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RESUMEN

El azufre y los azucares son elementos importantes para el desarrollo de las plantas
que cumplen su funcion metabdlica. Las familias SWEET (transportadores de
azucares eventualmente exportados) y SULTR, que transportan azucares y azufre,
respectivamente, han sido caracterizadas en varias especies de plantas, pero aun
no se ha realizado un analisis de las mismas en la leguminosa frijol. En este estudio,
realizamos un analisis de los genes portadores SWEET y SULTR en el genoma del
frijol comun (P. vulgaris) y, a continuacion, examinamos los perfiles de expresion de
los genes PvSWEET y PvSULTR durante la simbiosis micorriza-frijol y rizobio-frijol.
El analisis de las relaciones de filograma, el numero de hélices transmembranes
(TMH), las estructuras de los genes y los motivos mostraron que los genes
PvSWEET portaban 7 TMH y podian clasificarse en cuatro clados con 3 tipos
diferentes de motivos en un dominio duplicado (MtN3_saliva). Mientras que para la
familia de genes SULTR se encontré que portaban 12 TMH y se clasificaban en 4
clados con 9 motivos diferentes en dos dominios (STAS y transportador de sulfato).
Ademas, se tomaron los genes putativos de cada familia bajo condiciones de
micorriza y rizobio, PvSWEET22, PvSWEET23, PvSULTR2 y PvSULTRS, a través
de un perfil de expresion de genes de un analisis transcriptomico y un perfil total de
los diferentes tejidos en P. vulgaris. Y por ultimo, un interactoma proteina-proteina
de las proteinas de sefalizacion para la nodulacion y micorrizacioén con las proteinas
putativas elegidas. En conclusidn, se proporciona un analisis completo de las
familias SWEET y SULTR en P. vulgaris, asi como las relaciones de filograma y las
estructuras genéticas. Y el analisis de perfiles de expresion de los genes de ambas
familias durante la simbiosis micorrizica y rizobio en la planta del frijol y un

interactoma proteina-proteina con las proteinas de sefializacion.
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1. INTRODUCCION

1.1. Simbiosis

En el reino vegetal se presentan importantes interacciones mutualistas, en estas se
lleva a cabo el intercambio de los recursos y servicios entre el hospedador y
hospedero para un beneficio mutuo (Boucher, 2016). Hay varios mutualismos que
implican interacciones por pares (Denison y Kiers, 2011), se llegan a presentar
interacciones ecologicas que son importantes entre diferentes especies (Afkhami et
al., 2014). En el caso de las plantas, éstas pueden interactuar a la misma vez con
diferentes socios microbianos localizados en el suelo (Larimer et al., 2010).

La evolucion de las plantas terrestres se produjo en presencia de microbios, "el
fitomicrobioma"; la comunidad microbiana de la rizésfera es el subconjunto mas
abundante y diverso del fitomicrobioma y puede incluir tanto microbios beneficiosos
como parasitarios/patdgenos. En las plantas terrestres, el fitomicrobioma contribuye
al crecimiento y desarrollo de las plantas. Entre los microbios beneficiosos, los
simbiontes de hongos y bacterias simbiontes se han estudiado ampliamente en la
mayoria de las plantas modelo, incluidos los cultivos de leguminosas. Por ejemplo,
los simbiontes fungicos "micorrizicos arbusculares" (MA) y el simbionte bacteriano
"Rhizobium" (Goh et al., 2013; Larimer et al., 2014).

1.2. Senalizacion en la simbiosis

1.2.1.Simbiosis de leguminosas-rizobios

La simbiosis que tiene lugar entre las bacterias del suelo pertenecientes al género
Rhizobium y las raices de las leguminosas es de gran importancia debido a la fuente

de nitrégeno asimilable que les proporcionan las bacterias a las plantas.
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Para el inicio de la simbiosis debe producirse un intercambio de sefiales previas
entre los organismos (Oldroyd y Downie, 2008). La planta libera compuestos como
son carbohidratos, vitaminas, aminoacidos, acidos organicos y derivados fendlicos
a la rizosfera, siendo estos derivados fendlicos los que dan comienzo al primer paso
para la simbiosis entre raices de leguminosa y las bacterias (Perret et al., 2000).
Dentro del grupo de compuestos fendlicos que libera la planta, se encuentran los
flavonoides y los isoflavonoides que actuan de forma conjunta con los glucésidos,
las betainas y los acidos aldonicos desempefiando el papel de quimioatrayentes de
las bacterias. Esto provoca que las bacterias se sientan atraidas por el apice de los

pelos radicales.

La segunda sefial que se produce en el intercambio de sefales entre la bacteria y
la planta tiene lugar en un regulador transcripcional bacteriano, la proteina NodD,
sobre la que actuan los flavonoides, lo que provoca la transcripcion de los genes
nod. Estos genes codifican proteinas bacterianas que presentan un papel dentro de
los procesos de sintesis y produccion de metabolitos llamados factores de
nodulacion (FN; Geurts y Bisseling, 2002).

En los pelos radicales se han encontrado la mayoria de las respuestas celulares y
especificas que producen las raices cuando se encuentran ante los FN. Estos
compuestos FN desencadenan una serie de sucesos preinfectivos que incluyen un
reajuste del citoesqueleto y un curvamiento en los pelos radiculares de la raiz
(Murray, 2011). Ademas, esta presencia de FN provoca un incremento en los niveles
de Ca?* en los pelos radicales, justamente en el area apical de éstos, coincidiendo
con la fragmentacion y polimerizaciéon que tiene lugar en la misma zona de los
microfilamentos de actina en raices de P. vulgaris y Vicia sativa (Cardenas et al.,
1998; de Ruijter et al., 1999).

Existen ademas cambios morfoldgicos tras la aplicacion de FN como el crecimiento

de los pelos radicales, produciendo un aumento de grosor en su zona apical. Una

vez que se desencadena la respuesta, continua con un redireccionamiento del
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crecimiento apical del pelo radical que se producira a las 6 horas y su ramificacion
en torno a las 12 horas (Cardenas et al., 2000). Los FN también influyen sobre las
raices en las leguminosas generando un aumento en la presencia de transcrito de
genes especificos llamados nodulinas tempranas y la reactivacion en las células
corticales de la division de la mitosis. Las respuestas anteriores son un requisito

necesario para la infeccién por rizobia (Murray, 2011).

1.2.2. La invasion a la raiz de las leguminosas por los rizobia

La emisidn de las sefales quimicas y su reconocimiento permite que los rizobia se
adhiera a las raices, mas concretamente a la region apical de los pelos radicales.
En esta union, la lectina juega un papel fundamental ya que reconoce y se une de
forma especifica a ciertos azucares. La union que se produce entre rizobia y las
raices desencadena en el hospedador una gran cantidad de cambios moleculares
y celulares (Gage, 2004).

Uno de esos cambios es la deformacion del pelo radical, debido al crecimiento del
rizobio, éste va produciendo sustancias que haran que se produzca un
enroscamiento en los pelos radicales de leguminosas. El siguiente paso es la
formacion del hilo infectivo (HI), el cual se producira gracias al enroscamiento previo.
El rizobio producira un polisacarido que activara la produccién de poligalacturonasa,
esto provocara un ablandamiento en la pared del pelo radical, en la zona del
enroscamiento, siguiendo una invaginacion de la membrana y la creacién de una
nueva pared celular, esto dara lugar al hilo infectivo, el cual se trata de una
estructura con forma de tubo a través de la cual ingresaran las bacterias. Tras este
proceso, el Hl se desplazara hacia el interior del pelo radical dirigido por el nucleo
del pelo; a medida que se produce la migracion las bacterias presentaran un estado
de division (Figura 1; Murray, 2011).

Realizando una caracterizacion molecular dentro de dicho proceso se ha podido
conocer que se requieren de elementos como los microtubulos y los filamentos de

actina propios del citoesqueleto. Ademas también se requiere de una remorina,
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flotinillas, receptores tipo cinasa, una vapirina, enzimas que medien procesos de
ubiquitinacién y factores de transcripcion (Popp y Ott, 2011). A medida que el HI va
desarrollandose, las células del cortex tendran como objetivo formar el primordio del
nodulo, para ello producian la reactivaciéon de procesos de division celular. La
division se producira en el cértex interno para dar lugar a nédulos indeterminados,
como es el caso de las leguminosas. Por el contrario la division ocurrira en el cortex
externo en leguminosas que presentan nodulos determinados (Oldroyd y Downie,
2008).

En las primeras etapas de la nodulacién, se produce un incremento en los niveles
de transcritos de nodulinas tempranas como son Enod40 y Enod2. Al producirse la
llegada del HI al cortex, se producira una bifurcacion de éste, liberando de esta
forma bacterias, las cuales ingresan en el citoplasma de las células del cortex,

presentando una membrana identificada como peribacteroidal.

(1)

(2) (3) (5)

Zona libre de rizobios

Regién densa citoplasmatica

Focos o bolsas de

Rizobio 2 s Hilo de infeccién (HI)
Anfecclon Punta de HI

/ Simbiosoma

| ( / |9 |®)
[ { [ | [ |
Epidermis (células ) \ BOPRY oy PR = J \

ciliadas de la raiz)

/l R .:,

f.
Nicleos Puente citoplasmatico Células corticales
(Hilo de Pre-Infeccién, HPI)

(4)

Figura 1. Infeccion de células de corticales de la raiz por rizobios. (1) Inicio de deformacién y rizado
de la raiz por la adhesién de los rizobios y acumulacién del factor Nod. (2) Se degrada la pared
celular e inicia la invaginacion de la membrana del HI en el pelo radicular curvado. (3) Se da la
elongacion del HI afadido al flujo citoplasmatico y el movimiento nuclear. (4) Mientras ocurre la
infeccion por el rizobio ((1) y (3)), se crea un puente citoplasmatico o el hilo de preinfeccion (HPI), en
las células corticales de la raiz, para orientar los HI durante la elongacion. (5) La membrana del Hi
se colapsa una vez que este alcanza la célular cortical dividida, momento en el que los rizobios son
liberados para crear el simbiosoma (organulo especifico para la fijacion del nitrégeno). (Imagen
obtenida y modificada de Suzaki et al., 2015).

14



En este nuevo simbiosoma que se forma, las bacterias se transformaran en
bacteroides que presentaran el complejo nitrogenasa y nitrogenasa reductasa, con
los que se lograra la fijacion biologica del nitrogeno (Popp y Ott, 2011).

1.2.3. Simbiosis de leguminosas-micorriza

Los hongos micorricicos arbusculares (MA), biotrofos obligados pertenecientes al
filo Mucoromycota y al subfilo Glomeromycotina (Spatafora et al., 2016), son el
grupo de simbiontes mas antiguo y quiza el mas importante de la Tierra. Los
registros fosiles y la datacion del reloj molecular indican que las asociaciones de
hongos MA surgieron hace 460 millones de afios (Simon et al., 1993), apoyando la
idea de que la flexibilidad de las plantas para hacer estas asociaciones es una de
las adaptaciones mas notables y duraderas de la vida en la Tierra. La inmensa
mayoria de las plantas vasculares pueden formar simbiosis con hongos MA (Wang
y Qiu, 2006), que ayudan a las plantas hospedadoras a absorber y translocar
macronutrientes (fésforo [P] y nitrégeno [N]), micronutrientes y agua del suelo
(Govindarajulu et al., 2005). A cambio, la planta hospedadora satisface las
necesidades de carbono organico (Smith y Smith, 2011) y lipidos (Jiang et al., 2017;
Brands et al., 2018) de los hongos MA. Los hongos MA también protegen contra los
hongos patogenos y varios estreses abioticos (Lenoir et al., 2016), lo que los hace
de gran interés para la agricultura sostenible (Gianinazzi et al., 2010).

La relacion mutualista entre las plantas y los hongos MA comienza dentro de la
rizosfera con un didlogo molecular entre los socios. En respuesta a las
estrigolactonas presentes en el exudado de la raiz del hospedador (Besserer et al.,
2006), las esporas de hongos MA que germinan sintetizan y secretan factores Myc
(Maillet et al., 2011). Los citooligosacaridos (Cos) y los lipocitooligosacaridos
(LCOs), que promueven la sefializacion de la simbiosis induciendo oscilaciones en
el calcio asociado al nucleo e induciendo la expresion de genes de la planta que
responden al hongo MA y que desencadenan cambios fenotipicos en las raices del

huésped (Maillet et al., 2011; Genre et al., 2008). El acontecimiento de los hifopodios
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fungicos establece el contacto célula a célula entre la raiz del huésped y, por tanto,
el hongo MA, iniciando asi la ‘via de sefalizacion simbio6tica comun” (VSSC). La
invasion de la hifa y la colonizacioén de la base implica la formacion de una clavija
de infeccion desde el hifopodio, que media el crecimiento hifal en las células
epidérmicas de la raiz, por lo que un aparato de pre-penetracion, que dicta las vias

intracelulares por las que el hongo atraviesa la epidermis (Genre et al., 2008) (Figura

s,
3 )

Espora en

germinaciodn

Ramificacidn hifal

Eetrigotactonas oﬁq)
f
[

ﬁo Factores Myc
Colonizacién

Arbusculos

Figura 2. Modelo de simbiosis entre hongos micorricicos arbusculares (MA) y plantas huésped. Este
proceso tiene inicio en la rizosfera de las raices con la produccion y liberacion de moléculas, llamadas
estrigolactonas, bajo una deficiencia de nutrientes (mayormente por la falta de fosfato). Estas
moléculas estimulan la germinacién mediante la ramificacion hifal de las esporas de los hongos
micorricicos arbusculares, que ayudaran al contacto la raiz del hospedador. Al mismo tiempo, el
hongo fabrica y exuda los factores Myc, los cuales actuan sobre las raices incitando las respuestas
moleculares para una triunfante colonizacion. Después de este contacto, las hifas del hongo crecen
de manera intracelular hasta llegar a la corteza interna, y ahi formar el arbusculo tipico para el flujo
de nutrientes (Imagen obtenida y modificada de Lopez-Raez y Pozo, 2013).

Las hifas fungicas crecen y se ramifican dentro de los espacios intra e intercelulares
de la corteza de base y posteriormente invaden las células corticales internas.
Dentro de estas células, las hifas fungicas desarrollan estructuras finamente
ramificadas llamadas arbusculos. Cada arbusculo permanece separado del
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citoplasma de la célula vegetal por una extension de la membrana plasmatica
derivada de la planta llamada membrana periarbuscular. Esta membrana rodea las
ramas hifales y constituye una interfaz especializada para el intercambio de
nutrientes entre los socios (Smith y Read, 2008). Dada la importancia de la simbiosis
MA, las redes de sefalizacion que subyacen a las interacciones micorricicas estan
bien estudiadas. Hasta ahora, se ha informado de que varios genes y factores de
transcripcion son esenciales para las asociaciones simbidticas MA (Choi et al.,
2018), como RAM1, RAD1, MIG1, ERF1, RAM2, STR1/2, PT4 y PT11, por citar

algunos.

1.3. Phaseolus vulgaris

Hablando en el sentido botanico, la especie P. vulgaris L. (frijol) pertenece a la
familia de las Leguminosae (Fabacea), subfamilia Faboideae (Papolionoideae), tribu
Phaseolae y subtribu Phaseolinae. El frijol es considerado como una de las
leguminosas de mayor relevancia en el mundo debido a su importancia como grano.
Este cultivo se extiende a lo largo de los cinco continentes y a pesar de no ser
considerado como uno de los cultivos prioritarios, si es un alimento basico que no
falta en la dieta de los pobladores de América Latina, El Caribe y unas regiones de
Africa (Sangerman-Jarquin et al., 2010).

El frijol tiene como centro de origen y domesticacion América Latina,
especificamente, en dos regiones geograficas, que son Mesoamérica y los Andes.
Entre estas dos regiones, se pueden diferenciar genéticamente derivadas de un
ancestro en comun hace mas 100,000 afos. En México y América del Sur el frijol
se domesticé de una forma independiente hace 8,000 afios (Bitocchi et al., 2013).
Esto se ha ido fundamentando gracias a los registros que se tienen de semillas
cultivadas de hace mas de 3,000 afios (Brown, 2006).

Para México, el frijol es un cultivo estratégico, debido a su alto valor proteico de un
20 a 25%, colocandolo solo detras de la soya y el cacahuate a nivel mundial (Singh
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etal., 1999). Como la mayoria de las leguminosas, contienen proteinas con escazos

aminoacidos azufrados, como lo son la metionina y la cisteina.

El consumo de una porcion regular de este cultivo puede apoyar en la reduccion de
los niveles de colesterol y hasta puede disminuir los riesgos de poder tener cancer
(Anderson et al., 1984). En nuestro pais, este alimento es la leguminosa de mayor
consumo, ya que representa mas del 36% de proteinas de la dierta diaria.

1.3.1.Estudios de micorrizas en P. vulgaris

Los hongos micorrizicos arbusculares (MA), durante la colonizacion de la raiz
(intraradical), llevan a acabo una serie de procesos morfofisiologicos y bioquimicos
regulados por la interaccion de las proteinas codificadas entre las plantas
(hospedador) y el hongo (huesped), y factores ambientales. Pero hay muchos
procesos moleculares que aun no se conocen y son necesarios para moderar el
proceso de colonizacion y el desarrollo de las micorrizas arbusculares (Lambais et
al., 2003). Muchos de los mecanismos de la simbiosis de estos dos organismos se
han estudiado ampliamente para entender los pasos de la colonizacion.

En la mayoria de los cultivos, el frijol, bajo condiciones de estrés bibtico y abidtico,
los resultan beneficiosos sin importar el cultivo. Las respuestas debido a las
variaciones genéticas de las plantas a los MA son universales (Linderman y Davis,
2004; Sensoy et al., 2007; Demir et al., 2015). A continuacion, se muestran algunas
investigaciones realizadas de la simbiosis entre P. vulgaris y los hongos micorrizicos

arbusculares.

En el frijol, la aplicacion exdgena de 10 y 50 mmol/L de nitrato aumento el porcentaje
de colonizacion de la longitud de la raiz de las micorrizas arbusculares, redujo
concomitantemente el tamafio del arbusculo y mejoro6 el transporte de amoniaco sin
afectar el transporte de fosfato (Nanjareddy et al., 2014). Los estudios gendmicos

funcionales identificaron los genes de sefializacion simbidticos micorrizicos
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tempranos en P. vulgaris. La regulacion negativa de PvRbohB, un gen de NADPH
oxidasa, aumento significativamente la colonizacién de micorrizas (Arthikala et al.,
2013). Un estudio reciente muestra que el silenciamiento del gen PvTOR (Target of
Rapamycin) en raices peludas de frijol afecté el crecimiento y maduracion del
arbusculo (Arthikala et al., 2021).

1.3.2.Estudios de rizobios en P. vulgaris

P. vulgaris es nodulado mayormente, en cualquier parte del mundo, por las bacterias
petenecientes al género Rhizobium, pero podemos encontrar también a los géneros
Ensifer (antes denominado Sinorhizobium), Pararhizobium (antes Rhizobium) y
Bradyrhizobium. Sin embargo, hay una amplia gama de estudios enfocados

principalmente en la investigacion de la simbiosis entre P. vulgaris y Rhizobium.

1.3.3.Rendimiento y crecimiento de P. vulgaris por asociacion

simbiodtica

Gracias a la asociacion entre los rizobios y otras bacterias que promueven el
crecimiento de las plantas (BPCP o PGPB, por sus siglas en inglés), como
Rhizobiumy Azospirullum, apoyan al crecimiento y rendimiento de los cultivos. Esto
esta sustentadi por diferentes estudios.

El primer estudio elaborado por Yadegari et al., (2008), utilizaron de tratamiento, de
manera combinadas o individuales, las cepas BPCP Pseudomonas fluorescens P-
93 y Azospirillum lipoferum S-21, y dos cepas de Rhizobium. En dicho experimento
se observd que todos los tratamientos dieron rendimientos, siendo la cepa de
Rhizobium 133 combinada con P. fluorescens P-93 la que tuvo un mayor
rendimiento en el peso de semilla, numero de vainas por planta y concentracion de

proteina en la semilla.
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Un segundo estudio en el 2021 por Filipini et al., mostr6 un incremento en el
rendimiento de los cultivos de P. vulgaris. Pudiendo observar que al aplicar A.
brasilense directamente a las semillas o por aspersion foliar, y ademas inocular la
semilla con R. tropici, hay un aumento directo sobre la biomasa y la concentracion

del nitrdgeno, y sobre el peso y rendimiento de las semillas.

A nivel molecular, varios genes relacionados con la simbiosis de frijol-nodulos han
sido funcionalmente validados usando tecnologia RNAI en frijol comun durante los
ultimos afnos como PvNADPH-oxidasa (Montiel et al., 2012), PvTRE1 (Barraza et
al., 2013), PvSymRK (Sanchez-Lopez et al., 2011), PvNodulin22 (Rodriguez-Lopez
et al., 2014), PvRACK1 (Islas-Flores et al., 2011), PvNF-YA 'y PvNF-YB (Marsh et
al., 2007; Soyano et al., 2013), PvTOR (Nanjareddy et al., 2017), PvRbohA
(Arthikala et al., 2017), PvBPS1 (Arthikala et al., 2018) etc.

1.4. Familia de genes transportadores SWEET

Los hidratos de carbono son de las mas moléculas mas importantes para los seres
vivos, ya que sirven como almacenamiento de energia, de conformacion basica para
las paredes celulares y de funcionamiento en la sefializacién durante la homeostasis
osmoética en ciertas condiciones de estrés abidtico (Feng et al., 2015). Ademas, las
plantas se ven obligadas a transformar su sistema de células, ya que los
microorganismos biotroficos obligados se alimentan de ellas para liberar los
azucares al espacio extracelular. Hasta hace poco que se ignoraban los procesos
moleculares de la liberaciéon de estos azucares, por las plantas, hacia el espacio
extracelular, por lo que identificar a la familia de transportadores SWEET (del inglés
Sugars Will Eventually be Exported Transporter) fue un hecho clave en este proceso
(Chen et al., 2010). Esta familia de genes, transportadores de azucares, SWEET
fueron hallados en Arabidopsis durante un cribrado donde se emplearon sensores
FRET de glucosa o sacarosa independientes del pH para identificarlos (Chen et al.,
2010, 2012; Lin et al., 2014).
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Los genes SWEET, son una familia caracterizada por transportar azucar a través
de membranas intracelulares o plasmaticas y muestran una baja afinidad hacia los
azucares (Chen et al., 2010, 2012). En cuanto al analisis de filograma, una amplia
variedad de plantas se ha podido comprobar que se agrupan en 4 clados, ademas
de haberse organizado de esta manera en Arabidopsis por primera vez (Chen et al.,
2010; Chong et al., 2014; Wei et al., 2014; Feng et al., 2015; Patil et al., 2015). Los
genes SWEET que forman parte de los clados | y Il son preferentemente
transportadores de hexosas mientras que los del clado lll transportan sacarosa vy;
siendo el clado IV el que presenta la menor cantidad de genes y los encargados de
ser transportadores en las vacuolas regulando el trafico de la fructosa por el
tonoplasto (Chen et al., 2010, 2012; Chardon et al., 2013; Lin et al., 2014).

La familia de genes SWEET esta conservada en todo el reino vegetal, segun Eom
et al. (2015) las angiospermas en promedio presentan un promedio de 20 genes
SWEET, pero podemos encontrar en otros organismos diferentes cantidades como
es el caso de la soya, Glycine max, con 52 genes (Patil et al., 2015); 18 genes la
pera blanca china, Pyrus bretschneideri (Li et al., 2017); 30 genes la papa, Solanum
tuberosum, (Manck-Gotzenberger y Requena, 2016); la nuez, Junglans regia, con
25 genes (Jiang et al., 2020); 55 genes en el algodén, Gossypium hirsutum (Li et
al., 2018); la vid, Vitis vinifera, cuenta con 17 genes (Chong et al., 2014); 23 genes
estan presenten en el sorgo, Sorghum bicolor (Mizuno et al., 2016); la planta de té,
Camellia sinensis, cuenta con 13 genes (Wang et al., 2018); incluyendo mas tipos
de plantas, como: Oryza sativa con 21 genes, Brassica rapa con 33, Carica papaya
11, Populus trichocarpa 26, Zea mays 23; y de investigacion como Arabidopsis
thaliana con 17 genes (Zhang et al., 2019).

Cada proteina se compone de 7 dominios transmembranales, que catalizan la
secrecion y absorcion de carbohidratos (Chen et al., 2010; Chen, 2014), y estos
hospedan a dos dominios conservados, el dominio MtN3/saliva, a su vez cada uno
de estos dominios conservados es una triple haz de hélices (THB) formado por las

tres hélices TM (Figura 3; Feng y Frommer, 2015).
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Figura 3. Topologia de transportadores SWEET. Las proteinas SWEET son uniportadores
localizados en la membrana, por lo que permiten el transporte en una sola direccién. Cada uno de
ellos representado por una hélice solitaria de 7 dominios transmembranales (TMH). Esta proteina
esta conformada por dos dominios M{N3_slv (PF03083). (Imagen de elaboracién propia).

1.5. Familia de genes transportadores SULTR

El azufre (S) es un macronutriente esencial para la vida de las plantas ubicado en
el cuarto lugar sélo después de nitrogeno (N2), el fosforo (P) y el potasio (K) (Yi et
al., 2010; Anjum et al., 2015; Vatansever et al., 2016). El azufre esta presente en
varias rutas metabdlicas como, la biosintesis de proteinas, presente en aminoacidos
como la cisteina (Cys) y la metionina (Met), en coenzimas y vitaminas, y los
metabolitos secundarios (Gigolashvili y Kopriva, 2014; Anjum et al., 2015). Debido
al desarrollo de las plantas y la disponibilidad de nutrientes, el metabolismo del
azufre se ha visto regulado por estos (Yoshimoto et al., 2003; Buchner et al., 2004).

SULTR fue el primer gen caracterizado en el transporte del azufre en plantas (Smith
et al., 1995). Se ha documentado que plantas superiores como Oryza saftiva,
Arabidopsis thaliana y Populus sp. presentan 11, 12 y 13 genes de SULTR,
respectivamente. Por otro lado, plantas inferiores como Physcomitrella patens y
Selaginella moellendorffii contienen solo 5 genes SULTR, (Kopriva et al., 2009;
Takahashi ef al., 2012).

Los transportadores SULTR se ordenan en cuatro grupos principales, SULTR I-IV.

Los miembros de estos grupos se caracterizan por sus dos dominios: un
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transportador sulfato y un antagonista del factor anti-sigma (STAS) en la region C-
terminal; y por 12 dominios transmembranas (DTM). Encontramos en los grupos | y
Il los SULTR de alta y baja afinidad, respectivamente. En el grupo lll se posicionan
los transportadores que se les conoce o no aun su funcion y en el grupo IV se
colocan los exportadores de sulfato vacuolar (Buchner et al., 2004; Takahashi et al.,

2011) (Figura 4).

Hasta el momento, no se sabe nada sobre los genes de la familia SULTR en la
leguminosa P. vulgaris. Ademas, la participacion de los genes SULTR en la
simbiosis de micorrizas y rizobios aun no se ha investigado. Por lo tanto, existe una
necesidad de investigar y llenar los vacios de conocimiento en el area de la

investigacion de la simbiosis de leguminosas.

Fuera

Membrana
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Figura 4. Topologia de transportadores SULTR. Proteia compuesta por 12 dominios
transmembranales. Ademas comprendido por dos dominios, el antagonista del factor anti-sigma o
STAS (PF01740) y el transportador de sulfato o Sulfate_transp (PF01740). (Imagen de elaboracion

propia).

1.6. La bioinformatica

Gracias a la secuenciacion de diferentes genomas se ha descubierto el mecanismo
de accion de algunos organismos, lo que ha favorecido en el desarrollo de técnicas,
como el control microbiano (Bansal, 2005). El principal objetivo de la investigacion

bioinformatica ha sido el desarrollo de bases de datos integradas de gendmica y
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protedmica, el analisis de secuencias genomicas, la comparaciéon computarizada de
los genes para identificar la funcion de los mismos, los analisis de vias metabdlicas
y de expresion génica, mejoramiento de técnicas estadisticas, el analisis de
interacciones proteina-proteina y proteina-ADN, el desarrollo de modelos de 3D
estructura de proteinas y acoplamiento 3D entre proteinas, el desarrollo de
algoritmos de busqueda evolutiva, entre otros (Bansal, 2005; Armananzas et al.,
2008).

La revolucion émica de la ultima década ha transformado nuestra capacidad para
comprender las simbiosis a nivel molecular. Ahora es posible, por ejemplo, construir
un inventario de los genes codificados por cada socio, cuantificar patrones de
transcripcion en diferentes condiciones ambientales, establecer la relacion entre la
transcripcion y la abundancia de proteinas para cada gen codificante de proteinas
y determinar el conjunto de metabolitos que forman el grupo metabdlico de los
socios simbidticos que interactuan. Los investigadores de simbiosis han adoptado
estas técnicas con gran celeridad, proporcionando muchas ideas novedosas.

1.7. Estudios de transcriptomica en simbiosis

La profunda adaptacion de vida simbidtica de las leguminosas implica cambios en
la expresion de un extenso numero de genes, donde se ha utilizado una tecnologia
prometedora para comprender la simbiosis de las leguminosas con sus huéspedes
(por ejemplo, micorrizas o rizobios), siendo ésta la transcriptomica. Podemos definir
a esta herramienta como el estudio de los ARN en todas sus formaciones dentro de
una ceélula. La transcriptomica es utilizada para comprender como los genes se

expresan en las diversas células que conforman al organismo.

Nuestro laboratorio ha analizado los perfiles de expresién génica global para
identificar los genes de P. vulgaris expresados diferencialmente (DEG) unicos vy
compartidos que regulan las interacciones simbioticas frijol-rizobia y frijol-micorriza

y los perfiles DEG comparados cuantitativamente. Este trabajo identificaron 3,219
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genes (1,959 regulados positivamente y 1,260 regulados negativamente) y 2,645
genes (1,247 regulados positivamente y 1,398 regulados negativamente) que se
expresaron diferencialmente en respuesta a la colonizacién de micorrizas o rizobios,
respectivamente, en comparacioén con las raices no inoculadas. Genes unicos y
compartidos involucrados en procesos relacionados con la defensa, la estructura de
la pared celular, el metabolismo del N y el metabolismo del P en raices micorrizadas
y noduladas (Nanjareddy et al., 2017).
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2. OBJETIVOS

21. General

Evaluar las familias de genes SWEET y SULTR involucradas en simbiosis

micorrizica y rizobial en frijol mediante la identificacion y analisis comparativo de

expresion.
2.2. Particulares
a) ldentificar en el genoma de P. wulgaris los genes de las familias de

b)

transportadores SWEET y SULTR basada en los homologos de Arabidopsis.
Realizar un analisis filogenético de los genes de las familias SWEET y SULTR,

individualmente.

Localizar los genes de las familias SWEET y SULTR en los cromosomas de P.
vulgaris.
Realizar un analisis estructural de cada gen de las familias SWEETy SULTR.

Localizar el sitio subcelular de las proteinas SWEET y SULTR.

Identificar el motivo de las secuencias de proteinas de SWEET y SULTR.
Hacer una ontologia genética de datos transcriptomicos de frijol micorrizados y
rizobios.

Prediccir y hacer unanalisis funcional de elementos reguladores “cis” sobre los
promotores de genes de la familia SWEETy SULTR.

Analisis de expresion especifica de tejido de miembros de la familia de genes
SWEET y SULTR en frijol.

Realizar un analisis de redes de interaccion proteina-proteina para identificar
proteinas que interactuan con micorriza/rizobio-SWEET y micorriza/rizobio-
SULTR.
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3. HIPOTESIS

Las plantas leguminosas participan en la asociacion simbidtica mutualista con
micorrizas y rizobios. La micorriza arbuscular es una relacion simbidtica
generalizada que capta los nutrientes del suelo (P, N) y el agua para alojar las
plantas. Por otro lado, las bacterias fijan el nitrogeno atmosférico para las plantas
hospedador. A cambio, la planta huésped comparte carbono con estos simbiontes.
La simbiosis es un proceso de desarrollo complejo que involucra diferentes etapas,
como la comunicacion pre-simbidtica, invasion, diferenciacion celular vy
colonizacion. Los genes esenciales del huésped para el establecimiento de la
simbiosis se estan estudiando ampliamente para comprender el mecanismo de la
via simbidtica. Hasta ahora, el papel funcional de varios genes especificos y factores
de transcripcion se han caracterizado en las legumbres (Roy et al.,, 2020). Sin
embargo, los transportadores inducidos por micorrizas y por rizobios que funcionan
durante el establecimiento y desarrollo de la simbiosis frijol-micorrizica o frijol-
rizobia, han sido poco estudiados. En una publicacion reciente (Nanjareddy et al.,
2017), encontraron genes que son especificos para la simbiosis con micorrizas y
rizobios en frijoles, se enumeraron utilizando el analisis transcriptomico global.
SWEET y SULTR representan nuevas familias de proteinas de transportadores que
se conservan en las plantas. SWEET media la translocacidén de azucares a traves
de las membranas celulares y juega un papel crucial en el crecimiento y desarrollo
de las plantas, asi como en las respuestas al estrés. Las SULTR median la
absorcién y distribucion de sulfato (SO4%) que es esencial para el crecimiento de las
plantas. Sobre la base de los hechos anteriores, planteamos la hipotesis de que los
miembros de SWEET y SULTR podrian estar involucrados tanto en la simbiosis
micorrizica como en la rizobial. A través de analisis bioinformaticos de filogramas,
localizacion cromosomica, analisis de estructura génica y analisis de motivos, asi
como perfiles de expresion génica de miembros SWEET y SULTR en raices de frijol
micorrizadas y noduladas, se colectd evidencia para apoyar dicha hipotesis.
Ademas, predijimos las interacciones proteina-proteina de estos transportadores
con los genes de la via de la simbiosis.

27



4. JUSTIFICACION

SWEET y SULTR representan nuevas familias de transportadoras
transmembranales que se conservan en las plantas. Los transportadores SWEET
media la translocacion de azucares a través de las membranas celulares y juega un
papel crucial en el crecimiento y desarrollo de las plantas, asi como en las
respuestas al estrés. Los transportadores SULTR median la absorcién y distribucion
de sulfato (SO4%) que es esencial para el crecimiento de las plantas. Por lo tanto,
ambos transportadores son esenciales para su crecimiento y desarrollo. A diferencia
de las otras plantas, las leguminosas establecen una simbiosis mutualista
micorricica y rizobial que beneficia a la planta huésped para obtener nutrientes
importantes como fésforo y nitrogeno. Durante este proceso, las células de la raiz
huésped se dividen, diferencian y re-organizan para facilitar la colonizacion de los
simbiontes. Lo mas importante es que SWEET y SULTR han sido poco conocidos
en relacion con la simbiosis. Por este motivo, proponemos la posible implicacién de
transportadores SWEET y SULTR que regulen el establecimiento y desarrollo de la

simbiosis frijol-micorricica o frijol-rizobial.

Dilucidar los mecanismos de accién de los factores de transcripcion responsables
de la relacion simbidtica sirve principalmente como reservorio que permitira en el
futuro comprender mejor como se lleva a cabo esta simbiosis especifica y de esta
manera dirigir los esfuerzos de mejoramiento genético hacia estos procesos,
mejorando asi la eficiencia en las plantas para atraer mejores candidatos para la
captacion de fosfato y fijacion de nitrégeno y de esta manera beneficiar la

produccion de cultivos tan importantes como las leguminosas en México y el mundo.
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5. ANTECEDENTES

5.1. Simbiosis de P. vulgaris con rizobio y micorriza

En el suelo podemos encontrar una gran cantidad y diversidad de microorganismos,
por ejemplo, encontramos hasta 10* especies y 10° células por cada gramo de suelo
(Turner et al., 2013; Weinert et al., 2011). Este sistema de microorganismos en el
suelo se ven influenciados sustancialmente por las plantas que habitan ahi
(Lundberg et al., 2012; Tkacz et al., 2015), ya que en la rizésfera llega a ser menor

la carga bacteriana con respecto a otras porciones del suelo.

Un extenso numero de leguminosas logran crear un tipo de simbiosis con
microrganismos donde ambos comparten espacio y nutrientes, siendo
principalmente con algunas Alphaproteobacterias o Betaproteobacterias (Remigi et
al., 2016). Este simbiosistema lleva millones de afios donde han co-evolucionado y
son elementales ya que proporcionan mas de la mitad de los nutrientes
nitrogenados en la agricultura sostenible para la alimentacion (Gruber y Galloway,
2008).

El frijol comun (P. vulgaris) es una de las leguminosas mas importantes cultivada en
una extensa gama de entornos y sistemas de cultivos. Este alimento fue
domesticado desde hace aproximadamente 7,000 afios a partir de una vid silvestre
y teniendo como centro de origen los Andes del Sur y México/Centroamérica y que
hoy en dia forma parte de la dieta de muchas personas en el mundo, ya que aporta
una alta cantidad de proteinas (Schoonhoven y Voysest, 1991; Broughton et al.,
2003). P. vulgaris es, hoy en dia, cultivada en todo el mundo y es uno de los cultivos
con mayor importancia junto a la soya (Glycine max) y el cacahuate (Arachis
hypogaea) (Shamseldin y Velazquez, 2020). Se ha visto que bajo diferentes
condiciones edafoclimaticas el frijol puede crecer, ademas de presentarse en
variedad con un tiempo de maduraciéon diferente, siendo las semillas de distintos
colores, tamanos y formas (De Ron et al., 2015). Su produccion se ve reducida,
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pese a su valor nutricional y econdmica, en comparacion de otras leguminosas y
esto debido a un factor clave limitante, la baja deficiencia de nitrogeno (Broughton
et al., 2003; Graham y Ranalli, 1997; Cernay et al., 2016). A partir de que es de
conocimiento que P. vulgaris puede fijar nitrégeno (N2) durante la simbiosis, donde
interacciona con una bacteria de suelo que se conoce como rizobio. Aprovechando
esta informacion, se ha utilizado dicha interaccion para incrementar de manera

significativa la produccién de dicho grano (Hungria et al., 2003).

La relacion simbiotica entre el frijol y sus simbiontes, como el rizobio o la micorriza,
requiere de una comunicacion a través de moléculas que intercambian sefales
especificas, lo que permite a la planta la asimiliacion del fosforo (P) y del nitrégeno
(N2). Por ejemplo, P. vulgaris secreta unas sustancias que sirven de atraccién y
reconocimiento para los rizobia o el hongo micorrizico como lo son los flavonoides
o las estrigolactonas, respectivamente. Estos compuestos inducen la expresion de
genes especificos para proveer proteinas que serviran para la sintésis y creacion
de Factores de Nodulacion para los rizobia o de los Factores Myc para el caso del
hongo micorrizico (Andriankaja et al., 2007).

5.1.1.Rizobio

Uno de los organismos con mas estudios durante la simbiosis es el rizobio, el cual
hace esta interaccién con algunas legumbres de consumo como la soya (Glycine
max), el chicharo (Pisum sativum), la alfalfa (Medicago sativa), garbanzo (Cicer
arietinum) y por supuesto, el frijol comun (P. vulgaris) (Poole et al., 2018). Esta
bacteria es conocida por fijar el nitrdgeno (N2) del suelo cuando hace simbiosis en
las raices de la planta a través de la formacién de nédulos aportando de esta manera
una porcién importante de dicho elemento en la bidsfera.

En otras partes del mundo se han encontrado microsimbiontes de P. vulgaris, por

ejemplo, Rhizobium etli se encontré en la testa de este grano y es debido por los
centros de diversificacion en America (Pérez-Ramirez et al., 1998), y que ha sido
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encontrada esta bacteria en suelo Europeo, especificamente en Espafia por
Herrera-Cervera et al. (1999) y que su introduccion fue probablemente hace cuatro
siglos. En este mismo continente se han encontrado otras especies de Rhizobium,
como lo son R. leucaenae y R. hidalgonense. Ahora bien, en Africa se han
encontrado al igual que en Europa la especie R. etli y compartiendo con Asia esta
misma, ademas de R. phaseoli y R. tropici, solo que con una especie mas que es
R. leucaenae (Valverde et al., 2011; Cao et al., 2014; Rouhrazi et al., 2016; Wang
et al., 2016; Zinga et al., 2017; Mwenda et al., 2018; Rajnovic et al., 2019).

Al grupo de las alfa-Proteobacterias es donde actualemente pertenecen las
bacterias nodulantes de P. vulgaris siendo los géneros Rhizobium, Pararhizobium,
Ensifer y Bradyrhizobium los que estan particularmente en este grupo (Shamseldin
y Velazquez, 2020). Pero se han observado que algunos géneros pertenecientes a
las beta-Proteobacterias pueden nodular a este cultivo, especificamente estan
Paraburkholderia y Cupriavidus (Dall’Agnol et al., 2017).

Como se habia mencionado con anterioridad, la produccion del grano de P. vulgaris
se ve limitado por la fijacion de N2, pero ademas este cultivo también se ve afectado
en condiciones de fosforo (P) limitado en el suelo, por la sequia y la acidez del suelo
incluida la toxicidad de dos elementos: el aluminio y el manganeso (Chianu et al.,
2011).

Para que la fijacion del N2 sea exitosa deben de suministrarse de manera exitosa
los macro y micronutrientes ya que son importantes para el simbiosistema (Planta-
Rizobio) (Musandu y Joshua, 2001). Siempre se ha hablado que para que esta
fijacion pueda ocurrir de una manera adecuada se asocia la planta con Rhizobium
a través de la formacion de nédulos, pero casi no se llega a mencionar que a pesar
de ser competentes las diferentes especies de esta bacteria, llegan a ser en algunos
casos ineficaces (Giller, 2001). Ahora bien, el fésforo es requerido para aumentar la
eficiencia de nodulacioén y por la fijacion del nitrogeno del suelo. Este elemento es

utilizado en varios procesos del metabolismo, entre ellos la respiracidn, el proceso
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de la fotosintesis y la transduccion de sefiales. En diferentes estudios se ha
reportado que el fosforo aplicado al cultivo presenta una respuesta positiva
incrementando el rendimiento, la materia seca, sobre el numero de vainas (Turuko
y Mohammed, 2014; Fageria y Baligar, 2016), ademas se vieron cambios a favor
del numero de los nddulos, incremento del peso y volumen (Singh et al., 2008), lo

que indica que este elemento si ayuda en el proceso de fijacion de Na.

5.1.2.Micorriza

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son organismos que encontramos en
el ecosistema presente en el suelo, estos pertenecen al linaje fungico
Glomeromycota (Bonfante y Genre, 2008). La importancia de estos hongos que
forman la micorriza es para la obtencion y el transporte de nutrientes desde el suelo
hasta que la planta pueda obtenerlos y utilizarlos en sus diferentes procesos
moleculares. Este tipo de interaccion, donde el hongo le provee nutrientes (P, N, K,
Ca, S, Zn, Cu, Sr, entre otros) que son necesarios para la planta y esta le otorga
un espacio en su medio para abastecerlo de azucares, se llama simbiosis
mutualista. Dicho dialogo comienza con la exudacion de estrigolactonas por parte
de la planta para que con esto el hongo la reconozca, pero no todo es facil como
suena, ya que se activa una senalizacion de moléculas para la expresion de ciertos
genes, comenzando con los factores Myc o los lipocitina-oligosacaridos y dar un
extenso intercambio de nutrientes (Oldroyd, 2013).

Se conoce que los hongos pueden administrar la red transcripcional que regula el
flujo y el metabolismo del nitrogeno dependiendo de su origen y la concentracion en
la que se encuentra bajo este elemento (ter Schure et al., 2000). Nanjareddy ef al.
(2014) determinaron durante la simbiosis entre Glomus intraradices y P. vulgaris el
como interviene el NO3 durante este proceso a las 3 y 6 semanas de aplicacion con
diferentes concentraciones de este elemento. Se encontré que hubo éxito en la
infiltracion de los hongos en las raices, especificamente en la epidermis y corteza

externa, ademas que la concentracion de NO3™ no influyd en la corteza interna para
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la formacion de arbusculos. También encontraron que una alta concentracion de
NOs™ incita a un incremento significativo del transportador de amonio (NH4") y de
fésforo, por lo que la planta obtiene NOs™ del exterior para dirigirlo al hospedador
desde la rizésfera.

Muchas veces este tipo de colaboracidn resulta un total beneficio para la planta,
pero hay ocasiones en las que llega a ser perjudicial para ésta, ya que se ve
susceptible a un ataque de antagonistas como son tanto, microorganismos que
consumen a la planta para su alimentacion, o como infeccion (Agrawal, 2007;
Walling, 2000). Por ejempo, cuando P. vulgaris esta en simbiosis con la micorriza y
llega un patégeno, como lo es Colletotrichum gloesporiodes, se ve que se reduce la
colonizacion en las raices en un 79% 6 76% (depende si son patégenos vivos o en
fragmentos) a los 14 dias de inoculacion, segun lo reportado por Ballhorn et al. en
2014.

5.2. Estudio de transcriptémica y moléculas de senalizacién

durante la simbiosis de P. vulgaris con micorriza y rizobia

Los organismos en diferentes estadios producen algunas moléculas para llevar a
cabo procesos metabdlicos; para producirlas existe una sefializacion la cual nos
dirige a la produccion de ARN. Es en este momento que sabemos, dependiendo el
lugar, el tiempo y la condicion en la que se presente, si algun gen es el que se
expresa y con esto llegamos a conocer el estado bajo los factores mencionados. A
este estudio sobre la concentracion de ARN en la célula se le conoce como
transcriptomica, dejandonos conocer como se transcribe el genoma dependiendo
de las funciones célulares, y el como se ve alterada por sus diferentes estados
(Fang et al., 2012). ;Para que sirve? nos detona varios fines, el primero es el
clasificar los distintos tipos de ARN (ARNm, ARN no codificante y ARN pequefios);
el segundo es el conocer la estructura en que los genes se transcriben, por ejemplo
sus sitios de inicio 5’ y 3’, ademas de los cambios post-transcripcionales y conocer
si hay algun patrén de empalme vy, por ultimo; el medir los niveles de expresion de
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los genes dependiendo de el estadio de desarrollo y en la condicion que se

encuentre.

En un comienzo este estudio era realizado a través de microarreglos, pero debido
a sus limitaciones se buscaron otras tecnologias como lo es el RNA-Seq que ayudo
a bajar los costos, tenian un alta sensibilidad, mayor precision y cobertura (Fang et
al., 2012).

Las plantas son seres complejos que adecuan su expresion génica como
consecuencia de las sefales que detectan del medio ambiente. Especialmente se
nota en el momento que reconocen a los microorganismos a través de las moléculas
secretadas, logrando diferenciar asi entre organismos patdgenos y beneficiosos.
Por ejemplo, durate la simbiosis se exudan moléculas que permitiran el
reconocimiento de la bacteria o el hongo y formar este simbiosistema para el
hospedaje y transporte de nutrientes. Cuando se distingue esta senalizacion se da
por comienzo a dos procedimientos genéticos guiados por la raiz, pero siendo
independientes entre ellos, el primero permite la entrada de la bacteria a las células
corticales y el otro, la formacion del nédulo, donde se fija el nitrogeno (Oldroyd y
Downie, 2008).

Dalla Via et al. (2015) perfilaron transcripcionalmente los genes de P. vulgaris
regulados por las moléculas de senalizacion del factor de nodulacion (NF), los
lipopolisacaridos (LPS) o los exopolizacaridos (EPS) cuando esta en simbiosis con
Rhizobium etli. Ademas de caracterizar en el estudio transcriptdmico con las cepas
mutantes de esta bacteria durante la asimilacién de LPS, EPS y NF las raices son
mas suceptibles a la invasidn. Sus resultados revelan que se ve alterada la
expresion de genes por las moléculas de sefalizacion situadas en la superficie o
segregadas por los rizobios durante los procesos biolégicos como la regulacién
transcripcional, la sintesis de fitohormonas, los ritmos circadianos y las respuestas
de senalizacion. Asi también, se deduce que la transcripcién es regulada por las

sefales emitidas por la bacteria durante la simbiosis. Es importante mencionar que
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se encontré que existe un sistema complejo que regula la captacion de diferentes
moléculas debido a la expresion diferencial de los genes durante este proceso
integrado para detectar los diferentes microorganismos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Identificacion, alineacion y analisis de filograma de los
genes SWEETy SULTR en P. vulgaris

La busqueda de las secuencias génicas de P. vulgaris v2.1 fueron identificadas y

descargadas de Phytozome v12 (https:/phytozome.jgi.doe.gov/pz/). Para

seleccionar los genes candidatos se utilizaron las secuencias de familias de genes
de SWEET y SULTR de Arabidopsis, asi como secuencias de consulta en la
busqueda de homdlogos con BLASTN y BLASTP en Glycine max, Medicago
truncatula, Oryza sativa, Zea mays, Lotus japonicus, Populus trichocarpa y Vigna
unguiculata utilizando los parametros predeterminados para e-value y el numero de
secuencias de aciertos. Todas las secuencias de proteinas no redundantes
resultantes fueron comprobadas para detectar los dominios de SWEET y SULTR
por SMART (Herramienta de Investigacion de Arquitectura Modular Simple)
(http://smart.embl-heidelberg.de/). La herramienta ProtParam

(http://web.expasy.org/protoparam) se utiliz6 para analizar la longitud de las

secuencias, el tamafio molecular y los valores tedéricos del punto isoeléctrico (pl) de
cada secuencia proteica de SWEET y SULTR.

Finalmente, la alineacion de secuencias multiple se realizd para cada familia
SWEET y SULTR usando el programa ClustalW con los parametros de defecto. El
analisis de filograma de las secuencias alineadas se llevé a cabo usando el Analisis
de Genética Evolutiva Molecular o MEGA X por su siglas en inglés
(https://www.megasoftware.net/) con el método neighbor-joining (NJ), el modelo de

sustitucion JTT con una maxima verosimilitud con 1,000 réplicas de arranque
manteniendo los parametros de defecto. Se utilizé una herramienta bioinfomatica
en linea para la visualizacion, anotacién y la gestion de los filogramas resultantes,
llamada iTOL V6: Interactive Tree Of Life (https://itol.embl.de/).
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6.2. Caracteristicas estructurales de los genes vy

localizacion en los cromosomas

Para conocer como estaban estructurados los genes en los niveles de exon-intron
se analizaron las secuencias nucleicas con apoyo de una plataforma en linea
denominada como el Servidor de Visualizacién de Estructura Genética o GSDS, por

sus siglas en inglés (http://gsds.cbi.pku.edu.cn/). Ademas, se utilizaron las opciones

de edicion de este servidor para poder editarla en cuestion de cambio de colores y

lineas para un mejor entendimiento.

Mientras tanto, para conocer en dénde se localizan cada una de las secuencias se
determinaron las posiciones fisicas de cada una de las secuencias genéticas de las
familias SWEETy SULTR en los cromosomas de P. vulgaris de acuerdo con la base
de datos en Phytozome v12 y comprobado con otras bases de datos para este
mismo organismo como el Sistema de Informacién sobre Legumbres (LIS por sus

siglas en inglés; https://lequmeinfo.org/), el Centro Nacional para la Informacién

(NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=phaseolus+vulgaris) y

Ensembl Plants (https://plants.ensembl.org/Phaseolus_vulgaris/Info/Index). Por

otro lado, la posicién de los centromeros de cada cromosoma se disefid con base
en el estudio de Fonséca et al. (2010) y la escala se determinado con base en lo

escrito por Wang et al. (2016).

6.3. Hélices transmembranales y analisis de hidrofobicidad
de las proteinas SWEET y SULTR

La prediccion de las hélices transmembranales de las proteinas SWEET y SULTR
en P. vulgaris fue por el servidor TMHMM v.2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/) utilizando las secuencias peptidicas. El

caracter hidropatico de las proteinas se analizd con el programa ProtScale
(https://web.expasy.org/protscale/) con el parametro de Kyte y Doolittle (1982). El
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promedio de hidropaticidad de las familias de genes SWEET y SULTR se analizé

con ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) utilizando los criterios de

puntuacion de Gasteiger et al. (2005). El gran promedio del valor de hidropaticidad
(GRAVY) para las proteinas se calculé6 sumando los valores de hidropatia de los
aminoacidos en su totalidad y dividido por la cantidad de los residuos de cada
secuencia. A continuacion, se utilizd la herramienta Plant-mPLoc

(http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant/) para identificar la localizacién subcelular

de las proteinas en diversos organulos y vias celulares.

6.4. Analisis del promotor y anotacion GO de los genes
SWEETy SULTR

Se tomaron de las secuencias de nucledtidos los 2,000 pares de bases de las
regiones promotoras rio arriba a la region codificadora de cada gen SWEET y
SULTR, las cuales se descargaron de la base de datos Phytozome v12.1 del
genoma de P. vulgaris. Para realizar el analisis in silico de las secuencias
promotoras tomadas en el punto anterior se utilizé el programa bioinformatico
disponible en linea PlantCARE
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) para identificar los

elementos reguladores en cis de los promotores de SWEET y SULTR. Todos los
datos fueron enviados en formato HTML con los que se pudo visualizar cada

secuencia y conocer estos elementos reguladores en cis.

Para conocer la Ontologia Génica (GO) enriquecida, se realizé un analisis donde se
usaron dos plataformas bioinformaticas en linea, la primera fue AgriGO
(http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/), que esta enfocada especialmente a especies de

uso agricola, donde se aprovecho la herramienta de Analisis de Enriquecimiento
Singular (SEA) utilizando los numero de indentificacion tomados desde Phytozome
v12.1 para cada una de las familias de este estudio en P. vulgaris. Después, los
datos entregados se utilizaron en la plataforma REVIGO (http://revigo.irb.hr/) para
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eliminar los términos de GO que son redundantes. Los resultados obtenidos de este

proceso se representan mas adelante de manera grafica.

6.5. Analisis In Silico de los perfiles de expresion de los
genes de las familias SWEET y SULTR en distintos tejidos y

los patrones de expresion en rices noduladas y micorrizadas

Se realiz6 un perfil transcriptomico global de secuenciacion nueva generacion del
lon Torrent en raices de P. vulgaris L. cv. Negro Jamapa colonizadas con esporas
de Rhizophagus irregularis [Symplanta®, Alemania], o con la cepa CIAT899 de
Rhizobium tropici por Nanjareddy et al., (2017), del cual se proporcionaron los datos
obtenidos en dicho estudio transcriptomico para analizar los perfiles de expresion
de los genes de las familias SWEET y SULTR bajo ambas condiciones de simbiosis
(rizobia-frijol y micorriza-frijol) de esta investigacion. En este estudio, los datos
transcriptomicos se normalizaron utilizando el enfoque de lecturas por kilobases de

transcripcion por 1 millon de lecturas mapeadas (RPKM).

Adicional a este estudio, se consultaron en el atlas de P. vulgaris
(http://plantgrn.noble.org/PvGEA/) los perfiles de expresion de estas dos familias de

genes en los diferentes tejidos de la planta de interés con distintas condiciones (p.e.:
provistas con fertilizantes, inoculadas con rizobio, etc.) en los diferentes estadios

(p.e.: flores jovenes, en la etapa trifoliar, antes de formacion floral, etc.).

Para ambos casos, se contruyeron mapas de calor con los datos de los perfiles de
expresion de ambos analisis mendiante el lenguaje de programacion Python

(https://www.python.org/), utilizando como base el siguiente codigo:
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### Instalacion de bibliotecas:
In [1]: pip install pandas
In [2]: pip install seaborn

### Importaciéon de bibliotecas:

In [3]: import pandas as pd
import seaborn as sns

import matplotlib.pyplot as plt

from pylab import savefig

### Conversion del archivo en formato .csv a un Data Frame

In [4]: df — pd.read csv(‘C:\\Alberto\\...\\Transcript.csv’, index col-0)

df head()

### Mapa de calor correspondiente

In [5]: plt.figure (figsize — (27, 5))
mapa — sns.heatmap ( df, cmap — ‘GREEN")
figure — mapa.get_figure()

figure.savefig (‘Mapa de Calor’, dpi — 400)
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6.6. Interactoma proteina-proteina de las familias SWEET y

SULTR con los factores de nodulacién y micorrizacion

Se realizé un analisis de interaccion proteina-proteina, la cual se llevé a cabo
mediante la herramienta en linea de busqueda para la recuperacion de genes que

interactuan, STRING (https://string-db.org/). Como base de datos, se analizaron las

secuencias de proteinas de cada una de ambas familias de genes, SWEET vy
SULTR, que estaban sobreexpresados en el analisis transcriptdmico durante la

micorrizacion y nodulacion.

Las proteinas seleccionados fueron SWEET22 y SULTR2 para la condicion de
nodulacién, mientras que para la condicion de micorrizacién se seleccionaron los
genes SWEET23 y SULTR3. Para hacer el estudio de la interaccion, se
seleccionaron las proteinas descritas por Roy et al. (2017) que fueron el resultado
de un estuido sobre los SNF validados funcionalmente en diferentes leguminosas,
como M. truncatula, L. japonicus, G. max y P. vulgaris, donde se validaron a traveés
de un analisis mutacional (mutagénesis EMS, mutagénesis de rayos y, LORE1,

RNAI, CRISPR-Cas9, etc.) en distintas etapas de nodulacién y fijacion de nitrogeno.

Se realizaron un total de 207 interacciones por cada gen selecionado con cada uno
de los genes validados en el estudio de Roy et al. (2017). Se aceptaron los valores
de referencia arrojados por la plataforma STRING utilizada en este ensayo.

Para finalizar, de todas las interacciones arrojadas se elabor6 un Diagrama de Venn
Euler para conocer las proteinas de interés que también interactuan con las de
nodulacion y micorrizacion mediante una herramienta en linea para bioinformatica

(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).
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7. RESULTADOS

71. Se clasifican en clados los genes de las familias
SWEETy SULTR de P. vulgaris

La identificacion de los genes SWEET y SULTR en el genoma de P. vulgaris se
realizo en base a la homologia de proteina con los genes identificados de la familia
Medicago truncatula (Gallardo et al., 2014; An et al., 2019) y Arabidopsis thaliana
(Buchner et al., 2004; Xuan et al., 2013). Un total de 24 miembros de la familia de
genes PYSWEET y 15 para la familia PvSULTR fueron identificados en el genoma
de P. vulgaris (Tabla 1 y 2). Los Modelos ocultos de Markov (HMM) para las
proteinas PvSWEET se determinaron sobre la base de |la presencia de dos dominios
MiN3/saliva, y para las proteinas PvSULTR los dominios Sulfate _transp y STAS
(después del Transportador de Sulfato y el antagonista del factor AntiSigma, en
inglés) en la base de datos de Pfam. Los miembros de ambas se nombraron de
acuerdo a su posicidon cromosémica empezando por el cromosoma uno al once. La
numeracion fue desde el brazo corto hacia el brazo largo, comenzando por los
extremos proximales y distales de los respectivos brazos. La longitud de las
proteinas PvSWEET oscilaban entre 145 y 304 aminoacidos, mientras PvSULTR
presentaba entre 625 y 709. El peso molecular (PM/kDa) para PvSWEET era de
entre 22.14 y 34.5 kDa, y para PvSULTR entre 68.12 y 77.63 kDa. El punto
isoeléctrico tedrico (pl) de la mayoria de las PvSWEET era alcalino (7.55 - 9.80), y
solo una, PvSWEET14, ligeramente acida (6.58). Para PvSULTR, todas las
secuencias peptidicas fueron alcalinas en un rango de 8.49 a 9.66.

Para entender las relaciones evolutivas de los genes SWEET y SULTR en P.
vulgaris, se alinearon las secuencias proteicas mediante ClustalW que fueron
utilizadas para contruir el filograma con MEGA X. Las 24 proteinas de PvSWEET
se clasificaron en cuatro clados, siendo el clado |, el clado Il y el clado lli
presentaban 6, 7 y 10 proteinas, respectivamente, mientras que en el clado IV solo
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tenia 1. Entre las 15 proteinas PvSULTR estaban en también cuatro clados. El clado
| contenia 3 miembros, el clado Il 4 miembros, el clado Il presentaba la mayoria de
miembros con 7, mientras que el clado IV con la minoria, solo 1 miembro (Figura 5a
y 5b). En la familia Pv*SWEET se encontraron 8 pares paralogos, y en la familia de
genes PvSULTR hay 6 pares paralogos.

Tabla 1. Genes de la familia del gen PvSWEET en P. vulgaris.

= = Tamaiio
Dasigens  Nombredel GICLD i eeno,  lamano  dels
aa
Phvul.001G061900 SWEET1 2386 738 758 245 937 27.24
Phvul.001G064300 SWEET2 3279 756 1465 251 9.1 27.27
Phvul.002G203600 SWEET3 1975 822 945 273 8.76 30.41
Phvul.002G283800 SWEET4 2134 915 1342 304 9.16 34.5
Phvul.002G283900 SWEET5 2402 777 1274 258 9.73 = 28.87
Phvul.002G300900 SWEET6 3586 750 1171 249 947 | 27.58
Phvul.003G199300 SWEET7 1747 690 930 229 9.32  26.22
Phvul.004G017100 SWEETS8 1738 735 735 244 8.75 | 27.29
Phvul.004G017200 SWEET9 1759 735 735 244 8.62  27.23
Phvul.004G017300 = SWEET10 1255 687 687 228 8.94 | 25.77
Phvul.004G017400 = SWEET11 9516 738 917 245 8.93 27.16
Phvul.005G076300 = SWEET12 2999 708 1452 235 8.86 @ 26.29
Phvul.006G000600 = SWEET13 1164 780 780 259 9.08 28.54
Phvul.006G210800 = SWEET14 2262 822 1097 273 6.58 | 29.92
Phvul.008G001100 SWEET15 2714 813 1117 270 8.93 30.47
Phvul.008G001200 = SWEET16 1579 819 1026 272 8.64 30.73
Phvul.008G007600 = SWEET17 1995 780 1102 259 8.63 29.05
Phvul.009G134300 = SWEET18 2812 744 1357 247 9.68 | 27.25
Phvul.009G137700 SWEET19 1774 765 1093 254 9.07 28.23
Phvul.009G162700 = SWEET20 2280 795 1290 264 9.31 29.79
Phvul.009G162800 = SWEET21 7454 588 588 195 9.8 22.14
Phvul.009G162900 = SWEET22 2186 876 1364 291 7.55 32.54
Phvul.009G249700 = SWEET23 3305 738 1034 245 8.38  27.07
Phvul.011G168100 = SWEET24 1868 708 1312 235 8.98 26.18

*ID del gen de Phytozome; **Nomenclatura basada en localizacion en cromosoma de PvSWEET
(Figura X). bp — Pares de bases; CDS — Secuencia codificante; aa — Aminoacidos; pl — Punto
isoeléctrico; PM - Peso molecular; kDa — Kilodaltons.
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Tabla 2. Genes de la familia del gen PvSULTR en P. vulgaris.

ID del gen *

Phvul.001G154200

Phvul.001G250700

Phvul.001G250800

Phvul.002G095200

Phvul.002G095300

Phvul.004G161600

Phvul.005G171800

Phvul.006G207800

Phvul.007G174100

Phvul.008G015600

Phvul.008G170700

Phvul.008G170800

Phvul.009G028400

Phvul.009G028500

Phvul.010G151000

Nombre del
gen *%

SULTR1
SULTR2
SULTR3
SULTR4
SULTR5
SULTR6
SULTR7
SULTRS8
SULTR9
SULTR10
SULTR11
SULTR12
SULTR13
SULTR14

SULTR 15

Tamaio
del gen,
pb
7288
6890
5666
5573
6952
6509
4524
3997
8208
8282
4560
7508
4418
6568

4445

Tamano
del
transcrito,
pb

2393
2340
2401
1887
2323
2377
2339
2323
2437
2548
2440
3017
2454
3034

2342

Tamano
CDS, pb

1962
1962
2016
1887
1944
1959
1965
1977
1983
2130
1965
1977
1965
1986

1998

Tamano
de la
proteina,
aa

653
653
671
628
647
652
654
658
660
709
654
658
654
661

665

pl

8.81
9.1
9.35
8.7
9.21
8.49
9.66
9.48
8.83
8.65
9.38
8.52
9.38
9.24

9.34

72.29

71.04

73.29

68.12

70.67

71.78

72.03

71.65

73.41

77.63

71.55

72.24

71.55

72.68

73.01

*ID del gen de Phytozome; **Nomenclatura basada en localizaciéon en cromosoma de PvSULTR
(Figura 5b). bp — Pares de bases; CDS — Secuencia codificante; aa — Aminoacidos; pl — Punto
isoeléctrico; PM - Peso molecular; kDa — Kilodaltons.

44



(a)

[ oweem
SWEET10

SWEETS8

SWEET11 Il
SWEET7

L[ Sweem
SWEET13

[ SWEET1

L SWEET19

S N -
SWEET18 |

R -
SWEET24

SWEET23 |\/

SWEET17

e <
SWEET16

SWEET3
SWEET14

—— SWEET4 i

L SWEET22
SWEET21

L[
SWEET20

SULTR8

(b)

SULTR12

SULTR101V

SULTR2

I
SULTR11

SULTR®
———SULTR9

L SULTR1

—{ el
SULTR4

SULTR7

Figura 5. Filograma de los genes PvYSWEET y PvSULTR de P. wvulgaris. Las 24 secuencias
identificadas por homologia de (a) SWEET vy las 15 secuencias de (b) SULTR de P. vulgaris se
alinearon con ClustalW y se construyd un filograma utilizando MEGA X con el método de unién de

vecinos (NJ) con 1000 valores de bootstrap.
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7.2. Los genes de las familias SWEET y SULTR se estan

distribuidos a lo largo de los cromosomas de P. vulgaris

Se encontraron 24 genes de PYSWEET y 15 de PvSULTR, los cuales fueron
ubicados en los cromosomas de P. vulgaris por medio de Phytozome v12.1. Se
pudo observar que, entre los 11 cromosomas, chr3, chr5y chr11 cuenta con un sélo
gen PYSWEET. Dos de estos mismos genes estaban localizados en chr1, tres
genes en chr8, cuatro genes estaban presentes en chr2 y chr4. Notamos que en el
chr9 teniamos una mayor densidad de genes PvSWEET en el brazo largo, contando
con 6 genes en total. Estos genes estaban ausentes en chr7 y chr10.
Aproximadamente, el 54% de los genes PYSWEET estaban localizados en los
brazos largos de los cromosomas (Figura 6a).

Pudimos notar que se encontraban 3 genes PvSULTR en los chr1y chr8, dos genes
en chr2 y chr9. Sélo se localizé un gen en los chr4, chr5, chr6, chr7 y chr10 en los
brazos largos. Sin embargo, los genes PvSULTR estaban ausentes en los chr 3 y
11. Se encontré el 80% de los genes PvSULTR en los brazos largos de los
cromosomas (Figura 6b).

46



(a)

(b)

-0 SWEET13] SWEET1R
SWEETS SWEET17
- SWEET10
SWEET1
SWEET! SWEET11
B SWEET12)
i SWEET1
SWEET1
SWEET2
- SWEET2T
SWEET22
- 30 SWEET14
i SWEET3 WEET23)
SWEET?
: o
SWEETS SWEET24
- 60

cM cChr1 Chr 2 Chr3 Chr 4 Chr5 Chr6 Chr7 Chr8 Chr9 Chr 10 Chr 11

-0 SULTR10
- SULTR13
SULTR14
B SULTR4
SULTR5
L 30 SULTR8 SULTR9
SULTR?
SULTR1 SULTR15
i SULTR6 SULTR11
SULTR12

. SULTR2
SULTR3

L 60
cM cChr1 Chr 2 Chr3 Chr 4 Chr5 Chr 6 Chr7 Chr8 Chr9 Chr 10 Chr 11

Figura 6. Distribucion cromosémica de las familias de genes PvYSWEET y PvSULTR en el genoma
de P. vulgaris. Se identificaron las secuencias de 24 genes (a) PvSWEET y 15 genes (b) PvSULTR.
Los cromosomas estan representados por las barras verdes distribuidas numéricamente. Las bandas
azules con triangulos negros senalan la ubicacion de cada gen en el cromosoma.
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7.3. Analisis estructural de los genes SWEETy SULTR de P.

vulgaris

Para entender las caracteristicas estructurales de los genes SWEET y SULTR de
P. vulgaris, analizamos la distribucion intron-exon y los motivos conservados. El
analisis de la localizacién de los exones intrinsecos utilizando la base de datos
GSDS mostr6 que el numero y la distribucion de las localizaciones de los exones
intrinsecos estaban muy conservados entre los homologos de cada familia en P.
vulgaris (Figura 7). Los genes PvSWEET exhibian 5 6 6 exones por gen. SWEET11
y SWEET12 muestran intrones muy grandes en comparacion con otros miembros.
Mientras que los genes PvSULTR contaban con un rango de 12 a 17 exones por
gen. Sin embargo, no se observaron diferencias contrastadas en la longitud del
intron entre los miembros de PvSULTR.

La prediccién de la estructura secundaria de las 24 proteinas PvSWEET descubrio
que el 41.63 % son a-hélices, el 20.24 % son de cadena extendida y el 34.67 % son
bobinas aleatorias. El mayor porcentaje de a-hélice lo contenia la PvSWEET24 con
un 49.79 %, mientras que la PvSWEET8 mostro la menor cantidad, con un 34.84 %
de a-hélice. El PvSWEETS tuvo el mayor porcentaje de cadena extendida con un
27.05 % y el Pv"SWEET24 tuvo el menor con un 27.23 %. En el caso de de las
proteinas de la familia PvSULTR se obtuvo un 50.55 % de a-hélices, de cadena
extendida son 19.55 % y para bobinas aleatorias se revel6 el 30.47 %. La proteina
que tuvo menor porcentaje de conformacion a-hélice fue PvSULTR10 con 47.36 %y
un mayor porcentaje fue de 53.65 % para PvSULTR3. En la conformacion de
cadena extendida PvSULTR12 presentd el mayor porcentaje con 15.80 % vy
PvSULTRS el menor con 13.42 %.
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Figura 7. Andlisis de la estructura genética de los transportadores de azucar (SWEET) y
transportadores de azufre (SULTR) en P. vulgaris. Se analizaron las estructuras intrén-exén de los
genes (a) PvSWEET y (b) PvSULTR utilizando la base de datos Gene Structure Display Server
(GSDS). Los exones/secuencias codificantes (CDS) estan representados por barras verdes, los
intrones por lineas grises, y las regiones no traducidas (UTR) aguas arriba (5')/aguas abajo (3') son
barras azules.
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7.4. Regiones transmembranales de las proteinas SWEET y
SULTR

Para las 24 proteinas SWEET y las 15 proteinas SULTR de P. vulgaris se analizaron
las hélices transmembranales con el servidor Phobius (https://phobius.sbc.su.se/).

Durante este analisis, se encontraron que 23 de las 24 proteinas descritos para la
familia Pv"SWEET cuentan con 7 dominios transmembranales, mientras que solo la
proteina PvSWEET21 cuenta con 6 dominios transmembranales. Para el caso de la
familia PvSULTR, el numero de los dominios transmembranales estaban en un
rango de 7 hasta 14. El analisis de hidrofobicidad se llevé a cabo para predecir si
un segmento peptidico es suficientemente hidrofébico para interactuar o residir en
el interior de la membrana. Los resultados de GRAVY mostraron valores que
oscilaban entre 0.285 y 1.032 para todas las proteinas Pv"SWEET (Tabla A1); y para
las proteinas PvSULTR oscilaban entre 0.296 y 0.569 (Tabla A2). Para determinar
las regiones hidrofébicas de ambas familias de proteinas, Pv"SWEET y PvSULTR,
se analizaron mediante ProtScale, donde los resultados coinciden con las hélices

transmembranales ya descritas.

7.5. Las proteinas SWEET y SULTR de P. vulgaris en

membranas subcelulares

Para pedecir la disposicion y conocer la ubicacion de los sitios de corte de la péptido
sefal de proteinas de ambas familias transportadoras, P"SWEET y PvSULTR, se
utilizé el servidor SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.1/), que se

basa en la union de una multiple red neuronal artificial. El analisis anterior mostré
que ninguna secuencia de aminoacidos de ambas familias contaban con la

presencia de péptido sefal (Figura A3 y Figura A4).

Para conocer la ubicacion subcelular de las proteinas PvSWEET y PvSULTR se

utilizé el software Plant-mPLoc (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/).
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Este analisis nos sefialé que la familia PvSWEET se situaba en la membrana
plasmatica la mayoria de sus proteinas, pero se encontro a PvSWEET16 localizado
en el cloroplasto, mientras que PvSWEET4, 17 y 22 estaban en ambos (membrana
plasmatica y cloroplasto). En el caso se la familia PvSULTR, encontramos también
a la mayoria de las proteinas en la membrana plasmatica, siendo s6lo PvSULTR10

la que se encontré en el cloroplasto.

7.6. Identificacion de los dominios y motivos de secuencias
de proteinas SWEET y SULTR

Los dominios obtenidos a través de la herramienta SMART destaco en las proteinas
PvSWEET un dominio duplicado de MIN3_slv (Transportador de eflujo de azucar
para intercambio intercelular; Pfam: PF03083; Figura 8a). Para la familia SULTR se
obtuvieron dos motivos caracteristicos (Figura 8b), el primero fue Sulfate_transp
(Familia de permeasas de sulfato; Pfam: PF00916) y el segundo STAS
(Transportador de sulfato y el antagonista del factor anti-sigma; Pfam: PF01740). La
alineacion de las secuencias proteicas PvSWEET mostraron un dominio duplicado,
y en PvSULTR resultaron 2 dominios. El analisis de los motivos conservados de las
proteinas de la familia PvSWEET, mediante el servidor MEME, mostré6 3 motivos

(Figura 9). Para la familia PvSULTR se observaron 9 motivos (Figura 10).

Pfam Pfam
Pfam Pfam
MtN3 slv MtN3_slv Sulfate_transp STAS

Figura 8. Identificacion de dominios en las secuencias de proteinas (a) SWEET y (b) SULTR. Se
utilizé SMART para identificar dominios en las familias proteicas de SWEET y SULTR de P. vulgaris.
Se muestran el dominio duplicado de SWEET (M{N3_slv) y los dominios de SWEET (Sulfate_transp
y STAS).
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Name p-value Motif Locations

SWEET1  1.08e-80 [ [ |
SWEET2  3.46e-87 ] [ .
SWEET3  1.35¢-96 [ 1 [ ||
SWEET4  5.99¢-86 1 I
SWEET5  8.01e-96 = [ |
SWEET6  3.68¢-86 ] [ |
SWEET7  2.23e-82 1 [ |eeaEs
SWEET8  5.39¢-98 [ 1] [ [
SWEET9  9.00e-93 [ 1] [ I
SWEET10  1.25e-91 L [ I
SWEET11  6.37e-90 == [ I
SWEET12  1.83e-77 1 [ |neaas
SWEET13  7.30e-85 [ 1 [ [
SWEET14  4.60e-93 [ ] [ [
SWEET15 1.95e-96 | I
SWEET16 1.06e-100 I [ [
SWEET17  1.39e-93 [ 1 [ .
SWEET18  2.21e-86 [ 1 I
SWEET19  3.39e-77 E=—— I
SWEET20 2.05e-98 [ | [ |
SWEET21  1.02e-77 == I

SWEET22 8.26e-90 I I
SWEET23  5.00e-80 [ ] I
SWEET24  4.30e-79 [ 1 T

Motivo Simbolo  Consenso de motivos

1. M GWICVVFNISMYASPLSIMKKVIKTKSVEFMPFSLSLFLFLNAIMWETYG
2. I LAPLPTFYRIIKKKSTEGFQSLPYIAALLNCMLWLYYGLPK
3. I RDIFVAIPNGLGTVLGLIQLILYATYRNG

Figura 9. Identificacién de motivos en las secuencias de proteinas SWEET. Se utilizé6 MEME para
identificar motivos en los 24 genes SWEET de P. wulgaris. Los motivos significativamente
sobrerrepresentados de manera graficamente con barras correspondientes a su posicion predicha.
Las barras azul, roja y verde representan los dominios MtN3_slv (PF03083).
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TFFAGIFQAALGILRLGFLIDFLSHATJVGFMAGAATI IGLOQQLKGLLGT
ILAATTITISAVIGLIDYEAATLJWKVDKFDFLACLGAFFGVLE
EIGLLIAVAISFAKILLOVTRPRTAVLGKJPGTTIYRBVEQYPEATRVPG
HHEWNWZTEFVJIGFSFLAFLLVTRYIGKKNPKLFWVSATAPL
JNPPSVNKLYFHGPYLGLATIKIGLITGIJALTEGIAVGRSFA
VDAPIYFANANYVKERILRWVSEEEERIK
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Figura 10. Identificacion de motivos en las secuencias de proteinas SULTR. Se utiliz6 MEME para
identificar motivos en las 15 proteinas SULTR de P. wvulgaris. Los motivos significativamente
sobrerrepresentados de manera graficamente mediante barras correspondientes a su posicion
predicha. Las barras roja, azul claro, verde, purpura, verde oscuro y azul oscuro (motivos 1,2,3,4,6
y 7, respectivamente) representan el dominio Sulfate_transp (PF00916). Las barras rosa y naranja
(motivos 8 y 9, respectivamente) representan el dominio STAS (PF01740). La barra amarilla
pertenece a la familia de dominios de funcién desconocida (DUF5493).



7.7. Analisis del promotor en las familia de genes SWEET y
SULTR

Para conocer sobre la funcion potencial y regulacion transcripcional de los genes
PvSWEET y PvSULTR se estudiaron los elementos reguladores en cis de las
secuencias promotoras usando los 2,000 pb rio arriba de cada uno de los genes
mediante un analisis en el software PlantCARE.

En la familia PvSWEET se identificaron 97 motivos (Figura 11) para estas regiones
promotoras, clasificados en siete grupos funcionales: elementos que responden a
la luz, regulacién hormonal, respuesta al estrés, desarrollo celular, region promotora
del nucleo y elementos de funcion desconocida; de los cuales hay 27 elementos
implicados de respuesta a la luz, como 3-AF1 binding site, ACE, AE-box, AT1-motif,
ATCT-motif, Box 4, G-box, GA-motif, GT1-motif, TCT-motif, Sp1 y | -box, lo que
sefala que estos genes de esta familia podrian intervenir sobre la actividad de la
fotosintesis. También se presentaron 10 elementos de respuesta hormonal, como
los reguladores de auxina (AuxRE, AuxRR-core y TGA-element), los elementos de
respouesta a giberelinas (P-box, GARE-motif y TATC-box), los elementos
implicados en la capacidad de respuesta al jasmonato de metilo (CGTCA-motif y
TGACG-motif), se notdé un elemento de accion a la respuesta al acido abscisico
(ABRE) y también un elemento de respuesta al acido salicilico (TCA-element).

Asimismo, se encontraron elementos especificos del desarrollo de 6rganos/tejidos
de la planta (desarrollo celular), como CAT-box, circadian, GC-motif, GCN4_motif,
HD-Zip 1, MBSI, MSA-like, O2-site y RY-element. Y por ultimo, en un cuarto grupo,
tenemos 5 elementos regulados por las respuestas al estrés, como LTR implicado
a la capacidad de respuesta a bajas temperaturas, el elemento MBS que es un sitio
de unién de MYB participe en la inducibilidad de la sequia, el elemento regulador
ARE esencial para la induccion anaerdbica, a TC-rich repeats involucrado en la
defensa y la respuesta al estrés, y por ultimo al elemento AT-rich repeats para la

activacion maxima mediada por inductores (2 copias).
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Los elementos reguladores en cis mas predominantes fueron los motivos TATA-box
y CAAT-box encontrados en las regiones promotoras de PvSWEET con 2577 y 1526

cada uno, respectivamente.

Por otro lado, se identificaron un total de 83 elementos reguladores que actuan en
el cis en los genes PvSULTR (Figura 12). Los elementos se clasificaron
funcionalmente en siete grupos: elementos que responden a la luz, regulacion
hormonal, respuesta al estrés, desarrollo celular, region promotora del nucleo y

elementos de funcidén desconocida.

Entre los elementos involucrados en respuesta a luz se encontré al elemento Box4,
que estuvo presente en la mayoria de los genes con excepcion en PvSULTR13, asi
como los elementos regulatorios TCT-motif, G-box, GT1-motif, GATA-motif, entre

otros.

En el grupo de regulacion hormonal se identificaron aquellos elementos que
participan en la respuesta a auxinas (AuxRR-core y TGA-element), acido salicilico
(TCA-element), jasmonato de metilo (CGTCA-motif y TGACG-motif), giberelina
(GARE-motif, P-box, TATC-box y CARE), acido abscisico (ABRE, ABRE3a vy
ABRE4) y al etileno (ERE).

El grupo que responde al estrés comprende a 14 elementos (17% del total de los
ementos encontrados en PvSULTR) que juegan un papel importante en la defensa
y respuesta al estrés (TC-rich repeats y STRE), la capacidad de respuesta a bajas
temperaturas (LTR), la inducibilidad especifica a la anoxia (GC-motif), la
inducibilidad a la sequia (MBS y as-1), la induccion anaerdbica (ARE), la respuesta
al estrés por sal y metales pesados (F-box) y, la respuesta a heridas y patogenos
(WRE3 y WUN-motif); igualmente se involucro el elemento W box que es sensible
al inductor de hongos y un elemento para la activacion maxima mediada por

inductores (2 copias), AT-rich sequence.
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También se encontraron elementos regulatorios interesantes que participan en el
desarrollo celular como, el control circadiano (circardian), la expresion del
meristemo (CAT-box), la expresion en el endospermo (GCN4_motif), la
diferenciacion de las células del mesdéfilo en empalizada (HD-Zip 1), el implicado en
el crecimiento y el desarrollo (CCGTCC motif), la regulacién del metabolismo de la

zeina (O2-site) y, la expresion especifica vascular (AC-I).

Los motivos mas abundantes fueron del grupo de region promotora del nucleo con
una frecuencia de 574, 994 y 99 elementos que corresponden a las regiones
promotoras y protenciadoras (CAAT-box), promotor central alrededor de -30 del
inicio de la transcripcion (TATA-box) y un sitio de union de la region promotora
central para la transcripcion (AT~TATA-box), respectivamente.
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Figura 11. Distribucion y repeticiones de los motivos identificados en la region del promotor de 2,000
pb en los genes SWEET de P. vulgaris. (a) Clasificasion funcional, (b) Motivos implicados en
elementos de regulacion hormonal, (c) Elementos sensibles al estrés, (d) Motivos implicados en el
desarrollo celular y (e) Elementos sensibles a la luz.
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Figura 12. Distribucion y repeticiones de los motivos identificados en la region del promotor de 2,000
pb en los genes SULTR de P. wulgaris. (a) Clasificasion funcional, (b) Motivos implicados en
elementos de regulacion hormonal, (c) Elementos sensibles al estrés, (d) Motivos implicados en el
desarrollo celular y (e) Elementos sensibles a la luz.
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7.8. Ontologia de genes SWEET y SULTR

Se empled la ontologia genética (GO) para ordernar los 24 genes SWEET y los 15
genes SULTR de P. wvulgaris en diversos grupos funcionales a través de las
plataformas AgriGO (http://bicinfo.cau.edu.cn/agriGO/) y REVIGO
(http://revigo.irb.hr/). Los resultados obtenidos nos muestran que los genes

PvSWEET fueron asigandos a una categoria GO: Componente celular (Figura 13).
Se hizo la clasificacion de los genes PyYSULTR con base en las tres categorias de
GO: Proceso biolégico, Componente celular y Funcion molecular (Figura 14).

La familia PvSWEET en su unica categoria tiene tres términos GO representados,
el de mayor frecuencia es la membrana (GO-0016020), seguido por el componente
intrinseco de membrana (GO-0031224) y finalmente el componente integral de
membrana (GO-0016021).

(G0:0031224) Componente intrinseco de lamembrana e
(60:0016020) Membrana I
(GO:0016021) Componente integral de lamembrana [

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Figura 13. Anotacion de ontologia genética de los genes SWEET en P. vulgaris. La anotacion del
término GO de SWEET se resumio en una categoria principal de GO, componente celular. Analisis
de enriquecimiento de GO realizado mediante plataformas AgriGO y REVIGO. Las barras indican la
frecuencia de genes con el mismo término.
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Mientras que la familia PvSULTR tiene el numero maximo se asign6é a funcion
molecular, procesos biolégicos y componentes celulares. En la categoria de funcion
molecular solo presentd un término GO, la actividad transportadora (GO-0005215).
Y respecto a la categoria componente celular, la membrana (GO-0016020) fue el
término GO mas representado, siendo el componente intrinseco de membrana (GO-
0031224) y el componente integral de membrana (GO-0016021) los menos
representados en esta categoria. Ahora, en la categoria componente celular, el
término mas abundante fue el proceso celular (GO-0009987), seguido por el término
de localizacion (GO-0051179) y finalmente el de menor abundancia fue el término
transporte transmembranal (GO-0055085) con dos subgrupos: el establecimiento
de localizacién (GO-0051234) y transporte (GO-0006810).

(G0:0005215) Actividad del transportador || RN
(60:0031224) Componente intinseco de la membrana -
(G0:0016020) Membrana |

(G0:0018021) Componente integrl de a membran

(60:0051234) Etablecimiento de locaizacion |

(G0:0006810) Transporte | NEERGEE
(GO:0055085) Transporte de transmembrana _
(60:0051179) Localizacion | R
(60:0003987) Componente cellar |

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Figura 14. Anotacién de ontologia genética de los genes SULTR en P. vulgaris. La anotacion del
término GO de PvSULTR se resumié en tres categorias principales de GO, funciéon molecular (azul),
componente celular (naranja) y proceso bioldégico (morado). Analisis de enriquecimiento de GO
realizado mediante plataformas AgriGO y REVIGO. Las barras indican la frecuencia de genes con el
mismo término.
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7.9. Las familias de genes SWEET y SULTR se expresan en
diferentes tejidos de P. vulgaris bajo las condiciones

simbiéticas de micorriza y rizobio.

Del atlas de expresion de genes de frijol comun (PvGEA:
http://plantgrn.noble.org/PvGEA) basado en RNA-Seq, se obtuvo la bases de datos
de las familias de genes PvSWEET y PvSULTR para realizar el analisis de los
perfiles de expresion in silico de distintos tejidos en P. vulgaris. Estos perfiles de
expresion de los 24 y 15 genes PYSWEET y PvSULTR, respectivamente, se
compararon con un total de 25 muestras de tejidos con diversos estadios de la
planta (Tabla 3) encontrando un patrén de expresion diferencial.

El patron de expresion de los genes PYSWEET indica que la mayoria de los genes
estaban expresados a niveles bajos en los tejidos analizados (Figura 15). Tenemos
la maxima expresion en PvSWEETZ20 en los tejidos PVRE, PvR5, PVvRF, PVRT,
PvN5, PvRI'y PvNI; continuando por 3 genes en tres tejidos, PvSWEET14 en PvSH,
PS1y PS2; PvSWEET23 en PvST, PvL5 y PvY5; y PP"SWEET2 en PvPH, PvP1 y
PvP2; después por 3 genes en 2 tejidos, P"SWEET12en PvYLy PVvYR; PvSWEETS
en PvFY y PvLF; y PvSWEET22 en PvLI y PvLE; y por ultimo dos genes con solo
un tejido, PvSWEET6 en PvNE; vy PvSWEET1 en PvPY. Se obtuvo una alta
expresion de dos genes, PvSWEET20 y PvSWEET1, en las raices y durante la
simbiosis con Rhizobium, lo que nos sugiere que estos dos genes putativos tienen

un rol fundamental en el proceso de la simbiosis.

Asi mismo, al analizar el patrén de expresién en la familia de genes PvSULTR
podemos notar una mayor sobrexpresion de los genes en los diferentes tejidos
(Figura 16). Resaltamos que el gen PvSULTR1 tuvo una mayor sobrexpresion en
los tejidos PVRT, PvR5, PvPH, PvP1, PvP2, PvLI, PvLF, PvL5, PvYL y PvVLE;
continuando por el gen PvSULTRG6 con expresion en 5 tejidos PVNS, PVRE, PvRI,

PvNE y PvNI; después con tres genes teniendo sobre expresion en 3 tejidos,
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PvSULTRS en PvSH, PvS1 y PvS2; PvSULTR13 en PvST, PvFY y PVPY; vy
PvSULTRS8 en PvYR, PvRF y PvRT. El gen PvSULTR7 se sobrexpreso en dos
tejidos PvYS y PvSH. Finalmente, dos genes se sobrexpresaron en un solo tejido,
PvSULTR12 en PvSH; y PvSULTRZ2 en PvYS. Podemos notar que hay una clara
tendencia hacia los tejidos que fueron recolectados cuando la planta se inoculé con
Rhizobium, siendo los genes PvSULTR1 y PvSULTRS8 los que tuvieron mayor

sobrexpresion en raices y/o muestras inoculadas.

Tabla 3. Definicion de las muestras de los tejidos utilizados para el analisis de
expresion de los genes SWEET y SULTR en el mapa de calor.

PvYL  Tejido de la segunda hoja trifoliada completamente expandida de plantas provistas de
fertilizante

PvL5  Tejido foliar recogido 5 DAI con rizobio efectivo

PvLF  Tejido foliar de plantas fecundadas recogidas en el mismo momento de LE y LI

PvLE | Tejido foliar recogido 21 DAI con rizobio efectivo

PvLI | Tejido foliar recogido 21 DAI con rizobio ineficaz

PvYS | Todos los entrenudos del tallo por encima del cotiledén recogidos en la 22 fase
trifoliada

PvST  Punta del brote, incluido el meristemo apical, recogido en la 22 fase trifoliar

PvYF  Flores jovenes, recogidas antes de la emergencia floral

PvPY Vainas jovenes, recogidas de 1 a 4 dias después de la senescencia floral. Las
muestras contienen embriones en desarrollo en fase globular

PvPH Vainas de unos 9 cm de longitud, asociadas a semillas en fase de corazén (sélo vaina)

PvP1  Vainas de entre 10 y 11 cm de longitud, asociadas a semillas del estadio 1 (so6lo vaina)

PvP2 | Vainas de entre 12 y 13 cm de longitud asociadas a semillas del estadio 2 (s6lo vaina)

PvSH Semillas en fase de corazén, entre 3 y 4 mm de didametro y ~7 mg

PvS1 | Semillas de la fase 1, entre 6 y 7 mm de diametro y ~50 mg

PvS2 Semillas de la fase 2, entre 8 y 10 mm de diametro y 140-150 mg

PvRT | Puntas de raiz, 0,5 cm de tejido, recogidas de plantas fertilizadas en la segunda fase
trifoliada de desarrollo

PvYR Raices enteras, incluidas las puntas de las raices, recogidas en la 22 fase de desarrollo
trifoliar

PvR5 | Raices enteras separadas de nddulos pre-fijados de 5 dias

PvRF | Raices enteras de plantas fertilizadas recogidas al mismo tiempo que RE y RI

PvRE Raices enteras separadas del fix + nddulos recogidos 21 DAI

PvRI Raices enteras separadas de nédulos fijos recogidos 21 DAI

PvN5 | Noédulos de pre-fijacion (fix+) recogidos 5 DAI

PvNE  Fix + nodulos recogidos 21 DAI

PvNI Nodulos fijos recogidos 21 DAI

DAl = Dias Después de Ila Inoculacion, del inglés Days After Inoculation.
Las definiciones fueron tomadas de O’Rourke et al. (2014).
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Figura 15. Perfiles de expresion in silico de los genes SWEET en P. vulgaris. Mapa de calor de
genes de la familia SWEET en diversos tejidos de P. vulgaris. Los datos para el analisis fueron
extraidos del atlas de expresion génica de P. vulgaris (PvGEA). El mapa de calor fue generado por
Python normalizando los datos, va de 0 (nula expresion) a 1 (maxima expresion).
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Figura 16. Perfiles de expresion in silico de los genes SULTR en diversos tejidos de P. vulgaris.
Mapa de calor de genes de la familia SULTR en diversos tejidos de P. vulgaris. Los datos para el

analisis fueron extraidos del atlas de expresion génica de P. vulgaris (PvGEA). El mapa de calor fue
generado por Python normalizando los datos, va de 0 (nula expresion) a 1 (maxima expresion).
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Ademas se cre6 un mapa de calor en Python para conocer la expresion de los genes
PvSWEET y PvSULTR en condiciones de simbiosis con rizobios y micorriza. Los
datos de expresion génica fueron obtenidos de Nanjareddy et al. (2017). Se tomaron
los valores originales, los cuales se normalizaron teniéndolos en una escala de 0 a
1, lo que nos permitié un proceso de organizacion de la base de datos dandonos

mayor flexibilidad para eliminar redudancia y dependencia incoherente.

En la familia PvSWEET (Figura 17) se observo, en general, que la expresion de los
genes en condicion de rizobio estaba mayormente regulados a la baja, mientras que
en condicién de micorriza se veia un alza en comparacion con la de rizobio. El 82.61
% de los genes estaban regulados al alza en condiciones de micorrizay el 17.39 %
a la baja en esta misma condicion, ahora bien bajo la condicion de rizobio hay un
39.13 % de genes regulados a la baja y el 60.87 % restante regulados a la alaza.
Siendo los genes PvSWEET22 y PvSWEET23 los de que estan sobrexpresados
bajo las condiciones de micorriza y rizobio, respectivamente, considerando a éstos,
como los genes putativos participantes en la simbiosis de P. vulgaris en cada una
de las condiciones.

Ahora bien, por parte de la familia PvSULTR (Figura 18) se obtuvo una regulacion
mayor al alza de expresion génica bajo la condicion de micorriza y un a expresion a
la baja por la mayoria de genes bajo la simbiosis con el rizobio. En condiciones de
simbiosis con la micorriza hay un 57.14 % de los genes que estan regulados al alza
y el 42.86 % de los genes estaban expresados en regulacion a la baja. Mientras que
en condiciones de rizobio hay 64.29 % y un 35.71 % de genes expresados con
regulacion a la alta y baja, respectivamente. Los genes PvSULTRZ2, PvSULTRS3,
PvSULTR4y PvSULTRS estan sobrexpresados en la condicion de micorriza, en ese
mismo orden, el gen PvSULTR3 bajo condiciones de rizobio es el unico en esta
categoria que se sobrexpreso6. Por otro lado, en condicién de micorriza el gen
PvSULTRS era el que tenia una menor sobrexpresion y el gen PvSULTR11 en el
caso de rizobio.
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Figura 17. Perfiles de expresién de los genes de la familia SWEET en P. vulgaris durante la simbiosis
con micorriza y rizobio, y grafico de expresion al alza y al baja. Los datos de expresion para el mapa
de calor (a) fueron tomados del analisis transcriptomico por Nanjareddy et al. (2017). Los datos
fueron normalizados, del O (expresion negativa — color blanco) al 1 (expresion positiva — color verde).
Los graficos muestran cuales genes estan regulados al alza (b) y cuales a la baja (c) en cada una
de las condiciones.
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Figura 18. Perfiles de expresion de los genes de la familia SULTR en P. vulgaris durante la simbiosis
con micorriza y rizobio. Los datos de expresion para el mapa de calor (a) fueron tomados del analisis
transcriptomico de Nanjareddy et al. (2017). Los datos fueron normalizados, del 0 (expresion
negativa — color blanco) al 1 (expresién positiva — color verde). Los graficos muestran cuandos genes
estan regulados al alza (b) y cuales a la baja (c) en cada una de las condiciones.
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7.10. Interactoma proteina-proteina de las proteinas
putativas SWEET y SULTR con proteinas de seializacion en
simbiosis

Se seleccionaron las proteinas PvSWEET y PvSULTR, que eran los que mas se
sobreexpresaron bajo condiciones de micorriza (PvSWEET22 y PvSULTR2) vy
rizobia (PvSWEET23 y PvSULTR3), de las cuales se analizaron las interacciones
proteina-proteina, individualmente, con cada uno de los 207 genes identificados en
el Noble Research Institute (Roy et al., 2020) durante la ruta de sefializacién en las

leguminosas (Figura A3) (https://nobleapps.noble.org/LegumeGenetics). De este

analisis se observé que la proteina PvSWEET22 interaccionaba con 31 proteinas
(14.97 %) de las 207 mientras que PvSWEET23 por parte de rizobio con 40 (19.32
%). Por otro lado, la proteina putativa PvSULTRZ2 que interaccion6 con un total de
81 proteinas (39.13 %) y PvSULTR3 en tratamiento de rizobio con 82 proteinas
interaccionando con las proteinas de senalizacion (39.61 %) durante la simbiosis

con la micorriza y la nodulacion.

En el diagrama de Venn Euler mostrado en la Figura 19 se puede observar que las
proteinas de nodulacién vy fijacion de nitrégeno interactuan con ambas familias de
proteinas, PvSWEET y PvSULTR. Por ejemplo, las proteinas PvSULTR2
(interaccion con 3 proteinas unicas) y PvSULTR3 (interaccion con 4 unicas)
comparten un total de 43 proteinas entre ellos, mientras que PvSWEET22 (con 9
proteinas en interaccion unica) y PvSWEET23 (interaccidon con 9 proteinas)
comparten solo 6. Ahora vemos que en un conjunto entre PvSULTR2, PvSULTR3 y
PvSWEET23 interaccionan directamente con 20 proteinas de estudio y en el
conjunto PvSULTR2, PvSULTR3 y PvSWEET22 hay un total de 11 genes que
comparten con ellos. Y hay una sola proteina (BCH1_BCH2) que interacciona con
las cuatro proteinas PvSULTR2, PvSULTR3, PvSWEET22 y PvSWEET23.
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Figura 19. Diagrama de Venn Euler de interaccion proteina-proteina. Se ilustran las interacciones
proteina-proteina entre los genes putativos de SWEET y SULTR con las 207 proteinas (Tabla A3)
de nodulacion y fijacién de nitrégeno (https://nobleapps.noble.org/LegumeGenetics). En color verde
esta el conjunto de proteinas PvSWEET23, en color naranja PvSWEET22, en azul PvSULTR2 y por
ultimo, en color gris esta el conjunto PvSULTR3.

PvSULTR2 y PvSULTRS tuvieron interaccion con 43 proteinas de sefalizacion. Se
encontraron 3 proteinas que tienen una interaccion directa con éstas. Con la primer
proteina fue NIN (Nodule Inception, en inglés) que transcribe a un TF (Factor de
transcripcion) el cual incluye un dominio RWP-RK, un regulador de multiples genes
y/o procesos con el objetivo de efectos positivos o negativos durante la
organogeénesis del nédulo, participacion en alguin momento del desarrollo asi como
el inicio de la Tl y como control en el numero de nodulo. La segunda proteina de fue
CDC16 (Cell Division Cycle 16, en inglés) es un complejo promotor que participa en
la anafase ademas de la organogésis dependiente de las auxinas (Roy et al., 2020).
Por ultimo, la produccion de proteina NSP1 (Nodulation Signaling Pathway 1)
sustancial en los cambios inducidos por el factor Nod que participa como un

regulador transcripcional primario (Smit ef al., 2005).
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Figura 20. Interaccion proteina-proteina de PvSULTR2 y PvSULTR3 con las proteinas de
sefalizacion durante la simbiosis con la micorriza y durante la nodulacion. Los circulos verdes son
nuestros genes putativos y los rojos las proteinas de sefalizacion. Las proteinas NIN corresponden
inicio de los ndédulos, CDC16 del ciclo de division y NSP1 es la via de sefalizacion de la nodulacion
1.

La familia PvSWEET cuenta con unas redes de interaccion mas complejas. La
proteina PvSWEET22 (Figura 21), que interacciona con la proteina de sefalizacion
SYMRK (Symbiosis Receptor-like Kinase, en inglés), que es una repeticion rica en
leucina parecido al receptor de la cinasa, la cual es necesaria para que los rizobios
invadan los pelos radicales, al igual el hilo de infeccidn y la creacion de simbiosomas
(Sanchez-Lopez et al., 2012). Hay dos proteinas intermediarias entre SYMRK vy
PvSWEET22, la primera es una proteina fosfatasa Serina/Treonina
(XP_007152897.1; ID: PHAVU_004G169300g) y la segunda una proteina
fosfoglicerato cinasa (XP_007149209.1; ID: PHAVU_005G050800g). Por otro lado,
la proteina PvSWEET23 (Figura 22) que tiene una interaccion con la proteina CKX3
(Cytokinin oxidase/dehydrogenase, en inglés) es expresada en el dominio central
de WUSCHEL (WUS) y cataliza la citoquinina en el meristemo incluyendo a la
degradacion metabolica de dicha hormona (Bartrina et al., 2011). Entre esta
interaccion hay una proteina que contiene el dominio ATP-Synt ab
(XP_007149090.1; ID: PHAVU_005G040400g).
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Figura 21. Interaccion proteina-proteina de PvSWEET22 con las proteinas de sefializacion durante
la simbiosis con la micorriza y con micorriza. Cada circulo representa a una proteina y la linea de
color, la interaccion entre ellas. La proteina de color rojo es SYMRK, la proteina de sefializacion, de
color verde es la proteina fosfatasa Serina/Treonina (XP_007152897.1), de verde claro la proteina
fosfoglicerato cinasa (XP_007149209.1), de café la proteina PvSWEET22, de verde agua la proteina
que contiene el dominio Oxidored_FMN (XP_007154589.1) al igual que la proteina de color azul
claro (XP_007154590.1) y la ultima de color morado es una proteina no caracterizada
(XP_007147489.1).
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Figura 22. Interaccion proteina-proteina de PvSWEET23 con las proteinas de sefalizacion durante
la simbiosis con la micorriza y de nodulacién. Cada circulo representa a una proteina y la linea de
color, la interaccion entre ellas. De color verde es una proteina que contiene el dominio dioxigenasa
Fe20G (XP_007137788.1), de rojo PvSWEET23, de verde claro esta la proteina que contiene el
dominio ATP-Synt_ab (XP_007149090.1), de azul esta una proteina que contiene dominio de
hidroxiacido deshidrogenasa FMN (XP_007149226.1), de café la proteina de sefializaciéon CKX3, en
verde agua (XP_007149221.1) y de morado (XP_007158768.1) una proteina (S)-2-hidroxiacido

oxidasa.
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8. DISCUSION

El genoma de la planta codifica una gran cantidad de proteinas de transporte de
membrana que funcionan ampliamente en una multitud de procesos fisiologicos
basicos, incluida la adquisicion de iones, la transferencia de metabolitos y la
excrecion y reparto de productos de desecho. Mas importante aun, estas proteinas
juegan un papel fundamental en la asimilacion, transferencia y acumulacion de
nutrientes en los tejidos vegetales, que son un factor importante que ayuda al
crecimiento y desarrollo de la planta (Li et al., 2018). Durante la simbiosis con
micorrizas y rizobios, las proteinas transportan nutrientes del simbionte al anfitridn,

a cambio, los metabolitos del azucar se entregaran del anfitrion al simbionte.

8.1. Identificacion de los genes SWEETy SULTR

La familia de genes SWEET son de reciente caracterizacion como exportadores de
sacarosa y de monosacaridos, lo cuales posiblemente son parte clave del trafico de
la sacarosa por el floema hacia las raices (Wang et al., 2017). Durante la busqueda
en la base de datos se obtuvieron 24 genes en P. vulgaris. Se conoce que la
distribucion de los genes SWEET esta en plantas, animales, hongos y organismos
procariontes (Patil et al., 2015). Li et al. (2018) mencionan que en Arabidopsis
thaliana hay 17 genes, Medicago truncatula con 27 (Hu et al., 2019) y un familiar
cercano al frijol, Glycine max, con un total de 53 genes (Patil et al., 2015). Cada vez
se sabe mas sobre los analisis e la familia de genes SWEET en una extensa
variedad de plantas (Guo et al., 2018). Se ha indicado que esta familia de genes
tiene un importante rol en el flujo de azucares, descarga de nutrientes, desarrollo de
los frutos y en los tejidos reproductivos (Chen et al., 2012; Guo et al., 2014).

Los miembros de la familia PvSWEET estan clasificados en 4 clados que fueron
identificados mediante un filograma basada en A. thaliana. En el analisis
bibliograficos se muestra que los 17 miembros pertenecientes a A. thaliana tienen
sus genes AtSWEET1-3 Clado I, en el Clado Il los genes AtSWEET4-8, en el Clado
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lll estan AISWEET9-15 y en el Clado IV se encuentran A{SWEET16-17. Las
isoformas de los genes SWEET tienen funciones diversas en las plantas. Tenemos
por ejemplo que AtSWEET11 tiene el papel de transportador de glucosa (Xuan et
al., 2013) mientras que AtSWEET9 es un transportador particular del néctar siendo
esencial para la produccion del mismo (Lin et al., 2014). Y como catalizadores en la
exportacion de la sacarosa encontramos a los genes AISWEET11 y AtSWEET12
que llevan dicho azucar desde el parénquima en el floema sobre las hojas de origen
y tiene un papel importante en la carga del floema (Chen et al., 2012).

Sobre la localizacion cromosomica de los genes SWEET en P. vulgaris se
identificaron en este estudio que estaban mayormente situados en los extremos de
los cromosomas. En la soya, Glycine max, los 52 genes encontrados, distribuidos
de manera aleatoria en los 15 cromosomas de este cultivo, se descubrié que
también estan mayormente condensados en los extremos, siendo el cromosoma 8
el que mas genes contiene, segun Patil et al., (2015), mientras que en P. vulgaris la

mayor concentracion de estos genes estaban en el cromosoma 9.

Las proteinas SWEET identificadas en diversas especies estan clasificadas en dos
tipos, las que albergan dos dominios MtN3_slv, que son la mayoria, y las que solo
cuentan con un dominio (Chen et al., 2010; Yuan y Wang, 2013). Donde los
miembros localizados de PvSWEET cuentan con dos dominios MIN3_slv. Las
proteinas normalmente cuentan con 7 hélices transmembranales (TM) puestas en

dos grupos de 3 y una hélice transmembranal sola (Xuan et al., 2013).

Los procariotas tienen homologos con sélo 3 unidades TM (semiSWEETS), que se
ensamblan en complejos multiples de 3 unidades TM para mediar el transporte de
sacarosa, el cual esta ensamblado en bloques de 3 (Xuan et al., 2013; Xu et al.,
2014).

Por otro lado, el sulfato tiene un papel emergente en la adaptacién de las plantas a

estreses abidticos lo que refuerza la necesidad de mantener una absorcion
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(Gallardo et al., 2014). Comparando a las leguminosas con el organismo modelo,
Arabidopsis, tenemos una caracteristica especifica de realizar interacciones
simbidticas con los hongos micorricicos arbusculares (MA). Conocemos que dicha
asociacion mutualista incrementa la tolerancia de las plantas a la sequia lo que limita

la absorcion de iones, incluido el sulfato por medio de las raices (Augé, 2001).

Se encontraron un total de 15 genes SULTR en P. vulgaris, y que en otros
organimos se detectaron por Gallardo et al. (2014) que Arabidopsis thaliana
presenta 12 genes y que Medicago truncatula esta compuesta por 14 genes de la
familia SULTR, y que en Glycine max segun Ding et al. (2016) hay un total de 28
genes putativos. Estos genes se clasifican en cuatro clados, siento el primero los
transportadores de alta afinidad, mientras que al Clado Il pertenecen los de baja
afinidad. En el Clado Ill se encuentran los de codificacién variada en membranas de
plastidos y membranas simbiosomicas, ademas de algunas otras funciones
caracteristicas o desconocidas. Y el Clado IV que son los exportadores vacuolares
de sulfato (Takahashi et al., 2011).

Una de las razones para saber si los genes encontrados eran lo que pertenecian a
PvSULTR se analiz6 que tuvieran 12 dominios transmembranales, ademas de dos
dominios conservados que son el Sulphate transp y el STAS (Anti-sigma del
transportador de sulfato) (Aravid y Koonin, 2000). También se ha reportado que el
dominio STAS en la proteina AtSULTR1;2 apoya en la localizacidn del transportador
de la membrana plasmatica interviniendo directamente en las propiedad cinéticas
del dominio catalitico (Shibagaki y Grossman, 2004); ademas de intervenir durante
la actividad de la OASTL (O-acetilserina (tiol) liasa) (Shibagaki y Grossman, 2010).

En un estudio completo de genes SULTR en 10 especies de Gramineae elaborado
por Yuan et al., (2021), se observdé que tenian una distribucion y diversas
densidades en los cromosomas. Siendo un total de 25 pares de genes en estas 10
especies que estaban duplicados de dos maneras, siendo la primera la duplicacion

del genoma completo (WGD)/duplicacion segmentaria que solo se vio en O. barthii,
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O. sativa ssp. indica, O. sativa ssp. japonica y O. rufipogon representando asi entre
un 10 y 31% del total de los genomas. Y la segunda, la duplicacion en tandem, solo
se encontraron duplicaciones en O. glabbermia.

8.2. Analisis de expresién de los genes SWEET y SULTR

bajo las condiciones simbidticas

Los analisis transcriptomicos nos ayudan a visualizar los genes que estan regulados
bajo diferentes condiciones. En este estudio se visualizé en dos condiciones de
simbiosis: 1) micorrizacion y 2) rizobio. Aqui, al ser dos grupos de familias
transportadoras SWEETy SULTR, se obtuvieron cuatro genes. El gen Pv"SWEET22
que esta sobreexpresado bajo la condicién de micorriza, pero casi nula en condicion
de rizobio, siendo el caso contrario para Pv"SWEET23 que tiene una sobreexpresion
cuando hay condicion de rizobio, siendo estos dos nuestros genes putativos que
estan regulados en estas dos condiciones. Ahora, por la familia que transporta
azufre (S), el gen PvSULTR?2 esta regulado a la alza por el tratamiento con micorriza
y el gen PvSULTR3 bajo la condicién con rizobio.

Los dos miembros putativos de la familia PvSWEET estan en el clado IV
(PvSWEET23) y en el clado Il (PvSWEET?22). Las plantas al crear cierta interaccion
con los hongos, le donan a estos, azucares vy lipidos. Pero aun esta un poco en
duda de como el azucar es transportado para que el hongo los obtenga. Sin
embargo, An et al. en el 2019 encontraron que en Medicago fruncatula el gen
SWEET1b tiene un alto nivel regulado al alza sobre las células que portan
arbusculos en comparacion con las raices, localizandose sobre la membrana
periarbuscular, dando asi pie al intercambio de nutrientes. Resultando esto como
prescindible debido a la actividad de transporte de la glucosa que tiene
M{SWEET1b.

En cuanto a los transportadores de azufre ambos miembros putativos
seleccionados, PvSULTR2 y PvSULTRS, estan en el clado Il que son los de grupo
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de la baja afinidad. En otros estudios, se registré en Arabidopsis que dos
transportadores de azufre de alta afinidad, AfSULTR1.1y AtSULTR1.2, se localizan
principalmente en los pelos radiculares, la epidermis radicular y la corteza. Estos
genes estan regulados positivamente por la deficiencia de esta molécula. Por lo
tanto, se estima que son responsables de la absorcién de S del suelo (Yoshimoto
et al., 2002). El gen AtSULTR2.1 es responsable del transporte de azufre desde el
sistema radical hasta el brote (Maruyama-Nakashita et al., 2015).

No es de sorprendese que las plantas se vean afectadas en su crecimiento y
desarrollo por la ausencia o escasez del azufre. Becana et al., (2018) observaron
que en las leguminosas con nddulos la relacion positiva entre la fuente del azufre
con la fijacién simbidtica de nitrégeno, observando tres puntos a rescatar por su
inanicion: 1) La reduccion de la nodulacion, 2) El freno de la fijacién simbi6tica de

nitrégeno, y por ultimo 3) La reduccion de velocidad en el metabolismo nodular.

8.3. Interaccidn proteina-proteina de proteinas de

senalizacion simbiotica

La formacién de asociaciones simbidticas es una de las adaptaciones con mayor
éxito en las redes con microbios beneficiosos (Bapaume y Reinhardt, 2012). En
donde en el suelo cuando hay limitacién de N se dan las interacciones entre la
laguminosa (hospedero) y rizobio (huésped), donde la planta exuda flavonoides
para atraer a la bacteria. El huésped capta estas sefales, que inducen a una cadena
de sefalizacién. Este proceso es muy similar cuando se hace la interaccion con el
hongo para formar la micorriza. Para esto, se tomé una lista de 207 proteinas de
sefalizacion de Roy et al. (2020) que participan durante esta sefalizacion para crear
la simbiosis con los cuatro genes putativos tomados de los perfiles de expresion.

Como se ha visto anteriormente, en ausencia de nitrogeno en el suelo, las
leguminosas exudan flavonoides para crear la comunicacion con los rizobios. Esta

bacteria reconoce dichas moléculas como sefales para desencadenar la
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produccion de lipochitooligisacaridos o los factores de nodulacion (Nod) (Peters et

al., 1986) y aqui inicia el simbiosistema que beneficia a ambos.

Aqui es donde inicia la cadena de sefnalizacion para producir esta simbiosis y no es
un proceso limitado a solo un par de genes, si no a toda una interaccion entre varios
de ellos. Empezamos con los flavonoides que actuan como la primer senal para
crear la simbiosis (Liu y Murray, 2016) dando especificidad de hospedador a la
planta, esto junto con los isoflavonoides. En P. vulgaris encontramos que en las
isoflavonas genisteina y diadseina que inducen a los genes nod al huesped

Rhizobium leguminosarum bv phaseoli (Bolafos-Vasquez y Werner, 1997).
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9. CONCLUSIONES

Se realizé un analisis de las familias de genes transportadores SWEET y SULTR
presentes en el genoma del frijol (P. vulgaris) para identificar 24 y 15 genes,
respectivamente. El filograma de los miembros de las familias PvSWEET vy
PvSULTR se clasificaron cada uno en cuatro clados, que fueron constatados con la
semejanza hallada en la estructura de los genes y la distribucion de los motivos. Los
genes PYSWEET se distribuyen en 9 cromosomas al igual que los genes PvSULTR
en los 11 cromosomas de Phaseolus. Los genes PvYSWEET se encontraron en el
cromosoma 09, mientras que los genes PvSULTR tuvieron la mayor presencia en
dos cromosomas, el 01 y 08.

También se observo a través perfiles de expresion bajo las dos condiciones,
micorriza y rizobio, y otro de expresion en diferentes tejidos de P. vulgaris, dandonos
cuatro genes putativos que participan en el intercambio de azucares y azufre, siendo
para el primer grupo PvSWEET22 y PvSWEET23, y para el segundo PvSULTR2 y
PvSULTRS.

Y por ultimo, el comprender como se hace la interaccidon entre estos genes para la
vinculacion en el transporte de los nutrientes no se hace solo por ellos, sino, que se
establece una red de genes de sefalizacion para la simbiosis micorriica y rizobial.
Por lo que se hizo un interactoma completo con los genes putativos y el listado de
de manera individual para saber cuales son los que interaccionan en dicha
sefalizacion. Este analisis revelé que los genes PYSWEET y PvSULTR que se
sobreexpresan durante la simbiosis micorrizica y rizobial interactuan con genes
simbidticos comunes tempranos clave como SymRK, NIN, NSP1 y otros con el
silicio. Esto indica que tanto el transporte de azucar como el de azufre actuan aguas

abajo de los primeros genes simbidticos comunes.

En conjunto, los resultados proporcionan una base para la caracterizacion funcional
de dos proteinas SWEET y dos SULTR en P. vulgatris.
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10.

PRODUCTOS GENERADOS

10.1. Congresos Internacionales

Joaquin Alberto Garcia Reynoso, Kalpana Nanjareddy and Manoj-Kumar
Arthikala (2020). Genome wide identification of SWEET and SULFUR
Transporters and expression profiles during Bean-Mycorrhizal Symbiosis. Virtual
international conference “Recent Advances in Chemical and Biological Sciences
(VIRACBS - 2020)", Bangalore, India, 7 — 9 December, 2020.

10.2. Congresos Nacionales

Joaquin Alberto Garcia Reynoso, Kalpana Nanjareddy and Manoj-Kumar
Arthikala (2021). Analisis de la familia de genes de SULTR en genoma de
Phaseolus durante simbiosis micorrizica/rizobiana. Congreso Internacional de
Biotecnologia y Ciencias Alimentarias, Sonora, México, 22 — 23 Septiembre,
2021.

Garcia-Reynoso, J. A., Nanjareddy, K. and Arthikala, M. K. (2021). Identification
of SWEET gene family in the Phaseolus genome and comparative analysis of
their expression profiles specific to mycorrhizal and rhizobial symbiosis. XIX
National Plant Biochemistry and Molecular Biology Congress & XII Symposium
Mexico-USA / 2" ASPB Mexican Section Meeting, 8 — 11 November, 2021. P33.
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Figura A1. Filograma de unién de vecinos de genes SWEET en diversos organismos. Filograma de
union de vecinos basado en el alineamiento multiple de secuencias homélogas de los genes SWEET
en 7 especies (P. vulgaris, Lotus japonicus, Glycine max, Medicago truncatula, A. thaliana, Oryza

sativa, Zea mays'y Populus trichocarpa). Se etiquetaron con respecto a la bibliografia. Se distribuyen
en 5 clados.

94



MtSULTR4.1
AtSULTR4.2
AtSULTR4.1

PvSuLTR2

£ £YIINSIV

ZmSULTR2.1

PvSULTR4

ec TYLINSWO

e
B e 3e o,
o n s m
g g g 5 5:? "30 I
22> 9K o’? 2 Q
cE2 o4& F K Q9
~ ~ o ©
6TsF 935§ K
9K E o
G £ 9 3 S
O I L0
& L
'&‘? 0\/
Y&
v Y D
o7 <&
1/((\ (90\’ Q:’J:\
1 S e
=) el
Lol
R 332
Wt
o e
oo e
pusUv
WSULTR:
LjSULTR3.12
MtSULTR3.1
LjSULTR3.1b
PvSULTR9
GMSULTR3 54
mSULTR32
Ats,
an ULTR11
SULTR
Cm 12
Sy, G]
LT/?
A, 1.2
I/SU
/‘7(~S(/ (7‘,?8
& (7;?
eo) S(,{ 1,1
N, K T
T, R
& Oy, 8
% Sy, Ry ¢
Q o & ¥
2 % G B S
2§ Y B e
o @ 2 c. & %Y P \{\,)
3 3 =2 G\/% c(/\ 7 ’8)?
229 ch P
= O \C, QP ¥
4 3 72 2 O
20 B
(=

Figura A2. Filograma de unién de vecinos de genes SULTR en diversos organismos.. Filograma de
union de vecinos basado en el alineamiento multiple de secuencias homélogas de los genes SULTR
en 7 especies (P. vulgaris, Lotus japonicus, Glycine max, Medicago truncatula, A. thaliana, Oryza
sativa y Zea mays). Se etiquetaron con respecto a la bibliografia. Se distribuyen en 4 clados.
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Figura A4. Hidrofobicidad de las proteinas SULTR de P. vulgaris. Utilizando los criterios establecidos
por Kyte y Doolittle se analizé la hidrofobicidad de cada aminoacido en la secuencia del péptido
SULTR para determinar las regiones hidrofébicas de la proteina. Los picos resultantes en la
puntuacion concuerdan con las regiones transmembrana.
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Tabla A1. Lista de proteinas SWEET de P. vulgaris con
puntuaciones GRAVY.

Nombre del gen ID del gen Puntaje GRAVY*
SWEET1 Phvul.001G061900 0.504
SWEET?2 Phvul.001G064300 0.680
SWEET3 Phvul.002G203600 0.672
SWEET4 Phvul.002G283800 0.285
SWEET5 Phvul.002G283900 0.771
SWEET6 Phvul.002G300900 0.568
SWEET7 Phvul.003G199300 0.651
SWEETS8 Phvul.004G017100 0.764
SWEET9 Phvul.004G017200 0.725
SWEET10 Phvul.004G017300 0.550
SWEET11 Phvul.004G017400 0.672
SWEET12 Phvul.005G076300 0.935
SWEET13 Phvul.006G000600 0.586
SWEET14 Phvul.006G210800 0.686
SWEET15 Phvul.008G001100 0.607
SWEET16 Phvul.008G001200 0.583
SWEET17 Phvul.008G007600 0.665
SWEET18 Phvul.009G134300 0.700
SWEET19 Phvul.009G137700 0.548
SWEET?20 Phvul.009G162700 0.721
SWEET21 Phvul.009G162800 1.032
SWEET?22 Phvul.009G162900 0.297
SWEET?23 Phvul.009G249700 0.595
SWEET?24 Phvul.011G168100 0.941

*GRAVY: gran promedio de hidropatia, por sus siglas en
inglés grand average of hydropathy.
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Tabla A2. Lista de proteinas SULTR de P. vulgaris con

Nombre del gen

puntuaciones GRAVY.

ID del gen

Puntaje GRAVY*

SULTR1 Phvul.001G154200 0.401
SULTR2 Phvul.001G250700 0.507
SULTR3 Phvul.001G250800 0.462
SULTR4 Phvul.002G095200 0.569
SULTRS Phvul.002G095300 0.508
SULTR6 Phvul.004G161600 0.354
SULTR7 Phvul.005G171800 0.452
SULTR8 Phvul.006G207800 0.475
SULTR9 Phvul.007G174100 0.344
SULTR10 Phvul.008G015600 0.336
SULTR11 Phvul.008G170700 0.462
SULTR12 Phvul.008G 170800 0.371
SULTR13 Phvul.009G028400 0.51

SULTR14 Phvul.009G028500 0.296
SULTR15 Phvul.010G151000 0.515

*GRAVY: gran promedio de hidropatia, por sus siglas en
inglés grand average of hydropathy.
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Tabla A3. Lista de las interacciones proteina-proteina entre las proteinas de
sefializacion y las proteinas putativas de micorrizacion (PvSWEET22 y
PvSULTR?2) y rizobio (PvSWEET23 y PvSULTR3).

L0 Genes de
Simbolo del gen Nombre proteina/Funcién ID del gen : =
interaccion
molecular
SULTR2,
. . . SWEET22
BCH1_BCH2 B-caroteno hydroxylasa Enzima (Hidroxilasa) | Phvul.001G100100 SULTR3
SWEET23
Transportador de amoniaco TF (motivo que SULTR2,
bHLHm1 simbidtico contiene bHLH) Phvul.006G198400 SULTR3
. . . Desconocido (motivo SULTR?2,
FWL1 Fruit weight 2.2-like 1 que contiene PLACS) Phvul.003G292900 SULTR3
. N Subunidad del
Ga Proteinas g heterotriméricas | - 1oio broteico G | Phvul.001G092700 | SULTRZ
de la soya o SULTR3
heterotrimérico
. . Subunidad del
Gmgp1/Gmgp2/G Proteinas g heterotriméricas complejo proteico G Phvul.011G045900 SULTR?2,
mgB3/GmgR4 de la soya R SULTR3
heterotrimérico
Gmgy1/Gmgy2/Gm
gy3/Gmgy4/Gmgy5 . - Subunidad del
/Gmgy6/Gmgy7/G | Froteinas g heterotriméricas | o160 proteico G | Phvul.007G175700 | SULTRZ
de la soya S SULTR3
mgy8/Gmgy9,Gmg heterotrimérico
y10
Aumento del tamano de los Componente de la
INS1 . pared celular (b- Phvul.003G016300 SULTR2
noédulos 1 :
expansina)
Control del nimero de nédulos | TF (dominio que SULTR?2,
NNC1 1 contiene AP2) Phvul.011G071100 SWEET23
SULTR2,
PT5 Transportador de fosfato 5 Transportador Phvul.001G 160600 SULTR3,
(Fosfato) SWEET23
RGS1 Regulador de la sefializacion | A ivador de GTPasa | Phvul.001G257500 |  SULTR2.
de la proteina g 1 SULTR3
. . SULTR2,
Rj4 Regulatory gene Proteina tipo Phvul.002G107900 | SWEET22,
taumatina SULTR3
Reguladores SULTR2,
SGF14c_SGF14l Factor g-box de soya 14-3-3 transcripcional Phvul.002G238300 SULTR3
SULTR2,
AMTA.1 Transportador de amonio 1.1 | |ransportador Phvul.007G231700 |  SULTRS,
(Amonio) SWEET23
Proteina basica de la familia TF (dominio que SULTR?2,
BZF de las cremalleras de leucina contiene bZIP) Phvul.006G029200 SULTR3
CASTOR No hace infecciones 1 Canal (Cationes) Phvul.006G218700 oLTRZ
. . . SULTR2,
CKX3 Citoquinina Enzima Phvul.009G231700 |  SULTR3,
oxidasa/deshidrogenasa 3 (Oxidoreductasa) SWEET23
Activador SULTR2,
CYCLOPS(IPD3) Proteina de interaccion dmi 3 e Phvul.002G128600 SULTRS3,
transcriptional SWEET23
. . . SULTR2,
EIN2b Insensible al etileno 2 Proteina NRAMP Phvul.007G 150600 SULTR3
. . X SULTR2,
EPR3 Receptor de exopolisacaridos | Cnzima (Cinasa; Phvul.002G059500 | SWEET22,
LysM-RLK) SULTR3
. SULTR2,
ERF1 Factor de respuesta al etileno TE (Respuesta al Phvul.007G127800 SULTRS,
1 etileno) SWEET23
. . . SULTR2,
LSK1 Cinasa como shaggy Enzima (Cinasa) Phvul.010G090200 SULTR3
MPK6 Mapa cinasa 6 Enzima (Cinasa) Phvul.003G059500 oLTRZ
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Enzima (Cinasa; SULTR?2,
NFR5 Receptor del factor Nod LysM-RLK) Phvul.002G025500 SULTR3
- L. . . . SULTR2,
NFRe Senqlzacpn del factor Nod en | Enzima (Cinasa; Phvul.008G211200 SULTR3,
la epidermis LysM-RLK) SWEET23
- TF (dominio que SULTR2,
NIN TF (Con dominio RWP-RK) contiene RWP-RK) Phvul.008G291800 SULTR3
s . SULTR2,
NRSYMA1 S.ImbIOSIS sin respuesta al TF (QOmlnlo que Phvul.007G071900 SULTR3,
nitrato 1 contiene RWP-RK) SWEET23
Familia Rho de pequefias . . SULTR2,
ROP6 GTPasas en las plantas Enzima (Hidrolasa) Phvul.003G265200 SULTR3
SYMRK que interactta con la . . SULTR?2,
SIE3 ubiquitina ligasa €3 Enzima (Ligasa) Phvul.003G286000 SULTR3
Proteina de interaccion con . SULTR2,
SIP2 SYMRK 2 Enzima (MAPKK) Phvul.010G163000 SULTR3
Transportador SULTR2,
SST1 Transportador de sulfato 1 (Sulfato) Phvul.004G161600 SULTR3
TR . . . SULTR2,
SYMRK Repeptor S|mb|ot|.co ' Enzima (Cinasa; Phvul.002G 143400 SULTR3,
quinasa/no hace infecciones 2 | LRR-RLK) SWEET23
Receptor simbiotico Enzima (Cinasa; SULTR2,
SYMRK . : . ’ Phvul.002G116200 SWEET22,
quinasa/no hace infecciones 2 | LRR-RLK) SULTR3
TCO TRICOT Enzima Phvul.001G 199600 SULTR2
(Carboxipeptidasa)
TML(TML1) TOO MUCH LOVE Proteina F box Phvul.001G094400 |  SHtlha,
Glutamina sintesis/glutamato Enzima (NADH- SULTR?2,
NADH-GOGAT sintesis dependiente de NADH | GOGAT) Phvul.001G076400 SULTR3
ARF16a Fac'tor de respuesta a la TF (Respuesta ala Phvul.007G095000 SULTR2,
auxina 16a auxina) SULTR3
. - . TF (motivo que SULTR2,
BHLH1 Hélice-bucle-hélice basica 1 contiene bHLH) Phvul.009G033800 SULTR3
Insensible a los . SULTR2,
BRI1 brasinoesteroides 1 Cinasa (LRR-RLK) Phvul.005G005900 SULTR3
CBS1 Cistation betasintasa 1 Enzima (Sintasa) Phvul.004G106300 LTRZ
Gen del interruptor del ciclo Activador del SULTR?
CCS52a celular que codifica una complejo promotor Phvul.003G213700 SULTR3
proteina de 52 kda de la anafase
Activador del SULTR?
CDC16 Ciclo de divisién celular16 complejo promotor Phvul.011G165500 SULTR3
de la anafase
. . . Enzima (quinasa
CDPK1 Proteina quinasa dependiente | ;oo jiente del Phvul.002G108700 |  SULTR2,
del calcio 1 . SULTR3
calcio)
. SULTR2,
CNGC15a Canales activados por Canal (Cationes) Phvul.007G148700 |  SULTR3,
nucledtidos ciclicos 15a SWEET23
Canales activados por . SULTR2,
CNGC15b nuclestidos ciclicos 15b Canal (Cationes) Phvul.011G080800 SULTR3
Canales activados por . SULTR2,
CNGC15¢c nuclestidos ciclicos 15¢ Canal (Cationes) Phvul.005G133900 SULTR3
SULTR2,
COPT1 Transportador de cobre 1 Transportador Phvul.008G 113200 SULTR3,
(Cobre) SWEET23
. SULTR2,
CRN Coryne Pseudocinasa Phvul.008G019200 SULTR3
. SULTR2,
CYP15a Cisteina proteasa 15a Enzima (Proteasa de | o\, 001G009900 SULTR3,
cisteina) SWEET23
Regulador SULTR2,
DELLA1 DELLA 1 transcripcional Phvul.001G230500 SULTRS,
(motivo D-E-L-L-A) SWEET23
Regulador SULTR2,
DELLA2 DELLA 2 transcripcional Phvul.003G291500 SULTRS,
SWEET23

(motivo D-E-L-L-A)
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DMI1(POLLUX)

Coes no hace infecciones 1

Canal (Cationes)

Phvul.006G218700

SULTR2,

SULTR3
ERN1 Factor d.e respuesta al etll'e'no TE (Respuesta al Phvul.001G111800 SULTR2,
necesario para la nodulacion1 etileno) SULTR3
ERN2 Factor d.e respuesta al etll'e'no TE (Respuesta al Phvul.001G160100 SWEET23
necesario para la nodulacion1 etileno)
Complejo proteinico SULTR?2,
FER2 Ferritinas (eliminacion del Phvul.001G245700 SULTRS,
hierro) SWEET23
Complejo proteinico SULTR3
FER3 Ferritinas (gllmlnaC|on del Phvul.010G065600 SWEET23
hierro)
Enzima (Hidrolasa), SULTR2
LOG1 Lonelyguy1 g',toq“'”'][‘a f”'fos'da Phvul.001G177400 SULTR3,
-monoiostato SWEET23
fosforibohidrolasas
Tipo de transportador de Transportador SULTR2,
MOT1.2 libdato 1.2 Molibdat Phvul.001G056100 SWEET22,
molibdato 1. (Molibdato) SULTR3
Tipo de transportador de Transportador SULTR2,
MOT1.3 libdato 1.3 Molibdat Phvul.001G056300 SWEET22,
molibdato 1. (Molibdato) SULTR3
Peptido (Rico en SULTR2,
N5 Nodulina 5 cisteina; familia Phvul.008G112900 SULTRS,
nsLTP) SWEET23
NAC969 Nam/ataf/cuc-codificacién 969 | TF (Dominio NAC) Phvul.003G045600 oLTRZ
Numerosas infecciones y SULTR2,
NIP_LATD_NPF1.7 | polifenoles/érgano radicular (T,;?t’r‘:t%‘;”ador Phvul.002G242200 | SWEET22,
defectuoso SULTR3
. ] TF (Familia BLADE- SULTR2,
NOOT Raiz del nédulo ON-PETIOLE) Phvul.001G124100 SULTR3
Via de senfalizacion de la . SULTR2,
NSP1 nodulacion 1 TF (Familia GRAS) Phvul.010G129400 SULTR3
Via de senalizacion de la . SULTR2,
NSP2 nodulacion 2 TF (Familia GRAS) Phvul.009G122700 SWEET22
- SULTR2,
PEN3-like Penetracion3 - like pransportador (TIPO. | phyul 0056166500 | SULTRS,
-G) SWEET23
. . . . SULTR2,
PHO2-like Fosfato2 - like Enzima (Ligasa E2) Phvul.006G185400 SULTR3
. . . . Transportador (Eflujo SULTR?2,
Pin2/Pin3/Pin4 Formado por pines de auxina) Phvul.003G139600 SULTR3
Pin2/Pin3/Pind Formado por pines Transportador (Eflujo | pp,\ 1 0036032500 |  SULTR2
de auxina)
. SULTR2,
Pin2/Pin3/Pind Formado por pines ransportador (Eflujo | byu1.004G150600 | SULTRS,
e auxina) SWEET23
- SULTR2,
PIt1/PI2/PIt3/Plta | Plétora 1 TF (Dominio que Phvul.002G146400 | SWEET22,
contiene AP2) SULTR3
SULTR2,
PUB1 Proteina de caja U vegetal 1 Enzima (Ligasa) Phvul.008G222100 SULTRS3,
SWEET23
. Enzima (Inhibidor de SULTR?2,
SER6 Serpin la serina proteasa) Phvul.009G062300 SULTR3
SKL(EIN2a) Insensible al etileno 2 Proteina NRAMP Phvul.001G177500 oLTRZ
- : . SULTR2,
SPK1 Proteina cinasa simbidtica 1 Enzima (Cinasa; Phvul.003G149200 | SWEET22,
Citoplasma) SULTR3
P SULTR2,
TIP1g Proteina intrinseca del Canales (Agua) Phvul.011G067200 | SWEET22,
tonoplasto 1g SULTR3
. . . SULTR2,
VPE Enzima de procesamiento Epzn:na (Prot’egsas Phvul.001G033500 SWEET22,
vacuolar cisteina-asparticas) SULTR3
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SULTR2,

ZIP6 Zinc permeasa de hierro 6 gra”.SpO”ador (Efluio | bhyu1.002G099700 SULTR3,
e zinc) SWEET23
i . . TF (Motivo que
Kriippel-like cys-2/Proteina . SULTR?2,
ZPT2 dedo de zinc his-2 gi(:]rlt)lene dedo de Phvul.009G070800 SULTR3
Proteina
multidominio SULTR2,
AGO5_AGO5 Argonauta 5 (silenciamiento del Phvul.011G088200 SULTR3
ARN)
BPS1 Bypass1 Desconocido (DUF) | Phvul.008G059600 |  SurTR2
Glutamina fosforibosil Enzima (Purina SULTR?2,
PRAT3 pirofosfato amidotransferasa 3 | sintasa) Phvul.009G002200 SULTR3
Rab (proteinas relacionadas SULTR?
RabA2 con el ras en el cerebro) Enzima (Hidrolasa) Phvul.011G061100 SULTR3
GTPasas RabA2
. SULTR2,
SIN1 Espantapajaros como-13 TF (Familia GRAS) | Phvul.003G085000 | SWEET22,
implicado en la nodulacion 1 SULTR3
EXPB2 B-expansina b2 Expansina Phvul.008G144100 SWEET22
. Transportador SWEET22,
UPS1 Ureida permeasa (Alantoina) Phvul.003G042800 SULTR3
APN1 Peptlc’jasa aspartica inducida Enzima (Aspartil Phvul.005G050500 SWEET22
por nédulos 1 proteasa)
LAN Falta de alojamiento de los Complejo Phvul.002G127500 | SWEET22
simbiontes multiproteina
. . SWEET22,
LNP pectina nucleotido Enzima (Hidrolasa) | Phvul.001G099900 |  SULTR3,
osfohidrolasa SWEET23
Noédulo endosimbionte Transportador SWEET22 y
SENT estacionario 1 (Hierro vacuolar) Phvul.002G205200 SWEET23
. SWEET22y
BG2 B-1,3 -glucanasa Enzima (Glucanasa) Phvul.001G056400 SWEET23
CP6 Proteinasa de cisteina 6 Enzima (Cisteina Phvul.011G132100 | SWEET22
proteasa)
KNAT3/KNAT5/KN | Knotted-1 como tomar TF (Homeodominio
ATI/KNAT10 proteinas de dominio propio | KNOX) Phvul.003G174900 | SWEET22
KNAT3/KNAT5/KN | Knotted-1 como tomar TF (Homeodominio
ATY/KNAT10 proteinas de dominio propio | KNOX) Phvul.009G209500 | SWEET22
LIN_LIN Infecciones de bulto Enzima (Ligasa) Phvul.007G136300 SWEET22
. . TF (con dominio
NLP1 Nin como proteina RWP-RK) Phvul.005G155100 SWEET22
. . Proteina de
NPD1_NPD2_NPD | Proteina de dominio plat SWEET22 y
3_NPD4_NPD5 especifico de los nédulos 2 membrana (con Phvul.005G177100 | “g\yegTo3
dominio PLAT)
. Y Proteina de SWEET22y
SymREM1 Remorina simbidtica1 membrana (Remorin) Phvul.002G155800 SWEET23
SYT1_SYT2_ . . Proteina de SWEET22y
SYT3 Sinaptogamina membrana Phvul.001G005500 SWEET23
SYT1_SYT2_ . . Proteina de SWEET22y
SYT3 Sinaptogamina membrana Phvul.011G035100 SWEET23
. . . Proteina
ZR1 Proteina de cinta de zinc 1 . Phvul.011G068500 SWEET22
desconocida
RGS2 Regulador de la sefializacion | A ivador GTPasa | Phvul.001G257500 | SULTR3
de la proteinag 1
NPF8.6 Familia NRT1/PTR (T,;?t’r‘:t%‘;”ador Phvul.006G065900 SULTR3
Crecimiento polar dirigido por Desconocido
RPG Rhizobium (Dominio RRP) Phvul.007G145600 SULTR3
Regulador de SULTRS,
RR5_RR9 _RR11 Regulador de respuesta respuesta Phvul.005G027100 SWEET22
Proteina transportadora de Enzima
SACPD-C estearilo desaturada isoforma ] Phvul.001G064100 SWEET23
c (Oxidoreductasa)
BRUSH BRUSH Canal (Cationes) Phvul.004G143800 SWEET23
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Enzima

CHIT5 Quitinasa 5 (Glicosilhidrolasa) Phvul.001G046400 SWEET23
IPT3 Isopentenil transferasa Enzima Phvul.007G170100 | SWEET23
(Transferasa)
Extrusién de medicamentos y Transportador
MATE1 compuestos t6xicos 1 (Citrato) Phvul.005G021900 SWEET23
NENA Factor Nod hidrolasa 1 Enzima - Phvul.003G158800 | SWEET23
(Glicosilhidrolasa)
NPL Nodulo de pectato liasa Enzima (Liasa) Phvul.001G256800 SWEET23
Nuevo gen realmente
nsRING interesante y especifico para Enzima (Ligasa) Phvul.002G317800 SWEET23

los nédulos
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