecieron en placas de agar
LB con kanamicina (el plasmido tiene el gen de resistencia a este antibiético, Km)
para su seleccion. A continuacion, se realiz6 PCR en colonia para detectar cuales
tenian el fragmento de interés y a las colonias positivas, se les realizé una extraccion
de ADN plasmidico utilizando un kit de purificacion de ADN Miniprep (Fermentas).
Las construcciones se verificaron por PCR y secuenciacion de DNA. La reaccion
Gateway LR se realiz6 de manera independiente entre los vectores de entrada
PENTR-D-TOPO-proPvAtg8-96f2 y pENTR-D-TOPO-proPvAtg8-33d con el vector
destino pBGWSF7.0, que permite la expresion de la proteina reportera -
glucoronidasa (GUS), en fusion con la proteina GFP, bajo el control del promotor de
interés (Karimi et al., 2002), segun las instrucciones del fabricante (Invitrogen). Por
altimo, se realizé una transformacién del vector binario para obtener pPBGWSF7.0-
proPvAtg8-96f2:GFP-GUS y pBGWSF7.0-proPvAtg8-33d:GFP-GUS en
Agrobacterium rhizogenes K599 para el andlisis de promotor en plantas compuestas
de frijol.

9.4 Material biolégico

Para poder obtener material para el analisis de la acumulacion de transcritos y la
generacion de raices compuestas, se germinaron semillas de frijol WT (P. vulgaris)
cv. Negro Jamapa. Para esto se realizé una desinfeccion lavando con agua estéril
cuatro veces y una vez con etanol al 90% por un minuto. Se repitid el lavado con
agua estéril y finalmente se dejaron en una solucion de cloro al 20% por 5 minutos.
Después de haber desinfectado las semillas, se colocaron en una charola, sobre
toallas de papel humedecidas con 200 ml de agua estéril. La charola se cubrié con

papel aluminio y se incub6 en una camara de germinacion a una temperatura de



28°C durante dos dias post-germinacion (dpg). Para los analisis en raices silvestres
(WT) con nitrégeno, las plantas de 2 dpg se transfirieron a pequefias macetas con
sustrato vermiculita estéril y se mantuvieron en riego cada tercer dia con 40 ml de
medio B&D (Broughton & Dilworth, 1971). Con diferentes concentraciones de
nitrégeno (0.1 mM, 2mM, 5 mM y 10 mM de nitr6geno) y sin nitrdgeno como plantas

control, hasta el momento de su colecta.

9.5 Generacion de plantas de frijol con raices transgénicas

Para obtener raices transgénicas con las construcciones de interés, se empleo el
protocolo descrito por Estrada-Navarrete et al., 2007 con algunas modificaciones.
Primero se germinaron las semillas de frijol, con el protocolo descrito anteriormente.
A continuacion, se seleccionaron plantas de 2 dpg y se les realizé una herida en la
raiz debajo del cotileddn; sobre la herida se infectdé con alicuotas que contiene
Agrobacterium rhizogenes K599 transformada con la construccion deseada. Las
plantulas se pasaron a tubos con medio liquido B&D sin nitrégeno y se mantuvieron
en un cuarto de crecimiento a 24°C, hasta que se observo la emergencia de raices
pilosas en la zona de la herida (aproximadamente 10 a 12 dias post infeccion). Las
raices pilosas o raices transgénicas que expresan los vectores proPvAtg8-
96f2:EGFP-GUS y proPvAtg8-33d:EGFP-GUS se seleccionaron utilizando un
estereomicroscopio de epifluorescencia basado en la fluorescencia de las proteinas

roja (MRFP) y verde (EGFP) fluorescente, respectivamente.

9.6 Analisis de la actividad de promotor

Para determinar la actividad espaciotemporal del promotor de PvAtg8 de interés en
raices transgénicas de frijol durante el proceso de nodulacion; se generaron raices
transgénicas, siguiendo el protocolo antes mencionado. Las plantas seleccionadas
por fluorescencia se transfirieron a pequefias macetas con vermiculita y se
inocularon con la bacteria R. tropici CIAT899. La colecta de plantas se realizé a 7,
10, 14 y 21 dias post inoculacién (dpi). La actividad del promotor se analiz6 a través

del gen reportero GUS, mediante una tincion GUS (Lee & Schoffl, 1997). Las raices



seleccionadas se limpiaron y se colocaron en cajas Petri. Posteriormente se lavaron
con la solucion | (NaH2PO4 0.5 M, NazHPO4 0.5 M, KsFe(CN)s 0.1 M, KaFe(CN)s 0.1
M) y solucion Il (solucion |, EDTA 0.5 M, TRITON 10%) durante 5 min a temperatura
ambiente y se dejaron incubar en la solucion de tincion GUS (Solucion I, X-Gluc
100 mM) de 30 min a 3 hrs, dependiendo como se observa el avance de la reaccion.
Para detener la reaccion colorida, las raices se lavaron con agua destilada estéril y
se aclararon con cloro al 1%. Finalmente, las raices se almacenaron en glicerol

30%-DMSO 2%, hasta su observacion al microscopio de campo claro.

9.7 Medicién de los niveles de transcritos por RT-qPCR

Para poder evaluar los niveles de transcrito de los genes PvAtg8 en los distintos
tratamientos, se realiz6 una extraccion de RNA de tejidos de raiz y nédulos y se
analizé por RT-gPCR.

Para los analisis en raices de frijol silvestre (WT), seleccionamos plantulas de 2 dpg
y se trasplantaron en pequefias macetas con vermiculita. Las plantulas se
inocularon con R. tropici CIAT899 o Unicamente con medio B&D para el tratamiento
sin inocular. A los tiempos seleccionados (3, 5, 7, 9, 14, 21 dpi) se colectaron las
raices de las plantas y se congelaron en nitrdgeno liquido hasta el momento de
extraccion de RNA.

Para obtener peso seco de raiz y hojas, asi como para la medicion de transcritos de
Atg8 en plantas crecidas con diferentes concentraciones de nitrogeno, se
seleccionaron plantulas de 2dpg y se trasplantaron en pequefias macetas con
vermiculita; se les adiciono cada tercer dia 40 ml de medio B&D adicionado con
nitrato para los andlisis de 0.1 mM, 2 mM, 5 mM y 10 mM de nitrdgeno; los tejidos
de raiz y hojas se colectaron a 7, 14 y 21 dias después y parte del tejido se utilizé
para obtener el peso fresco y peso seco y la otra parte del tejido de la raiz se congelé

en nitrégeno liquido, hasta el momento de extraccién de RNA.

Para la extraccion de RNA, se utilizo el protocolo con TRIzol® Reagent (Molecular
Research Center, Inc. Cat. No. 15596-018), siguiendo las instrucciones del

proveedor. Las muestras se incubaron en DNAsa libre de RNAsas para eliminar el



ADN contaminante, y la concentracion e integridad del RNA se midié en un
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Nanodrop, Thermo Scientific) y se observé su
integridad por electroforesis. Se sintetiz6 el cDNA utilizando un kit de la
Transcriptasa Reversa (RevertAid Reverse Transcriptase 200 U/pl), siguiendo las
indicaciones del proveedor (Thermo Scientific, Co).

La cuantificacion de los niveles de transcritos de Atg8-96f2 y Atg8-33d se realizo
mediante PCR semicuantitativa utilizando el gen del "Factor de elongacion” (EF)
como control constitutivo. La acumulacion de transcritos de los genes Atg8 se
cuantificé utilizando la Reaccion en Cadena de la Polimerasa cuantitativa en tiempo
real (QPCR, por sus siglas en inglés), utilizando oligonucleétidos especificos (ver
Tabla S1) y el fluor6foro SYBR Green (Thermo Scientific). Para corroborar la
especificidad de cada oligonucleétido, se realizé un alineamiento de su secuencia

en la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI).

9.8 Analisis microscopico y de imagenes

Las raices y los nddulos seccionados se analizaron en fresco, de raices
transgénicas colectadas a los 7, 10, 14 y 21 dpi bajo un microscopio éptico Olympus
SZX7, (Japan). Las raices transgénicas portadoras de la construccién se
observaron en un DF PLAPO 1X con acercamientos desde 0.8x, 1.0, 1.25, 1.6, 2,
2.5,3.2, 4, 5x y 5.6x.

10 RESULTADOS

10.1 Andlisis in silico de los genes PvAtg8 de frijol

10.1.1 Identificacién de la familia PvAtg8

Con el objetivo de realizar un analisis filogenético de los 6 genes Atg8 en frijol, se
llevé a cabo una comparacion con los genes Atg8 de Arabidopsis thaliana, que
fueron los primeros en ser caracterizados y se utilizaron como referencia para la
anotacion. Se incluyeron 59 secuencias de Atg8's de 14 diferentes organismos,

tales como; 7 algas verdes, el musgo Physcomitrella patens y 6 angiospermas de



diferentes familias (Arabidopsis thaliana, Glycine max, Phaseolus vulgaris,
Medicago truncatula, Nicotiana bethamiana y Zea mays), tomando a
Saccharomyces cerevisiae como raiz. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 9, donde se observa que las 59 secuencias se agruparon en 2 clados
principales, tal como se demostrd previamente en el trabajo de Kellner et al., 2017.
El clado I incluye la mayoria de los miembros de la familia de proteinas ATG8 en
plantas y esta estrechamente relacionado con los hongos. El clado Il es mas similar
a los homadlogos de ATG8 en animales. Curiosamente, algunas isoformas de ATG8
en plantas, como AtATG8h y AtATGS8i en Arabidopsis, carecen de residuos de
aminodacidos adicionales en el extremo C-terminal después del residuo de glicina, lo
qgue indica que estas proteinas ATG8 podrian interactuar con la membrana del
autofagosoma sin necesidad de procesamiento por ATG4. Dentro del clado I, se
identificaron las proteinas codificadas por los genes Phvul.002G062200 (Pv 22002
en azul turquesa) y Phvul.003G219600 (Pv 96001 en azul turquesa), los cuales
estan filogenéticamente cercanos al gen de la proteina AtATG8F (marcado en
circulo azul turquesa). Por lo tanto, se decidi6 nombrar a las proteinas de frijol en
relacion con su distancia filogenética como PvAtg8-22-f1 y PvAtg8-96-f2,
respectivamente. La proteina AtATG8d (circulo naranja) de A. thaliana se encuentra
filogenéticamente cercano a la proteina de frijol del gen Phvul.011G103300 (Pv
3300 1 en naranja). Por lo tanto, se le asign6 el nombre de PvAtg8-33d. Las
proteinas de frijol codificadas por los genes Phvul.006G149640 (Pv 1600 1 en azul
marino) y Phvul.003G079300 (Pv 9300 1 en azul marino) estan filogenéticamente
cercanos a AtATG8C. En consecuencia, se decidio nhombrar las proteinas de frijol
en relacion con su distancia filogenética como PvAtg8-16-c1 y PvAtg8-93-c2,
respectivamente. Finalmente, dentro del clado Il se encuentra el gen
Phvul.007G210800 (Pv 0800 1 en magenta), el cual esté filogenéticamente cercano
al gen AtATGSI (circulo magenta). Por lo tanto, se le asigné el nombre de PvAtg8-
108i (Figura 9).
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Figura 9. Arbol filogenético de la familia Atg8 de P. vulgaris comparada con diferentes
organismos. La connotacién de las isoformas de frijol se hizo conforme a los clados de la familia
Atg8 de Arabidopsis thaliana; AtAtg8C (punto azul), AtAtg8D (punto rojo), AtAtg8F (punto verde),
AtAtg8lI (punto rosa). Los miembros correspondientes de la familia PvAtg8 de P. vulgaris se distingue
con los circulos con el color de cada isoforma; PvAtg8-16001-c1y PvAtg893001-c2 (circulos azules),
PvAtg33001-d (circulo rojo), PvAtg8-22002-f1 y PvAtg896001-f2 (circulos verdes) y PvAtg808001-i
(circulo rosa). El analisis filogenético se hizo utilizando las secuencias de aminoacidos de 65 Atg8’s

de diferentes organismos. Las de plantas identificadas en la base de datos Phytozome utilizando el
proceso de unién de vecinos en MEGA 11.



10.1.2 Analisis de la expresion de los genes Atg8 de frijol

Con la finalidad de seleccionar genes de la familia génica de Atg8 de frijol con una
funcién potencial durante la nodulacién, se realizé un anlisis in silico del perfil de
expresion en diferentes tejidos de frijol, de acuerdo con lo reportado en el PvGEA
(Atlas de Expresion Génica de Phaseolus vulgaris,
https://www.zhaolab.org/PvGEA/; O’'Rourke et al. 2014). Se observo que los genes
PVAtg8-96-F2, PvAtg8-93-C2, PvAtg8-108-I y PvAtg8-33-d presentan la expresion
mas alta en nddulos inefectivos (NI, en rojo) recolectados a los 21dpi. A diferencia
de lo que se observo en las isoformas PvAtg8s en nddulos efectivos (NE, en azul),
asi como en tejidos de raiz a diferentes tiempos de recoleccion (Figura 10). Es por
este resultado es que fueron seleccionadas PvAtg8-96-F2 y PvAtg8-33-d para su

posterior analisis funcional con N2 y en simbiosis.

GenelD NS NE NI RF RS RE RI RT
Phvul.003G219600.1 (PvAtgs-F2) 54 115 205 127 127 143 142 46
Phvul.003G079300.1 (PvAtgs-C2) 30 55 204 71 85 79 92| 32
Phvul.007G210800.1 (PvAtgs-1) 37 56 201 105 124 127 132 68
Phvul.002G062200.2 (PvAtgs-F1) 33 100 41 39 44 47
Phvul.011G151600.1 (PvAtgs-C1) 46
Phvul.011G103300.2 (PvAtg8-D) 125 147_ 200 248 187 235 105

- - T +

Figura 10. Perfiles de expresion in silico de la familia ATG8 de P. vulgaris. La generacion del
mapa de calor de la expresion de los seis genes PvAtg8 (GenelD del Phytozome 13, P. vulgaris
v2.1), se obtuvo a partir de los datos del transcriptoma que incluye varios tejidos del Atlas de
expresion génica de P. vulgaris (PvGEA). Se utilizaron los valores de Fragmentos por kilobase del
modelo de exdn por millon de lecturas mapeadas (FPKM) para cada gen Atg8. N5, Nédulos pre-
fijacion (efectivos) colectados 5 dias después de la inoculacion. NE, Nodulos que fijan colectados 21
dias después de la inoculacién. NI, Nédulos fijadores ineficaces colectados 21 dias después de la
inoculacién. RF, Raices enteras de plantas fertilizadas colectadas, al mismo tiempo que RE y RI. R5,
Raices enteras separadas de pre-nédulos fijadores de 5 dias de edad. RE, Raices enteras separadas
de ndédulos fix+ colectados 21 dias después de la inoculacion. RI, Raices enteras separadas de
nodulos fix- colectados 21 dias después de la inoculacién. RT, puntas de raiz, de 0,5 cm de tejido,
recogidas de las plantas fertilizadas en la 2da etapa trifoliada del desarrollo. Los maximos (+) niveles

de transcrito estan indicados en rojo y los minimos niveles (-) en azul.



10.1.3 Analisis de motivos de regulacion NOD y ROOT en las secuencias
promotoras

Se realiz6 un analisis de las seis secuencias promotoras de PvAtg8s (2 kb) con el

fin de identificar cajas de regulacion NOD que se sabe estan relacionadas con los

eventos de nodulacién de raiz. El analisis se llevo a cabo utilizando el programa en

linea PlantPAN (http://plantpan.mbc.nctu.edu.tw/). Segun se muestra en la Tabla 1,

se encontraron tres tipos diferentes de cajas de regulacion: NODCON1GM (5’-
AAAGAT) excepto para PvAtg8-96fc2, NODCON2GM (5-CTCTT) y numerosos
ROOTMOTIF TAPOX1 (5-ATATT). Estos hallazgos proporcionan informacion
valiosa para la seleccion de promotores a estudiar. Se ha demostrado en estudios
realizados en soya (Stougaard et al., 1990), que las cajas de regulacion
NODCON1GM y NODCON2GM regulan la expresién de ciertos genes en células
infectadas durante el proceso de nodulacién. Por otro lado, la caja de regulacion
ROOTMOTIFTAPOX1 regula la expresion de genes involucrados en la
organogénesis de la raiz, segun investigaciones previas (Zhang et al., 2008). Los

motivos de interaccion con la proteina TGA9 (TGACG) que regula la expresion

positiva de autofagia en Arabidopsis (Wang et al., 2020). Se encontré un motivo
TGACG en la PvAtg8-22-f1 y en PvAtg8-96-f2 y 2 motivos en la PvAtg8-108-i.

Promotores 2kb Caja de regulacion Caja de Caja de Motivo de
NODCON1GM regulacion regulacion interaccion de

(AAAGAT) NODCON2G ROOTMOTIF factores de
M (CTCTT) transcripcion

22 1
14 0
18 2
0
1
0

PrPvAtg8_93(c2)

15
16
22

N = O N =~ =
U N A~ DND oW

Tabla 1. Anélisis de motivos de regulacion NOD, ROOT y TGA en los promotores de la familia
Atg8 de P. vulgaris. El numero de motivos encontrados en la secuencia promotora de las 6

isoformas de PvAtg8 se indican en la tabla.


http://plantpan.mbc.nctu.edu.tw/

10.2 Niveles de transcrito de PVATGS8 durante el proceso de nodulacion
El analisis de expresion de PVvAtg8 se llevo a cabo en raices inoculadas con
Rhizobium tropici CIAT899 en etapas tempranas y tardias de la nodulacion. Con el
objetivo de determinar la expresion de PvATGS8 durante la organogénesis del nodulo
se realizo el analisis de la acumulacién de transcrito por PCR tiempo real (RT-qPCR)
durante eventos tempranos y tardios post-inoculacion, asi como en raices no
inoculadas. Cabe resaltar que solo se realiz6 una réplica del ensayo, sin embargo,
este resultado nos ayudo a dilucidar con qué genes trabajar. El andlisis se llevo a
cabo en raices inoculadas y no inoculadas con Rhizobium tropici CIAT899 durante
etapas tempranas (0-144 hpi) y tardias (7-21 dpi). Durante las etapas tempranas no
se encontraron diferencias significativas entre raices inoculadas y no inoculadas
(datos no mostrados). Sin embargo, en etapas tardias, al analizar raices
desnoduladas y nédulos, se observaron diferencias significativas, principalmente en
los transcritos de PvAtg8-f1, en la cual hay un mayor nUmero de transcrito en la raiz
desnodulada que en nddulos. Mientras que principalmente los niveles de transcrito
de los genes PvAtg8-d y PvAtg8-f2 mostraron un mayor nimero de transcritos en
los nodulos (Figura 11). Estos 2 dltimos genes fueron seleccionados para analizar
su funcién, durante la nodulacion, para ver si de alguna manera se especializaron

como transcritos 6rgano-especificos.
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Figura 11. Niveles de transcrito de la familia Atg8 de frijol en raices inoculadas con Rhizobium
tropici CIAT899. A partir de nddulos de raiz y raices desnoduladas de P. vulgaris se cuantifico por
gPCR los niveles de transcrito de PvAtg8-c1, PvAtg8-c2, PvAtg8-d, PvAtg8-f1, PvAtg8-f2 y PvAtg8-
i. Se observa un incremento en los niveles de transcrito a partir de 7dpi hasta 21 dpi en los nédulos

de las isoformas PvAtg8-d, PvAtg8-f2 y PvAtg8-i comparadas con las raices desnoduladas.

10.3 Actividad de promotores PvAtg8d y PvAtg8f2 en raices

transgénicas de frijol

10.3.1 Busqueday analisis de la secuencia promotora de PvAtg8d

El andlisis de la secuencia promotora de PvAtg8-d se realizd en la base de datos de
Phytozome v10. Se tomaron 2.5 kb rio arriba de la secuencia codificante (Figura
12), se disefiaron oligos utilizando el programa SnapGene Viewer 4.3.10 para
amplificar una region de 2.1 kb del promotor. En color verde se muestran las

secuencias del oligo "forward" y en azul se muestra la localizacion de las secuencias



del oligo "reverse". La especificidad de los oligos se determind realizando un analisis
bioinforméatico utilizando la herramienta BLAST (Altschul et al., 1990), la cual mostré

homologia anicamente con la regién del promotor correspondiente.

>P.vulgaris v2.1|Phvul.011G103300|Chr11:11510661..11513013
GAACCAAATGGTCAAGTCACAATCCGAGTTCTTGAACCAAATGGTTAAGTACTATTATTGTGCTAGATCCAA
GCGGGTCGAAACAACTGAACTCGTTCATCCTTCAAATTGATCAACCTGTACATTTTTTCTAATTTCGAGTTGG
GGGGACTTATGTACATACCCCCAGTTACAATCAGATACATTCAAACCAATCACCACTCATTTAATATAATATT
TAAGGCACATAAATCAGACCATAACTCGGTTATAGATTACTAGCAATTATAGATTACTATTATAATATCCATT
TATATGTCATGAAAACTATTTATTGTTTTTCTCAATGGTCTGACTTCAACTAGACCTATAAATAAGTGATGAC
TCTCACAGTAAGGGGATACACTAAACTCTATTTTATACTCTTACTCTTAGCAGCTCTCTGTTAAGAATTTATCA
TTATCTTTGTACTCCTACTGACTTAAGTATCGGAGAGTCTTTTGAAGGTGGACCTCCCCCTCTCATCGGAGAC
CAACTAAAAGCTCGTTTCCTGAGGAACACGCAGTCCTCGCcCTCGGATTTCAAGCTAGGGGGACTTATGTAC
ATACCCCTACAACTAGATACATTCAGATCAATCACCGCTCATTTAATAGAATATTTAAGGTACATAAATCAGA
CAATAACTCGGTTACAGGTTACTAGTGGTTATAGGTTACTATTATAAAATTCATTTATATCTCATGCTAACTA
TTTATTGTTTTTCTTAATGGTCTGACTCCAATCATACCTATAAATAGATGATGACTTTATCTGTAAGGGGACA
CACTAAAATATATTCTATATTCTTACTCTTAGCATCTCTATGTTAAGAATTTACCATCATCGTTGTGCTTCTATT
GACTTAAGCAAAAGCTCATTCTCAACAAGTTGCACTCCCAAATTCATTTCTGGTAAGAACAAAAGTAAGAAC
AAATACTAATGATATACTCTTAGTAATAATAGAACGAGAAATGTTTATATTTTTCAACAGTTGAATTTAGTAA
AAATCATACAATAAATTGCGAGTAAAAAAAATTAATTTTAACTTATAATTGATTCATAGATTTCATAGAAAAA
TGATGACAAAACTATATTTATTTTCTATACTATAAATTCATTTCTTTTAATTTTATACTCACTATTTTITGTTTTTG
TGTATCTTTTAATCCATGAATTTTAATGGTAAGAAAACAAGAGATTAAAAATGATATATAAAGACAAAAATA
AATTATCTTTAAATATAATAACTACAAAGTGACATTTATAAAACTATAAAAATTAAACGAGTATTTAATCCAA
TTTTTAATTTCAATTTTATTTGAATTGGACTTTGTTTGAAAAAATTATATTTCGAAGTTTCTATAATTTCTTATT
TGTTTTCTTAATTTTCTTTTTTGAAGTGCTTACGAATAACTTTCCTCTAAACATATTGTTTAAATATTTTTTTCTT
AAATAAAAAAAAGTAAAAAAAAAACAATTTTTAATAAAATTAACTCATACATAAATTAATATATAAAAATAC
TTTTATCATAGTGTGTTTAATAATTTTGACTTATACATAAATTAATATTAACTTTCCTATATATATATATATATT
TTACTTTTGATAATACTTACACTTTCATGAATTCGGATGATGTTTTATGAATTCCAAATTTTTTACTAGATAAA
GGAAGCAATCATTTTTGAAAACCAGTGGTTAACATTAAAATATACTTTAACTTAAATTTTTTAAATTAGAAAA
AATATTAAAAAATAACAGATAATTTAAGTTAGAAAATATTTTAAATTTTAAATTTGTTAACCTTTTTAATTAAA
AAGATTAATGGTGTAACAAGATAATTACGAAACGTGTGAAGATATCGAAAGCAAATGGATATAACAAGTTT
TCCAATATTCCTCTTTGCGTCTTCTCTGATCTCACCCAATTTCTCTCACTTCTTCTCTTTTCTTCACACTTCTCTG
GTAAGCAATATCATTTTTCGTTGCAAGTTATCCTTGTTTTTCCCCTTCTGATTTTTTTGATCGTTCATCAACGG
ATCGCTACCTTCCTAACAAACCCTAATTTTGTATTTATTTTTGGTTTTTCCAATCTGTGTCTTTTGCTACAGAAT
TATTGCCATG

Figura 12. Secuencia de la region del promotor de PvAtg8-d. Se indica la localizacion de los
oligos para amplificar un fragmento de 2.1 kb, con el oligo forward (en color verde) y justo antes del

coddn de inicio ATG (en amarillo), se observa el oligo reverso (en azul).



10.3.2 Amplificacién del promotor PvAtg8-d mediante la técnica PCR

El promotor PvAtg8-d de Phaseolus vulgaris, se amplificé a partir de ADN genémico
de frijol por medio de una reaccion PCR, utilizando los oligonucleétidos descritos
anteriormente. Para corroborar el tamafo del producto de PCR, se cargaron 10pl
de la reaccién mas 2ul de buffer de carga en un gel de agarosa al 1.5%. Se detectd

una banda del tamafio esperado (2.1kb) de la secuencia promotora (Figura 13).

Promotor Atg8-33d (2113pb)

Figura 13. Producto de PCR del promotor de PvAtg8-d. Se observa en el carril MP, el marcador
de peso molecular 2kb plus donde se indican el tamafio de las bandas de 1.500 a 4.000 pb. La banda
del tamafio esperado de 2.113 pb se indica con flecha azul. Las muestras se corrieron en un PAGE

al 1% vy tefiido con EtBr.

10.3.3 Clonacion del promotor PvATG8-d en el vector pENTR/D-TOPO

Se cloné el producto de PCR del promotor PvAtg8-d con el kit del vector
PENTR™/D-TOPO® (Invitrogen) y después se verificO por secuenciacion.
Posteriormente se realiz6 un PCR de colonias que crecieron en medios selectivos
LB con Kanamicina 100 ug/ml. Esta vez se utilizaron oligos que amplifican ~ 1.2kb
del oligo proAtg8-d_1.2Fw, al oligo M13 Rev (ver Materiales y Métodos), esto debido
a la dificultad de amplificar el fragmento de 2.1 kb. Se cargaron 10 ul del producto
de PCR en un gel de agarosa al 1.5%, tefiido con EtBr. Se detectaron unas bandas
muy tenues en las colonias C17 y C19 que oscilan aproximadamente en 1.5 kb
(Figura 14).



Promotor Atg8-33d (1.2kb)
MP C11 C12 C13 C14 C15 Clé C17 C18 C19 C20

=

1500-
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Figura 14. Productos de PCR de 10 colonias obtenidas de la ligacién del promotor PvAtg8-d
en el vector pENTR. Los carriles C11-C20, 10ul del producto de PCR (1.2 Kb) de 10 colonias
obtenidas de la clonacion. MP, Marcador de peso molecular 1kb plus.

Posteriormente se realizé Miniprep de DNA con el kit de Fermentas y se corroboro

el inserto por PCR y secuenciacion.

10.3.4 Recombinacién del vector pENTR-proPvAtg8-d con el vector destino
pBGWFS7,0

La reaccion Gateway LR se realizo entre el vector de entrada pENTR-D-TOPO-
proAtg8-d y el vector binario pPBGWSF7.0, segun las indicaciones del proveedor
(Invitrogen) y se transformaron en bacterias E. coli Dh5a quimio competentes vy
posteriormente se crecieron en medio LB con espectinomicina 150 ug/mL (Sp) ya
gue el vector tiene resistencia a este antibidtico para su seleccion. Se realiz6 PCR

de colonia y se detectaron 7 colonias positivas (Figura 15).

Promotor Atg8-d (1.2kb)

MP C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 Ci14

1500- . _
1000- e e - - -
700-
500-

PCR en colonia de transformacion en dhsa pBGWFS7-proAtgdd
Se cargaron 10 ul de PCR + 2 uL de buffer de carga

Figura 15. Producto de PCR de 14 colonias obtenidas de la transformacion de células DH5a
con el vector pPBGWFS7-proPvAtg8-d. En los carriles C1 a C14, se cargaron 10 ul del producto de
PCR donde se observa una banda de 1.2 Kb en las colonias C1, C2, C3, C4, C8, C13y C14. MP,
Marcador de peso molecular 1Kb plus con 2 ul de buffer de carga en cada carril. Las muestras se
corrieron en un PAGE 1% tefiido con EtBr.



Se pusieron a crecer en viales con medio LB Sp150 toda la noche en agitacion a
37°C, para después realizar miniprep con el kit de Fermentas y corroborar el inserto

por PCR y secuenciacion.

10.3.5 Transformacion del vector pBGWFS7,0-proPvAtg8-d en células de
Agrobacterium rhizogenes K599

Con el producto de DNA de miniprep obtenido, se prosiguié a transformar células
de Agrobacterium rhizogenes K599 con el vector pPBGWFS7,0-proPvAtg8-d a través
de choque térmico. Se comprobd el inserto mediante PCR en colonia utilizando los
oligos Pro0.7Atg8_33dFw y M13Rev que amplifican 0.7 Kb y obtuvimos 4 colonias
positivas C2, C3, C4 y C15 (Figura 16). Posteriormente se pusieron a crecer toda la
noche en viales de LBSp150, en agitacién a 28°C. Se realizé extraccion de ADN
plasmidico para realizar secuenciacion y PCR. Una vez que comprobamos si
contenian el inserto, se realizaron alicuotas de cada colonia en glicerol 50%,
PBS1X y se guardaron a -70°C.

Promotor Atg8-d (0.7kb)

MP C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 (9 C10 Cl11 C12 C13C14 C15 Cl6 C17

1500-
1000-
700-

500-

PCR en colonia de transformacién en Agrobacterium rhizogenes k599
Se cargaron 10 ul de PCR + 2 ulL de buffer de carga

Figura 16. PCR en colonia de la transformacién de la recombinacién del pro-PvAtg8-d en
Agrobacterium rhizogenes K599. Se cargaron 10ul de las colonias C1 a C17 y 2 ul del buffer de

carga en un gel de PAGE 1% tefiido con EtBr. MP, marcador de peso molecular 1Kb plus.



10.3.6 Busqueda y analisis de la secuencia promotora de PvAtg8-f2

El analisis de la secuencia promotora de PvAtg8-f2 se realizé en la base de datos
de Phytozome v10. Se tomaron 1.5 Kb rio arriba de la secuencia codificante y a
partir de esta, se disefiaron oligos con el programa SnapGene Viewer 4.3.10, para
amplificar una region de 1.2 Kb del promotor. En la Figura 17 se puede ver en color
verde la secuencias del oligo “forward”, en color azul la localizacion de la secuencia
del oligo “reverse” y en color rosa se localiza otro oligo disefiado para amplificar un
fragmento mas chico por PCR. La especificidad de los oligos se determiné
realizando un andlisis bioinformatico, usando la herramienta BLAST (Altschul et al.,

1990), la cual mostré6 homologia Unicamente con el promotor correspondiente.

>P.vulgaris v2.1|Phvul.003G219600 | Chr03:44794444..44797856
TGAGTGTGAAATTAAATATTTATTAATGAAAGATAAAATTTTATGTCTTATGTGAGATGCATGTGATTTGTTGTTT
AAAGAAACCAATAATTAATTAAATTAATAATAAAGTATACAAAATAATTAGGTTAATGAATAATTGCTTTTTTACA
ATGATTGCTATTTACGAGTATAGTAGAAAAATAGGGTTTATGTATAAATTATCAATGCAAAGACAACTTCTCTCAT
TGACAAATCTATCTCTTTACTAAATCCATCAAATAAATGAGATAATATAATAATAAGTTAAATATAATGAAACTTTA
AATGTCATTCAAGTAATTAGATCTACTAACAAACCAGCTATCATAAAGAGAAAGAGTTTGAATAATCTATCTCATT
AAATTTATAGATAATCGATAATAAGACAATTTTAAAATCCTATTTTGATTTTTAATATTACTTTGTTATTTGAAGACT
TTTAATTTTTCACATCATATTTTAATAATTATTATAATATTCTTAATAAATTTGACTAAATAGATTATAATAACATATT
AAAAGAAATTTAAAATTTAACTTAATTTTATAAAATTAACTTGTACAGATAAAATTTAAATATAATATATAGTAGAT
TTCGAACCATGATTGATATTTTTTTTTAACTACTAAAAATATATTTAATGAAATTTTTATTTAGTTAATAATGTAAAC
ATCTTTAGACCTAGACGAGATTACGAAAAAGAAAGAAGAAAAAAACGAAAAAGAAAGCATTAAATAATATAAGA
AAGACTAGAAGGAAAAAAAATAAAACGAGAATATAAAATCCTTATATTATTTGGTATATAAAAAGTGAAATGAC
GATAGGAATAGTTGAGAAAGACGATAAAGCAAAGAAGAAGCGATATATTTAGTTTGTTGAAGCAAAGCAAACAC
AGCGCCTTGTTGGAGTTGTTAGCAAGAAACCGCAGCGTTGATTTTCTTCTATTATTGGATCGTCTTAACGAGGTTT
AGTTTTCTCAATCATATACAATCCAATTCGCAAACCTTTAACTTTTGAGTTTCAAAAATTATTTTAATCGGCCAAGA
AATTTCCTTCGCTGATTGTCGGRACEGETTTGAATCICTTTEECTGCTTTTTAAAGGAAAGATTGTCTGCAATTAGA
GGTTTTTCTCTTTTCCTAAATTCAAGTAAGAGTTGATGATCGGAAATTCCATAAATATAGTTGTCTGAAAGTTAGG
GCTATTTTTAATTACATATCATTTAGCGAAGATTATTGTTCGGATGCAAACCCTTTTTGTTGAATTAAATTTTTAGG
TGTAGGTCCGTTCTCAATCTTCATCTTGTTTTTTTTTTCTTTCTCTAAATCATGCCCCCTTATTTATTTATTCATTTATA
TAACTCTCTTTTTTAATTTATTTATTTTGAGCGTTAACGAATTATTTATCCTTTGTCGGAAGAATGGACGGTGTATC
ATCTTAGTTTTGATTAGCTTTTIGTTTGATGGTAATTCCAGGAAGAATG

Figura 17. Secuencia de la regién promotora de PvAtg8-f2. Se marcaron los oligos forward en
color verde (1.2 Kb) y en rosa (0.4 kb); el oligo reverse en color azul antes del codén de inicio ATG

en amarillo.



10.3.7 Amplificacién del promotor PvAtg8-f2 mediante la técnica de PCR

El promotor Atg8-f2 de P. vulgaris, se amplificé a partir de ADN genomico de frijol
por PCR, utilizando los oligonucledtidos descritos anteriormente. Para corroborar el
tamafio, se corrio el producto de PCR (10ul + 2pl de buffer de carga) en un gel de
agarosa al 1.5 % donde se detectd una banda del tamafio esperado (1.2 Kb) de la

secuencia promotora (Figura 18).

Promotor Atg8-9612 (1.2kb)
MP

Figura 18. Fragmento de PCR correspondiente al promotor PvAtg8-f2 obtenido a partir de
DNA gendmico de frijol. Se cargaron 10 ul de la reaccion de PCR (1.2 Kb, sefialado con la flecha
azul) con 2 ul del buffer de carga en un gel de PAGE 1% tefiido con EtBr. MP, marcador de peso

molecular 1 Kb plus.

10.3.8 Clonacion del promotor PYATG8-d en el vector pENTR/D-TOPO

Se clono6 el promotor PVATG8-f2 en el vector pPENTR™/D-TOPO® (Invitrogen) como
indica el fabricante y posteriormente se realiz6 un PCR de colonias resultantes de
la ligacion que crecieron en medio selectivo LB Km 100 pyg/ml. Esta vez se utilizo el
par de oligos proPvAtg8-f2_1.2 y M13Rv. Se cargaron 10 pl del producto de PCR
en un gel de agarosa al 1.5%. Se detect6 la banda del tamafio esperado en las
colonias C14 y C16 que migra alrededor de 1.5kb (Figura 19).

Promotor Atg8-96f2 (=1.5kb)

MP Cl0 Cl6 Cl2 Ci13 Cl4 - Cl4 Cl15 Cle C17 C18

1500-

1000-
750-
500-

Figura 19. Productos de PCR de 10 colonias obtenidas del promotor pENTR-PvAtg8-96f2. En
los carriles C10 a C18, se colocaron 10 ul del producto de PCR (1.5 Kb con flecha azul) de las



colonias obtenidas de la ligacion. (-) control negativo. MP, Marcador de peso molecular 1kb plus. Las

muestras se corrieron en un gel PAGE 1% tefiido con EtBr.

Posteriormente se realizdé Miniprep de DNA con el kit de Fermentas y se corroboro

el inserto por PCR y secuenciacion.

10.3.9 Reaccion del producto de recombinacion del vector destino pPBGWFS7-
proPvAtg8-f2

La reaccion Gateway LR se realiz6 entre el vector de entrada pENTR-proPvAtg8-f2

y el vector binario pPBGWSF7.0, segun las indicaciones del proveedor. Se continu6

con la transformacion en bacterias E.coli Dh5a quimiocompetentes y posteriormente

se crecieron en medio LB Sp150 para su seleccion. Se realiz6 PCR de colonia con

un oligo interno que amplifica 0.4 kb (Pro0.4Atg8 96Fw) y se detectaron muchas

colonias positivas, excepto la C28 como se muestra en la Figura 20.

Promotor Atg8-96f2 (400pb)

MP C11 C12 Ci13 C14 C15 C16 C17 Ci18 C19 MP C20 C21 C22 (23 C24 C25 C26 C27 C28

Figura 20. Producto de PCR de 18 colonias obtenidas de la transformacion de células DH5a
con el vector pBGWFS7-proPvAtg8-f2. En todos los carriles C11 a C28 se cargaron 10 ul del
producto de PCR donde se observa una banda de 0.4 Kb en todas las colonias excepto C28. MP,
Marcador de peso molecular 1Kb plus mas 2 ul de buffer de carga en cada carril. Las muestras se

corrieron en un PAGE 1% tefido con EtBr.

Se pusieron a crecer en viales con medio LBSp150 toda la noche y con agitacion a
37°C, para después realizar miniprep de DNA con el kit de Fermentas y corroborar
el inserto por PCR y secuenciacion.



10.3.10 Transformacion con el vector pBGWFS7-proPvAtg8-f2 en células
de Agrobacterium rhizogenes K599
Con el DNA del vector pBGWFS7-proPvAtg8-f2 producto de la miniprep de las
colonias positivas, se prosiguio a transformar células de Agrobacterium rhizogenes
K599 a través de choque térmico. Se comprobé el inserto mediante PCR en colonia
y obtuvimos 4 colonias positivas de 5 analizadas(C1, C3, C4 y C5). Posteriormente
se pusieron a crecer toda la noche en viales de LB con espectinomicina, en agitacion
a 28°C. Se realiz6 extraccion de ADN plasmidico para realizar secuenciacion y PCR.
Una vez que comprobamos que contenian el inserto, se realizaron alicuotas en

glicerol 50%, en PBS1X de colonias y se guardaron a -70°C.

Promotor Atg8-96f2 (400pb)
MP C1 C2 C3 C4 C5

1000- -
750-
500-

250-

Figura 21. PCR en colonia de Agrobacterium rhizogenes K599 conteniendo el vector
pBGWFS7-pro-PvAtg8-f2. Se cargaron 10ul de las colonias C1 a C5 con 2 ul del buffer de carga
por cada muestra. Los productos de PCR (0.4 Kb) se cargaron en un gel de PAGE 1% tefiido con

EtBr. MP, marcador de peso molecular 1Kb plus.

10.4 Actividad de promotores PvAtg8-d y PvAtg8-f2 en raices

transgénicas de frijol.

Con el objetivo de analizar espacial y temporalmente la actividad de las
construcciones obtenidas de los promotores de los genes pBGWFS7-proPvAtg8-
d:GFP-GUS (PvAtg8-d) y pBGWFS7-proPvAtg8-f2:GFP-GUS (PvAtg8-f2). Se
procedié a obtener raices transgénicas utilizando las clonas de A. rhizogenes K599

portando las construcciones para su analisis por separado. Durante el proceso, no



fue posible obtener raices transgénicas con la construccion del promotor PvAtg8-d,
por lo que el ensayo continu6 Unicamente con el promotor de PvAtg8f2. Una vez
obtenidas las raices transgénicas, se realizé el analisis del promotor en raices
inoculadas con R. tropici CIAT899 y en raices no inoculadas. Se evalug la actividad
del promotor mediante la actividad de la glucuronidasa en las raices inoculadas a
los 7, 10 y 14 dias post-inoculaciéon (dpi). Las raices recolectadas se sumergieron
en una solucion con el sustrato de la glucuronidasa y la aparicién de la coloracion
azul aparece como producto de la actividad enzimética. Se observo
diferencialmente en las raices inoculadas en comparacion con las no inoculadas,
siendo mas rapida en las raices inoculadas. En las raices inoculadas con Rhizobium
la actividad se observo en el tejido vascular, principalmente en el cértex interno, en
las células que dan origen al nédulo y en la zona de infeccién de nddulos jévenes
de 10 dpi (Figura 22a). En el tejido vascular de nodulos en etapas més tardias de
14 dpi (Figura 22b). La actividad del promotor se observa en todo el primordio de
nodulo, hasta su emergencia. Sin embargo, a medida que el nédulo madura, la
tincion se localiza en la base y en el tejido vascular del nédulo, lo cual sugiere una
funcion en el mantenimiento del nédulo (Figura 22c y d). En las raices no inoculadas
el ensayo revel6 que el promotor PvAtg8-f2 es activo en zonas de division celular o
meristematicas, como los apices de las raices (Figura 22e) y en los primordios de
raices laterales (Figura 22f). La actividad en los tejidos de primordios de raiz lateral

y nédulos sugiere una funcion en la division celular.



Inoculadas con Rhizobium tropici No inoculadas

Figura 22. Ensayo de actividad de GUS histolégica de PvAtg8-f2 durante la organogénesis del
ndédulo y en raices de P. vulgaris. La actividad especifica de GUS se observé primordio y en la
region de infeccidon de nédulos jovenes de 10 dpi (Figura 22a). En el tejido vascular de nédulos de
14 dpi (Figura 22b). Se observé en la base de emergencia del nédulo de 10dpi (Figura 22c¢) y en las
células de primordios de nédulos de 7dpi (Figura 22d). En las raices no inoculadas en los apices de

las raices (Figura 22e) y en los primordios de raices laterales (Figura 22f). En a-d y f) Barras= 50 um

10.5 Evaluacién de la expresion de los genes PvAtg8 en condiciones

con y sin déficit de nitrégeno.

La relacion entre la autofagia y la deficiencia de nitrégeno en las plantas implica una
interaccién compleja entre la disponibilidad de nutrientes y los procesos celulares.
Durante la deficiencia de nitrogeno, la autofagia se regula positivamente para
reasignar los recursos internos de nitrdgeno y mantener las funciones celulares
esenciales. Este proceso permite que la planta sobreviva en condiciones de estrés
nutricional al degradar y reciclar proteinas y organulos dafiados o innecesarios,
liberando aminoacidos y otros compuestos nitrogenados para su reutilizaciéon en
procesos metabdlicos vitales. Ademas, la autofagia puede estar involucrada en la



redistribucién del nitrégeno dentro de la planta, priorizando su asignacion a tejidos
y Organos criticos para la supervivencia y el crecimiento, como las hojas jovenes y
los brotes.

Con el fin de confirmar la presencia de autofagia, asi como su relacion y regulacion
mediante concentraciones de nitrégeno, se propuso analizar el nivel de transcritos
de genes Atg8 en raices de P. vulgaris sin inocular en presencia y ausencia de
nitrogeno. Para ello, se compardé el nimero y tamafio de las hojas y se midio el peso
seco de hojas y raices regadas con medio B&D con diferentes concentraciones de
nitrégeno (0 mM, 0.1 mM, 2 mM, 5 mM y 10 mM).

Tal como se observa en la Figura 23a, a medida que la concentracion de nitrogeno
aumenta, se observa el aumento de los trifolios, asi como del tamafio de las hojas
y aunque la diferencia en el peso seco de raices y hojas no es significativa, parece

variar un poco mas a los 21 dias.
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Figura 23. Andlisis de tejido de hojas y raices de frijol tratadas con diferentes concentraciones
de nitrégeno. Fotos de a) plantas b) raices y c¢) trifolios crecidos sin (N-) y con nitrégeno a 0.0 mM,
0.1 mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM. Gréficas del d) peso seco de laraiz y e) peso seco de las hojas (N-)
ya2mMy 10 mM de KNO3.

11 DISCUSION

La nodulaciéon en plantas leguminosas, como el frijol, es crucial para la fijacion
biol6gica de nitrogeno, facilitada por la simbiosis con bacterias fijadoras de
nitrogeno. Se ha observado que la autofagia desempefia un papel importante
durante la nodulacion, regulando la simbiosis planta-bacteria y posiblemente la
degradacion de organulos. La proteina ATG8 es clave en este proceso, marcando
las membranas de estructuras a ser degradadas y participando en la fusiéon de
autofagosomas con lisosomas. La diversificacion de ATG8 en plantas refleja
adaptaciones a distintas condiciones ambientales y funciones especificas en

diferentes tejidos.



En especies como Arabidopsis thaliana y Phaseolus vulgaris, se han identificado
multiples genes Atg8 con patrones de expresion diferencial, lo que sugiere la
existencia de reguladores transcripcionales especificos aun por identificar. La
presencia de seis genes de ATG8 en frijol destaca la diversificacion de funciones y
la posible especializacion de roles especificos en la nodulacién y otros procesos.
En la planta modelo Arabidopsis thaliana, las proteinas ATGS8 estan codificadas por
9 genes que se han agrupado en 3 grupos segun la alineacion de la secuencia de
aminoécidos, mientras que en frijol se han identificado 6 genes. Tal y como se habia
observado en Kellner et al. (2017), estos 6 genes se agrupan de la siguiente
manera: primer grupo incluye 4 miembros (ATG8A, ATG8B, ATG8C y ATGS8D), el
segundo 3 miembros (ATG8F, ATG8BE y ATG8G) y el tercero 2 (ATG8H y ATGSI).
Los diferentes genes ATGS8 tienen distintos patrones de expresion espacial y
temporal en diferentes tejidos, lo que sugiere que las diferentes proteinas ATG8
pueden cumplir diferentes funciones y estar reguladas por distintos factores. Sin
embargo, la informacion sobre los reguladores transcripcionales de los genes ATG
en plantas es limitada.

Al analizar la expresion de los diferentes genes PvVRAtg8 de frijol, aun cuando en
frijol, se observa que estos también se expresan en todos los tejidos de la planta,
aungue su mayor expresion se da en raices y nédulos, principalmente de los genes
de Atg8d y Atg8f2, como lo muestra el mapa de calor, asi como el ensayo de RT-
PCR, lo que da lugar a proponer a estos genes para el analisis de promotor como
indicador de autofagia durante la simbiosis.

Una observacion interesante es que el mapa de calor mostré6 mayores niveles de
transcripcion en tejidos de nddulos deficientes en fijacion de nitrégeno, sugiriendo
una posible funcién en el mantenimiento de la estructura o tejido mas que en
procesos de removilizacion de nitrégeno, a diferencia de lo que se observé en el
trabajo de Chen, Soulay, et al. (2019), en plantas de A. thaliana. Por esta razén, se
quiso confirmar la relacion entre la presencia de transcritos de genes Atg8 en raices
regadas con diferentes concentraciones de nitrégeno, aunque estos ensayos no se

pudieron completar. Los ensayos de gPCR no se realizaron por motivos de fuerza



mayor, siendo este uno de los ensayos importantes para verificar la participacion de

PVAtg8d y PVAtg8f2 en presencia y ausencia de nitrégeno.

La actividad del promotor PvAtg8d tampoco fue posible monitorearla porque no
detectamos sefial positiva de transformacion de raices de frijol. Mientras que
PVAtg8f2 de frijol se encontrd en los apices de las raices, los primordios de raices
laterales y de nodulos, asi como en el tejido vascular de nodulos maduros,
sugiriendo su relevancia en la division celular o el mantenimiento de zonas
meristematicas. Este promotor es activo durante diferentes fases de la nodulacion,
lo que sugiere que estos genes son necesarios en distintas etapas de dicho proceso.
Sin embargo, no parece que participen directamente en el desarrollo de la zona de
infeccién de los nodulos, sugiriendo posiblemente un rol en la movilizacion de

nutrientes en el tejido vascular o en el metabolismo nitrogenado.

12 CONCLUSIONES

» El analisis “in silico” permitié identificar y agrupar los miembros de la familia
de proteinas de autofagia Atg8 de P. vulgaris mediante el arbol filogenético
comparada con otras especies de plantas. Se encontraron seis isoformas
denominadas; PvVAtg8-cl, PvAtg8-c2, PvAtg8-d, PvAtg8-fl, PvAtg8-f2 y
PVAtg8-i.

» Los niveles de transcrito de PvAtg8’s podrian indicar que algunas isoformas
son especificos de simbiosis.

= Se obtuvo una construccion del promotor de pPBGWFS7-proPvAtg8-f2:GFP-
GUS que permitié analizar su actividad la nodulacién en el desarrollo de las
raices transgénicas de frijol.

= Elanalisis del promotor demostré que PvAtg8-f2 se encuentra en las regiones

meristematicas de la raiz, de raices laterales y de primordios de nédulo, y en



el tejido vascular, sugiriendo que esta involucrado en el proceso de desarrollo
de la raiz y de los nodulos de la planta durante la simbiosis Phaseolus

vulgaris- Rhizobium tropici CIAT899.

13 PERSPECTIVAS

e Analizar la expresidon de los cinco promotores restantes de ATG8's
fusionados a GUS para ver su actividad durante la interaccion simbidtica
entre Phaseolus vulgaris y Rhizobium tropici. Analizar si alguno de los
candidatos propuestos en este trabajo, tiene una expresion.

e Monitorear el proceso de autofagia durante las simbiosis con todas las
construcciones mRFP:PvAtg8 en las diferentes etapas de la simbiosis,
utilizando inhibidores de autofagia (Ej. Concanamicina, cloroquina, u otro

inhibidor).
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15 MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S 1. Oligonucledtidos utilizados.

Nombre Secuencia 5-3’ Amplicén (pb)
Analisis de transcrito
gAtg8_Fw1600 CCGAAGCTTCTCGCATTAGA 126
gAtg8 Rv1600 CAGTCAAATCAGCAGGGACA
gAtg8 Fw3300 CTGTTGGCCAGTTTGTGTATGT 141
gAtg8 Rv3300 TCTTCATCCTTGTTTTCCTCGT
gAtg8 Fw93.2 AAAGAAGGCAGGCTGAGTCTAC 141
gAtg8 _Rv93.2 ACCAACAGTCAAATCCGCTGG
gAtg8_Fw9600 GGGAGAAATACCCAGACCGTAT 138
gAtg8_Rv9600 CCTTTTGCGGATAACATAGACA
gAtg8_Fw10800 AACAAAGGCTCGAAGAATCG 144
gAtg8_Rv10800 TGAAATGCCCAACAGACAAG
Andlisis de promotores

proAtg833d_Fw GAGTTCTTGAACCAAATG 2113
proAtg833d_Rv GGCAATAATTCTGTAGCAAAGAC
Prol.2Atg8_33Fw AATTTACCATCATCGTTGTGC 1288
Pro0.7Atg8 33Fw AATTTTCTTTTTTGAAGTGC 737
proAtg896f2_ Fw ACTAAATCCATCAAATAAATGAGAT 1254

Tesis de Licenciatura Bladimir Sanchez S.
proAtg896f2_Rv TCTTCCTGGAATTACCATCAAACA

Tesis de Licenciatura Bladimir Sanchez S.
Pro0.4Atg8 96Fw AACCGCTTTGAATCTCTTTCC 410

PROTOCOLO PARA TINCION DE GUS (Lee and Schoffl 1997)

1. Colocar la raiz en una caja Petri y sumergir en la solucién de lavado | durante
5 min a temperatura ambiente (el volumen depende del tamafio de la
muestra).

2. Retirar la solucion |

3. Sumergir las raices en la solucion de lavado Il durante 5 min a temperatura
ambiente.

4. Retirar la solucion II.



. Revelar la actividad de GUS sumergiendo en la solucion tincion GUS. El
tiempo varia dependiendo del experimento.

. Lavar las raices con agua estéril y desgasificar en sistema de trampa de
agua.

. Aclarar las raices en una solucién de hipoclorito de sodio al 0.6% hasta retirar
el color amarillo

. Lavar las raices al menos 3 veces con agua esteéril.

Tabla S 2. Soluciones de lavado (Tincién de GUS)

SOLUCION FORMULA QUIMICA CONCENTRACION FINAL
| NazHPOa4 (0.5 M) 50 mM
NaH2POa4 (0.5 M) 50 mM
KsFe(CN)s (100 mM) 0.5 mM
KaFe(CN)s (100 mM) 0.5 mM
I SOLUCION |
EDTA0.5M 2 mM
Triton X100 10% 0.1%
Tincion GUS SOLUCION 1I
X Gluc 100 mM 10 pl por cada ml de solucién I

Tabla S 3. Medio B&D

SOLUCION FORMULA QUIMICA CONCENTRACION FINAL
A CaCl2H20 (2 M) 1000 uM
B KH2PO4 (1 M) 500 uM
C Fe-citrato (0.02 M) 10 uM
D MgSO4+7H20 (0.5 M) 250 uM
K2S04 (0.5 M) 1500 uM
MnSO4+H20 (0.002 M) 1 uM




HsBO3 (0.004 M) 2 uM
ZnS04+7H20 (0.001 M) 0.5 uM
CuSOa4+5H20 (0.004 M) 0.2 uM
C0S0a4+7H20 (0.0002 M) 0.1 uM

NazMoO4+2H20 (0.0002 M) 0.1 M
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