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Resumen: Las globinas, es decir, las hemoglobinas y las proteinas hemo-relacionadas, estan ampliamente
distribuidas en los tres dominios: Archaea, Bacteria y Eukarya. En el reino Plantae se han identificado dos
clases de hemoglobinas, las simbidticas y las no-simbioticas. Las simbidticas fueron descubiertas en Glycine
max en 1939, se expresan principalmente en los ndédulos simbidticos y estan involucradas en la union y el
transporte del oxigeno dentro del nddulo. Por otro lado, las hemoglobinas no-simbioticas, se clasifican en tres
clases. La clase 1, es la de mayor ancestria, estan involucradas en la respuesta a hipoxia y también regula la
concentracion de oxido nitrico, un gas que tiene grandes implicaciones en las plantas tales como: la morfogé-
nesis, seflalizacion hormonal, la determinacion del destino celular, el metabolismo del nitrogeno y en la inter-
accion simbidtica planta-microorganismo. Las clases 2 y 3 estan involucradas en el metabolismo y/o trans-
porte de oxigeno y 6xido nitrico. A pesar de haber sido identificadas hace 85 afios en leguminosas, ain no se
tiene una clasificacion amplia de las hemoglobinas en las especies de leguminosas con el genoma secuenciado.
En un analisis bioinformatico identificamos los genes homdlogos de las hemoglobinas en 18 especies de plan-
tas incluyendo ocho especies de leguminosas. Se identificaron los dominios conservados en las hemoglobinas
como son el E7, CD1 y C2, sitios claves en la union al grupo hemo y de otros ligandos como el oxigeno y el
o6xido nitrico. De acuerdo con el analisis filogenético se identificaron cuatro clusters, el primero y de mayor
ancestria se denomind NsAHb3 y corresponde a las no simbidticas, seguido del cluster SAHb en el que se
agruparon exclusivamente especies que tienen interacciones simbidticas. En los ultimos dos clusters identifi-
camos NsAHb1 y NsAHb2, también reportadas como no simbidticas. De manera interesante, las PvNsAHb2
y PvNsAHb3 tienen una expresion diferencial mayor en raiz, mientras que SAHb tienen mayor expresion
diferencial en el nodulo. Estos resultados sugieren la especificidad tejido-estadio de las AHb’s en Phaseolus
vulgaris.

Palabras clave: Hemoglobina, leguminosas, simbioticas, no simbidticas, nodulacion e hipoxia.

Abstract: Globins, meaning hemoglobins and heme-related proteins, are widely distributed in the three do-
mains Archaea, Bacteria and Eukarya. In the Plantae kingdom, two classes of hemoglobins have been identi-
fied, symbiotic and non-symbiotic. Symbiotic hemoglobins discovered in the legume Glycine max in 1939,
are mainly expressed in symbiotic nodules and are involved in the oxygen transport within the nodule. Non-
symbiotic hemoglobins are classified into three classes. Class 1, with higher ancestry are involved in the hy-
poxic responses and modulate the concentration of nitric oxide, a gas with key roles in morphogenesis, hor-
mone signaling, cell fate determination, nitrogen metabolism and in the symbiotic plant-microorganism inter-
action. The classes 2 and 3 have been related to metabolism and/or transport of oxygen and nitric oxide.
Despite hemoglobins were identified 85 years ago in legumes, there is still no comprehensive classification
of hemoglobins in legume species with sequenced genomes. In this bioinformatics analysis, we identified the
homologous genes of hemoglobins in 18 plant species including eight legume species. The canonical con-
served domains in hemoglobins such as E7, CD1 and C2 were recognized, which are heme group binding and
ligand binding sites such as oxygen and nitric oxide. According to the phylogenetic analysis, four clusters
were identified, the first and most ancestral cluster was called NsAHb3, followed by the SAHb cluster, which
exclusively grouped the legumes that establish symbiotic interactions. In the last two clusters we identified
NsAHb1 and NsAHDb2. Interestingly, PvNsAHb2 and PvNsAHb3 have higher differential expression in root,
whereas PvSAHb have higher differential expression in nodules. These results suggest a tissue-stage specific-
ity for AHb’s in Phaseolus vulgaris.

Keywords: Hemoglobin, legume, symbiotic, non-symbiotic, nodulation and hypoxia.
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INTRODUCCION

Hace 3500 millones de afos, la atmosfera de la Tierra mantenia un ambiente
predominantemente andxico. Sin embargo, el surgimiento de las cianobacterias in-
crement6 los niveles de oxigeno (Oz), el cual resultaba téxico para los primeros
organismos unicelulares. Por lo tanto, la aparicion de las primeras proteinas hemo-
globinas (AHbs) ocurri6 como una adaptacion al cambio ambiental para poder
controlar y reducir las concentraciones de dicho gas (Borroto y Arredondo-Peter,
2015; Vinogradov et al., 2007). Las AHbs son una superfamilia de metaloproteinas
ampliamente distribuidas entre los tres dominios: Archaea, Eubacteria y Eukarya
(Hardison, 1996). Se estima que alrededor del 25% de las arqueas y aproximada-
mente el 65% de las bacterias cuentan con genes que codifican para AHbs, mien-
tras que en los organismos eucariotas se presentan en un 90% (Vinogradov et al.,
2006).

A estas proteinas se les denominé “hemoglobinas™ debido a su estructura glo-
bular compacta y a la presencia de un grupo hemo (Figura 1A y 1B). El plega-
miento de tipo globina est4 constituido por un empalme de 6 a 8 a hélices (A-H),
el cual forma una regidn hidrofobica en donde se localiza el grupo hemo (Figura
1A). Este grupo prostético contiene un atomo de Fe unido a cuatro grupos pirroles
y su proximidad a una histidina conservada conllevan a que la sexta posicion del
Fe quede libre, lo que permite su union a ligandos gaseosos como el O y/o el 6xido
nitrico (NO) (Borroto y Arredondo-Peter, 2015; Vinogradov y Moens, 2008). A
pesar de que las AHbs poseen estructuras altamente conservadas, estas proteinas
presentan una elevada variabilidad en la identidad entre secuencias cercana al 80%,
ademas del grado de multimerizacion (Borroto y Arredondo-Peter, 2015). De ma-
nera general, dentro de las funciones principales de las Hbs se incluye el transporte,
el almacenamiento o el secuestro de oxigeno; el transporte y el almacenamiento de
sulfuro; y la detoxificacion de NO y halofenoles (Hunt et al., 2001). Las AHbs se
pueden clasificar con base en su secuencia, su expresion y su grado de afinidad por
el Oy de la siguiente manera:

e  AHbs y mioglobinas de vertebrados (mAHbs).

e  FHbs. Flavohemoglobinas (proteinas quiméricas): el dominio globina
esta unido a FAD o NAD (Escherichia coli y levaduras).

e  SAHbs. Hemoglobinas simbioticas.

e  NsAHbs. Hemoglobinas no simbidticas.
o Clasel

o Clase?2

o  Clase 3 (truncada)

En los vertebrados, las AHbs presentes en los eritrocitos son las encargadas
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de transportar Oz de los pulmones a los tejidos aerdbicos y las mioglobinas extraen
el Oz de la sangre para transportarlo a los tejidos musculares (Kundu et al., 2003).
En el caso del reino Plantae, las AHbs se encuentran ampliamente distribuidas en
las algas verdes, las briofitas y las plantas vasculares (Becana et al., 2020; Vino-
gradov et al., 2006) y estan implicadas en diversos aspectos del desarrollo y la
respuesta al estrés, debido a su capacidad de secuestrar NO, que es una molécula
de sefializacion (Figura 1C). La primera hemoglobina de plantas fue descubierta
por Kubo en 1939 en la planta leguminosa de soya (G. max), pero fue hasta 1974
que se le relaciond con la fijacion simbiotica/biologica del nitrogeno (N2) en las
plantas leguminosas, por lo que se les denomin6 como leghemoglobinas o hemo-
globinas simbioticas (SAHbs). Posteriormente, en la década de los 80’s, se identi-
ficaron otras AHbs en nodulos de raices de Parasponia andersonii, una especie no
leguminosa, y en Trema micrantha, una especie no leguminosa y no nodulante.
Estos hallazgos sugirieron que el grupo de las hemoglobinas podria extenderse mas
alla del clado de las leguminosas y de las no-leguminosas nodulantes, por lo tanto,
a este grupo se le denomind hemoglobinas no simbioticas (NsAHbs) (Larrainzar
et al., 2020).

Por un lado, los miembros del grupo de las SAHbs se cuantifican en concen-
traciones milimolares, preferencialmente dentro de los nddulos fijadores de N> que
se forman en las raices de las plantas (Figura 1C). Las SAHbs presentan una union
reversible con el Oy, lo cual les permite movilizar a esta molécula del citosol de las
células infectadas hacia las bacterias fijadoras de N2, de manera baja y constante
para mantener la respiracion bacteriana sin inhibir la actividad de la nitrogenasa
(Hunt et al., 2001). Por otro lado, las NsAHbs se pueden localizar en cualquier
organo de las plantas y poseen una union altamente estable al oxigeno, lo que las
hace funcionar como transportadores, almacenadores y sensores de dicho elemento
(Hoy y Hargrove, 2008; Hunt et al., 2001). Algunos de los miembros de las
NsAHbs se inducen durante la respuesta al estrés en condiciones de hipoxia y se
ha sugerido que estan involucrados en modular los niveles de NO en la célula en
condiciones hipoxicas (Figura 1C). Las NsAHbs se distinguen en tres clases, cuya
categorizacion esta relacionada con su origen evolutivo, ademds de sus propieda-
des bioquimicas y funcionales. Las NsAHbs de clase 1 poseen una alta afinidad
por el Oz (Kg ~2nM), una baja constante de disociacion de este y sus funciones
principales consisten en la eliminacion del NO y la regulacion del potencial redox.
Este mecanismo de secuestro del NO conlleva a la formacién de un compuesto no
toxico, el nitrato y a la oxidacion del NADPH para mantener la sintesis glucolitica
de ATP en condiciones de hipoxia (Igamberdiev y Hill, 2004). En el caso de las
NsAHbs de la clase 2, tienen una menor afinidad por el Oz y se han visto involu-
cradas en el mantenimiento del suministro de este gas a los tejidos en desarrollo
(Hoy y Hargrove, 2008; Hunt et al., 2001). Sin embargo, ambas clases de NsAHbs
se inducen también por la aplicacion de acido abscisico y citocininas. Asimismo,
algunos genes homodlogos de las NsAHbs se han identificado altamente expresados
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en especies como el arroz, que crece en condiciones de anegamiento y de estrés
hipdxico. En cuanto a las NsAHbs de la clase 3, es decir, las isoformas truncadas,
representan un clado ancestral con menor similitud a las NsAHbs 1 y 2. Este grupo
esta formado por secuencias de AHbs de longitud menor a 130 aminoacidos. Este
tipo de NsAHbs se han identificado en protozoarios, cianobacterias, nemertinos,
bacterias, protozoos y algas (Vinogradov et al., 2006; Watts et al., 2001).

A. PvSAHbs (17.99 kDa) B. PvNsAHb3 (19.59 kDa)
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Figura 1. Estructura y funcion de las hemoglobinas en plantas. En el panel A, se observa el modelamiento molecular de

una hemoglobina simbidtica de P. vulgaris (PvSAHD) y en el panel B una hemoglobina no simbidtica de la

misma especie (PvNsAHb). En ambas estructuras estan etiquetados los residuos de las regiones involucradas

en la union al grupo hemo y la unién a ligandos: region CD1 en cian, region C2 en morado y region E7 en rosa;

el amino-terminal de las proteinas esta resaltado en naranja. En el panel C se ilustran las funciones principales

de las AHbs descritas en plantas. En las plantas no leguminosas las NsAHbs estan implicadas en el desarrollo,

la respuesta a hipoxia, el estrés abidtico y el estrés biodtico (ataque por patdégenos como Pseudomonas syringae

y Fusarium spp.). Ademas, parte de la funcion de las NsAHbs esta relacionada con la sefializacion del NO

debido a que estas proteinas modulan la concentracion de dicha molécula; a su vez, el NO induce la expresion

de las NsHbs. En cuanto a las plantas leguminosas, ademas de tener NsAHbs, presentan las SAHbs, las cuales

estdn mayormente expresadas y localizadas en los nddulos simbiéticos fijadores de nitrogeno.
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Hasta ahora se han sugerido diversas funciones para las AHbs de plantas
que van mas alla del transporte de oxigeno, por ejemplo, se les han atribuido su
participacion en la formacion embrionaria, la arquitectura de las plantas, el tiempo
de floracion, la respuesta a estreses bidticos y abioticos, asi como durante las in-
teracciones simbioticas (Bahmani et al., 2019; Bai et al., 2016; Maassen Hennig,
2011; Mur et al., 2012; Seregélyes et al., 2003). A pesar de haber sido descubiertas
en una especie de leguminosa, aun no se tiene la identificacion y la clasificacion
completa de las hemoglobinas en las especies de leguminosas con genoma secuen-
ciado. Asi como también hace falta profundizar en la informacion disponible res-
pecto a la participacion tanto de las SAHbs como de las NsAHbs durante la nodu-
lacion de las plantas leguminosas. Es por ello que, en este analisis in silico se iden-
tificaron y clasificaron filogenéticamente las AHbs en 18 especies de plantas in-
cluidas ocho especies de leguminosas nodulantes. De manera particular nos intere-
samos en el modelo de estudio de P. vulgaris, por ser un cultivo que posee un alto
interés comercial y con un alto contenido proteico y de facil acceso. Adicional-
mente, reconstruimos el paisaje transcripcional de las AHbs en algunos tejidos,
durante las interacciones simbidticas y con patogenos en P. vulgaris. Los resulta-
dos de los perfiles transcripcionales nos permiten sugerir que la expresion de las
AHbs podria ser tejido-estadio-interaccion especificas. Es importante destacar que
las pruebas de hipotesis generadas a partir de datos in silico se pueden corroborar
en organismos in vivo, y el modelo de frijol permite el uso de gendmica funcional
mediante el sistema de generacion de plantas compuestas donde es posible generar
raices transgénicas.

MATERIALES Y METODOS
Analisis filogenético
Para el analisis filogenético, se utilizaron las secuencias aminoacidicas de

AtNsAHb1, AtNsAHb2 y AtNsAHb3 como referencia para identificar las secuen-
cias homologas en 18 especies de plantas, incluyendo el clado de las leguminosas.
Respecto a este clado, se incluyeron ocho especies de la familia Fabaceae, P. vul-
garis, Lotus japonicus, G. max, Medicago truncatula, Lens culinaris, Vicia faba,
Vigna unguiculata y Arachis hypogea. Todas las secuencias se descargaron de la
base de datos Phytozome v. /3 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov). La alineacioén
de las secuencias de aminoacidos se realiz6 con MUSCLE en JalView (Water-
house et al., 2009).

Analisis de dominios y motivos
Los dominios y motivos caracteristicos de las secuencias AHb se identifi-
caron en MEME Suite (https://meme-suite.org/meme/) e InterPro-Pfam

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/). El analisis de las relaciones filogenéticas entre
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secuencias se realizé con IQ-TREE (http://igtree.cibiv.univie.ac.at) utilizando el
método de Maxima Verosimilitud con 1000 réplicas bootstrap. El andlisis identi-
ficd que el modelo de mutacion que mejor explica las relaciones filogenéticas de
estas secuencias fue JTTDCMut+G4 (Log-likelihood: -14736.054). A partir de las
réplicas se generd un arbol consenso. Dicho arbol consenso se editd6 en iTOL
(https://itol.embl.de) (Letunic y Bork, 2024).

Paisaje transcripcional
Los perfiles transcripcionales de AHb1, AHb2, AHb3 y SAHD en los tejidos
se obtuvieron a partir de los datos depositados en Phytozome v. /3. Para los perfiles
transcripcionales de la nodulacion, los datos se tomaron de un analisis metatrans-
criptomico realizado en nuestro laboratorio, de diferentes estadios del desarrollo
del nédulo. Ademas, los perfiles de interaccidon con patdogenos provienen de datos
transcriptomicos descritos en Khankhum et al. (2016) para Endornavirus, y Chen

et al. (2020) para Fusarium solani.

Modelamiento molecular

Las estructuras terciarias basadas en las secuencias de aminoacidos se ana-
lizaron en AlphaFold3 (https://deepmind.google/technologies/alphafold/alp-
hafold-server/). Las estructuras de las hemoglobinas se descargaron en formato
PDB de AlphaFold3, se realiz6 el modelo de mejor ajuste de la proyeccion terciaria
de la proteina. La optimizacion del modelo de estructura terciaria se realizd en
Avogadro (https://avogadro.cc/). El archivo PDB se analiz6 en PyMOL (https://py-
mol.org/2/). El &ngulo de proyeccion de las proteinas fue frontal. PyMOL también
se utilizo para resaltar los aminoéacidos involucrados en la union al grupo hemo y

la unioén a ligandos (Schrodinger y DeLano, 2020).

RESULTADOS
Se realizé la busqueda en Phytozome v13.1 de las secuencias homodlogas de
las hemoglobinas en 18 especies de plantas, considerando AT2G16060.1-ATHb],
AT3G10520-ATHb2 y AT4G32690-ATHb3 como secuencias de referencia. Se
incluyeron organismos del clado de las briofitas, gimnospermas y angiospermas.
Particularmente nos interesamos en el grupo de las leguminosas incluyendo ocho
especies en la bisqueda. Las secuencias homologas aminoacidicas se descargaron,

ordenaron y alinearon para identificar las regiones conservadas.

En el alineamiento de las secuencias multiples se identificaron 10 regiones
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conservadas (Figura 2A), que incluyen los sitios de union al grupo hemo y de unién

a ligandos como la region E7 (KLKAHA) que se encuentra en el dominio 1y re-

saltado en color rojo (Figura 2A y 2B).

NsAHb3
No simbiética

SAHb
simbiética

NsAHb1
No simbidética

NsAHb2
No simbiética

G

;J# ‘rﬂ%_a L A

et

Figura 2. Analisis de las secuencias aminoacidicas de las AHb’s. En el panel A, se observa el alineamiento de las secuencias
NsAHb’s y las SAHb's. Se identificaron 10 dominios conservados, de los cuales resaltan los dominios 1y 2. Los
residuos conservados de union al grupo hemo y de union a ligandos, en los sitios E7 dentro del dominio 1 resaltado
en color rojo, asi como los residuos de los sitios CD1 y C2 ubicados en el dominio 2 resaltados en cian en el panel

B. Las secuencias de las proteinas que se muestran en los diagramas se descargaron del repositorio de Phytozome
vi3.1.
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Ademas, de las regiones CD1 (KMFSF) y C2 (IFEAIP), ambas en el domi-
nio 2 y resaltado en cian (Figura 2A y 2B). También podemos identificar algunos
motivos conservados en cada clase de hemoglobinas. En el clado AHB3 identifi-
camos residuos de los dominios 3, 4, 6 y 7 conservados. De manera particular en
el dominio 5 identificamos los residuos W/L/MF con un porcentaje de conserva-
cion del 100%. Posteriormente, a partir de las similitudes de las 142 secuencias
aminoacidicas se reconstruy¢ la historia evolutiva de las hemoglobinas en las 18

especies de plantas.

De acuerdo con los resultados del analisis filogenético identificamos cuatro
clados. El clado NsAHb3, también denominado clado de hemoglobinas truncadas
que es el de mayor ancestria conformado por secuencias aminoacidicas de menor
longitud con respecto al resto de hemoglobinas. En este clado se conservan los
residuos de aminodacidos de los dominios 3, 5, 8 y 10. Es importante destacar que
basalmente este clado esta representado por 6 isoformas en Physcomitrium patens,
en el que se observa el dominio 10 conservado en el extremo amino-terminal (Fi-
gura 3A, 3B y 3C), seguido de eventos de duplicacion en las gramineas y las legu-
minosas. Especificamente, en P. vulgaris se identificaron dos genes con una iso-

forma cada uno.

El siguiente clado es el de las hemoglobinas simbidticas (SAHb), en el
cual identificamos secuencias homoélogas de Quercus rubra'y Eucalyptus grandis,
ambas especies tienen interacciones simbidticas con cianobacterias fijadoras de
nitrogeno. Evidentemente, también identificamos diversos eventos de duplicacion
en las ocho leguminosas incluidas en el andlisis, en algunas especies como A.
hypogea y V. faba identificamos siete isoformas, mientras que, en M. truncatula
y G. max existen 3 isoformas. Finalmente, en V. unguiculata, L. culinaris y P.
vulgaris existen 2 isoformas por cada especie (Figura 3A). Por ltimo, se agrupa-
ron los clusters NsAHb1 y 2. En el NsAHb1 observamos isoformas de organismos
ancestrales, por ejemplo, de P. patens, Marchantia polymorpha y Ceratopteris
richardi. Cabe destacar que es el tnico clado en el que se identifican isoformas
de M. polymorpha y C. richardi. De més reciente aparicion observamos el cluster
NsAHDb2, en el que identificamos eventos de duplicacion en las leguminosas y las
gimnospermas (Figura 3A). Respecto al paisaje transcripcional de las hemoglobi-
nas simbidticas y no simbidticas, en algunos tejidos de P. vulgaris, identificamos
que la PvSAHbA esta mayormente expresada en los ndédulos. Mientras que, las

hemoglobinas no simbioticas PvNsAHb tienen una mayor expresion en raiz. En el
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caso de los perfiles transcripcionales durante la interaccion con patdgenos, obser-

vamos que en la interaccidon con F. solani se expresa mas la PvSAHbA y con En-

dornavirus la PvNsAHb3B (Figura 3D).
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Figura 3. Analisis filogenético y paisaje transcripcional de las AHb's. Se observa la reconstruccion de las relaciones evolu-
tivas entre las AHDb’s, realizadas a partir de las secuencias aminoacidicas. En el panel A, identificamos cuatro
grupos: las NsAHb3 como el grupo de mayor ancestria en el que observamos los dominios 3, 5, 8 y 10 conserva-
dos. Mientras que en los grupos SAHb's, NsAHbl y NsAHb2 estan conservados los dominios 1, 2, 3,4, 7y 9
representados en los paneles B y C, aunque en diferentes posiciones, respectivamente. En el cluster AHBI1 se
observan las especies ancestrales como P. patens, M. polymorpha y C. richardi y de gramineas como O. sativa y
Z. mays. Finalmente, en el cluster NsSAHb2 de mas reciente aparicion, se identifican diversos eventos de duplica-

cion. Las réplicas bootstrap estan representadas en porcentaje con circulos lilas en los nodos de la

filogenia. En el

panel D, se observa el paisaje transcripcional de las hemoglobinas simbidticas y no simbioticas en tejidos de P.

vulgaris, como en el nédulo y en interaccion con patdégenos
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DISCUSION

Los resultados sugieren la formacion de cuatro clusters filogenéticos de las
hemoglobinas en las especies de plantas analizadas. De acuerdo con la reconstruc-
ci6n de las relaciones evolutivas entre las secuencias, identificamos cuatro clados:
un clado de mayor ancestria, el NsAHb3, seguido de SAHb, NsAHb1 y NsAHb2.
En estos clados, los sitios canonicos E7, CD1 y C2 estdn conservados. Se ha des-
crito que los residuos de aminoacidos de dichos sitios estan involucrados en la
unién al grupo hemo y a ligandos (Hoy et al., 2007). Adicionalmente, el paisaje
transcripcional evidencié la mayor expresion diferencial de la PvSAHbA en nodu-
los de P. vulgaris, mientras que los genes que codifican las PvNsAHDb's tuvieron

mayor expresion en tejidos no simbidticos.

Respecto al analisis bioinformatico de las relaciones evolutivas entre las
AHb’s de las especies de briofitas, angiospermas y gimnospermas analizadas, los
resultados son consistentes con los clusters filogenétios descritos en Vinogradov
et al., 2006, Vazquez-Limon et al., 2012, Becana et al., 2020 y Hunt et al., 2001.
Se han realizado analisis filogenéticos con diferentes métodos de la historia evo-
lutiva de las AHb’s en organismos de los tres dominios, en los que se pueden ob-
servar las formaciones de los clusters de hemoglobinas simbidticas y no simbi6ti-
cas de manera consistente, pero presentan inconsistencias en la nomenclatura de
los clados entre los diferentes analisis. Es decir, en todos los casos se formaron: un
cluster de hemoglobinas simbioticas y tres de hemoglobinas no simbioticas en
plantas. Sin embargo, hay una discrepancia en la nomenclatura. Cabe destacar que,
en cada una de las filogenias reportadas se han considerado criterios diversos para
nombrar los clusters. Por ejemplo, en el andlisis realizado por Hunt et al., 2001, el
criterio de clasificacion para nombrar los clusters fue por especie, lo que podria
minimizar el grado de similitud entre secuencias al momento de etiquetarlas. En el
presente andlisis es de gran importancia mencionar que la metodologia usada retine
los criterios especificos novedosos que se sugieren para reconstruir las historias
evolutivas. Una de las perspectivas de este analisis es aumentar de manera signifi-
cativa el numero de especies de plantas e incluir otros organismos para tener una
visién mas amplia de la clasificacion de las AHbs en organismos de los tres domi-

nios, usando herramientas bioinformaticas novedosas para su analisis.

En el caso del grado de conservacion de los dominios canoénicos E7, CD1 y
C2 de unidn al grupo hemo y a ligandos, identificamos que estdn conservados en
un alto grado en las 142 secuencias de plantas analizadas. Estos dominios también

los identificamos en las estructuras terciarias del modelamiento molecular de
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PvSAHb y de PvNsAHb. Es importante mencionar que la estructura terciaria esta
conformada por a-hélices y laminas-f3, dentro de las cuales se encuentran los do-
minios conservados formando una cavidad proximal F8 y distal E7 que contiene
un residuo histidina (His), este aa es uno de los sitios de union del hierro al grupo
hemo. El residuo His esta conservado en el 95% de las secuencias que conforman
los clados de las hemoglobinas SAHb y NsAHb1 y 2, sin embargo, no esta presente
en ninguna de las secuencias del clado de mayor ancestria NsAHb3. Este resultado
es consistente con la historia evolutiva de la terrestrializacion de las plantas, en
donde se plantea que el oxigeno fue la molécula modeladora que permitio la colo-

nizacién de nichos terrestres.

Adicionalmente, se ha sugerido que un mecanismo opuesto se presenta en
organismos evolutivamente mas recientes como los vertebrados. En dichos orga-
nismos, la estructura molecular de las hemoglobinas tiene una cavidad proximal y
otra distal alrededor del grupo hemo en las SAHbs y las mAHbs esto sugiere un
mecanismo opuesto de regulacion a sus ligandos. En las mAHbs, se ha descrito un
mecanismo de compuerta donde la histidina distal unida de manera estable a una
molécula de agua genera un impedimento estérico, restringiendo su unién a otros
ligandos. Ademas, la presencia de una serina conservada en la cavidad proximal
restringe su movimiento, esto no ocurre en las SAHbs donde el movimiento de la
histidina proximal al grupo hemo no se obstaculiza, lo que aumenta la afinidad por

su ligando y la constante de asociacion con el O (Kundu et al., 2003).

Ademas, se encontré que ninguna de las AHbs de P. vulgaris se agrup6
dentro del cluster NsAHbs1 (clase 1), mientras que cuatro de sus AHbs se agrupa-
ron dentro de la clase 2 y dos en la clase 3, las cuales tienen una mayor expresion
en la raiz. En este sentido, Larrainzar y colaboradores (2020) reportaron que algu-
nas NsAHbs de M. truncatula presentan niveles de expresion muy altos en las rai-
ces, y se sugiere que dentro de sus principales funciones esta la de mantener el
estado redox y energético de las células, lo cual se requiere para la supervivencia
de las plantas en condiciones hipoxicas. Aunado a esto, es importante mencionar
que la sobreexpresion de las NsAHbs de clase 1 y 2 de 4. thaliana incrementa la
supervivencia de las plantas ante condiciones de anoxia (Hebelstrup et al., 2006),
mientras que el silenciamiento de una NsAHbs de clase 1 en Arabidopsis compro-
mete la supervivencia de las plantas ante condiciones de hipoxia y genera anorma-
lidades en el desarrollo de los hidatodos de las hojas y en las inflorescencias (He-
belstrup et al., 2006).

Ademas, se ha reportado que las NsAHbs de clase 1 son inducidas en tejidos



Palacios-Martinez et al., 2025

12 de 16

de rapido crecimiento. En Arabidopsis, la actividad del promotor de un tipo de
estas hemoglobinas se ha reportado en hipocotilos y cotiledones de plantulas jove-
nes y en plantas en proceso de senescencia, mientras que las NsAHbs de clase 2 se
observo en plantas adultas (Hunt et al., 2001). En Arabidopsis, la sobreexpresion
de las NsAHD clase 1 y 2 conllevan al incremento en el tamafio de las hojas y el
diametro de la roseta de las plantas (Kuruthukulangarakoola et al., 2017). Ademas,
la sobreexpresion de la NsAHbs 1 de espinaca en A4. thaliana incremento la velo-
cidad de floracion, pero las plantas resultaron mas susceptibles al estrés osmotico
y salino (Bai et al., 2016). Por su parte, en M. truncatula, una NsAHb de clase 1
se activa transcripcionalmente bajo condiciones de hipoxia y se expresa preferen-
cialmente en los meristemos, los haces vasculares de las raices y los nodulos (Vi-
llar et al., 2020). Sin embargo, su localizacion no es restrictiva y se ha sugerido
que podria cambiar en funcién de estimulos y disponibilidad de O». Por ejemplo,
los promotores provenientes de las NsAHbs de Parasponia andersonii y Trema
fomenfosa mostraron actividad de su promotor en los ndédulos simbidticos de Lotus

corniculatus cuando se expresan de manera heteréloga (Andersson et al., 1997).

En el caso de las SAHbs, se encontrd que P. vulgaris tiene dos representan-
tes, PvSAHbA y PvSAHbB, siendo PvSAHbA la que presenta una mayor expresion
en los nodulos. En L. japonicus, el silenciamiento de una SAHbs da como resultado
la formacion de nédulos blancos, los cuales presentan una elevada concentracion
de oxigeno libre y exhiben una proporcion ATP/ADP reducida; ademas en estos
nodulos se observan alteraciones en la ultraestructura y en la diferenciacion de los
bacteroides (Ott et al., 2005, 2009). De manera relevante, en L. japonicus existe
una NsAHbs de la clase 1 que se expresa en los nddulos, y su sobreexpresion in-
crementa el nimero de nodulos y la fijacion de nitrogeno (Shimoda et al., 2009).
Ademas, las lineas estables sobreexpresantes del mismo gen, tienen niveles redu-
cidos de NO e incrementan la fijacion de N2 en nédulos maduros y senescentes
(Fukudome et al., 2019).

Por otra parte, se encontré que PvSAHbA y PvNsAHb3B incrementan sus
niveles de expresion ante la infeccion con F. solani 'y Endornavirus. De manera
interesante, existen diversos reportes que describen la relacion entre las Hbs y la
respuesta inmune de las plantas. En este sentido, se ha reportado que la expresion
de los genes que codifican para NsAHbs de la clase 1 en algodén son inducidas
por hormonas relacionadas con la defensa de las plantas como el 4cido salicilico
(SA), el 4cido jasmonico (JA) y el etileno (ET) (Seregélyes et al., 2003). Ademas,



Palacios-Martinez et al., 2025

13 de 16

en las plantas que presentan alguna alteracion en la expresion endégena de las he-
moglobinas, se ve afectada positiva o negativamente la respuesta de defensa ante
diferentes patdgenos. La sobreexpresion de una NsAHb de algodon en Arabidopsis
incremento la expresion de genes implicados en la defensa de las plantas (PR) y
genes de la via biosintética de JA, lo cual conlleva a una mayor resistencia ante
patogenos como Verticillium dhaliae (Qu et al., 2006). Asimismo, la sobreexpre-
sion de una NsAHb de la clase 1 de Medicago sativa en tabaco conlleva al incre-
mento de la resistencia al virus de la necrosis del tabaco (TNV) y a la infeccion de
Pseudomonas syringae (Seregélyes et al., 2003). Sin embargo, en el 2012, Mur y
colaboradores reportaron que la sobreexpresion de una NsAHbD de clase 1 de Ara-
bidopsis regula negativamente la respuesta contra Pseudomonas syringae'y Botry-
tis cinerea. Los autores relacionaron el incremento de la susceptibilidad de la linea
sobreexpresora (35S-GLB1) a esos patogenos, debido a una menor produccion de
ET y del JA. Por otra parte, el silenciamiento de esta hemoglobina caus6 un incre-
mento de NO y H,0; en las plantas mutantes (Mur et al., 2012). En este sentido se
ha reportado que, las NsAHbs, al modular la concentracion de NO, pueden regular
la respuesta de defensa de las plantas debido a que el NO es regulado por la via de
SA e incrementa los niveles de JA por la induccion de tres genes biosintéticos:
LOX2, A0Sy OPR3 (Wally et al., 2013).

CONCLUSION

Los anélisis filogenéticos evidencian la formacion de cuatro clusters de he-
moglobinas en 18 especies de plantas. El de mayor ancestria NsAHb3, seguido de
SAHb, NsAHb1 y el NsAHb2 de reciente aparicion. En el cluster SAHD se agru-
paron especies que tienen interacciones simbiodticas como las leguminosas y dos
gimnospermas. Al igual que en el cluster NsAHb2, en el cluster NsAHb1 especies
ancestrales y gramineas. Los sitios canonicos E7, CD1 y C2 que estan involucrados
en la unidn al grupo hemo y en la interaccion con los ligandos estan conservados
en la mayoria de las 142 secuencias de plantas analizadas. El paisaje transcripcio-
nal evidencid la sobreexpresion de la PvSAHbA en los nddulos de P. vulgaris,
mientras que las PvNsAHb's tuvieron mayor expresion en los tejidos no simbioti-
cos. En la interaccion con patdgenos identificamos que durante la infeccion con F.
solani se sobreexpresa la PvSAHbA y con Endornavirus la PvNsAHb3B. Estos re-
sultados nos permiten sugerir que, ademas de ser especificas de un proceso sim-
biotico o infeccioso, las hemoglobinas tienen una expresion estadio-tejido especi-

ficas en P. vulgaris.
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