UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

DIVISION DE INGENIERIA

Anotacion y analisis transcriptomico de la familia de genes de la Malato
Deshidrogenasa en Phaseolus vulgaris en el proceso simbiético

Por:
JUAN FELICIANO GONZALEZ RAMA
TESIS
Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:
INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA
Saltillo, Coahuila, México.

Junio 2024



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

DIVISION DE INGENIERIA

Anotacién y anilisis transcriptomico de la familia de genes de la Malato
Deshidrogenasa en Phaseolus vulgaris en el proceso simbiotico

Por;
JUAN FELICIANO GONZALEZ RAMA

TESIS

Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:
INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA

Aprobada por Comité de Asesoria:

M/%/

Dr. Marco Adan' Juarez Verdayes Dr. Ja%er Israel Montalvo Arredondo

Asesor principal Co-Asesor
e o S 5 s iz Ve
/v '___———————'—’_'-/
// bt A
Dra. Aida Isabel Leal Robles ra/ Erika Nohemi Rivas Martinez
Co-Asesor Co-Asesor

Saltillo, Coahuila. México

Junio 2024



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DIVISION DE INGENIERIA

Anotacion y analisis transcriptomico de la familia de genes de la Malato
Deshidrogenasa en Phaseolus vulgaris en el proceso simbidtico

Por:
JUAN FELICIANO GONZALEZ RAMA

TESIS

Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:
INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA

Aprobada por el Jurado Examinador:

A ptlk

Dr. Marco Adén Judrez Verdayes Dr. Jax'ier Israel Montalvo Arredondo
Presidente Vocal
Dra. Aida Isabel Leal Robles Enka Nohemi Rivas Martinez
Vocal Vocal Suplente
OE INGg,
é‘é D " N
5]

il | M. C. Sergio Sanchez Martinez
,»" Co}‘rdmador de la Division de Ingenieria

Saltillo. Coahuila. México.

Junio 2024



DECLARACION DE NO PLAGIO

El autor quien es el responsable directo, jura bajo protesta de decir verdad que no
se incurrié en plagio o conducta académica incorrecta en los siguientes aspectos:
Reproduccion de fragmentos o textos sin citar la fuente o autor original (corta y pega):
reproducir un texto propio publicado anteriormente sin hacer referencia al documento
original (auto plagio): comprar, robar o pedir prestados los datos de la tesis para
presentarla como propia: omitir referencias bibliograficas o citar textualmente sin usar
comillas: utilizar ideas o razonamientos de un autor sin citarlo: utilizar material digital
como imagenes. videos. ilustraciones, graficas. mapas o datos sin citar al autor original
v/o fuente, asi mismo tengo conocimiento de que cualquier uso distinto de estos materiales
como el lucro, reproduccion, edicion o modificacion, serd perseguido y sancionado por
las autoridades correspondientes. Por lo anterior me responsabilizo de las consecuencias

de cualquier tipo de plagio en caso de existir v declaro que este trabajo es original.

Juan Feliciano Gonzilez Rama
Pasante de Ingeniero en Biotecnologia



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, mi alma mater, por brindarme

todo lo necesario para mi formacion, sobre todo techo y alimento.

Al Dr. Marco Adan Juarez Verdayes por darme la oportunidad de trabajar con él,
compartir sus conocimientos y apoyarme durante mi formacién y al Dr. Javier Israel
Montalvo Arredondo, por darme la oportunidad de ser parte del Laboratorio de

Bioingenieria Molecular y Bioinformatica.

A todos los profesores que formaron parte de mi aprendizaje, por su tiempo y dedicacion,

sobre todo a aquellos que se tomaron el tiempo para motivarnos y seguir adelante.

A mi familia, amigos y compafieros, por brindarme su apoyo durante cada dia de esta

etapa, en especial a todos aquellos que alguna vez me tendieron la mano.



DEDICATORIAS

A mis padres, la Sra. Maria del Carmen Rama y el Sr. Luis Gonzalez, por su apoyo
incondicional, motivarme a ser mejor cada dia, por su amor hacia mi, por darme todo lo
que estaba a su alcance y sobre todo por nunca darse por vencidos, aun en los peores

momentos.

A mis hermanos, Maria Teresa, Maria del Carmen, Andrea, Luis, Estrella Guadalupe y
Jesus Melquiades, por de una u otra manera apoyarme y motivarme a ser mejor cada

dia.

A mis sobrinos, Francisco, Timoteo, Juan Enrique, Leticia, Luis Mateo, Carmen

Teresa, José Zacarias y Lucas Tadeo.

A todos aquellos familiares que de alguna manera me brindaron su apoyo durante toda

esta etapa, en especial a mis tios, Rafael Aguilar y Macedonia Rama.

A Aline Michelle, por su compafiia, apoyo y motivacion durante esta etapa.

VI



INDICE

AGRADECIMIENTOS ...ttt \Y
DEDICATORIAS ..ttt e e e e e e be e e srb e e e snaeeenreeas VI
INDICE ...ttt Wl
INDICE DE TABLAS ....ooeeteteee ettt tes s es st s tsnes s tss s sas s annens VIl
INDICE DE FIGURAS. ..ottt ettt sttt IX
I RESUMEN. ...ttt ae e e e e nnae e e X
[ INTRODUCCION ....oeviiieiieesiceese e ses s sesae st esass s s s 1
1.0 ODJEEIVOS ..ottt bbb bbbt 3
1.2 HIPOTESIS. ..ttt sttt b et b et nen et 3
1. REVISION DE LITERATURA . ......ooitieeteteeeteeee e iess s ses s, 4
1.1 Descripcion general de las malato deshidrogenasas ..........ccceoeeereererieieenienieennen, 4
1.1.2 La malato deshidrogenasa en proCariotas ...........ccoceuereeeerieneneseseseseseeneens 5
1.1.3 La malato deshidrogenasa en eucariotas...........c.ccevvvereeeeieeseeiesieesieesee e, 7
1.2 Descripcién general de Phaseolus vulgaris y su importancia productiva en México
...................................................................................................................................... 10
1.3 Via de sefializacion simbio6tica comuan, nodulacién y micorrizacion arbuscular ...13
IV. MATERIALES Y METODOS ...ttt es ettt 15
4.1 ldentificacion de los genes y localizacién cromosomica de las MDH en Phaseolus
LVL0 L[0T L S SPOSRTOT 15
4.2 Prediccion de localizacion subcelular y parametros fisicoquimicos...................... 16
4.3 Analisis filogenético de las MDH en Phaseolus vulgaris..............ccccoevveiieiveennenn, 16
4.4 Analisis de sintenia de las MDH de Phaseolus vulgaris y Glycine max ............... 17
4.5 Determinacion de los elementos cis-reguladores y la expresion de las MDHs en el
proceso de nodulacidn y micorrizacion arbuscular. ............cccooeveeieiieie e, 17
V. RESULTADOS Y DISCUSION.......cootiiieeeeeeeeee et eee e, 19
5.1 Identificacion de los genes y localizacién cromosomica de las MDH en Phaseolus
VL0 L[ F= U PSPPSR 19
5.2 Prediccion de localizacion subcelular y parametros fisicoquimicos...................... 21
5.4 Analisis de sintenia de las MDH de Phaseolus vulgaris...........c.cccccovveveiieieenenne. 28
5.5 Determinacion de los elementos cis-reguladores y la expresién de MDH en el
ProCeSO SIMDIOTICO. .....eouiiiiiieieiie bbb 29
V1. CONCLUSIONES ..ottt sttt 36
VIL LITERATURA CITADA ..ottt ettt nnaa e nea e nee e 37

Vil



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Distribucion de malatos deshidrogenasas (MDHSs) en microorganismos. ....6
Tabla 2: Cepas de Rhizobium etli y SUS caracteristicas...........cccvvereienenensiencieees 18
Tabla 3: Identificacion y renombramiento de los genes MDH en Phaseolus vulgaris
.......................................................................................................................................... 20
Tabla 4: Prediccion de localizacion subcelular de las MDH identificadas en Phaseolus
VUTGATTS .t b bbbttt e e e bbbttt ne e 23
Tabla 5: Prediccion de los parametros fisicoquimicos de las MDH en Phaseolus
VUTGATTS .t b bbbttt e e e bbbttt ne e 24
Tabla 6: Clasificacion de los elementos cis-reguladores encontrados en las regiones
promotoras de las MDH identificadas en Phaseolus vulgaris. ...........ccccoovvvniiiennnn 30

VIl



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Reaccion catalizada por Malato deshidrogenasa RHEA: 21432.................. 4
Figura 2: Estructura cristalizada de malato deshidrogenasa en procariotas. ............. 5
Figura 3: Mdh2 de Saccharomyces cerevisiae en el ciclo del glioxilato......................... 7
Figura 4: Modelo del flujo trabajo de malato en Arabidopsis thaliana entre varios
compartimentos SUBCEIUIATES. ..o 8
Figura 5: El ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa. ............ccocoeieiiiineinienennnnn, 9
Figura 6: Phaseolus VUIQAKIS.. .......c.cciiiiiice et 11
Figura 7: Produccion de frijol en el ciclo primavera-verano ............cc.ccoceveeneninennen, 12
Figura 8: Produccidn de frijol en el ciclo otofio-INVIErno ..........ccccccevveveiieceece e, 12
Figura 9: Via comun de SYM para la micorrizacion y nodulacion. ............cc.ccceueee.. 14
Figura 10: Determinacion de los dominios Ldh_ 1 Ny Ldh_1 C en las MDH de
PRaseolUS VUIGAITS ........ooiiiiiiiiiieiee e 20
Figura 11: Localizacién cromosémica de las MDH en Phaseolus vulgaris ................ 21
Figura 12: Alineamiento de las MDHs identificadas en Phaseolus vulgaris............... 26
Figura 13: Arbol filogenético de las MDH de Phaseolus vulgaris............c.c..cccceven.... 27
Figura 14: Analisis de sintenia entre las MDH identificadas en Phaseolus vulgaris y
(€] 1Yo 1= 0 = O USSR 28
Figura 15: Distribucién de los elementos cis-reguladores en las secuencias MDH
identificadas en Phaseolus VUIGAriS...........ccccceiviiiiicie e 31
Figura 16: Andlisis de expresion de las PvMDH en tejidos aéreos de Phaseolus
1701 [0 F= U OSSPSR 33
Figura 17: Analisis de expresion de las PvMDH en tejidos de raiz y nédulos en
PhaseolUS VUIGANTS .....c..eiuieiieei ettt ene s 34
Figura 18: Analisis de expresion de las PvMDH en nodulacion y micorrizacion......35


file:///C:/Users/felij/OneDrive/Documentos/9%20semestre/Tesis/Borrador%20tesis%201.3%20AILR%20(Autoguardado).docx%23_Toc167892056
file:///C:/Users/felij/OneDrive/Documentos/9%20semestre/Tesis/Borrador%20tesis%201.3%20AILR%20(Autoguardado).docx%23_Toc167892065
file:///C:/Users/felij/OneDrive/Documentos/9%20semestre/Tesis/Borrador%20tesis%201.3%20AILR%20(Autoguardado).docx%23_Toc167892068
file:///C:/Users/felij/OneDrive/Documentos/9%20semestre/Tesis/Borrador%20tesis%201.3%20AILR%20(Autoguardado).docx%23_Toc167892068

l. RESUMEN

La malato deshidrogenasa (MDH) es una enzima conservada evolutivamente y
presenta diferentes isoformas. Es una enzima importante que tiene un papel en diferentes
procesos bioguimicos de la célula, principalmente en la produccion de energia durante el
ciclo de Krebs y la ubicacion subcelular de las isoenzimas puede variar, en eucariotas se
sabe que se localiza en la mitocondria, en el citoplasma y en plantas se ha encontrado en
el cloroplasto, el glioxisoma y el peroxisoma. Las malato deshidrogenasas catalizan la
interconversion de malato a oxalacetato utilizando NAD como cofactor a excepcion de la
isoforma plastidial, la cual se sabe que utiliza NADP como cofactor. Las leguminosas son
relevantes en varios aspectos ya que pueden ser una fuente importante de proteinas y
minerales y pueden establecer relaciones simbidticas con bacterias y hongos presentes en
el suelo. El cultivo de frijol en México tiene una relevancia cultural y econémica, la
anotacion y funcién de las MDH en del frijol en el proceso simbidtico permitira entender
su posible funcidn en el proceso de simbidtico. Se identificaron ocho secuencias con los
dominios Ldh_1 Ny Ldh 1 C, ladistribucion de los genes fue en cinco cromosomas. El
andlisis realizado en los transcriptomas relacionados a la simbiosis muestra que las
PVMDH presentaron valores similares, independientemente del tratamiento, en donde
PVMDH1 y PvMDH7 mostraron un valor bajo de lecturas, en contraste PvMDH6 y
PvMDHS8 mostraron siempre un valor alto, lo cual puede estar relacionado con su funcion,
tipo de gen o localizacion subcelular, esto brinda una oportunidad para futuras
investigaciones.

Palabras clave: Malato deshidrogenasa, Phaseolus vulgaris, familia génica, simbiosis,
transcriptoma.



II. INTRODUCCION

La malato deshidrogenasa (MDH) es una enzima conservada evolutivamente y
presenta diferentes isoformas. Es una enzima importante que tiene un papel en diferentes
procesos bioguimicos de la célula, principalmente en la produccion de energia durante el
ciclo de Krebs y la ubicacion subcelular de las isoenzimas puede variar, en eucariotas se
sabe que se localiza en la mitocondria, en el citoplasma y en plantas se ha encontrado en
el cloroplasto, el glioxisoma y el peroxisoma. Hasta el momento cada una de estas
isoenzimas se han reportado con propiedades bioguimicas diferentes (Gietl, 1992; Yudina,
2012).

Las malato deshidrogenasas catalizan la interconversién de malato a oxalacetato
utilizando NAD como cofactor a excepcion de la isoforma plastidial, la cual se sabe que
utiliza NADP como cofactor, la reaccién enzimética es controlada por la proporcion
disponible de sustrato/producto y de la cantidad de NAD/NADP (Hall et al., 1992;
Schreier et al., 2018; Tomaz et al., 2010). La isoenzima de MDH con localizacion
citoplasmatica se ha involucrado en el metabolismo &cido en los tejidos vegetales al igual
que en la fijacién de CO.. Dentro de sus caracteristicas fisicoquimicas de las MDHs,
encontramos que pueden formar homodimerimeros o homotetrdmeros y cada homodimero
tiene un peso molecular que oscila entre los 60 a 70 kDa (Yudina, 2012). Adicionalmente,
a su participacion en el ciclo de Krebs las MDH tienen un papel en el control del desarrollo
y la tolerancia al estrés ambiental. En la planta del algodon cuando es sometido a una
deficiencia de fosforo, se encontr6 la participacion de la MDH en el crecimiento de la
planta y sus raices. Por otra parte, en manzana se sugiere que MDH esté involucrada en la
regulacion de la diferenciacion de los botones florales (Lin et al., 2023; Wang et al., 2015;
Yao etal., 2011).

El frijol es una leguminosa con importancia nutricional, econémica y agricola en
México (Chatterjee et al., 2023; Imran et al., 2016, 2022; Lin et al., 2023; Ma et al., 2018).
Desde el punto de vista de la utilizacion como alimento es considerado un alimento rico,
ya que presenta un contenido importante de proteina, carbohidratos, fibra, macro y micro
nutrientes. En México se siembra en diferentes estados, por ejemplo en el 2014 se
sembraron 1 773 996 hectareas y se cosecharon 1 273 957 toneladas (De los Santos Ramos

et al., 2017; Ulloa et al., 2011). Se ha demostrado que la malato deshidrogenasa tiene

1



participacion en el proceso simbiotico ya que presenta una actividad importante en el
nodulo y en raiz (Anass et al., 2021; Egli et al., 1989; Fischinger et al., 2010; Schulze
et al., 2002). Debido a la importancia del cultivo de frijol en México y a la relevancia
como planta modelo en el proceso simbidtico en este trabajo se realizd el analisis de
expresion génica de la familia de las MDH presentes en Phaseolus vulgaris version del

genoma v2.1y su papel en condiciones de simbiosis.



1.1 Objetivos

Identificar y determinar el nimero de secuencias de las MDH y su localizacion en
el genoma de P.vulgaris

Evaluar in silico la localizacion subcelular y los parametros fisicoquimicos de las
MDH

Establecer una relacion filogenética de las MDH de P.vulgaris con G.max
Determinar los elementos cis-reguladores presentes en los promotores de las MDH

Analizar la transcripcién de las secuencias de las MDH en el proceso de simbiosis

1.2 HipOtesis

La malato deshidrogenasa ocupa papel central en el metabolismo de las plantas y

la familia génica se encuentra conservada evolutivamente en las plantas. Tienen un papel

central en rutas metabdlicas importantes como en la fijacion simbiética del nitrogeno, la

adquisicion de fosforo y la tolerancia al aluminio. Por lo tanto, en el genoma de Phaseolus

vulgaris se tendrdn genes pertenecientes a la familia génica malato deshidrogenasas y

alguna de las secuencias tendra expresion en el proceso simbidtico.



I11. REVISION DE LITERATURA

1.1 Descripcion general de las malato deshidrogenasas

La familia de la malato deshidrogenasa presenta dos dominios, los cuales son
denotados como: Ldh 1 N (pfam00056) y Ldh_1 C (pfam02866)(Chatterjee et al.,
2023). El dominio Ldh_1 N también llamado lactato/malato deshidrogenasa presenta un
motivo de union a NAD que es caracteristico dentro de las enzimas que catalizan la
conversion de malato a oxalacetato (figura 1), pero también de aquellas que catalizan la
conversion de L-lactato en piruvato. Este motivo pertenece a la superfamilia Rossmann-
fold NAD (P) (+)-bindind (NADB-Rossmann Superfamily), la union de NAD requiere de
la secuencia GXXGXXG, y en el cual las dos primeras glicinas se encuentran involucradas
en la unién de NAD vy la tercera en el empaquetamiento de la hélice a la cadena beta. Por
su parte, el dominio Ldh_1 C también llamado lactato/malato deshidrogenasa o dominio
alfa/beta terminal también es propio de las L-2-hidroxiisocaproato. A pesar de su gran
distribucion entre organismos, existen aminoacidos especificos conservados en cada uno
de los dos dominios que componen a las MDH, por ejemplo, GAXGXXG, RXDL y NP,
estos del dominio Ldh_1_ Ny del dominio Ldh_1_C algunos como, LDXXR y GXH, en
ambos dominios existen algunos aminoacidos individuales conservados como G, V, y L
(Lu et al., 2020).

A u“ D E F
Malato -, NAD H NADH Oxalacetato
+

" 3 4 g > s, | |
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Figura 1: Reaccion catalizada por Malato deshidrogenasa RHEA: 21432. En la figura se aprecia el
esquema general de la reaccion que cataliza la malato deshidrogenasa, A) Malato (sustrato), B) Malato
deshidrogenasa (enzima), C) NAD (cofactor) y como resultado D) una molécula de hidrogeno, E) NAD +
H y el producto F) Oxalacetato. Tomada y modificada de (Bansal et al., 2022).



1.1.2 La malato deshidrogenasa en procariotas

En los organismos procariotas la MDH puede encontrarse formando un
homodimero o homotetramero con un peso molecular aproximado de entre 30 y 38 kDa
por cada mondémero ver tablal. En las bacterias pertenecientes al grupo de Gram-
negativas, generalmente se encuentran como proteinas diméricas y en las Gram-positivas
como proteinas tetrdmeras (ver figura 2). Existen dos maneras de clasificar a las MDHs,
la primera es de acuerdo a su preferencia por el cofactor, el cual puede ser el NAD o
NADP y en la segunda clasificacion se realiza de acuerdo a la preferencia de oxidacion o
reduccion del malato (Takahashi-ifiiguez et al., 2016).

Dependiendo de cada microorganismo la MDH puede variar su funcion en relacion
al ciclo de Krebs, ya sea mediante variantes de este ciclo o interactuando con enzimas del
ciclo que de igual manera también pueden transferir de manera directa NADH a la cadena
respiratoria. Sin embargo, en todas ellas se conserva la interconversién del malato a
oxalacetato. La actividad de MDH esta regula por diversos factores entre ellos, la cantidad
de oxalacetato y NADH disponibles, asi como de la fuente de carbono disponible (Labrou
& Clonis, 1997; Takahashi-ifiiguez et al., 2016).

Figura 2: Estructura cristalizada de malato deshidrogenasa en procariotas. A) Malato deshidrogenasa
de organismo procariota dimérica Aquaspirillum arcticum 1B8P. B) Malato deshidrogenasa de organismo
procariota tetramérica Geobacillus stearothermophilus 7BY8. Tomadas de (Kim et al., 1999; Shimozawa
et al., 2021), https://doi.org/10.2210/pdb1B8P/pdb, https://doi.org/10.2210/pdb7BY 8/pdb)
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Tabla 1: Distribucion de malatos deshidrogenasas (MDHSs) en microorganismos. En esta tabla se
aprecia el nombre del organismo al cual pertenece la proteina MDH, su estado oligomérico, es decir, si se
encuentra en mondémero, dimero o tetrdmero, ademas del peso molecular en kilo Dalton y su referencia.
Tomada y modificada de (Takahashi-Ifiiguez et al., 2016).

Microorganismo

Estado oligomérico del MDH (peso molecular

(kDa))

Referencia

Escherichia coli

Haemophilus parasuis
Pseudomonas stutzeri
Streptomyces avermitilis
Thermomonospora
chromogena

Thermus aquaticus

Thermus thermophilus

Bacillus subtilis

Chlorobium tepidum

Chloroflexus aurantiacus

Corynebacterium
glutamicum

Haloarcula marismortui
Methanococcus
jannaschii
Mycobacterium
tuberculosis

Beggiatoa

leptomitiformis

Rhodobacter sphaeroides

Rhodopseudomonas

palustriscepa f8pt

Dimérico, monémero (30)
Dimérico (68.4), mondmero (34.6)
Dimérico (66.5), monémero (34)
Dimérico, monémero (35)
Dimérico

Dimérico

Dimérico (61)

Tetramérico (140), monémero (33.6)

Tetramérica

Tetramérico (35)

Tetramérico (130), monémero (33)

Tetramérica

Tetramérica

Tetramérica

Tetramérico (172; ciclo de glioxalato), dimérico
(ciclo de Krebs), 4—2 dependiendo de la

velocidad de oxidacion del tiosulfato

Tetramérico (148; via del citramalato), dimérico

(74; Ciclo de Krebs)

Dimérico (ciclo de Krebs), tetramérico (ciclo de

glioxalato)

Vogel y otros, 1987;
Hall y otros, 1992
Wise y otros, 1997
Labrou y Clonis, 1997
Wang et al., 2011
Smith y otros, 1984

Sundaramy
otros, 1980
Hung et al., 2013

Sundaram y

otros, 1980

Dalhus y otros, 2002
Rolstad y otros, 1988;
Dalhus y otros, 2002
Genda y otros, 2003

Dym y otros, 1995
Lee y otros, 2001

Ohman y Ridell, 1996

Eprintsev y
otros, 2004

Eprintsev y
otros, 2009a
Eprintsev y
otros, 2006
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1.1.3 La malato deshidrogenasa en eucariotas

Los organismos eucariotas poseen multiples isoformas de MDH las cuales tienes
diferentes ubicaciones subcelulares, ademas de la mitocondrial y citosélica, también se
han encontrado en el cloroplasto, peroxisoma y glioxisoma (célula vegetal). De todas las
anteriores solo la MDH del cloroplasto requiere NADP como cofactor, mientras que el
resto utiliza NAD como cofactor. A diferencia de los microorganismos la MDH en
eucariotas se encuentra generalmente en homodimeros (Musrati et al., 1998).

La MDH glioxisomal participa en el ciclo del glioxilato (figura 3) el cual se lleva
a cabo en los glioxisomas y al cual se le conoce como una variacién del ciclo de Krebs ya
que comparte la mayoria de sus enzimas e intermediarios, cuyo propdsito es la generacion
de succinato a partir de acetil-CoA, aunque este ciclo no es exclusivo de plantas, algunos
microorganismos lo usan como una alternativa. La MDH peroxisomal es la enzima mas
activa en este microcuerpo en plantas, y posee una gran similitud a la MDH glioxisomal
(Beevers, 1980) .
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Figura 3: Mdh2 de Saccharomyces cerevisiae en el ciclo del glioxilato. (A) Un modelo gréafico de la
hipotesis anterior sobre la localizacion de Mdh2. Anteriormente, se proponia que Mdh2 se localizaba
exclusivamente en el citosol, donde desempefia un papel en el ciclo del glioxilato. (B) Sugerimos un nuevo
modelo de trabajo que tenga en cuenta nuestros nuevos hallazgos de que Mdh2 también se dirige a los
peroxisomas al aprovechar Mdh3. Tomada de (Gabay-Maskit et al., 2020).



La MDH citoplasmatica es sintetizada en el citoplasma, es mas polar y mas acida
que MDH mitocondrial y estd conservada en plantas, animales y bacterias. Sin embargo,
ha sido poca estudiada en plantas, hay trabajos que la colocan con sistemas lanzadera para
intercambiar sustratos y equivales reductores hacia los organulos celulares (ver figura 4).

La MDH cloropléstica es la Gnica de todas las isoformas dependiente de NADP,
esta se encuentra en las plantas superiores y su funcion principal esta reportada en la
fijacion de CO- en plantas, esta enzima reduce el oxalacetato a malato utilizando NADP
como cofactor, en las células del mesofilo para su transporte a las células de la vaina del
haz y su actividad esta controlada por la luz. Ademas se ha reportado con la capacidad de
equilibrar los equivalentes reductores entre el cloroplasto y el citoplasma (Ding & Ma,
2004; Musrati et al., 1998), ver figura 4.

a Before AAN inhibition b After AAN inhibition

Vacuole A
NADPH, CBB QJ\ NADPH, CBB JJ\
NADH/NAD?, SN~ NADH/NAD* P
levels 0 levels _~ c
NADP* { NADP* ‘
™~ N

{@-‘,
Malate ~

r Malate‘\\-‘ NADPH

OAA

Vacuole “

Méiéle
(store)

Ll TS— al L ——

—

-

\
\
1

Photorespiration

\
\ \
] ]
] ]
Mitochondrion ! Mitochondrion !

Cytoplasm Cytoplasm

Figura 4: Modelo del flujo trabajo de malato en Arabidopsis thaliana entre varios compartimentos
subcelulares. A) Flujo de malato cuando hay fotorrespiracién y B) Flujo de malato cuando la
fotorrespiracion es inhibida por AAN (aminoacetonitrilo) o NaHCO3 (Bicarbonato de sodio). mETC:
equivalentes reductores a la cadena de transporte de electrones mitocondriales. Imagen tomada de (Lim
et al., 2020).



Por otra parte, la MDH mitocondrial es sintetizada en el citoplasma y después es
exportada a la matriz mitocondrial (Musrati et al., 1998; Nielsen et al., 2011). Como se
sabe la malato deshidrogenasa es conocida principalmente por su participacion en el ciclo
de Krebs, interconvirtiendo el malato a oxalacetato y utilizando NAD como cofactor. En
eucariotas este ciclo se lleva a cabo dentro de la mitocondria y su principal funcion es la
produccion de energia, aunque también sirve como fuentes de precursores para otras
biomoléculas como aminoacidos o nucleotidos.

El primer paso del ciclo de Krebs es la condensacion de oxalacetato y acetil-CoA
y como producto se obtiene citrato y CoA por la enzima citrato sintasa, luego el citrato se
convierte en isocitrato, por la enzima aconitasa, seguido de la conversion de isocitrato a
a-cetoglutarato por la enzima isocitrato deshidrogenasa, en el siguiente paso a-
cetoglutarato se convierte a succinil-CoA, por consiguiente succinil-CoA sintetasa
sintetiza la conversion de succinil-CoA a succinato, para regenerar el oxalacetato,
succinato es oxidado a fumarato, que luego sera hidratado a L-malato y por ultimo la
MDH participa en el ultimo paso de este clico, oxidando el malato a oxalacetato
reduciendo NAD a NADH el cual sirve como portador de electrones de alta energia y que
alimentara a la cadena de transporte de energia para la produccion de ATP ver figura 5
(Ryan & O’Neill, 2020).
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Figura 5: El ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa. En esta figura se aprecia el ciclo de Krebs visto
de una manera global, precursores y productos, ademéas de su relaciéon con la cadena de trasporte de
electrones. En rojo se resalta la participacion de la MDH. Tomada y modificada de (Ryan & O’Neill, 2020).



1.2 Descripcion general de Phaseolus vulgaris y su importancia productiva en México

El frijol (Phaseolus vulgaris) es una planta que tiene un origen y domesticacion en
Ameérica Latina, especificamente en Mesoamérica y los Andes y que actualmente se
encuentra distribuida globalmente, ya que se cuenta con su presencia en los cinco
continentes. Taxondmicamente, pertenece a la familia Fabaceae, género Phaseolus y
especie vulgaris, la planta cuenta con las siguientes caracteristicas: tallos delgados y
fragiles, las hojas que presenta son trifoliadas, el fruto se encuentra en una vaina que
naturalmente libera a las semillas, estas pueden presentar diferencias en los colores entre
los cuales podemos encontrar verdes, cafés, rojas o negras, en la forma de la semilla
pueden ser redondeadas u ovales, la planta tiene una talla que alcanza una altura maxima
de entre 50 a 70 centimetros, y de manera silvestre se sabe que crece en la Sierra Madre
Occidental, entre los 500 y los 1,800 metros sobre el nivel del mar ver figura 6 (Flores,
2015; Miranda Colin, 1967; SAGARPA, 2017; Ulloa et al., 2011).

El clima en el cual presenta un desarrollo optimo es bajo las siguientes
condiciones: para la temperatura presenta una maxima de 27 °C y una minima de 10 °C,
con suelos que presentan un buen drenaje y de textura ligera, pH entre seis y siete. Para
cultivar esta planta la siembra debe de ser con una profundidad de entre tres y cinco
centimetros con una separacion entre cada planta de seis centimetros y de 60 centimetros
a 80 centimetros entre cada fila (SAGARPA, 2017).

El frijol es conocido por su alto contenido proteico, ya que es una fuente rica en
aminoacidos como lisina, fenilalanina y tirosina. También contiene carbohidratos, lipidos
y fibra, en nuestro pais es una de las leguminosas mas consumidas. Por otra parte, el frijol
es capaz de establecer relaciones simbioticas con bacterias del género Rhizobium sp y
realizar la fijacion bioldgica del nitrégeno en la cual la planta recibe de parte del bacteroide
una fuente de nitrogeno en forma de NH4(+) y la bacteria recibe los carbohidratos
necesarios (Flores, 2015; Ulloa et al., 2011).

El cultivo de frijol tiene gran importancia en México y es cultivado en diferentes
estados como son: Zacatecas, Durango, Chihuahua, Chiapas, Nayarit, Veracruz y Sinaloa
(Prieto-Cornejo et al., 2019). Actualmente casi todos los estados del pais cultivan frijol a
excepcion de Baja California, el principal productor de frijol en México es Zacatecas con
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618 224 hectareas cultivadas y 307 495 toneladas cosechadas, seguido de Durango con
191 808 hectéreas y 57 487 toneladas, y en tercer lugar Chiapas con 115 364 hectéreas y
68 621 toneladas. Un andlisis de los estados productores en el periodo comprendido entro
1980 y el 2016 muestra que los tres principales estados productores en el periodo de
primavera verano eran Zacatecas, Durango y Chihuahua, mientras que durante el periodo
otofio-invierno los tres estados principales eran Nayarit, Veracruz y Sinaloa, tal y como

se muestra en las figuras 7 y 8 respectivamente (Prieto-Cornejo et al., 2019; SIAP, 2017)

Figura 6: Phaseolus vulgaris. Imagen de planta completa de P. vulgaris, su fruto y flores. Imagen tomada
de (Futuro Agrénomo (futuroagronomo.blogspot.com)).
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Figura 7: Produccion de frijol en el ciclo primavera-verano. En esta figura se aprecia la produccion
promedio en toneladas de los 21 estados productores en el ciclo primavera-verano en un periodo que
comprendid de 1980 a 2016, ademas se puede observar la contribucidn de los 4 mayores productores durante
este periodo de tiempo. Tomada de (Prieto-Cornejo et al., 2019).
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Figura 8: Produccion de frijol en el ciclo otofio-invierno. En esta figura se aprecia la produccion promedio
en toneladas de los 10 principales estados productores en el ciclo otofio-invierno en el periodo que
comprendid de 1980 a 2016, ademas se observa la colaboracion de los tres estados con mayor produccion
durante este periodo. Tomada de (Prieto-Cornejo et al., 2019).
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1.3 Via de sefializacion simbiodtica comudn, nodulacion y micorrizacién arbuscular

La via de sefializacion simbidtica comun por sus siglas en ingles (CSSP), se
desarrolla en la raiz de las plantas que pueden establecer una relacién de simbiosis con la
bacteria 0 micorriza compatible y en la planta el modelo de la ruta esta formado por un
grupo de genes que se compartidos en ambos procesos (rizobios-planta y de las micorrizas
arbusculares-planta). Brevemente, el modelo de la ruta consta de ocho genes entre los que
encontramos un receptor-like kinase (RLK), nucleoporinas, canales idnicos, una proteina
quinasa nuclear dependiente de calcio y calmodulina y el sustrato de la fosforilacion,
factores de transcripcion especificos para nodulacion/micorrizacion y genes de las
nodulinas (Huisman & Geurts, 2020; Skiada et al., 2020). La nodulacién es realizada por
bacterias del suelo como: Rhizobium, Mesorhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium y
Bradyrhizobium, que se asocian a nivel de la raiz de algunas plantas como las leguminosas
y que culmina con la formacién del nddulo en donde se realiza la fijacion del nitrégeno
atmosférico por la bacteria (Napoles et al., 2008). Para poder llevar a cabo este proceso es
necesario que las bacterias en la rizosfera, perciban los exudados de la planta
(flavonoides, fenoles, azucares, entre otros), los que son percibidos por la bacteria y en
respuesta la bacteria se inicia la produccion de los factores de nodulacién
(lipochitooligosacéridos o factores Nod), posteriormente la bacteria se adhiere al pelo
radical presente en la raiz, de forma paralela se inicia la division celular en el cértex de la
raiz y la bacteria migra por el hilo de infeccion para alcanzar a las células del cortex, en
el cual serén vertidas en un proceso que asemeja a la endocitosis, para después dar paso a
la formacion del simbiosoma y posteriormente la diferenciacién de la bacteria a bacteroide
capaz de realizar la fijacion simbiética del nitrégeno (Bianco, 2020; Népoles et al., 2008).
Otras moléculas importantes durante el procesos de nodulacién son: el lipopolisacarido
(LPS) y el exopolisacarido (EPS), que actian como supresores de las repuestas de defensa
de la planta durante este proceso (Dalla Via et al., 2015). Tal y como lo menciona (Garg
& Geetanjali, 2009) el proceso de fijacion biologica del nitrogeno es una alternativa
econdmica y ecoldgica para el aporte externo de nitrdgeno en cultivos, a diferencia de la
fertilizacion.

Otro tipo de simbiosis es la interaccion de raices con los hongos micorrizicos

arbusculares y es la mas comuan en la naturaleza. Las micorrizas son aquellos hogos que
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colonizan intracelularmente la raiz y que forman estructuras especializadas llamadas
arbusculos, en donde se intercambian nutrientes entre la célula vegetal y el hongo. La
planta se beneficia de la absorcién de fosforo por parte del hongo y el recibe
fotoasimilados por parte de la planta. Solo cinco familias de hongos, tienen la capacidad

de formar micorrizas arbusculares (Folli-Pereira et al., 2012; Gomez et al., 2007).
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Figura 9: Via comdn de SYM para la micorrizacion y nodulacion. La proteina representativa en cada
ganglio se recolect6 de la literatura. Los nimeros de acceso, los enlaces a las revistas y la informacion
detallada sobre las secuencias de consulta y los candidatos estdn disponibles en linea en
http://symgrass.dyndns.org. Imagen tomada de (Belarmino et al., 2013).
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IV. MATERIALES Y METODOS
4.1 ldentificacion de los genes y localizacién cromosémica de las MDH en Phaseolus

vulgaris

Para la identificacion de las secuencias pertenecientes a la familia MDH se utilizé
la herramienta BLASTP del Plant Comparative Genomics portal of the Department of
Energy's Joint Genome Institute, Phytozome v13 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/),
utilizando los valores por defecto (BLOSUMG62, (E) -1, (W) por defecto, espacios
permitidos (gaps, apertura y extension configurado por defecto), filtro de la secuencia
consulta por defecto. Para realizar la basqueda en el proteoma de P.vulgaris se utilizaron
como consulta las secuencias de los proteinas MDH de algodén (G. raimondii, G.
hirsutum y Gossypium arboretum) previamente identificadas (Imran et al., 2016). Un
analisis semejante fue realizado para el proteoma de soja (Glycine max Wm82.a4.v1). De
las secuencias resultantes de la busqueda, se sometieron a un andlisis de dominios en los
que se determind la presencia de los dominios caracteristicos de las MDH denominados
Ldh 1 N y Ldh 1 C, con los modelos markovianos con numeros de referencia
pfam00056 pfam02866 respectivamente (Chatterjee et al., 2023), para dicha bldsqueda se
utiliz6 la herramienta bioinformética presente en el portal del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) denominado Conserved Domain Search (CD-Search)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi (Lu et al., 2020).

Para realizar la localizacion cromosomica de las MDH en el genoma de P.vulgaris,
se realizo la descarga del portal de Phytozome v13 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/),
de los datos de las anotaciones, el tamafio de cada una de las secuencias del gen, la
secuencia codificate y de la secuencia de la proteina cada MDH identificada.
Posteriormente, con los datos de las anotaciones del gen en los cromosomas se realiz6 una
representacion de su localizaciéon empleando el software en linea MGC2 v2.1
(http://mg2c.iask.in/mg2c_v2.1/) (Chao et al., 2021).
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4.2 Prediccion de localizacion subcelular y parametros fisicoquimicos

Para realizar la prediccion de localizacion subcelular de las proteinas Malato

Deshidrogenasa de frijol se utilizaron cinco programas de computadora diferentes, todos

ellos con una plataforma en linea y que a continuacion se enlistan:

1. CELLO (http://cello.life.nctu.edu.tw/) (Yu et al., 2004)

2. Predotar (https://urgi.versailles.inra.fr/predotar/) (Small et al., 2004)

3. TargetP-2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/TargetP-2.0/) (Armenteros
etal., 2019)

4. DeeplLoc-2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeeplLoc-2.0/) (Thumuluri
etal., 2022)

5. WOLF PSORT (https://wolfpsort.hgc.jp/) (Horton et al., 2007)

Para la obtencion de los parametros fisicoquimicos como son el tamafio de la proteina

expresado en kDa, el punto isoeléctrico, el indice de estabilidad y el indice de
hidropaticidad (GRAVY) se descargd del portal de Phytozome v13 (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/) las secuencias de las proteinas de cada una de las malato deshidrogenas
identificadas y la secuencia se introdujo al portal en linea ProtParam de Expasy

(https://web.expasy.org/protparam/) (Gasteiger et al., 2005).

4.3 Analisis filogenético de las MDH en Phaseolus vulgaris

El motivo rico en residuos Gly (Rossman Fold) se encuentra presente en enzimas
y entre ellas la MDH. Para la busqueda del motivo GAXGXXG en el dominio Ldh_1 N
se realiz6 un alineamiento de las secuencias de las MDH identificadas de Phaseolus
vulgaris y la secuencia de Arabidopsis thaliana reportada por (Balparda et al., 2022),
utilizando el software bioinformatico Unipro UGENE (http://ugene.net/), con el
alineamiento de secuencias maltiple ClustalW, configuracion, gap opening penalti 10.00,
BLOSUM, no end gap separation penalty. Para el estudio de la relacion filogenética de
las MDH de P.vulgaris y otras especies se realizo la construccion del arbol filogenético
utilizando las secuencias de las ocho MDH identificadas de P.vulgaris y las secuencias de
las MDH de las siguientes especies Glycine max, Solanum lycopersicum, Cunninghamia

lanceolata, Gossypium raimondii, Gossypium hirsutum y Gossypium arboretum (Imran
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et al., 2016, 2022; Lin et al., 2023). La construccion se realiz6 utilizando el software en
linea PhyloCloud (cgmlab.org) con la configuracion predeterminada (Deng et al., 2022).

4.4 Analisis de sintenia de las MDH de Phaseolus vulgaris y Glycine max

Para entender la posible relacion de sintenia entre P. vulgaris y G. max se realizé
un andlisis de los bloques de sintenia, los cuales son conjuntos de regiones similares entre
genomas o dentro de un mismo genoma, esta identificacion permite realizar estudios de
la evolucion gendmica (comparativa). Para realizar el analisis se utilizé el software de
Thtools ver 2.010 (C. Chen et al., 2020), entre P.vulgaris y G. max.

4.5 Determinacion de los elementos cis-reguladores y la expresion de las MDHs en el
proceso de nodulacién y micorrizacion arbuscular.

Para determinar los elementos de respuesta en los promotores de las malato
deshidrogenasas se analizaron 2000 pb rio arriba del codon de inicio de cada una de las
secuencias de las MDH identificadas en el genoma Phaseolus vulgaris, las secuencias de
los promotores se descargaron de Phytozome v13 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/)
(Goodstein et al., 2012).

Posteriormente, las secuencias se analizaron utilizando el sitio web PlantCARE
(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)(Lescot et al., 2002). Al
obtener los resultados, se eliminaron los elementos cis-reguladores minimos y los
elementos en cis resultantes se clasificaron en cuatro diferentes categorias, las cuales son
las siguientes: 1) sensibles a la luz, 2) sensibles a fitohormonas, 3) sensibles a estrés y los
relacionados al crecimiento y 4) desarrollo de la planta.

Para elucidar la expresion de las secuencias malato deshidrogenasas identificadas
se analizaron tres experimentos de RNA-seq. El primero es un atlas de expresion, el cual
contiene los datos del proceso de nodulacion entre Phaseolus vulgaris y, Rhizobium
tropici 899 (efectivo: capaz de fijar) y Rhizobium giardini 6917 (ineficaz: incapaz de
fijar), pero también se encuentran los datos de otras muestras analizadas como son: raiz,
las hojas, el tallo, el brote, la flor, las vainas y las semillas (O’Rourke et al., 2014). Los
valores de expresion en RPKM de las secuencias MDH identificadas en el genoma de
Phaseolus vulgaris fueron descargados del portal PvGEA: Common Beam Gene
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Expression Atlas and Network Analysis (https://www.zhaolab.org/PvGEA/), el portal

contiene un total de 24 muestras, las cuales fueron divididas en dos secciones parte aérea
(hojas, el tallo, el brote, la flor, las vainas y las semillas) y raiz y nddulos, cada valor de
las secuencias identificadas se utilizaron para generar un mapa de calor con ayuda del
software TBtools version 2.010 (https://github.com/CJ-Chen/TBtools-Il/releases) (C.
Chen et al., 2020). Para realizar el andlisis los datos fueron divididos en dos secciones. La
primera seccion se considero Unicamente a la parte aérea el cual incluye: hojas, tallo, brote,
flor, vaina y semillas; la segunda seccion corresponde a raiz y nodulos.

El sequndo y tercer grupo de datos de RNAseq fue realizado en el transcriptoma
de (Dalla Via et al., 2015) en donde se evalud el proceso de nodulacion en Phaseolus
vulgaris (NAG12) inoculado con cinco cepas de Rhizobium etli (ver tabla 2), cuyas
muestras fueron tomadas 24 horas postinfeccion (hpi) de un experimento realizado por
duplicado. El tercer RNA-seq fue en el transcriptoma realizado por (Fonseca-Garcia et al.,
2019) en donde se analiz6 el efecto del silenciamiento de la NADPH oxidasa de P.
vulgaris nombrada PvRbohB, con un papel importante en el proceso simbidtico (
nodulacion y micorrizacion). Brevemente, se generaron raices transgénicas para la
secuencia de la PvRbohB nombrada como PvRboh-RNAi y no silenciadas (control)
utilizando la transformacién mediada por Agrobacterium rhizogenes K599.
Posteriormente, las plantas se transfirieron en masetas y se inocularon con Rhizophagus
irregularis o Rhizobium tropici, las muestras fueron tomadas 7 dias después de la
infeccion. Sin embargo, para el trabajo Gnicamente se analizaron los datos obtenidos de la

comparacion entre el control (no silenciadas)-bacteria y control (no silenciadas)-hongo.

Tabla 2: Cepas de Rhizobium etli y sus caracteristicas. NodA", Ops™ y Exo", no producen NF, LPS y
EPS respectivamente. Ndv™* se refiere a que forma de manera normal los nédulos, Ndv™ no forma nodulos,
Fix* nddulos que fijan nitrdgeno y Fix™ no fijan nitrégeno.

Cepa Caracteristicas Fenotipo simbiédtico
CE3 Tipo salvaje Ndv* Fix*
UBP102 (NodA") NodA Ndv~ Fix’
CE109 Ops’ Ndv- Fix"
CE338 Exo Ndv* Fix*
CE343 Ops Exo Ndv- Fix
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https://www.zhaolab.org/PvGEA/
https://github.com/CJ-Chen/TBtools-II/releases

V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Identificacion de los genes y localizacién cromosdémica de las MDH en Phaseolus

vulgaris

La familia de la malato deshidrogenasa en platas se ha documentado como una
familia multigénica con varios miembros dependiendo del género y la especie el valor
varia, por ejemplo: Gossypium arboreum n=13; Gossypium raimondii n= 13 y Gossypium
hirsutum n= 25 (Imran et al., 2016; Imran & Liu, 2016). Mientras que para otras especies
como Populus trichocarpa n=16; manzana Golden Delicious n=20; Oryza sativa L n=12,;
Cunninghamia lanceolata n=12 y Solanum lycopersicum L n=12 (X. Chen et al., 2019;
Imran et al., 2022; Lin et al., 2023; Ma et al., 2018; Zhang et al., 2022). La busqueda
combinada entre el analisis BLASP y la determinacién de la presencia de los dominios
Ldh_1 N (pfam00056) y Ldh_1 C (pfam02866) en el proteoma de P.vulgaris, permitié
identificar a un total de ocho genes lo cual corresponde con datos obtenidos anteriormente
por (Yildiz et al., 2021) en un andlisis de respuesta al estrés salino. Estos genes fueron
renombrados como: PvMDH1 a PvMDH8, tomando en cuenta la posicion del cromosoma
(ver tabla 3 y figura 10). Las secuencias de las MDH en Phaseolus vulgaris se encontraron
distribuidos en cinco de los cromosomas, los cuales son: Chr 2, Chr 3, Chr 7, Chr 10 y
Chr 11, la distribucion por cromosoma fue la siguiente manera: en los cromosomas Chr
2, Chr 3y Chr 7, se encontraron dos genes en cada uno, mientras que en el Chr 10 y Chr
11 solo se encontrd un gen en ambos cromosomas acorde a (Yildiz et al., 2021) (ver figura
11). En lo referente al tamafio de las secuencias codificantes, las MDH se encuentran
distribuidas en el rango desde los 999 pb para la secuencia identificada como PvMDHG6
hasta los 1311pb para la secuencia identificada como PvMDHS5, cuyas proteinas tienen el

tamafo de 333 y 437 aminoacidos respectivamente (ver Tabla 3).
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Figura 10: Determinacién de los dominios Ldh_1 Ny Ldh_1 Cenlas MDH de Phaseolus vulgaris. En
esta figura se aprecian cada una de las MDH identificadas en P. vulgaris con sus dos dominios caracteristicos
de esta familia de proteinas, en verde el dominio Ldh_1_N y en amarillo el dominio Ldh_1_C.

Tabla 3: Identificacién y renombramiento de los genes MDH en Phaseolus vulgaris

ID Nombre  Gen (pb) CDS (pb) Proteina (aa)
Phvul.002G062000.1 PVMDH1 1334 1059 353
Phvul.002G216800.1  PyMDH2 3674 1071 357
Phvul.003G189700.1  PyMDH3 2346 1242 414
Phvul.003G219400.1 PvMDH4 1869 1050 350
Phvul.007G140600.1  PvMDH5 5748 1311 437
Phvul.007G273500.1  PyMDH6 3558 999 333
Phvul.010G055700.1  PyMDH7 3916 1122 374
Phvul.011G159000.1  PyMDHS8 4883 1038 346

CDS= secuencia codificante pb= pares de bases aa: aminoacidos
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Figura 11: Localizacién cromosémica de las MDH en Phaseolus vulgaris. En esta figura se
aprecia la localizacion a nivel cromosémico de las MDH identificadas dentro del genoma de P.
vulgaris.

5.2 Prediccion de localizacion subcelular y parametros fisicoquimicos

Una serie de analisis predictivos realizados en otras especies, muestran que las
MDH tiene diferentes localizaciones subcelulares, por ejemplo en tomate, cuatro de las
12 proteinas fueron citoplasmaticas, una glioxisomal, cinco en el cloroplasto y dos
mitocondriales (Imran et al., 2022); en abeto chino cinco de las 12 proteinas identificadas
fueron localizadas en el cloroplasto, dos mitocondriales, y cinco citoplasméticas (Lin
et al., 2023); en algoddn nueve de las 38 proteinas fueron mitocondriales, seis
peroxisomales, nueve plastidiales, tres en el cloroplasto y 11 citoplasmaticas (Imran et al.,
2016). En maiz se han identificaron cuatro NAD-MDH y una NADP-MDH (Goodman
et al., 1981); Por otra parte, la secuencia de maiz denominada como ZmMdh4 cuando se
fusiono a GFP en su extremo amino terminal, esta secuencia fue localizada en el
citoplasma (Y. Chen et al., 2020). El resultado de nuestro anélisis de localizacion
subcelular con diferentes programas permite una comparacion al momento de predecir la
localizacion. El analisis empleando el software BaCelLO predice que cuatro de las
secuencias presentan una localizacion citoplasmatica, dos en el cloroplasto, una en el

reticulo endoplasmatico y una en la mitocondrial; el analisis realizado por CELLO
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determino que una secuencia es localizada en el peroxisoma, dos se encuentran en la
membrana plasmatica, dos en el cloroplasto, dos son citoplasmaticas y una es
mitocondrial; el analisis de Predotar al igual que Target P-2.0 Gnicamente clasificaron tres
de las ocho secuencias, de las cuales dos estan en el cloroplasto y una en la mitocondria.
Finalmente, WoLF PSORT clasificd tres de las ocho en el cloroplasto, tres
citoplasmaticas, una en la membrana plasmética y una en la mitocondria. De manera
general las secuencias PvMDH3, PvMDH5 y PvMDHS8, fueron las Unicas que fueron
clasificadas con la misma localizacion subcelular utilizando los softwares, en contraste las
secuencias PvMDH1 y PvMDH7 que no mantuvieron una misma clasificacion entre todos
los softwares utilizados (ver tabla 4). Al comparar nuestros resultados con los obtenidos
anteriormente por (Yildiz et al., 2021), el utilizar varios software para la prediccion de la
localizacion subcelular permite corroborar y cuestionar algunos de sus resultados, pues
PvMDH1 no mantuvo la misma prediccion en ninguno de los software utilizados al igual
que PvMDH7, mientras que para PvMDH2 y PvMDH4 al menos uno de los software dio
el mismo resultado, en los resultados obtenidos de la prediccion para PvMDHG6 dos de los
software utilizados corroboraron el resultado antes obtenido pues el resto no arrojé ningdn
resultado, a diferencia del resto PvMDH3, PvMDH5 y PvMDHS8, coincidieron con sus
resultados, lo cual permite tener un panorama en relacion a su localizacion subcelular.

Por otra parte, en la determinacion de los diferentes parametros fisicoquimicos
como el peso molecular expresada en kDa, el punto isoeléctrico, el indice de estabilidad
y el indice de hidropaticidad (GRAVY). Encontramos que el peso molecular se encuentra
en el rango de 35,407 a los 47,695 kDa, lo cual concuerda con lo reportado previamente
en otras plantas (Lin et al., 2023), el punto isoeléctrico se encuentra en el rango de 5.58 a
8.73, el indice de inestabilidad, (valor que predice la inestabilidad regional de la adicién
ponderada de la frecuencia entre los dipéptidos presentes en las proteinas inestables vs los
presentes en las proteinas estables, se considera que un valor menor a 40 es potencialmente
estable y mayor a 40 es potencialmente inestable (Guruprasad et al., 1990)). El rango
encontrado en las MDH de P.vulgaris fue de 23.24 a 38.66 lo que indica que son proteinas
estables (Gasteiger et al., 2005). Todo lo anterior corroborando lo antes obtenido por
(Y1ldiz et al., 2021)
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El indice alifatico, que es el volumen relativo ocupado por cadenas alifaticas
(Alanina, Valina, Isoleucina y Leucina) sefiala la estabilidad de proteinas globulares a
altas temperaturas (Ikai, 1980), nosotros encontramos que las secuencias de las MDH de
P.vulgaris se encuentra en un rango del 23.24 al 38.19 para las secuencias PvMDH2 y
PvMDHS8 respectivamente, lo que indica que son proteinas termosensibles. El indice de
hidropaticidad (GRAVY) es un analisis que proporciona a partir de la composicion de los
aminoéacidos, la hidrofilia / hidrofébicidad de una proteina, de tal forma que valores
negativos de GRAVY pertenecen proteinas hidrofilicas y valores positivos a proteinas
hidrofobicas (Kyte & Doolittle, 1982). El valor de siete de las ocho secuencias de las
MDH de P. vulgaris son positivos y se encuentran en un rango de 0.051 a 117 las cuales
serian proteinas hidrofilicas y la Unica hidrofdbica seria la secuencia PvMDHS5 (-0.138)
(ver tabla 5).

Tabla 4: Prediccion de localizacion subcelular de las MDH identificadas en Phaseolus vulgarisO
Nombre BaCelLLO CELLO Predotar TargetP- WoLF

2.0 PSORT
PVMDH1 Cito MP * * Clo
PvMDH?2 Cito Perox * * Cito
PvMDH3 Clo Clo Clo Clo Clo
PvMDH4 Cito MP * * Cito
PvMDH5 Clo Clo Clo Clo Clo
PvMDHG6 Cito Cito * * Cito
PVMDH?7 RE Cito * * MP
PvMDH8 Mito Mito Mito Mito Mito

Cito= Citoplasma Clo=Cloroplasto Mito= Mitocondria Perox= Peroxisoma

RE= Reticulo Endoplasméatico. MP= Membrana Plasmatica *=O0tro
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Tabla 5: Prediccion de los parametros fisicoquimicos de las MDH en Phaseolus vulgaris

Nombre Peso pl indice de indice GRAVY
molecular Inestabilidad  Alifatico
(Da)
PvMDH1  38354.97 6.60 35.04 105.77 0.058
PvMDH2  37495.30 7.63 23.24 101.12 0.117
PvMDH3  43466.83  8.60 38.66 95.93 0.064
PvMDH4  37576.89 6.55 33.32 108.94 0.072
PvMDH5  47695.67 6.48 32.09 91.95 -0.138
PvMDH6  35407.60 5.58 30.51 97.23 0.080
PvMDH7  40915.43 5.73 26.74 101.96 0.051
PvMDH8  36023.56 8.73 38.19 96.41 0.074

Da= Dalton pl= punto isoeléctrico GRAVY= Grand average of hydropathicity

5.3 Analisis filogenético de las MDH en Phaseolus vulgaris

Las MDH son proteinas que se han conservado evolutivamente, y presentan
aminoacidos conservados, por ejemplo: el motivo GXXGXXG, el cual es importante en
la union de NAD (Zhang et al., 2022). Los analisis realizados para determinar la relacion
evolutiva de las MDHs en plantas las han agrupado normalmente en cinco grupos
diferentes (X. Chen et al., 2019; Imran et al., 2016, 2022; Lin et al., 2023).

Para analizar la presencia de los motivos caracteristicos de las malato deshidrogenas se
utilizé el software UGENE para realizar el alineamiento las ocho secuencias de
aminoéacidos de los genes MDH identificados de frijol y una de Arabidopsis thaliana, los
resultados obtenidos fueron los siguientes, el rango de similitud de todo el conjunto de
secuencias se encuentra del 16% al 85%, siendo PvMDH1-PvMDH4 y A. thaliana
MDH1-PvMDHS8 las de mayor similitud con el 86% y 84% respectivamente, contrario a
esto PvMDH7-PvMDH1, PvMDH5-A. thaliana, PMDH1-PvMDH6 las mas disimilares
con solo el 16% de similitud. Las MDH al ser alineadas encontramos al motivo
GAXGXXG, en el dominio Ldh_1 Ny LDXXR (ver figura 12). Para la reconstruccién
filogenética se utilizaron las secuencias de tomate, soja, abeto chino, frijol y tres especies

algodén que previamente fueron identificadas. Los analisis realizados con las siete
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especies de plantas muestran que la familia génica se organiza en cinco grupos bien
definidos a diferencia de los tres grupos propuestos por (Yildiz et al., 2021) para esta
misma planta y obteniendo el mismo resultado en abeto chino (Lin et al., 2023), algodén
(Imran et al., 2016), sin embargo en manzana se obtuvieron 6 grupos (Ma et al., 2018).
De manera particular los resultados muestran que las MDH de P.vulgaris se encuentran
distribuidas de la siguiente manera: en el grupo | se encuentra PvMDHS8, en el grupo Il
PVMDH?2, en el grupo Ill PvMDHS3, siendo estas tres las que fueron divididas en tres
grupos diferentes en comparacion con los resultados obtenidos por (Yildiz et al., 2021),
en el grupo IV PvMDH1 y PvMDH4, y en el grupo V a las secuencias PvMDHS5,
PvMDH6 y PvMDH?7 (ver figura 13).
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Figura 12: Alineamiento de las MDHs identificadas en Phaseolus vulgaris. Como se aprecia en la figura, los aminoacidos resaltados por el recuadro rojo
corresponden al motivo GXXGGXXG importante en la union a NAD, también se observan aminoacidos especificos conservados entre las secuencias MDH de P.
vulgaris y MDH1 de Arabidopsis thaliana (Balparda et al., 2022). El color gris oscuro indica de 90% a 100% de identidad, el color gris medio de 65% a 89% de
identidad, y el color gris claro indica menos de 60% de identidad.
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Figura 13: Arbol filogenético de las MDH de Phaseolus vulgaris. Realizado con secuencias de P.
vulgaris, S. lycopersicum, G. max, C. lanceolata, G. raimondii, G. hirsutum y G. arboreum .En esta figura
se aprecia la division de las MDH en cinco grupos, en los cuales se encuentra al menos una MDH de P.
vulgaris las cuales estan resaltadas en rojo, ademas se observa la relacion de las MDH de frijol con las MDH

de otras especies.
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5.4 Andlisis de sintenia de las MDH de Phaseolus vulgaris

El andlisis de sintenia y colinealidad permite identificar los posibles cambios
estructurales en el genoma y pueden ser un reflejo de los procesos evolutivos como: la
poliploidia entre otros tipos de duplicaciones gendmicas a gran escala de los organismos
analizados. Ademas, proporciona informacion para confirmar la homologia génica (Tang
et al., 2015). Se realiz6 un andlisis entre P.vulgaris y G.max, en busqueda de los posibles
bloques sinténicos presentes de la MDH en los dos genomas encontramos que las
secuencias PvMDH2, PvMDH3, PvMDH5, PvMDH6 y PvMDHS8, tienen al menos un par
génico con sintenia en G. max (una secuencia PvMHD vs dos secuencias de GmMDH),
excepto para PvMHD7 la cual no presenta secuencias asociadas. Sin embargo, las
secuencias de PvMDH1 y PvMDH4 presentan tres secuencias de G. max asociadas cada

una de P.vulgaris como se muestra en la figura 14.
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Figura 14: Andlisis de sintenia entre las MDH identificadas en Phaseolus vulgaris y Glycine max. En
esta figura se aprecia el resultado del analisis de sintenia entre las MDH de P. vulgaris y G. max, cada linea
representa un evento de duplicacion genémica u homologia génica entre los genomas de estas dos especies.
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5.5 Determinacién de los elementos cis-reguladores y la expresion de MDH en el
proceso simbiotico.

La expresion de una secuencia se encuentra estrechamente relacionada con los
elementos cis-reguladores presentes en su promotor. El analisis de los promotores de las
MDH de Phaseolus vulgaris permitio la identificacion de 360 elementos cis-reguladores
en los ocho promotores analizados, dichos elementos cis-reguladores se clasificaron en
cuatro grupos: sensibles a la luz, sensibles a fitohormonas, sensibles a estrés biotico-
abiotico y crecimiento-desarrollo de la planta (ver tabla 6).

La familia génica que comprende a la malato deshidrogenasa se encuentra
involucrada varios procesos metabolicos y su expresién puede ser regulada, por ejemplo,
la MDH esta estrictamente regulada por la luz a través del sistema ferredoxina-
tiorredoxina, durante oscuridad esta inactiva y durante la luz esta activada (Miginiac-
Maslow et al., 2000). Los promotores de las PvMDH en P.vulgaris presentaron un rango
de elementos de respuesta a la luz de 6 para la secuencia PvMDH?7 a 23 para la secuencia
PvMDHS5. De forma similar se ha documentado que las MDH son susceptibles a los
estimulos por fitohormonas como se demuestra cuando 6vulos de algodén son tratados
con &cido indol-acético mas &cido giberélico, la expresion de la MDH se encuentra
aumentada (Dhindsa, 1978). Interesantemente, la mayoria de las MDH de P.vulgaris
presentan elementos cis-reguladores con relacionados a una respuesta por las
fitohormonas y encontramos que las MDH de P.vulgaris presentaron un rango de 6 a 12
para las secuencias de PvMDH8 y PvMDH2 respectivamente.

Por otra parte, se ha documentado que en el estrés salino se observan cambios en
la actividad de la malato deshidrogenasa mitocondrial, asociada a el proceso de
nodulacion (Eprintsev et al., 2021; Miller et al., 1998) la cual se expresa mas en nodulos
de las plantas infectadas. Para el grupo de respuesta al estrés biotico-abiotico encontramos
de 8 a 30 elementos para las secuencias PvMDH5 y PvMDH4. Finalmente, para los
elementos relacionados con el crecimiento y desarrollo se ha reportado que en Arabidopsis
thaliana la importancia de una MDH denominada como pdNAD-MDH la cual desempefia
un papel vital en el desarrollo de los plastidos (Schreier et al., 2018). En P.vulgaris
encontramos un rango de 0 para la PvMDH3 a 9 para la secuencia PvMDH?7. De manera

general, encontramos que los elementos cis-reguladores sensibles al estrés fueron los que
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presentaron una mayor frecuencia en todos los promotores analizados encontrandose 130

elementos; seguidos de los sensibles a la luz con 118; seguido de 86 elementos para los

sensibles a fitohormonas y por ultimo los involucrados en el crecimiento y desarrollo con

26 elementos. De manera general 56 elementos cis-reguladores diferentes fueron

encontrados en los 4 grupos a diferencia de los 41 reportados por (Yildiz et al., 2021).

Tabla 6: Clasificacion de los elementos cis-reguladores encontrados en las regiones promotoras de las
MDH identificadas en Phaseolus vulgaris.

Sensibles a la luz

Sensibles a

fitohormonas

Sensibles al estrés
bidtico/abibtico

Crecimientoy
desarrollo de

la planta
3-AF3 binding site  ABRE ARE CAT-box
A-box ABRE3a as-1 AAGAA-motif
ACE ABRE4 CCAAT-box AP-1
AE-box CGTCA-motif DRE core CARE
AT1-motif ERE GC-motif CCGTCC motif
Box 4 P-box LTR CCGTCC-box
CAG-motif TATC-box MBS circadian
chs-CMAla TCA MYB F-box
GA-motif TCA-element MY B recognition site  HD-Zip 3
GATA-motif TGA-box Myb-binding site 02-site
G-box TGACG-motif MYC RY-element
GT1-motif TGA-element STRE
I-box TC-rich repeats
LAMP-element W-box
MRE WRE3
TCCC-motif WUN-motif
TCT-motif
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Figura 15: Distribucién de los elementos cis-reguladores en las secuencias MDH identificadas en
Phaseolus vulgaris. TSL.: total de sensibles a la luz; TSFh: total de sensibles a fitohormonas; TSEBA: total
de sensibles a estrés bidtico y abidtico; TCD: total de involucrados en el crecimiento y desarrollo de la
planta.

En la actualidad existen atlas de expresion en Phaseolus vulgaris en varios
procesos Yy un atlas que contiene datos relacionados con diferentes partes de la planta el
cual se centra en el proceso de nodulacion (O’Rourke et al., 2014). Para realizar el analisis
utilizando el atlas, los datos fueron divididos en dos secciones. La primera seccion se
considerd Unicamente a la parte aérea el cual incluye: hojas, tallo, brote, flor, vaina y
semillas; y una segunda seccion corresponde a raiz y nddulos. En esta seccién se analizan
tres transcriptomas (dos de nodulacién en diferentes tiempos, 24 h, 5y 21 dias después de
la infeccion y uno mas, de nodulacion y micorrizacion 7 dias después de la infeccidn), de
los cuales sus datos estan disponibles, adicionalmente encontramos un par mas (ambos de
micorrizacion). Sin embargo, sus datos no estaban disponibles (Nanjareddy et al., 2017;
Recchia et al., 2018).
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En la figura 16 se muestran los datos de la primera seccion en donde se observa
que las PvMDH1 y PvMDH?7 tienen valores de expresion de 0 a 17 RPKM (lecturas por
kilobase por millén de lecturas mapeadas), en todas las muestras correspondientes parte
aérea de la planta, mientras las secuencias PvMDH6 y PvMDH8 son las que presentan los
valores més altos entre 73 a 514 RPKM en todas las muestras analizadas.

En la seccién dos (raiz y nédulos) encontramos de igual forma que en la seccion
uno que las secuencias PvMDH1 y PvMDH?7 tienen una baja expresion en todas las
muestras de tejidos de la raiz de 0 a 6 RPKM, mientras las secuencias PvMDH6 y
PvMDHS8 son las que presentan los valores mas altos en todas las muestras analizadas de
68 a 420 RPKM. Las secuencias PvMDH3 y PvMDH5 muestran un cambio de al menos
el doble del valor si comparamos a los 21 dias entre los nédulos con la bacteria capaz de
fijar nitrégeno y los inoculados con la bacteria incapaz de fijar nitrégeno, como se observa
en la figura 17.

En la figura 18 podemos observar el analisis de los otros dos transcriptomas
relacionados a la nodulacion y micorrizacion, en el primero (A) se muestra una
consistencia en los niveles de expresion para los tres transcriptomas analizados en el cual
las secuencias PvMDH1 y PvMDH?7 tiene valores bajos respecto a las demas secuencias
de las PvMDH analizadas de 0 a 13 RPKM, el analisis del tercer transcriptoma mostrado
en la segunda seccidon (B) de esta figura, es consistente de manera general con los valores
para las secuencias PvMDH1 y PvMDH?7 que son de 0 a 13 y para las secuencias PvMDH6
y PvMDH8 son las de mayor nivel de expresion en ambas secciones de la figura. De
manera particular la seccién (B) compara dos procesos simbioticos, la nodulacion
(R_BAC) y la micorrizacion (R_MYC), en la cual se aprecia que en la nodulacion es
donde mayor expresion se alcanza si se toma en cuenta solo aquellas PvMDHSs con un
nivel de expresién considerable, PvMDHL1, 2 y 7 muestran muy poca expresion de 0 a 57
RPKM, en contraste PvMDH6 y 8 son quienes nuevamente alcanzan lecturas de 175 a
3755 RPKM.

De manera general, encontramos que las secuencias PvMDH1y 7 presentaron una
baja expresion en todas las muestras de las tres figuras (16, 17 y 18), contrario a las

secuencias de PvMDH®6 y 8 que tienen los valores més altos en todas las muestras
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analizadas al igual que en las plantas de frijol cuando son tratadas con un estrés salino,
(Y1ldiz et al., 2021).

Finalmente, las secuencias PvMDH3 y PvMDHS5 alcanzan su maximo nivel de
expresion en nodulos efectivos a los 21 dias, de igual manera PvMDH6 y PvMDH8 se
expresan casi al maximo en nodulos efectivos y raiz a los 5 dias. La participacion de las
malato deshidrogenasas en la nodulacion ya se ha reportado en el chicharo en donde se
observo un aumento de la actividad de la malato deshidrogenasa por gramo de material y
el aumento esta relaciona con el aumento en la actividad de la nitrogenasa (Appels &
Haaker, 1988).
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Figura 16: Analisis de expresion de las PvMDH en tejidos aéreos de Phaseolus vulgaris. PvYL: tejido
foliar de plantas provistas de fertilizante; PvL5: tejido foliar recolectado 5 dias después de que las plantas
fueron inoculadas con Rhizobium efectivo; PvLF: tejido foliar de plantas fertilizadas recolectadas al mismo
tiempo de LE y LI; PvLE: tejido foliar recolectado 21 dias después de que las plantas fueron inoculadas con
Rhizobium efectivo; PvLlI: tejido foliar recolectado 21 dias después de que las plantas fueron inoculadas con
Rhizobium ineficaz; PvYS: tejido del tallo recolectado en la 2% etapa trifoliada; PvST: punta del brote
recolectada en la 22 etapa trifoliada; PvYF: flores jévenes, recolectadas antes de la emergencia floral; PvPY:
vainas jovenes, recolectadas de 1 a 4 dias después de la senescencia floral; PvPH: vainas de
aproximadamente 9 cm de largo; PvP1: vainas entre 10 y 11 cm de largo; PvP2: vainas de entre 12 y 13 cm
de largo; PvSH: semillas en etapa de corazon, aproximadamente 7 mg; PvS1l: semillas en etapa 1,
aproximadamente 50 mg; PvS2: semillas en etapa 2, entre 140 y 150 mg.
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Figura 17: Analisis de expresion de las PvMDH en tejidos de raiz y nddulos en Phaseolus vulgaris. PvRT:
puntas de las raices, recolectadas de plantas fertilizadas en la 22 etapa trifoliada de desarrollo; PvYR: raices
enteras, recolectadas en la 22 etapa trifoliada de desarrollo; R5 (+): raices enteras separadas de nodulos de
prefijacion de 5 dias de edad; N5 (+): nodulos en fijacion recolectados 5 dias después de la inoculacion;
RE21 (+): raices enteras separadas de nodulos en fijacién recolectados 21 dias después de la inoculacion;
RI121: raices enteras separadas de nédulos sin fijar recolectados 21 dias después de la inoculacién; RF21:
raices enteras de plantas fertilizadas recolectadas al mismo tiempo que RE21 y RI21; NE21 (+): n6dulos en
fijacion recolectados 21 dias después de la inoculacion; N121 (-): fijacion ineficaz de nodulos recolectados
21 dias después de la inoculacién.
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Figura 18: Andlisis de expresion de las PvMDH en nodulacion y micorrizaciéon. En (A, recuadro azul)
se muestran los valores de expresion normalizados de raices inoculadas con diferentes cepas de Rhizobium
etli a las 24 horas después de la infeccion. En (B, recuadro verde) los valores de expresion normalizados a
partir de raices inoculadas con Rhizobium tropici (cepa CIAT899) y Rhizophagus irregularis a los siete dias
después de la infeccion. Cabe destacar que estos son dos conjuntos de datos provenientes de diferentes

analisis de expresion completamente independientes.
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VI. CONCLUSIONES

En este trabajo se identificaron ocho secuencias que presentan los dominios
Ldh_1 NyLdh_1 Cpresentesenlas MDHs y estas secuencias se encuentran distribuidas
en cinco de los cromosomas. Adicionalmente, siete de las secuencias de las MDH de
P.vulgaris presentaron una relacion sintenica con el genoma de G.max. El analisis del
promotor y la busqueda en un atlas de expresion permitio establecer una posible relacion
entre los elementos cis-reguladores y los datos de expresidn presentes en el atlas analizado
para las secuencias PvMDH6 y PYMDHS8, ya que son las que presentan elementos de
respuesta a estrés bidtico y abiotico en la secuencia del promotor y en las otras secuencias
no fue clara una relacién. Estos brindan una oportunidad para futuras investigaciones

relacionadas a elucidar el papel de las MDHs en P.vulgaris.
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