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Resumen

La malato deshidrogenasa (MDH) es una enzima evolutivamente conservada que cataliza
la oxidacion reversible de malato a oxaloacetato utilizando NAD* como cofactor. En eucariotas,
presenta isoformas con localizacién subcelular especifica (mitocondria, citoplasma, cloroplasto,
glioxisoma y peroxisoma) con funciones particulares. La MDH mitocondrial (MDHmt) muestra
alta conservacion y desempena un papel clave en la adaptacion de las plantas a condiciones
ambientales adversas. En Arabidopsis thaliana, mutantes nulas para MDHmt exhiben crecimiento
reducido y menor biomasa, mientras que en algodon la disminucién de la expresion/silenciamiento
de GhmMDHI1 afecta el desarrollo de la raiz bajo deficiencia de fosforo. Las leguminosas, entre
ellas chicharo, garbanzo y frijol, son de gran relevancia agricola y ecoldgica por su capacidad de
establecer simbiosis con rizobios fijadores de nitrégeno. En esta interaccion se forman nddulos en
las raices donde las bacterias, reducen el nitrégeno atmosférico (N2) a amoniaco (NH3) por la
accion del complejo enzimatico nitrogenasa. El NH3 es tomado por la planta en forma de NHs* y
de forma reciproca la planta produce malato y lo transfiere a la bacteria como principal fuente de
carbono, lo que sostiene la fijacion bioldgica de nitrégeno. El frijol es un cultivo estratégico en
Meéxico por su importancia cultural y econdémica. En este trabajo se clond la isoforma mitocondrial
PvMDHS con el fin de determinar su localizacion subcelular y explorar posteriormente su posible
funcién durante la simbiosis. El andlisis de esta enzima permitira ampliar el conocimiento sobre
los mecanismos moleculares que vinculan el metabolismo energético de la planta con la fijacion

bioldgica de nitrogeno.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris, mitocondria, GFP, simbiosis, clonacion
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Introduccion

El frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) es una leguminosa importante para la seguridad
alimentaria a nivel mundial, constituye una fuente rica de proteinas, minerales, vitaminas y fibra
en paises de América Latina y Africa (Broughton et al. 2003). En México, el frijol es un cultivo
emblematico tanto por su relevancia cultural como econémica, con una produccion que se extiende
por multiples estados (Matul-Ramos et al. 2024). Sin embargo, la productividad de este cultivo se
enfrenta constantemente al desafio de condiciones ambientales adversas, entre las que destacan la

sequia y las altas temperaturas.

Ante este escenario, la comprension de los mecanismos moleculares que confieren
tolerancia al estrés se convierte en una prioridad para los programas de fitomejoramiento. Estudios
recientes en diversas especies vegetales han asociado la expresion y actividad de isoformas
especificas de la enzima malato deshidrogenasa (MDH, EC 1.1.1.37) mitocondrial con la respuesta
a estrés abidtico. Mutantes de Arabidopsis thaliana carentes de las isoformas mMDH presentan
una respiracion foliar alterada y crecimiento reducido, lo que evidencia su papel esencial en

metabolismo energético y fotorespiratorio (Tomaz et al. 2010).

La enzima malato deshidrogenasa (MDH, EC 1.1.1.37) desempefia una funcion crucial al
catalizar la interconversion reversible de oxaloacetato y malato, utilizando NADH/NAD+ como
cofactor. El malato a su vez es una molécula con multiples papeles celulares, siendo una molécula
central en el metabolismo de la nutricion, adquisicion de fosforo y tolerancia al aluminio, asi
mismo es un regulador de la homeostasis del pH, como un equivalente reductor que se transporta
entre compartimentos subcelulares y como importante exudado radicular. En la fijacion simbidtica
del nitrégeno, el malato es el sustrato primario para la respiracion bacteroide en los nddulos

fijadores de nitrogeno (Schulze et al. 2002; Finkemeier y Sweetlove 2009).



En plantas existen multiples isoformas de MDH localizadas en distintos compartimentos
subcelulares. La MDH mitocondrial en plantas es particularmente importante, ya que es clave para
mantener el flujo de carbono a través del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) y para la provision
de poder reductor (NADH) hacia la cadena respiratoria mitocondrial (Baird et al. 2024). La
participacion de MDH (PvMDH3, PvMDH6 y PvMDHS) en respuesta al estrés salina fue descrita
en P. vulgaris (Yildiz et al. 2022). Sin embargo, su anotacion y caracterizacion en otras especies
estrechamente relacionadas ain es limitada. Por lo tanto, el presente trabajo se centra en la
anotacion de las MDH en las especies P. coccinous, P. lunatus y P. acutifolius. Ademas, en la
clonacion y secuenciacion de la secuencia codificante (CDS) de la isoforma mitocondrial

PvMDHS de P. vulgaris.



Justificacion

La anotacion y caracterizacion de las MDH en otras especies permitird entender las
posibles relaciones evolutivas en las especies de Phaseolus con genomas anotados y la clonacion
de la mitocondrial MDH mitocondrial (PvMDHS) en el vector pENTRD permitird los analisis
posteriores como son la localizacion subcelular y con estos resultados, contribuir a el

entendimiento de los procesos de uno de los cultivos basicos mas importantes del mundo.

Objetivos particulares

o Realizar la anotacion de la familia de las MDH en P. coccinous, P. lunatus y P. acutifolius
o Realizar la amplificacion de la PvMDHS8 mitocondrial

o Realizar clonacion y secuenciacion de la PvMDHS8 mitocondrial

Hipotesis

Las MDH son enzimas conservadas evolutivamente en todos los organismos. La anotacion
de la familia de MDH en Phaseolus coccineus, P. lunatus y P. acutifolius permitira identificar
isoformas conservadas y divergentes en comparacion con P. vulgaris, sugiriendo posibles
adaptaciones evolutivas relacionadas. Adicionalmente, la clonacion y secuenciacion de la isoforma

mitocondrial PvMDHS de P. vulgaris facilitara estudios funcionales posteriores.



Revision de la literatura
La familia Leguminosae (Fabaceae)

La familia Fabaceae es la tercera familia mas grande de plantas con flores, después de
Orchidaceae y Asteraceae. Contiene aproximadamente 770 géneros y unas 19,500 especies
distribuidas en todo el mundo en casi todos los ecosistemas y sus miembros pueden ser arboles,
arbustos, hierbas o en redaderas. Actualmente, se reconocen las seis subfamilias principales
siguientes Cercidoidea, Detarioideae, Dialioideae, Duparquetioideae, Caesalpinioideae,
Papilionoideae (Faboideae). Dentro de la subfamilia Faboideae, se encuentran especies de interés
agricola como la soya (Glycine max), el cacahuete (Arachis hypogaea), la alfalfa (Medicago
sativa), el chicharo (Pisum sativum), el garbanzo (Cicer arietinum) y el frijol (Phaseolus vulgaris),

entre otras (Azani et al. 2017; Nadon y Jackson 2020).

El género Phaseolus

El género Phaseolus comprende alrededor de 89 especies, la mayoria con un origen de la
region neotropical y en donde el género parece haberse diversificado en los tltimos 4-6 millones
de afos (Ma). Sin embargo, Unicamente las especies P. coccineus, Phaseolus acutifolius,
Phaseolus dumosus, Phaseolus lunatus y Phaseolus vulgaris son domesticadas. Dentro de estas
cinco especies se considera que P. vulgaris es la de mayor importancia econdmica y cientifica
(Brilhante et al. 2025; Bitocchi et al. 2017). A continuacion, se proporciona una breve descripcion

de las especies P. coccineus, Phaseolus acutifolius, P. lunatus y P. vulgaris.



Phaseolus coccineus

P. coccineus es una leguminosa cuyo centro de origen y domesticacion, de acuerdo con
evidencias arqueologicas, historicas y botanicas, se ubica en México, en los Altos de los estados
de Puebla, Oaxaca y Chiapas (Lopez-Martinez 2020). Existen registros arqueoldgicos que indican
que las formas silvestres de esta especie se utilizaban para consumo humano hace més de 7000
afios en Ocampo, México. Su domesticacion ocurrié hace aproximadamente 2000 afios en
Tehuacan, Puebla, México (Schwember et al. 2017). P. coccineus es una leguminosa trepadora de
crecimiento vigoroso con raices engrosadas y el tallo que puede alcanzar varios metros de longitud
(Figura. 1). Sus hojas son trifoliadas y sus flores agrupadas en racimos largos. Se han descrito tres
variedades botanicas de P. coccineus, var. albiflorus (flores blancas), var. coccineus (flores rojas)
y var. Bicolor (flores blancas y rojas) (Figura. 2). Estas flores son atractivas para insectos

polinizadores y colibries (Arriagada et al. 2021).

P. coccineus es una especie de facil adaptacion a diferentes tipos de ambientes (Vargas
Vazquez etal. 2018; Salinas 1988) y constituye un cultivo importante para comunidades
campesinas ubicadas en zonas de cultivo marginadas en diferentes regiones de México (Vazquez
etal. 2014). Las semillas de P. coccineus se utiliza como alimento humano tanto en estado
inmaduro como seco. Esta especie tiene su principal area de cultivo en Mesoamérica (México,
Guatemala, Honduras, Costa Rica) con menor extension en Sudamérica. En Europa, su produccion
se localiza fundamentalmente en el Reino Unido, los Paises Bajos, Italia y Espafia (Guerra-Garcia

etal. 2017).



Figura 1 Planta de Phaseolus coccineus en etapa de floracion, con tallos trepadores, hojas
trifoliadas, racimos florales y vainas en desarrollo.

Imagen tomada de https://www.missouribotanicalgarden.org/PlantFinder/FulllmageDisplay.aspx?documentid=40379

Figura 2 Ejemplos de visitantes florales de Phaseolus coccineus L: 4. Colias
eurytheme Boisduval, 1852; B. Bombus sp. I, C. Selasphorus rufus Gmelin,
1788; D. Musca domestica Linnaeus, 1758; E. Urbanus dorantes Stoll, 1790;
F. Bombus ephippiatus Say, 181837; G. Hylocharis leucotis Bourcier &
Mulsant, 1846; H. Allograpta obliqua Say, 1823. (Fotos: K. A. Cué-
Hernéndez). Imagen toma de (Cué-Hernandez et al. 2022)



Phaseolus acutifolius

La principal area de distribucion y probablemente de origen de P. acutifolius es el desierto
sonorense de Norteamérica. Esta especie ha sido domesticada y producida en los estados de Jalisco
y Colima hasta el suroeste de Estados Unidos, y su consumo humano es limitado y
mayoritariamente local (Parker y Gepts 2024; Jiménez Galindo y Acosta Gallegos 2012;
Cervantes-Jiménez et al. 2022). Hasta el momento se han descrito dos variedades botanicas, P.
acutifolius var. acutifolius y P. acutifolius var. tenuifolius. Esta especie presenta atributos
particulares entre los que destacan la resistencia a enfermedades, mayor tolerancia al calor, a la
sequia y a la baja fertilidad del suelo. Ademas, presenta adaptaciones morfoldgicas como
enraizamiento profundo, hojas pequefias y control estomatico eficiente para reducir el uso de agua

(Suérez et al. 2022; Mhlaba et al. 2018).

P. acutifolius var. tenuifolius. presenta foliolos angostos de forma lanceolada. Sus
inflorescencias pueden ser pequefias con flores color crema o blancas. tallo, en el caso de P.
acutifolius var. acutifolius varian de delgados y con poca capacidad de trepar (Figura 3) (Meza-
Vazquez et al. 2015). Se considera que la domesticacion de P. acutifolius ocurrié hace unos 5000

afios en las regiones aridas y semiaridas del noroeste de México y el suroeste de Estados Unidos.

Las evidencias arqueoldgicas sugieren que la domesticacion temprana ocurrié en Hohokam

(Nuevo México) y en Tehuacan (México central) (Mhlaba et al. 2018).

\ R
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Figura 3. A) Hojas, B) flor, C) semillas, D) Vainas de Phaseolus acutifolius.

Imagen tomada de https://aznps.com/aznps_species/phaseolus-acutifolius/




Phaseolus lunatus

Phaseolus lunatus es una especie plurianual que presenta un tipo de crecimiento trepador
y un mecanismo de reproduccion mixto, principalmente autdégamo (Andueza-Noh et al. 2016). P.
lunatus tiene un origen neotropical con al menos dos grandes centros de diversidad, sugeridos a
partir de andlisis proteicos de las semillas donde se presentan semillas pequefias, y el otro origen
es el andino (principalmente Perti y Ecuador) correspondiente a formas con semillas grandes

(Debouck et al. 1989).

Las plantas de P. lunatus presentan una morfologia floral similar a la de otras especies de
Phaseolus. Las poblaciones silvestres muestran una mayor variabilidad en el tipo de crecimiento,
con periodos de floracion prolongados y la produccion de vainas de mayor tamafio en comparacion
con las formas domesticadas. Poseen raices delgadas y tallos que pueden alcanzar hasta 2 m de
longitud. Sus brotes y vainas inmaduras se consumen, aunque el cultivo se destina principalmente
a la produccion de semillas. Las hojas son trifoliadas, con foliolos ovados. El fruto se encuentra
en una vaina generalmente aplanada, con forma de media luna, que contiene de dos a cuatro
semillas (Meza-Véazquez etal. 2015; Andueza-Noh etal. 2016; Adebo 2023). Las especies
silvestres y domesticadas de P. lunatus estdn ampliamente distribuidas a lo largo de la costa del
Pacifico de México, la costa del Golfo de México, la Peninsula de Yucatan y Chiapas (Figura 4)

(Andueza Noh y Martinez-Castillo 2022).

Figura 4. (A) Vainas y hojas de frijol de P. lunatus (B) Flor (C) Semillas
y vainas de frijol de Lima (D) Variabilidad de las semillas de P. lunatus.
Imagen tomada y modificada de (Adebo 2023).



Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris (frijol comun) es una especie de origen en América, pero actualmente
se cultiva en todos los continentes. Debido a su importancia agricola, existen numerosos programas
de investigacion para la mejora genética de esta especie. Actualmente se cuenta con varios
genomas secuenciados y se han desarrollo herramientas moleculares para su estudio. Se estima
que existen mas de 40 000 variedades de P. vulgaris que son cultivadas en casi todos los
continentes utilizando diferentes sistemas de cultivo (Sica et al. 2021; Carrere et al. 2023). P.
vulgaris fue domesticado de forma independiente en Mesoamérica y en los Andes hace unos 8000
afios (Schmutz etal. 2014; Bitocchi etal. 2017). Es una planta anual, predominantemente
autdogama y con gran diversidad de habitos de crecimiento (arbustivo, semitrepador, trepador).
Todos los cultivares tienen hojas alternas, verdes o purpuras, con tres foliolos ovales. Las flores
pueden ser blancas, rosas o moradas. Las vainas varian en tamafio de 8 a 20 cm de largo y pueden
ser negros, verdes, purpuras o amarillas y en su interior las semillas con colores variados
dependiendo la variedad, la vaina puede contener de cuatro a seis, semillas (Figura 5) (Ng et al.

2011; Lépiz Ildefonso et al. 2010; Vargas-Vazquez et al., 2024).

Figura 5. Planta y vainas de P. vulgaris var.
Cuarentefio en madurez fisiologica. Imagen tomada y
modificada de (Lépiz-Ildefonso et al. 2016).



Phaseolus vulgaris (frijol comun), es uno de los cultivos mas empleados en todo el mundo
como fuente de proteina vegetal para el consumo humano. El frijol, fue uno de los alimentos
principales de las culturas precolombinas en México y actualmente, es un alimento basico para la
poblacion del pais. La importancia del frijol en la dieta humana radica en su alto contenido de

proteina, su aporte caldrico, fibra y minerales (Cruz-Cruz et al. 2021).

Produccion de frijol coman (Phaseolus vulgaris)
En el afio 2020, la produccion mundial de granos se estimo en 27,5 millones de toneladas,

cultivadas en una superficie aproximada de 34,8 millones de hectdreas. En lo que respecta a las
semillas, los registros muestran un crecimiento sostenido desde 1990 hasta la fecha, con un
incremento cercano al 60% en la produccion y un aumento del 36% en la superficie cultivada
durante el mismo periodo. Desde una perspectiva regional, Asia es el principal productor, al contar
con el 43% de la produccién global. En segundo lugar, se ubican las regiones de América (Norte,
Central y Sur) con un 29%, seguidos por Africa con un 26%. Este comportamiento de crecimiento
se ha mantenido en las Ultimas tres décadas y puede explicarse a los avances en la mejora genética
de las variedades y a la implementacion de practicas agrondmicas mas eficientes (Uebersax et al.

2023).

Reportes generados entre los afios 1986 y 2021, referentes a la produccion promedio de
frijol comun en México indican que se alcanzaron aproximadamente 1,11 millones de toneladas.
Durante este intervalo, el consumo nacional mostré una tendencia creciente, la cual ha sido
cubierta parcialmente por las importaciones (Aguilar-Lopez et al. 2024). En México, la produccion
agricola se concentra principalmente en un numero reducido de estados, entre los que destacan
Nayarit, Estado de México, Jalisco, Veracruz y Oaxaca. Un analisis de la superficie sembrada en
2021 contabilizo mas de 21 millones de hectareas, en las que se la tendencia fue el sistema de
temporal sobre el de riego. Por otra parte, los estados con mayor superficie cultivada son Jalisco,
Veracruz, Tamaulipas, Oaxaca, Chiapas, Zacatecas, Michoacén y Sinaloa, de las cuales Jalisco,
Veracruz y Oaxaca sobresalen tanto por su extension agricola como por los volumenes de

produccion registrados (Sanchez Gomez et al. 2025).
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Proceso de nodulacion en Phaseolus
El proceso de nodulacion en leguminosas es un mecanismo complejo que se inicia con un

didlogo molecular entre la planta y los rizobios, y puede ocurrir principalmente a través de dos
rutas de infeccion: la via intracelular mediante pelos radicales y la via intercelular conocida como
“bacterial cracking nodule”. Brevemente, bajo condiciones de baja disponibilidad de nitrégeno en
el suelo, las raices incrementan la exudacion de flavonoides hacia la rizésfera. Estos compuestos
actian como sefiales quimioatrayentes que inducen en las bacterias rizobianas la sintesis y
secrecion de los Factores Nod (FN). La percepcion de los FN por receptores especificos en la
membrana de los pelos radicales activa la denominada via de sefializacion simbidtica comun. Esta
via coordina de manera simultdnea dos procesos fundamentales: la infeccion bacteriana y la

organogénesis del nddulo (Wilkinson et al. 2023; Mendoza-Sudrez et al. 2021).

El mecanismo de infeccion predominante implica la formacion de un hilo de infeccion, una
estructura tubular que se desarrolla a partir de un pelo radical deformado. A través de este hilo, las
bacterias son transportadas hacia el interior del cortex radical, donde son liberadas en el citoplasma
de las células hospedadoras mediante un proceso similar a la endocitosis. Una vez internalizadas,
los rizobios se diferencian en bacteroides funcionales, quedando envueltos por una membrana
vegetal denominada membrana peribacteroidal. El conjunto formado por el bacteroide y esta
membrana constituye el simbiosoma, que es la unidad funcional donde se lleva a cabo la fijacion
del nitrogeno atmosférico. Este nitrogeno es posteriormente intercambiado por fuentes de carbono
proporcionadas por la planta, completando asi el mutualismo (Sharma et al. 2020; Lepetit y

Brouquisse 2023).

La mitocondria de células vegetales
Se considera que las mitocondrias se originaron por un proceso de endosimbiosis, en el

cual una bacteria relacionada con las a-proteobacterias fue incorporada por un huésped arquea del
superfilo Asgard. Esta asociacion permitié al huésped aprovechar la respiracion aerdbica del
endosimbionte para producir ATP de forma mas eficiente. Ademas, el establecimiento de este
organelo, la mitocondria aportd nuevas rutas bioquimicas a las células eucariotas (Van Aken
2021). Otra explicacion posible para la simbiosis propone que la simbiosis original entre una o-
proteobacteria y una arquea se basd en un intercambio metabdlico mutuo. Con el tiempo, la
mitocondria transfirio la mayor parte de sus genes al nucleo, de modo que la mayoria de sus

proteinas son actualmente codificadas por genes nucleares. Esto exige una coordinacion estrecha
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entre ambos genomas para asegurar un funcionamiento celular adecuado. Asi, independientemente
de su origen evolutivo, la comunicacion mitocondrial con otros compartimentos representa una de

las formas més antiguas de sefializacion en eucariotas (Barreto et al. 2022).

La investigacion relacionada con mitocondrias vegetales inicio a partir de los afios
cincuenta con los primeros aislamientos en tejidos animales y vegetales. Posteriormente, varias
décadas después, los estudios se centraron en caracterizar sus propiedades y en entender la
respiracion de las plantas mediante enfoques bioquimicos y fisiologicos, la informacion acumulada
permitid identificar diferencias entre las mitocondrias vegetales y de mamiferos, entre ellas: (1)
una mayor velocidad en la capacidad de oxidar compuestos como malato, glicina y NAD(P)H
citosolica; (2) una resistencia parcial a la rotenona, atribuida a la presencia de una segunda NADH
deshidrogenasa localizada en la membrana interna mitocondrial y (3) una tolerancia al cianuro,
por la presencia de una oxidasa alternativa también localizada en la membrana interna mitocondrial

(Mgller et al. 2021).

Organizacion y estructura de las mitocondrias vegetales
En las plantas, el ADN mitocondrial (ADNmt) puede ser hasta 600 veces mas grande que

el de los mamiferos, aunque solo codifica un numero ligeramente mayor de genes. Este genoma
conserva el cddigo genético estdndar y muestra una baja tasa de mutacion puntual, pero una notable
capacidad recombinatoria. Dichas recombinaciones pueden originar nuevos marcos de lectura
asociados a fendmenos como la esterilidad. Por otro lado, el proteoma mitocondrial vegetal es
especialmente complejo. Se calcula que una sola mitocondria contiene mas de 1,4 millones de
proteinas, con abundancias muy variables, desde miles de copias hasta menos de una copia por
organelo. Un ejemplo de proteinas muy abundantes son los canales anidnicos dependientes de
voltaje y como ejemplo de proteinas poco abundantes estdn algunas proteinas de repeticion
pentatricopeptidica, fundamentales en la regulacion del procesamiento, edicion y traduccion del

ARN mitocondrial (Mgller et al. 2021; Zhang et al. 2025).

Las mitocondrias vegetales son organulos esféricos o alargados de entre 1 pym y 3 um de
longitud y aproximadamente 0.5 pum de didmetro, presentes en cientos de copias por célula.
Observaciones en células vivas, han mostrado que se pueden desplazar constantemente con el flujo
citoplasmatico asociado al citoesqueleto pueden fusionarse para formar estructuras reticuladas.

Este dinamismo, caracterizado por procesos frecuentes de fision y fusion, contribuye a mantener
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la homogeneidad de la poblacion mitocondrial y se encuentra regulado en parte por interacciones

fisicas con el reticulo endoplasmico (Jaipargas et al. 2015; White et al. 2020; Logan 2006).

La estructura de las mitocondrias se caracteriza por ser organulos delimitados por una doble
membrana son: la membrana externa, el espacio intermembranal, la membrana interna y la matriz
mitocondrial. La membrana externa actia como frontera entre la mitocondria y el citosol, mientras
que la interna se divide en dos dominios con funciones especificas, la membrana limitante interna,
situada paralela a la membrana externa y la membrana de las crestas mitocondriales, que se
proyecta hacia la matriz mitocondrial. Esta tltima no constituye una simple extension de la
membrana interna, sino que se conecta a la membrana limitante interna mediante estructuras
tubulares estrechas denominadas uniones de las crestas, consideradas incluso como un tercer
compartimento mitocondrial. La membrana limitante interna y las crestas mitocondriales
presentan diferencias tanto en su topologia como en la composicion de sus proteinas. La membrana
limitante interna participa principalmente en el ingreso de proteinas hacia la mitocondria, mientras
que las crestas mitocondriales constituyen el sitio central de la fosforilacion oxidativa, al albergar
los complejos de la cadena respiratoria y la ATP sintasa F1Fo. Diversos estudios han evidenciado
que la morfologia de las uniones de las crestas estd estrechamente vinculada a los procesos de

fusion y fision mitocondrial, asi como a la organizacion de la MCP (Figura 6).

™~

Figura 6. Estructura mitocondrial en plantas. IMS: espacio intermembranal; IM:
membrana interna; CM: membrana de las crestas; CJ: uniones de las crestas; IBM:
membrana limitante interna; OM: membrana externa. Los puntos azules en la matriz
representan r ribosomas; los puntos rojos en la CM representan los complejos de la
cadena respiratoria mitocondrial. Imagen tomada y modificada de (Tang y Zhu 2023)
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Importacion de las proteinas a la mitocondria
La mayoria de las proteinas mitocondriales se encuentran codificadas en el genoma

nuclear, de modo que su sintesis ocurre en el citosol y posteriormente deben ser importadas hacia
los distintos compartimentos de la mitocondria. El proceso de importacion esta mediado por una
maquinaria especializada, compuesta por canales, receptores y transportadores localizados en las
membranas externa e interna. Los complejos de translocacion reconocen las sefales de
“direccionamiento” (secuencias de importacion a las mitocondrias) y facilitan el paso de las
proteinas a través de las membranas, garantizando su adecuada localizacion (Stojanovski et al.

2003; Ghifari y Murcha 2020).

La mitocondria de la célula vegetal presenta cuatro vias distintas de importacion de
preproteinas, las cuales describimos brevemente a continuacion. Las proteinas que son importadas
a la mitocondria utilizan al complejo TOM (complejo translocasa de la membrana externa) como
la principal puerta de entrada (figura 6). La via de importacion general corresponde a preproteinas
con una presecuencia escindible, que son reconocidas por el complejo TOM y posteriormente son
dirigidas hacia el complejo TIM (complejo translocasa de la membrana interna), el cual se
compone de las proteinas Tim17 y Tim23 (TIM17:23). En el caso de preproteinas que contienen
péptidos sefiales internas y principalmente las destinadas a la membrana interna, la importacion
ocurre primero a través del complejo TOM y posteriormente a través de las proteinas pequefias
TIM (8, 9, 10 y13) las cuales la direccionan hacia el complejo TIM22 (Figura 6). Por otro lado,
las proteinas con estructura de barril-f de la membrana externa y las proteinas con motivos de
cisteina gemela del espacio intermembranal se translocan mediante dos rutas diferentes: la via de
la maquinaria de distribucion y ensamblaje (SAM) y la via de ensamblaje mitocondrial del espacio
intermembranal (MIA). Adicionalmente, las proteinas destinadas al espacio intermembranal,
pueden ser importadas por una ruta dependiente o independiente de la maquinaria del espacio

intermembranal (Ghifari y Murcha 2020; Avendafio-Monsalve et al. 2021).
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Figura 7. Vias de importacion de proteinas en las mitocondrias de plantas. Cuatro vias
principales de importacion de proteinas (lineas discontinuas) para diferentes tipos de proteinas
provenientes del citosol (C), Todas atraviesan el complejo translocas TOM. La via general (azul)
describe la importacion de proteinas que contienen un péptido sefial en el N-terminal, que utiliza
el complejo translocasa de la membrana interna (TIM17:23) y el motor asociado a la translocasa
de presecuencias (PAM) asociado, hacia la matriz (M). La via de importacion de transportadores
(rojo) representa la importacion de proteinas con péptido sefial interno, en su mayoria proteinas
transportadoras hacia la membrana interna, a través del canal TIM22. La via SAM es especifica
para proteinas barriles- B dirigidas a la membrana externa (OM). Tanto la via de transportadores
como la via SAM utilizan pequefias TIM en la asistencia a la translocacion. La via de ensamblaje
mitocondrial del espacio intermembranal (MIA) se emplea para la translocacion de proteinas con
pares de cisteinas hacia el espacio intermembranal (IMS). Imagen tomada de (Ghifari y Murcha
2020).

/

Funciones de la mitocondria vegetal
Las plantas obtienen principalmente su energia de la luz solar, captada por los cloroplastos.

Sin embargo, en tejidos no fotosintéticos o en ausencia de luz, dependen fundamentalmente de la
respiracion mitocondrial. En este proceso, el carbono fijado se oxida para liberar CO-, y la energia
resultante se distribuye al resto de la célula. Ademas de esta funcion clasica de produccion de
energia, las mitocondrias vegetales desempefian un papel central en la integracion del
metabolismo, coordindndose con los cloroplastos y los peroxisomas. Esta interaccion es esencial
para sostener procesos vitales como la fotosintesis, la fotorrespiracion y la respuesta a diferentes
tipos de estrés. Un aspecto clave de esta coordinacion es el transporte de poder reductor (NADPH)

desde el cloroplasto hacia la mitocondria, que se realiza principalmente a través de la "valvula de
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malato". Este mecanismo no solo facilita el intercambio de equivalentes reductores, sino que es
fundamental para equilibrar el metabolismo energético celular, especialmente durante la
interaccion entre la fotosintesis y la respiracion.(Raghavendra y Padmasree 2003; Ciereszko y

Kuzniak 2024; Liszka et al. 2020).

La valvula de malato suministra el sustrato a las mitocondrias de las plantas
Las valvulas de malato, formadas por malato deshidrogenasas y transportadores de

dicarboxilatos, son esenciales para equilibrar el metabolismo energético y la homeostasis redox en
las plantas. La diversidad de isoformas de MDH en distintos compartimentos subcelulares permite

a las plantas adaptarse al estrés y regular su crecimiento y desarrollo (Selinski y Scheibe 2019).

Las membranas de los cloroplastos son practicamente impermeables a moléculas cargadas
como el NADPH y el ATP, por lo que los sistemas de transporte resultan fundamentales para el
intercambio de equivalentes redox y energia entre los cloroplastos y el citosol. La valvula de
malato participa en el traslado de estos equivalentes redox a través de la envoltura interna del
cloroplasto. El poder reductor generado en las reacciones luminicas de los cloroplastos, como
NADPH, se transfiere al citosol, a las mitocondrias y a otros compartimentos como NADH. El
NADH es producido mediante las reacciones catalizadas por distintas isoformas de la malato
deshidrogenasa (MDH) presentes en diversos orgdnulos celulares vegetales, esta oxidacion puede

estar desacoplada de la produccion de ATP (Figura 7) (Van Aken 2021; Selinski y Scheibe 2019).
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Figura 8. Interaccion de las valvulas de malato y sus conexiones entre cloroplastos
y mitocondrias. Los nucleotidos de piridina se transportan de manera indirecta a
través del malato y el oxalacetato. Los transportadores de dicarboxilatos, el
transportador OA A/malato (OMT), también conocido como Ditl, en la membrana del
cloroplasto, son responsables del intercambio de malato y oxalacetato (OAA). La
malato deshidrogenasa dependiente de NADP (MDH) convierte el OAA en malato.
Las plantas utilizan este mecanismo para aliviar el exceso de poder reductor
(NAD(P)H) durante la sobre-reduccion de la cadena de transporte de electrones
fotosintética y evitar la produccion de ROS. Imagen tomada de (Medeiros et al. 2021).

El ciclo de los 4cidos tricarboxilicos constituye el nicleo del metabolismo energético en
las mitocondrias. La enzima piruvato deshidrogenasa mitocondrial cataliza la reaccion irreversible
que transforma el piruvato en acetil-CoA. Este, junto con oxalacetato, es utilizado por la enzima
citrato sintasa para producir citrato. La aconitasa convierte el citrato en isocitrato, que luego es
transformado en a-cetoglutarato por la acciéon de la enzima isocitrato deshidrogenasa.
Posteriormente, la a-cetoglutarato deshidrogenasa convierte el a-cetoglutarato en succinil-CoA en
presencia de acetil-CoA y NAD+. La succinil-CoA sintetasa cataliza la formacion de succinato,
asociada a la produccion de GTP a partir de GDP y Pi, que puede convertirse en ATP. La oxidacion
del succinato a fumarato es llevada a cabo por la enzima succinato deshidrogenasa. Finalmente, la
fumarasa transforma el fumarato en malato, y la malato deshidrogenasa convierte este ultimo en
oxalacetato, listo para combinarse con otra molécula de acetil-CoA vy reiniciar el ciclo (Figura 8)

(Huang et al. 2023; Moller et al. 2021).
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Figura 9. El ciclo TCA de las plantas y las reacciones asociadas. Se muestran las
reacciones y enzimas del ciclo TCA. El piruvato se oxida completamente a tres moléculas
de CO2, y en combinacion, la malato deshidrogenasa (cuadro rojo) y la enzima malica
permiten a las mitocondrias de las plantas oxidar completamente el malato. Los electrones
liberados durante estas oxidaciones se utilizan para reducir cuatro moléculas de NAD+ a
NADH y una molécula de FAD a FADH?2. La matriz de las mitocondrias de las plantas

también contiene una NADP-isocitrato deshidrogenasa imagen tomada de (Moller et al.
2021).
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La malato deshidrogenasa mitocondrial en plantas
La malato deshidrogenasa (MDH, EC 1.1.1.37), como ya se habia mencionado

previamente es una enzima clave del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos (TCA), donde cataliza la
conversion reversible de malato a oxalacetato, utilizando NAD* como cofactor. en plantas, existen
varias isoformas de MDH localizadas en distintos compartimentos subcelulares, incluyendo el
citosol, los peroxisomas, los cloroplastos y las mitocondrias. La isoforma mitocondrial (MDHmt)
participa no solo en la regeneracion del oxalacetato dentro del TCA, sino también en el intercambio
de equivalentes redox entre organelos mediante la “véalvula de malato”. Esta funcion es esencial
para mantener el equilibrio energético y redox entre cloroplastos, mitocondrias y citosol,
especialmente bajo condiciones cambiantes de luz o estrés (Medeiros et al. 2021).

En mitocondrias vegetales, la MDHmt desempefia un papel fundamental en la conexioén
entre respiracion, fotorrespiracion y metabolismo de carbono. Ademas, estudios recientes han
mostrado que sus isoformas pueden diferir en su regulacion redox, estabilidad y afinidad por el
sustrato, lo que sugiere adaptaciones especificas al metabolismo energético de las plantas. Debido
a su papel central en la bioenergética y a su conservacion evolutiva, la caracterizacion genética y
molecular de la MDHmt constituye un paso importante para comprender la organizacion funcional

del metabolismo mitocondrial en plantas.
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Materiales y métodos

Identificacion, dominios conservados y estructura génica de las proteinas
MDH en los genomas de Phaseolus

Las posibles secuencias de la familia de proteinas malato deshidrogenasa (MDH) en las
especies de Phaseolus se obtuvieron de la base de datos Phytozome v14 (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/). Utilizando las secuencias previamente reportadas para Phaseolus vulgaris
v2.1(Yildiz et al. 2022), las cuales fueron utilizadas como referencia en busquedas mediante
BLASTP en los genomas de Phaseolus acutifolius WLD v2.0, Phaseolus lunatus v1 'y Phaseolus
coccineus v1.1. Posteriormente las secuencias de las presuntas MDH se utilizaron para realizar un
analisis de los perfiles de modelos ocultos de Markov (HMM) correspondientes a los dominios
MDH (PF00056 y PF02866). Estos archivos fueron obtenidos de la base de datos InterPro. Para
realizar el andlisis se utilizé el software TBtools (Chen et al. 2020). Posteriormente, las secuencias
candidatas se validaron realizando una busqueda de dominios conservados en las bases de datos

SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) 'y Conserved Domain Search de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi ). Finalmente, las figuras de la

estructura génica y la distribucion de dominios conservados para todas las especies analizadas

fueron generadas con TBtools (Chen et al. 2020).

Caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas MDH en las especies de
Phaseolus

Se determino el peso molecular (MW) y el punto isoeléctrico (pl) tedrico de las MDH
utilizando la herramienta Protein Parameter Calculator de TBtools (Chen etal. 2020). La
localizacion subcelular de las MDH fue predicha utilizando la plataforma DeepLoc

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeepLoc-2.0/).
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Analisis filogenético de las proteinas MDH mitocondriales

Con el objetivo de estudiar las relaciones evolutivas de las MDH en las especies de
Phaseolus en comparacion con otras especies, se descargaron secuencias proteicas de P. vulgaris
P. coccineus, P. lunatus y P. acutifolius de la base de datos Phytozome v14 (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/). Posteriormente se realiz6 una un alineamiento multiple de las proteinas de las
especies P. vulgaris, P. coccineus, P. lunatus, P. acutifolius, Solanum lycopersicum y Glycine
max. Con las secuencias alineadas se reconstruyd un un arbol filogenético utilizando el método
de maxima verosimilitud (ML) con TBtools (Chen et al. 2020), y posteriormente se visualizo con

la herramienta iTOL (https://itol.embl.de/ ).

Elementos reguladores cis en los promotores de MDH mitocondriales

Para identificar elementos reguladores cis en diferentes especies de Phaseolus, se
analizaron secuencias promotoras de 2000 pb localizadas rio a arriba del sitio de inicio de
traduccion de los genes MDH. El andlisis se llevo a cabo en la base de datos PlantCARE y los

resultados se representaron como un mapa de calor generado en TBtools (Chen et al. 2020).

Expresion in silico del gen mitocondrial PvMDHS

Los perfiles de expresion del gen PvMDHS en distintos tejidos (flores, semillas, hojas,
tallos, vainas, raices y nddulos) y etapas de desarrollo se obtuvieron del Atlas de expresion génica
del Frijol Comun (PvGEA) (O’Rourke et al. 2014). Los datos de expresion, en valores de RPKM,

se visualizaron en mapas de calor generados con TBtools (Chen et al. 2020).

Germinacion de semillas de P. vulgaris

Las semillas de frijol se lavaron con agua corriente de 3 a 5 veces, hasta eliminar
completamente el polvo y otros residuos. Posteriormente, dentro de la campana de flujo laminar,
se le adicion6 etanol comercial durante 1 min, seguido de dos lavados con agua estéril. Después,
se adiciono una solucion de hipoclorito de sodio al 20 % durante 5 min y se enjuagaron cinco veces
con agua destilada estéril. La germinacion se llevo a cabo en una charola estéril, colocando las
semillas sobre papel absorbente humedecido con medio Fihraeus estéril, compuesto por: CaCl.

(90 mM), MgSOs (58.8 mM), KH2PO4 (73 mM), Na:HPO4 (1.08 mM), FeCsHsO7 (204 mM) y
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trazas Gibson: MnSOa4 (120 uM), ZnSOs (76.5 nM), H:BOs (460 uM), CuSO4 (32 nM) y H2MoOx
(38.8 nM). Finalmente, las semillas se incubaron a 28 °C durante 48 horas en oscuridad. Las

plantulas de dos dias de germinacion se usaron para la extraccion de ARN total.

Extraccion del RNA total

Las raices de las plantulas se pulverizaron en un mortero con Nitrogeno liquido. El
macerado se colocé en un tubo tipo Eppendorfde 1.5 mL y se agregd 1 mL de Trizol (Invitrogen);
la mezcla se homogenizé mediante vortex. Después, se afiadieron 200 pnL de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1, v/v) y la mezcla se agit6 manualmente. Posteriormente, la mezcla se cenyrifugd
a 12 000 x g durante 10 min para separar las fases. La fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo
tipo Eppendorf de 1.5 mL y se agregaron 500 pL de 2-propanol. La mezcla se homogenizd y se
centrifugd nuevamente a 12 000 x g durante 10 min. El sobrenadante fue descartado y el pellet se

resuspendid en 50 pL de agua tratada con DEPC. Finalmente, la muestra se almaceno a -80 °C.

Reaccion de RT-PCR

Este procedimiento se llevo a cabo en dos etapas: (1) la sintesis de ADN complementario
a partir de ARN mensajero, mediante la accion de una transcriptasa reversa 'y (2) la PCR de punto
final con un par de oligonucledtidos especificos del transcrito de la PvMDHS. La reaccion de RT
se realizo en un tubo de PCR de 0.2 mL, al cual se afiadieron 10 uL (2 pg) de ARN total y 1 pL
(500 ng) del oligonucleotido oligo (dT) en un volumen de 20 pL. La mezcla se incub6 a 70 °C
durante 10 min. Posteriormente, se afladieron 8 pL. de una solucion que contenia 1 pL. de dNTPs
(5§ mM), 3 pL de H20 estéril y 4 pL de tampon de reaccion 5X. La mezcla se incubo a 42 °C
durante 2 min, tras lo cual se agreg6 1 pL de la enzima comercial Maxima Reverse Transcriptase
(Thermo Scientific) y se continu6 la incubacion a 50 °C por 30 min. Finalmente, la mezcla se
incub6 a 70 °C durante 10 min para inactivar la enzima. El ADN complementario obtenido se
empled como molde para la PCR. La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 30
uL, que contenia: 15 uL de la enzima Phusion Flash High-Fidelity (2X) (Thermo Scientific), 2 pL
de ADN complementario, 1 pL de cada oligonucleétido (FMDHS y FMDHS, a 10 uM; véase
Tabla 1) y 11 pL de H2O destilada estéril. La reaccion de PCR se realizé en un termociclador

Techne 3prime.
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Generacion del vector de clonacion pENTR-PvMDHS

Para clonar el PvMDHS, se amplifico su secuencia codificante mediante PCR con el uso
de oligonucleotidos especificos (Tabla 1) y posteriormente se insertd en el vector de clonacion
pENTR-D U26. Este vector fue generado previamente en el laboratorio (trabajo no publicado) y
tiene la secuencia promotora U26. El vector fue linearizado con la enzima de restriccion Swal en
una reaccion de digestion se llevo a cabo en un volumen final de 50 pL. que contenia 5 pL de
tampon 10X, 1 pL de Swal, 10 pL del vector y 34 pL de H20. La verificacion de la se realizo
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %. Finalmente, la muestra fue purificada y eluida en
un volumen de 50 pL. Para insertar la secuencia codificadora de PvMDHS en el vector pENTR-D
U26 linealizado y el producto de PCR se mezclaron 1 pL del inserto y 6 pL del vector. La reaccion
se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se afadieron 20 pL de la solucion
salina KCM y la mezcla se incub6d durante 30 min en hielo. Finalmente, se llevo a cabo la

transformacion de E. coli siguiendo el protocolo previamente descrito.

Tabla 1. Oligonucledtidos empleados en para la amplificacion de la PvMDHS8

Nombre Secuencia Tamafio esperado

(pb)

FPvMDHS | 5'-CACATGATGAAGCCATCCATGCTCAG-3’
RPvMDHS | 5'-CTGGTTTGCAAATTTGATTCCCTTCTC-3

1039

Transformacion de Escherichia coli (DB3.1) con el vector pENTR-PYMDHS

Para clonar el gen PvMDHS primeramente, se cultivé de Escherichia coli en medio de
cultivo Luria Bertani (LB) liquido a 37 °C y 150 rpm. Su desarrollo se monitored6 mediante
mediciones de densidad optica a 550 nm. Para los cultivos so6lidos se utilizé LB suplementado con
1.5 % de agar. Las concentraciones de antibioticos empleadas fueron 50 pg/mL de espectinomicina
y 50 pg/mL de kanamicina. La transformacion se en células quimiocompetentes. Para ello, se
agregaron 10 ng y 20 ng de producto de PCR/vector en a las células competentes y la muestra se
incub6 por 30 min en hielo. Luego se realiz6 un choque térmico a 42 °C por 30 s. Posteriormente,

las células se colocaron en hielo y se les agregaron 250 pl de medio LB y se incubaron por 1 h a
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37 °C a 100 rpm. Finalmente, las células se sembraron por dispersion en placas con LB solido con

el respectivo antibidtico de seleccion para las colonias transformadas.

Seleccion de las clonas por PCR en colonia

Para seleccionar colonias transformadas con el vector pPENTR-PvMDHS, se realizaron
PCR de colonias crecidas en placas con LB como se describid anteriormente. El procedimiento
consistio en resuspender una asada de la colonia bacteriana en un volumen de 100 pL de H-O
estéril en un tubo tipo Eppendorf. Posteriormente, las bacterias se lisaron mediante tres ciclos de
congelacion a -70 °C y ebullicion al00 °C. Del lisado obtenido se empled 1 pL del sobrenadante
como molde en una reaccion de PCR de 30 pL. La mezcla de PCR contenia: 3 pLL de tampon 10X,
4 pL de MgClL: 25 mM, 1 pL de dNTPs 10 mM, 1 pL de cada uno de los oligonucle6tidos
FPvMDHS8 y RPvMDHS, 18 uL de H.O y 2 puL de la enzima recombinante Taq DNA Polymerase
LC (Thermo Scientific). Las condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo a 98 °C por 2 min; 35
ciclos de 98 °C por 10 s, 55 °C por 15 s 'y 72 °C por 1 min y un ciclo final a 72 °C por 7 min.
Como control negativo se empled la mezcla de reaccion sin templado. Posteriormente, se
analizaron 10 uL de la mezcla de reaccion por electroforesis en gel de agarosa al 1 %, tefiido con
Diamond™ Nucleic Acid Dye. (Promega). Finalmente, algunas de las colonias que resultaron
positivas a la transformacion con el vector pPENTR-PVMDHS, se recultivaron en medio LB liquido

para la multiplicacion extraccion del plasmido.

Extraccion del ADN plasmidico

La extraccion del pldsmido pENTR-PvMDHS, se usé el kit FavorPrep™ Plasmid
Extraction Kit (FAVORGEN BIOTECH CORP). El protocolo seguido fue el siguiente: un cultivo
bacteriano de 5 ml se transfirié a un tubo de centrifuga y se centrifug6 a 10 000 x g durante 5 min.
Posteriormente, se elimin6 el sobrenadante y el pellet celular se resuspendi6 en 250 puL. de tampon
FAPDI1 con RNasa A. Enseguida se afiadieron 250 pL de tampén FAPD?2 y la mezcla se incubo a
temperatura ambiente durante 2 min para la lisis celular sin el uso de vortex. Posteriormente, se
incorporaron 350 pL de tampén FAPD3 para neutralizar el lisado y la muestra se centrifugd a 10
000 x g durante 10 min. El sobrenadante clarificado se transfiri6é a una columna FAPD colocada
en un tubo de recoleccion y se centrifugé a 10 000 x g durante 30 segundos y se descarto la elucion

liquida filtrada. La columna se lavd primero con 400 pL de tampoén WF y luego con 700 uL de
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tampon de lavado. Después, se centrifugé a maxima velocidad 10 000 x g durante 1 min para
eliminar completamente los residuos. Finalmente, la columna se coloc6 en un tubo de
microcentrifuga nuevo de 1.5 mL y el ADN fue eluido en 100 pL de tampon de elucion. El vector

fue conservado a -20 °C.
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Resultados y Discusion

Identificacion y dominios conservados de las proteinas MDH en los genomas
de Phaseolus

La MDH desempefia un papel fundamental en el metabolismo vegetal, catalizando la
conversion reversible de malato a oxaloacetato. Reaccion esencial para el crecimiento de las
plantas, las respuestas al estrés abidtico y la formacion de nddulos radicales (Imran et al. 2022;
Schwember et al. 2019; Tomaz et al. 2010). Estudios previos han caracterizado las MDH en
diversas especies vegetales como Medicago sativa (Miller et al., 1998), Malus domestica (Yao
etal. 2011), Gossypium raimondii y Gossypium hirsutum (Imran etal. 2016), asi como en
Phaseolus vulgaris (Yildiz et al. 2022). La actividad enzimatica de las MDH se encuentra dividida
en dos dominios : un dominio N-terminal de uniéon a NAD y un dominio C-terminal catalitico
(Hung et al. 2013). En el presente trabajo se consideraron como MDH las que presentan ambos
dominios. De esta manera se identificaron de 31 MDH en las 4 especies de Phaseolus analizadas
(Figura 9). En el genoma de Phaseolus vulgaris, Phaseolus coccineus y Phaseolus acutifolius, los
genes MDH se localizaron en ocho cromosomas, mientras que en Phaseolus lunatus los genes
MDH se localizaron en siete cromosomas. Los genes fueron nombrados con base en su distribucién

secuencial a lo largo de los cromosomas de cada especie (Tabla 2).
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Figura 9. Arbol filogenético y dominios conservados de las MDH de Phaseolus. Para
cada especie: Panel A) P. vulgaris (PvMDH), Panel B) P. coccineus (PcMDH), Panel C)
P. lunatus (PIMDH) y Panel D) P. acutifolius (PaMDH). Los dominios conservados de
las MDH se indican de la siguiente manera: el color verde representa Ldh_1 N, el color
rojo representa Ldh 1 C.
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Caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas MDH en las especies de
Phaseolus

Las plantas poseen al menos seis isoformas de MDH localizadas en el citosol, las
mitocondrias, los plastidios y los peroxisomas. Una isoforma clave, dependiente de NADP y de
naturaleza dimérica, funciona en los cloroplastos convirtiendo oxaloacetato en malato mientras
oxida NADPH, lo cual complementa la actividad de la MDH mitocondrial para sostener la
fotosintesis. La presencia adicional de isoformas gloxisomales/peroxisomales resalta la amplia
expansion evolutiva de la familia MDH a lo largo de las especies vegetales (Baird et al. 2024;

Wolyniak et al. 2024).

Las caracteristicas biofisicas de las proteinas MDH en Phaseolus se resumen en la Tabla
2. La longitud de aminoacidos de las proteinas MDH vari6 entre especies, con un rango de 332
residuos (PvMDH7, PcMDH6 y PIMDHS) hasta 436 residuos (PvMDHS, PcMDHS, PIMDHS y
PaMDHS). Los valores de punto isoeléctrico (pl) oscilaron entre 5.5 (PvMDH7) y 8.7 (PvMDHS,
PIMDHS8 y PaMDHS), observandose que el 58% de las proteinas (18/31) presentaron valores de
pl superiores a 7, lo que indica una predominancia de aminoacidos basicos en la mayoria de las

1soformas.

El indice de inestabilidad se encontrd en un rango de 22.32 (PcMDH?2) a 39.56 (PcMDHS),
lo que sugiere diferencias en la estabilidad relativa entre los miembros de la familia véase Tabla
2. Las predicciones de localizaciéon subcelular revelaron una distribucion especifica por
compartimentos: 12 isoformas fueron predichas en el citoplasma, 8 en plastidios 4 en mitocondrias,

3 en peroxisomas y 4 en el reticulo endopldsmico.

Los andlisis biofisicos también respaldaron la existencia de una diversificacion funcional,
con valores de indice alifatico que oscilaron entre 91.49 (PIMDH4) y 109.23 (PaMDH4), y valores
de GRAVY que variaron entre —0.165 (PaMDHS5) y 0.152 (PIMDH2) Tabla 2. Estas diferencias
en la hidrofobicidad probablemente influyen en la localizacion subcelular y en las interacciones
proteina-proteina, aportando evidencia adicional de la especializacion funcional dentro de la

familia MDH en Phaseolus.
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Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas MDH en las especies de Phaseolus

Sequence (NID)

Phvul.002G062000
Phvul.002G216800
Phvul.003G189700
Phvul.003G219400
Phvul.007G 140600
Phvul.007G273500
Phvul.010G055700 (PvMDH7
Phvul.011G159000 (PvMDH8
Phcoc.02G061000 (PcMDH1
Phcoc.02G212100 (PcMDH2
Phcoc.03G 183400 (PcMDH3
Phcoc.03G214500 (PcMDH4
Phcoc.07G144400 (PcMDH5
(
(
(

PvMDH1
PvMDH2
PvMDH3
PvMDH4
PvMDH5
PvMDH6

)
)
)
)
)
)
)
)

)
)
)
)
)
Phcoc.07G274200 (PcMDH6)
Phcoc.10G052000 (PcMDH7)
Phcoc.11G160200 (PcMDHS8)
PI02G0000133900 (PIMDH1)
PI02G0000345900 (PIMDH2)
PI03G0000262100 (PIMDH3)
PI07G0000239300 (PIMDH4)
PI07G0000399100 (PIMDHS5)
PI10G0000005100 (PIMDH®6)
PI11G0000336000 (PIMDH7)
Phacu.WLD.002G063800
(PaMDH1)
Phacu.WLD.002G246000
(PaMDH2)
Phacu.WLD.003G218100
(PaMDH3)
Phacu.WLD.003G251300
(PaMDH4)
Phacu.WLD.007G168800
(PaMDH5)
Phacu.WLD.007G318100
(PaMDH®6)
Phacu.WLD.010G051800
(PaMDH?7)

Phacu.WLD.011G197700
(PaMDH8)

352
356
413
349
436
373
332
345
353
356
413
349
436
332
373
345
352
356
413
436
332
373
345

352

356

413

349

436

373

332

345

pl

6.6
7.6
8.6
6.5
6.4
5.7
5.5
8.7
6.4
8.1
8.4
6.5
6.7
5.9
5.7
8.5
6.2
8.2
8.6
6.7
6.1
5.7
8.7

6.2
7.6
8.4
6.5
7.5
5.7

5.9

8.7

Instabili
ty Index
35.04
23.24
38.66
33.32
32.09
26.74
30.51
38.19
35.93
22.32
37.58
33.35
31.58
29.76
26.97
39.56
35.74
23.34
35.8
30.21
30.83
26.22
38.77

36.85
23.49
38.09
33.54
30.7
26.46

29.79

39

Aliphati
cIndex
105.77
101.12
95.93
108.94
91.95
101.96
97.23
96.41
106.57
101.4
95.93
108.4
91.95
97.23
102.23
97.25
105.77
102.22
97.82
91.49
97.23
104.05
96.96

105.48
102.22
95.93
109.23
91.72
102.49

97.23

96.41

GRAVY

0.058
0.117
0.064
0.072
-0.138
0.051
0.08
0.074
0.072
0.133
0.065
0.066
-0.139
0.079
0.05
0.098
0.06
0.152
0.076
-0.142
0.083
0.082
0.076

0.056

0.142

0.055

0.07

-0.165

0.057

0.091

0.081

Cellular localization
Deep loc
Cytoplasm
Cytoplasm
Plastid
Cytoplasm
Plastid
Cytoplasm
Endoplasmic reticulum
Mitochondrion
Cytoplasm
Peroxisome
Plastid
Cytoplasm
Plastid
Cytoplasm
Endoplasmic reticulum
Mitochondrion
Cytoplasm
Peroxisome
Plastid
Plastid
Cytoplasm
Endoplasmic reticulum
Mitochondrion

Cytoplasm
Peroxisome
Plastid
Cytoplasm
Plastid
Cytoplasm

Endoplasmic reticulum

Mitochondrion
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Andlisis funcionales en Arabidopsis han confirmado la compartimentacion de las
isoformas de MDH en variantes peroxisomicas, plastidicas y cloroplasticas (Hebbelmann et al.
2012; Pracharoenwattana etal. 2007; Selinski etal. 2014). En soya, utilizando fusiones
traduccionales con GFP, se localizaron a 6 isoformas de GmMDH, GmMDH3, 8§, 9 y 14 en el
citosol; GmMDH2 en los cloroplastos y GmMDHG6 en las mitocondrias (Zhou et al., 2024). De
manera similar, la isoforma mitocondrial de Gossypium hirsutum, GhmMDH1, ha sido validado
experimentalmente (Wang et al., 2015). En conjunto, estos hallazgos demuestran que las isoformas
de MDH ocupan nichos subcelulares especializados, lo cual refleja roles metabdlicos divergentes

entre los distintos organulos.

Las proteinas que tienen un destino mitocondriale son importadas de manera
postraduccional desde el citosol y evitan el trafico cotraduccional a través del reticulo
endopldsmico. Esta importacion estd mediada por péptidos sefial, los cuales presentan variabilidad
en su secuencia, segun las predicciones estructurales o ensayos experimentales (Abe et al. 2024).
En especies de Phaseolus, se predijo que cuatro secuencias de MDH mitocondriales contienen
péptidos sefial. La alineacion con ortdlogos de S. lycopersicum y con secuencias validadas
experimentalmente de G. hirsutum y G. max confirmd la presencia de un posible péptido senal

mitocondrial funcional en PvMDHS (Figura 10).
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Figura 11. Alineamiento de las MDH mitocondriales de frijol, soya, tomate y algodon.
Los aminoacidos conservados son mostrados en violeta (violeta obscuro= conservado, violeta
claro= baja conservacion). El putativo péptido sefial es sefialado con una linea negra solida arriba
de las secuencias.
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Analisis filogenético para las MDHs

El andlisis filogenético permitié agrupar a las MDH identificadas en las especies de
Phaseolus dentro de cinco clados, lo que coincide con la clasificacién previamente establecida
paralas MDH en S. lycopersicum y Glycine max (Figura 11) (Imran et al. 2022; Zhou et al. 2024).
La formacién de estos clados refleja un patrén de conservacion evolutiva entre las diferentes
isoformas de MDH, lo cual indica que dichas proteinas comparten un origen comun y han
mantenido funciones esenciales a lo largo de la diversificacion de las especies vegetales. El
agrupamiento conservado en Phaseolus respalda la estrecha relacion evolutiva de sus enzimas
MDH con las ortdlogas presentes en otras plantas. Esto lo que sugiere que, a pesar de los eventos
de duplicacion génica y de la diversificacion entre especies, las MDH han conservado sus dominios
estructurales y en consecuencia, sus funciones cataliticas. Este patron también sugiere la existencia
de presiones selectivas que habrian favorecido la retencion de funciones especificas relacionadas
con el metabolismo energético, la respuesta al estrés abidtico y el desarrollo de organos

especializados como los nddulos radicales.

De igual forma, la distribucion en clados diferenciados proporciona un marco de referencia
para inferir posibles relaciones de ortdlogas y pardlogas entre los genes MDH de Phaseolus y de
otras especies vegetales. Esto es relevante para futuros estudios de caracterizacion funcional, ya
que, permite identificar qué genes presentan una mayor probabilidad de estar implicados en
procesos metabolicos conservados y cuales podrian haber adquirido funciones divergentes a lo

largo de la evolucion (Baird et al. 2024).
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GmMDH] |
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Figura 12. Relaciones filogenéticas de las MDH en Phaseolus, S. lycopersicum y G. max. Los
diferentes colores representan distintos grupos de proteinas MDH: rojo (Grupo I), azul (Grupo II),
verde (Grupo III), rosa (Grupo IV) y amarillo (Grupo V).
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Analisis in silico elementos cis del promotor de PvMDHS

La expresion del gen MDH esté asociada con la presencia de elementos cis-regulatorios en
su region promotora. Los elementos cis identificados se clasificaron en cuatro categorias
principales: respuesta a la luz, estrés abidtico/bidtico, desarrollo y respuestas hormonales (Figura
12). En total, se detectaron 149 elementos cis en los 4 genes mitocondriales de MDH (MDHmt).
Entre ellos, PvMDHS presentd el mayor nimero de elementos (48) seguido de PcMDHS (39),
PIMDH?7 (34) y PaMDHS (28). El anélisis de distribucion revelo que los elementos relacionados
con la respuesta a estrés abidtico y bidtico fueron los méas abundantes, representando el 44.2 %
(66/149) del total. En segundo lugar, se ubicaron los elementos de respuesta a la luz, con un 28.1
% (42/149), mientras que los elementos asociados con crecimiento y desarrollo y respuesta
hormonal constituyeron las proporciones mas bajas, con un 14 % (21/149) y un 13.4 % (20/149),

respectivamente.

Estos resultados sugieren que la MDHmt podria desempefiar un papel clave en la sintesis
de hormonas, el crecimiento vegetal y las respuestas a estreses bioticos y abiodticos en especies de
Phaseolus, 1o que la convierte en un gen candidato para investigaciones futuras. Adicionalmente,
las MDH han sido descritas como mediadores esenciales en la adaptacion de las plantas a
condiciones de estrés tanto abidtico como biodtico (Reddy y Stahmann 1975; Tesfaye et al. 2001;

Yao et al. 2011; Zhou et al. 2023).
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Figura 13. Analisis de elementos cis en los promotores de las MDH mitocondriales de P. vulgaris, P. coccineus, P.
lunatus y P. acutifolius. Los elementos reguladores cis identificados en los promotores de los genes MDH
mitocondriales de Phaseolus fueron clasificados en cuatro categorias funcionales. La distribucién y abundancia relativa
de cada elemento se representan en el mapa de calor, donde la intensidad de la escala de color rojo corresponde al nimero
de ocurrencias por promotor, y el nimero se indica dentro de cada celda.

36



Analisis in silico del perfil de expresion de PvMDHS en raices y nodulos

La expresion de MDH es critica para el crecimiento vegetal, el desarrollo de semillas y la
floracion. En Arabidopsis, mutaciones homocigoticas para la MDH mitocondrial resultan letales a
nivel embrionario, deteniéndose en la etapa de torpedo. En contraste, los mutantes heterocigotos
(MDH) son viables, pero producen silicuas con una mezcla de semillas verdes y blancas,
evidenciando su papel esencial en la maduracion de la semilla (Beeler et al. 2014; Selinski y
Scheibe 2019). La expresion in silico de PvMDHS durante la nodulacion mostrd regulacion
especifica por tejido, con diferencias entre 6rganos reproductivos y vegetativos. Las estructuras
reproductivas exhibieron niveles elevados de expresion, probablemente asociados con el
suministro de carbono necesario para un rapido crecimiento. Conforme las vainas maduran, la
expresion disminuye, reflejando la transicion de un estado de crecimiento activo a uno de
almacenamiento de reservas. En las semillas, se observaron altos niveles de transcritos a lo largo
de todas las etapas de desarrollo, desde el embrion en fase temprana de corazon hasta la

maduracion tardia.

En raices, PvMDHS presento niveles de expresion similares bajo condiciones noduladas y
no noduladas. Sin embargo, en nddulos recolectados al mismo tiempo, PvNI (21 dpi, nddulos no
fijadores) y PVNE (21 dpi, nodulos fijadores), la expresion de PvMDHS fue particularmente baja
en PvNI. Esto sugiere un papel importante de PvMDHS en la simbiosis, especificamente en
nddulos funcionales, posiblemente a través del suministro de malato a los bacteroides, un paso
crucial para la fijacion de nitrogeno (Figura 13). Estos hallazgos se alinean con la funcién conocida
del malato como fuente primaria de carbono en nédulos de leguminosas. Durante el desarrollo del
nddulo, la actividad de la MDH vy de la nitrogenasa aumentan simultaneamente, indicando una
coordinacion entre el metabolismo energético y la fijacion de nitrogeno (Appels, y Haaker, H.
1988; Zhu etal. 2021). Por lo tanto, la regulacion tisular especifica de PvMDHS refleja su

importancia funcional en el crecimiento y en la simbiosis.
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Figura 14. Patrones de expresion de PvMDHS en diversos tejidos. Los datos de transcriptoma
fueron obtenidos de O’Rourke et al. (2014). La abundancia de transcritos se representa mediante
una escala de color, donde el rojo indica mayor expresion y el azul menor expresion. Las muestras
incluyeron hojas del segundo trifoliado en plantas fertilizadas (PvYL), hojas de plantas de 5 dias con
rizobio efectivo (PvL5), hojas recolectadas en el mismo tiempo de LE y LI con fertilizante (PvLF),
hojas de plantas de 21 dias con rizobio efectivo (PvLE) e inefectivo (PvLI), entrenudos del tallo en
el segundo trifoliado (PvYS), apices del tallo con meristemo apical en el segundo trifoliado (PvST),
flores jovenes en boton floral (PvFY), vainas jovenes (PvPY), vainas de aproximadamente 9 cm
(PvPH), 10 cm (PvP1) y 12 cm (PvP2), semillas en estadio de corazon (PvSH), semillas en estadios
1 (PvS1) y 2 (PvS2), puntas de raiz en segundo trifoliado con fertilizante (PvRT), raices completas
en segundo trifoliado (PvYR), raices denoduladas a 5 dpi (PvR5), nodulos a 5 dpi (PvN5), raices
completas fertilizadas recolectadas al mismo tiempo que RE y RI (PvRF), raices denoduladas a 21
dpi inoculadas con rizobio no fijadores (-) (PvRI) o con rizobio WT (PVRE), asi como nédulos
fijadores (+) (PvNE) y fix (-) (PvNI) a 21 dpi. Los valores de RPKM se representan utilizando la
escala de color mostrada junto a cada mapa de calor. Para informacion detallada sobre abreviaciones
de tejidos y tratamientos, consultese O’Rourke et al. (2014) para P. vulgaris.
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Resultado de la secuenciacion de pENTR-PvMDHS

El anélisis de la secuenciacion del vector pENTR con la secuencia de PvMDHS tiene una
identidad del 100% con la secuencia tedrica (Figura 14).
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Figura 15. Analisis de la secuencia PvMDHS clonada en pENTRD. En (A) se muestra una
representacion grafica de la secuencia de PvMDHS clonada en el vector pENTR y las lineas
rojas muestran la cobertura de la secuenciacion. imagen visualizada con Snapgene ver.4.07.
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Conclusiones
e Se identificaron 31 genes que codifican MDH en cuatro especies de Phaseolus, con los

dominios cataliticos conservados, lo que evidencia funciones metabdlicas esenciales a pesar
de la diversificacion de isoformas.

e FEl andlisis in silico de las isoformas de MDH presentaron una distribucion subcelular
especifica (mitocondrias, citoplasma, plastidios, peroxisomas y reticulo endoplasmico), lo
que especializacion funcional.

e [os analisis filogenéticos muestran conservacion evolutiva y agrupamiento en cinco clados,
lo que sugiere presion selectiva para mantener funciones relacionadas en los diferentes
compartimentos celulares.

e La isoforma mitocondrial PvMDHS posee un putativo péptido sefial conservado entre las
especies de Phaseolus y G. max.

e FEl andlisis in silico de la expresion de PvMDHS es elevada en semillas, 6rganos
reproductivos y nodulos fijadores, lo que esta relacionado con su rol en el suministro de

malato durante la simbiosis y en la coordinacion del metabolismo mitocondrial.

Perspectivas del trabajo.
1. Generar un vector para la sobrexpresion de PvMDHS

2. Generar raices transgénicas con el vector de sobrexpresion

3. Realizar el analisis funcional en hojas de Nicotiana benthamiana
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