e Current Topics in

Agronomic Science

https://doi.org/10.5154/r.ctasci.2025.05.12
Impacto de la deficiencia de nitrégeno en la expresion y sintesis de clorofilas en tomate

Juan Pablo Ledesma-Valladolid!*
Mayra Isabel Nifio-Gonzalez!
Guadalupe X6chitl Malda-Barrera?
Juan Ramiro Pacheco-Aguilar!
Gerardo Manuel Nava-Morales'”

Edmundo Mateo Mercado-Silva'*

"Universidad Auténoma de Querétaro, Facultad de Quimica, Santiago de Querétaro, Querétaro,

México.

2Universidad Autonoma de Querétaro, Facultad de Ciencias Naturales, Santiago de Querétaro,

Querétaro, México.

*Autores para correspondencia:  jpledesma95@gmail.com, gerardomnava@gmail.com,

mercado501120@gmail.com

Resumen


https://doi.org/10.5154/r.ctasci.2025.05.12
mailto:jpledesma95@gmail.com
mailto:gerardomnava@gmail.com
mailto:mercado501120@gmail.com

@ Current Topics in

Agronomic Science

La sintesis de clorofilas juega un papel importante en el mantenimiento de la eficiencia
fotosintética, asi como en la regulacion del desarrollo vegetal y la resistencia a condiciones de
estrés abidtico, como es la deficiencia de nitrogeno en el manejo de la nutricion. Se ha demostrado
que la ruta de sintesis de clorofilas mantiene una dindmica de regulacién mutua con la ruta de
asimilacion intracelular de nitrégeno. Dicha dindmica es regulada por la actividad de enzimas como
la Uroporfirindgeno Il metil transferasa (UPM1), la cual es clave en la resistencia a condiciones
de estrés por deficiencia de nitrogeno y en el mantenimiento del nivel 6ptimo de sintesis de
clorofilas. El objetivo de este estudio fue identificar los genes de la ruta de sintesis de clorofilas y
UPM1, su caracterizacion funcional, evaluacion in silico de los niveles de expresion genética, y la
cuantificacién de clorofila total en tomate bajo condiciones de deficiencia de nitrogeno. Los
resultados obtenidos demuestran que las proteinas de la ruta de sintesis de clorofilas y su
funcionalidad estan conservadas en la planta de tomate. Asimismo, la deficiencia en el suministro
de nitrogeno redujo el nivel de expresion genética de SIHEMD y SIUPMI (36 y 49 %,

respectivamente), asi como el contenido de clorofila total (20 %).
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La fotosintesis es el mecanismo bioquimico mds importante para los organismos bioldgicos. Se
estima que entre el 90-95 % de la biomasa generada en las plantas proviene directamente de la
fotosintesis (Bag et al., 2020; Chen et al., 2023; Makino & Sage, 2007). La fotosintesis se divide
en dos principales etapas: las reacciones dependientes de la luz, y el Ciclo de Calvin-Benson
(Shimizu etal., 2015). En las reacciones dependientes de la luz, la absorcion de fotones
provenientes de la energia solar desencadena un transporte de electrones a través de la membrana
tilacoidal dentro de los cloroplastos. Dicho gradiente electronico propiciara la sintesis de energia
en forma de ATP y NADPH (Pietrzykowska et al., 2014). Posteriormente, dicha energia sera
utilizada por las reacciones del Ciclo de Calvin-Benson para la fijacion de dioxido de carbono y

sintesis de compuestos organicos (Smith et al., 2024).

El mantenimiento de la capacidad fotosintética es dependiente de la conformacion de los
fotosistemas [ y II. Los fotosistemas estan conformados por los centros de reaccion y los complejos
de captacion de energia (LhcA/B, Light Harvesting Complex) (Croce & van Amerongen, 2013;
Gao et al., 2018; Nelson & Yocum, 2006; van Amerongen & Croce, 2013). Los complejos de
captacion de energia estdn compuestos por una serie de proteinas denominadas “Chlorophyll a/b
binding Protein” 6 “proteinas de union a las clorofilas”. Estas proteinas sirven como punto de unioén
con las clorofilas, que en conjunto llevan a cabo la absorcion y transferencia de energia a los centros
de reaccion de los fotosistemas, y posteriormente desencadenaran el gradiente electronico (Croce
& van Amerongen, 2013; Gao et al., 2018; Nelson & Yocum, 2006; van Amerongen & Croce,
2013).

La ruta de sintesis de clorofilas es un componente esencial en la éptima conformacion de los
fotosistemas y en el mantenimiento de la capacidad fotosintética. (Mao et al., 2025). Dicha ruta
esta coordinada por un conjunto de reacciones, las cuales se dividen en cuatro principales subetapas
(Chatterjee et al., 2015). La primera etapa propicia la sintesis de acido amino levulinico a partir de
acido glutamico como precursor. El segundo conjunto de reacciones estimula la sintesis de
Uroporfirindgeno III usando el &cido 5-amino levulinico generado en la etapa anterior como
precursor. La tercera etapa comprende la sintesis de Protoporfirina IX a partir de Uroporfirindgeno
IIT como precursor. Por ultimo, la cuarta etapa comprende la sintesis de clorofila @, a partir de

Protoporfirina IX (Wu, et al., 2019b).
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El nitrogeno es el macro elemento de mayor importancia en el manejo de la nutriciéon de los
cultivos. (Krapp, 2015). El nitrogeno es suministrado en la nutricion vegetal en sus formas de
nitratos (NO73) y amonio (NH*,) principalmente, y en menor proporcion como aminoacidos y
péptidos de cadena corta (Zayed et al., 2023). Una vez ingresados al sistema radicular, estos
compuestos (NO™3 y NH*4) son transportados al sistema foliar a través del sistema vascular. En el
sistema foliar son metabolizados a través de la ruta de asimilacion intracelular de nitrégeno, donde
intervienen enzimas como la nitrato reductasa (NR), nitrito reductasa (NiR), glutamato sintasa
(GOGAT), y glutamina sintetasa (GS) (Gilad, et al., 2025). Factores como la tasa de suministro y
la proporcion NO7s/NH*s en la nutricion vegetal, asi como la actividad de las enzimas de
asimilacion intracelular regulan la capacidad de sintesis de 4cido glutdmico, afectando la capacidad
de sintesis de clorofilas, asi como la capacidad fotosintética de los cultivos (Roosta et al., 2025;

Guo et al., 2007).

Diversos estudios han demostrado la reduccion en el nivel del contenido de clorofilas, asi como la
reduccion de la capacidad fotosintética en modelos sometidos a condiciones de deficiencia de
nitrogeno (Cetner etal., 2017; Ferreira etal., 2016; Lu etal., 2021). Bajo condiciones de
deficiencia de nitrogeno se ha observado la reduccion en el nivel de expresion de genes asociados
a enzimas de la ruta de sintesis de clorofilas como HEMAI, HEMA2, HEMBI, HEMC, HEMD y
HEMF:. Estos resultados se asociaron con la reduccion en el nivel de acido 5-amino levulinico y
clorofila total, asi como en la disminucion en el nivel de expresion de genes asociados a enzimas

de la ruta de asimilacién intracelular de nitroégeno como NR, NiR, GOGATy GS (Wenetal., 2019a).

Se ha demostrado que la dindmica en la interaccion entre las rutas de sintesis de clorofilas y de
asimilacion intracelular de nitrogeno podria ser regulada por la actividad de la Uroporfirinégeno
I metil transferasa (UPM1) (Garai et al., 2016). UPMI juega un papel de vital importancia en la
sintesis del grupo prostético Sirohemo. Sirohemo forma parte de la estructura del nitrito reductasa
como grupo prostético. Este grupo es sintetizado en los cloroplastos a partir de Uroporfirindogeno
IIT como precursor (Tanaka, et al., 2011). UPMI1 parece jugar un papel de vital importancia en el
metabolismo del nitrogeno a través de la conformacion de nitrito reductasa, lo cual contribuye a la
regulacion del nivel de acido glutdmico en los cloroplastos. Esta dinamica metabdlica contribuye
a la regulacion de la sintesis de clorofilas, asi como la capacidad fotosintética de los cultivos (Garai

& Tripathy, 2018).
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La elucidacion del impacto de un bajo nivel en el suministro de nitrogeno sobre los niveles de
expresion de enzimas de la ruta de sintesis de clorofilas y de UPM1 es de vital importancia para
comprender las respuestas de los cultivos a condiciones de estrés nutricional. El objetivo de este
estudio fue llevar a cabo la identificacion de los genes de la ruta de sintesis de clorofilas y de
UPM1, su caracterizacion funcional, su evaluacion in silico de los niveles de expresion genética, y

la capacidad de sintesis de clorofilas en tomate bajo condiciones de deficiencia de nitrogeno.

Materiales y Métodos

Identificacion y caracterizacion de los genes y proteinas de la ruta de sintesis

de clorofilas y UPM1

Para identificar las secuencias de aminoacidos y de nucledtidos (CDS; secuencia codificante, y
secuencia gendmica) de la ruta de sintesis de clorofilas y UPMI en tomate, primero se llevo a cabo
la identificacion de estas en Arabidopsis thaliana, la cual se tom6 como modelo de referencia.
Dichas secuencias fueron recuperadas de la base de datos TAIR (https://www.arabidopsis.org).
Posteriormente, se llevd a cabo un andlisis genémico comparativo a través de la herramienta
BLASTP (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) contra la coleccion completa de proteinas (CDS
translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF) archivadas en el GenBank (834,777,505 secuencias;
hasta noviembre del 2024). La busqueda y comparacidon se limitd a Solanum lycopersicum
(taxid:4081). Para el anélisis se utilizaron los siguientes parametros: % de Identidad (> 80 %), %
de cobertura (> 90 %) y E-value (1e!'?). Los nimeros de acceso con los mejores resultados se
utilizaron para recopilar las secuencias de aminoacidos y de nucledtidos (CDS; secuencia
codificante, y secuencia gendémica) en tomate depositadas en el GenBank.

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Con las secuencias obtenidas se estimaron las caracteristicas:


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

& Current Topics in
m Agronomic Science

peso molecular de proteina (PM-P), punto isoeléctrico (PI), longitud de la secuencia de
Aminodcidos (LS-AA) y localizacion subcelular de las proteinas a través de las plataformas Expasy
tool (https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam), WoLF PSORT
(https://www.genscript.com/wolf-psort.html) y Cell-PLoc 2.0
(http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/). Las secuencias de nucleotidos se utilizaron para
estimar nimero de exones e intrones y la localizacion cromosomal de los genes identificados de A.

thaliana y tomate (Lan et al., 2022).

Analisis de alineamiento multiple y analisis filogenético de secuencias de

aminoacidos

Para identificar la homologia intraespecifica e interespecifica, asi como para entender las relaciones
evolutivas entre las secuencias proteicas identificadas en A. thaliana y tomate, se realiz6 un analisis
de alineamiento multiple. Para lo cual, se utiliz6 el método ClustalW, usando los parametros
predeterminados con el software Mega XI. Posteriormente, el arbol filogenético se construyd con
el método Neighbor-Joining tree, ajustado al modelo Jones-Taylor Thornton con 1 000 réplicas
bootstrap. Finalmente, la herramienta iTOL (https://itol.embl.de/) se utilizO para generar un

esquema de alta calidad (Lan et al., 2022).

Analisis estructural de genes y proteinas de la ruta de sintesis de clorofilas y

UPM1

Con el objetivo de corroborar la funcionalidad de las secuencias proteicas y gendmicas
identificadas en tomate, se llevd a cabo un analisis estructural de las mismas. Se analizaron e

identificaron los exones e intrones de las secuencias gendmicas a través de la plataforma “Structure
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Display Server” (GSDS) (https://gsds.gao-lab.org/). Ademas, se identificaron los motivos proteicos
conservados a través de las plataformas MEME (https://meme-suite.org/meme/tools/meme) e
InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/). Los diagramas se generaron con la plataforma TBtools

(v2.096, https://github.com/CJ-Chen/TBtools-1I) (Lan et al., 2022).

Analisis in silico de expresion de genes de la ruta de sintesis de clorofilas y

UPM1 en tomate bajo condiciones de bajo nitrogeno

Para determinar el efecto de condiciones de bajo nitrogeno sobre los niveles de expresion in silico
de los genes identificados en tomate, se analizaron datos Illumina RNA-seq obtenidos de la base
de datos NCBI-GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds). Los datos obtenidos corresponden a dos
diferentes tratamientos; Tratamiento control (CT) y bajo nitrogeno (TBN). Se usaron los niimeros
de acceso de cada gen para identificar el efecto de cada tratamiento sobre sus niveles de expresion.

Los resultados se reportaron como FPKM (Fragments per kilobase of exon per million).
Material vegetal y tratamientos

El presente estudio fue llevado a cabo en invernaderos comerciales bajo un sistema de produccion
en hidroponia utilizando como sustrato fibra de coco. Los invernaderos tuvieron las siguientes
caracteristicas estructurales; tipo gotico, con piso y cubierta de polietileno, orientacion norte-sur y
sistemas de ventilacion pasiva con ventanas frontales. Después de 16 dias de germinacion, las
plantulas fueron injertadas con injertos “Maxifort” y trasplantadas al sustrato en los sistemas de
produccion en hidroponia. Las plantas fueron sometidas a dos diferentes tratamientos; tratamiento
control (CT) y tratamiento de bajo nitrogeno (TBN). Para el tratamiento control se utilizd un

sistema de irrigacion por goteo con solucion Hoagland con la siguiente composicion; NO 3 (17.54
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mmol), NH* (1.91 mmol), HoPOs4 (3.79 mmol), SO 4 (4.2 mmol), K* (9.65 mmol), Ca*, (8.41
mmol), Mg* (2.3 mmol), B*3 (148.01 mmol), CI (10.2 mmol), Cu® (1.58 mmol), Fe » (55.34
mmol), Mn*s (13.29 mmol) y Zn* (12.54 mmol). Para TBN también se utiliz6 un sistema de
irrigacion por goteo con solucion Hoagland con la siguiente composicion; NO 3 (12.3 mmol), NH*
(0.96 mmol), HPO4 (1.34 mmol), SO 4 (3.2 mmol), K* (7.57 mmol), Ca*, (3.87 mmol), Mg*,
(1.69 mmol), B*3 (83.26 mmol), CI (4.6 mmol), Cu*, (1.1 mmol), Fe > (43.34 mmol), Mn*s (9.1
mmol) y Zn* (8.41 mmol). La conductividad eléctrica y el pH de la solucion Hoagland del CT fue
de 4.35 mS-cm! y 5.62, respectivamente, mientras que para TBN la conductividad eléctrica y el
pH fueron de 2.54 mS-cm™! y 5.15, respectivamente. El ciclo de produccion del cultivo se situd
entre las semanas de desarrollo después del trasplante 10 y 50. Durante este periodo se seleccion6

aleatoriamente un total de 15 plantas por tratamiento para realizar el muestreo.
Recoleccion de muestras

Las muestras de hoja (n=15) fueron recolectadas de forma aleatoria dentro del area total del
invernadero. Se colect6 la octava hoja compuesta. Se consider6 a la hoja en el extremo superior
como la primera hoja. Las muestras se pusieron en bolsas estériles y se colocaron en frio a 4 °C,

posteriormente, se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a -81 °C.
Contenido de clorofila total

El contenido de clorofila total fue estimado siguiendo la metodologia reportada por Wu et al.,
(2019); Xi et al., (2021) y Zhong et al., (2017). Se pesaron 200 mg de tejido fresco de hoja y se
afiadieron 25 mL de solucion de extraccion alcohol:acetona utilizando una proporcion 1:1 (v/v).
La mezcla se homogeniz6 a 10 000 rpm por 1 minuto utilizando un Ultra-Turrax (IKA, T-25D).

Posteriormente se centrifugo la mezcla a 10 000 rpm por 2 minutos a una temperatura de 4 °C. Se
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recupero el sobrenadante y se leyo la absorbancia a 663 y 645 nm. El contenido de clorofila total
se expreso como mg*g! PF. Se utilizo la siguiente formula para su calculo:

Contenido de clorofila Total(mg * g* PF) = (20.2)(ABS 645 nm) — (8.02)(ABS 663 nm)
Resultados y Discusion

Identificacion y caracterizacion fisicoquimica de genes y proteinas de la ruta

de sintesis de clorofilas y UPM1

En este estudio, se identificaron veintiséis genes y proteinas de la ruta de sintesis de clorofilas en
A. thaliana. Ademas, se identific6 un solo gen responsable de la expresion de UPMI. Se
identificaron 19 genes y proteinas de la ruta de sintesis de clorofilas en tomate a través del analisis
gendmico comparativo, con la herramienta BLASTP y utilizando A. thaliana como modelo de
referencia, ademas se encontré un gen responsable de la expresion de UPM1. Las caracteristicas
fisico quimicas de los genes y proteinas identificados como la longitud de la secuencia CDS (LS-
CDS), nimero de exones (NE), localizacion cromosomal, longitud de la secuencia de aminoacidos
(LS-AA), peso molecular de las proteinas (kDa) (PM-P), puntos isoeléctricos de las proteinas (PI)
y la localizaciéon subcelular de las proteinas identificadas se describen sistematicamente en el
Cuadro 1. Para los genes de la ruta de sintesis de clorofilas en A. thaliana, la LS-CDS fue de 938
pb (AtHEMD) a 2 282 pb (AtCHLD). En el caso de los genes identificados en tomate, la LS-CDS
fue de 908 pb (SIHEMD) a 2 300 pb (SICHLD). Respecto a la localizacién cromosomal, los genes
identificados en A. thaliana, el cromosoma 1 obtuvo la mayor densidad de genes (DG) localizados
en su estructura con ocho de ellos. El cromosoma 2 mostré la menor DG, con tres de ellos
localizados en su estructura. Respecto a tomate, los cromosomas 4 y 10 mostraron la mayor DG en
sus estructuras obteniendo diez de ellos. Las secuencias proteicas identificadas en A. thaliana
mostraron una longitud, PM-P y PI de 312 aa (A¢tCHLM) — 1 381 aa (AtCHLH), de 33 796 kDa
(AtCHLM) — 153 574 kDa (AtCHLH) y 5.26 (AtCHLD) - 9.49 (AtNOL). Mientras que para tomate
las secuencias proteicas identificadas mostraron para estas mismas variables: LS-AA de 302 aa

9
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(SIHEMD) a 1 381 aa (SICHLH), PM-P de 32 359 kDa (SIHEMD) a 153 688 kDa (SICHLH) y PI

de 5.28 (SICHLD) a 9.42 (SIPORB). La prediccion de la localizacion subcelular de las proteinas
identificadas en ambos modelos bioldgicos mostré que se encuentran localizadas en los
cloroplastos, asi como en estructuras que lo componen como las membranas del tilacoide y ¢l

estroma (Cuadro 1).

10
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Cuadro 1. Identificacion de genes y proteinas de la ruta de sintesis de clorofilas y sus caracteristicas fisicoquimicas.

Peso . Y
. Nombre Proteina Longitud de molecular Punto Longitud Niimero Localizacion Localizacién subcelular
Especie Gen GenBank ID A p . P de
del gen GenBank ID proteina (aa) de proteina isoeléctrico  CDS (pb) cromosomal
(kDa) exones Cell-PLoc 2.0 WoLF PSORT

A. thaliana AtHEMAI NP _176125.1 NM_104609.4 543 59,515 7.95 1,631 3 1 Cloroplasto Cloroplasto
A. thaliana AtHEMA?2 NP _172465.1 NM_100868.3 530 58,292 8.82 1,592 3 1 Cloroplasto Cloroplasto
A. thaliana AtHEMA3 NP_180683.1 NM_128681.3 524 58,691 8.78 1,574 3 2 Cloroplasto Cloroplasto
A. thaliana AtGSAl NP_201162.1 NM_125752.4 474 50,370 6.42 1,424 3 5 Cloroplasto Cloroplasto
A. thaliana AtGSA2 NP_190442.1 NM_114732.5 472 50,142 7.01 1,418 4 3 Cloroplasto Cloroplasto
A. thaliana AtHEMBI1 NP _177132.1 NM_105642.4 430 46,690 6.96 1,292 13 1 Cloroplasto Cloroplasto
A. thaliana AtHEMB?2 NP_175085.1 NM_103545.2 406 44,878 8.39 1,221 10 1 Cloroplasto l\t’%leari‘girg:f
A. thaliana AtHEMC NP_196445.1 NM_120911.4 382 41,043 8.75 1,148 5 5 Cloroplasto l\t’%lei‘girg:f
A. thaliana AtHEMD NP_565625.1 NM_128211.4 321 34,225 7.81 965 9 2 Cloroplasto l\t’%leari‘:)’irg:la
A. thaliana AtHEME] NP_850587.1 NM_180256.2 418 46,254 6.64 1,256 6 3 Cloroplasto Cloroplasto
A. thaliana AtHEME? NP_181581.1 NM_129611.5 394 43,580 8.29 1,184 6 2 Cloroplasto l\t’%leari‘:)’irg:la
A. thaliana AtHEMF NP _171847.4 NM_100230.7 386 43,796 6.24 1,160 8 1 Cloroplasto Cloroplasto
A. thaliana AtHEMG1 NP_192078.1 NM_116399.4 537 57,695 9.13 1,613 9 4 Cloroplasto l\t’%leari‘:)’irg:la
A. thaliana AtCHLH NP_196867.1 NM 121366.4 1381 153,574 5.8 4,145 5 5 Cloroplasto Cloroplasto
A. thaliana AtCHLD NP _563821.2 NM _100725.4 760 83,284 5.26 2,282 15 1 Cloroplasto Estroma

A. thaliana AtCHLII NP _193583.1 NM _117962.3 424 46,270 6.08 1,274 3 4 Cloroplasto Estroma

A. thaliana AtCHLI2 NP_199405.2 NM 123961.4 418 46,098 5.36 1,256 3 5 Cloroplasto Estroma

A. thaliana AtCHLM NP_194238.1 NM._118640.3 312 33,796 7.68 938 3 4 Cloroplasto l\t’%lei‘girg:f
A. thaliana AICRDI NP_191253.1 NM_115553.4 409 47,631 8.55 1,229 5 3 Cloroplasto l\t’%leari‘:)’irg:la
A. thaliana AtDVR NP_197367.1 NM_121871.3 417 45,893 7.47 1,253 1 5 Cloroplasto _ Membrana

tilacoidal/Estroma

A. thaliana AtPORA NP_200230.1 NM_124799.4 405 43,863 9.42 1,217 4 5 Cloroplasto Cloroplasto
A. thaliana AtPORB NP _194474.1 NM 118879.4 401 43,359 9.23 1,205 5 4 Cloroplasto Cloroplasto

11
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A. thaliana AtPORC NP_171860.1 NM_100243.4 401 43,883 9.18 1,205 5 1 Cloroplasto Cloroplasto
A. thaliana AtCAO NP_175088.1 NM_103548.5 536 60,331 7.96 1,610 8 1 Cloroplasto Cloroplasto
A. thaliana AtNOL NP_568145.1 NM_120572.3 348 38,149 9.49 1,046 13 5 Cloroplasto Cloroplasto
A. thaliana AtCHLG NP_190750.1 NM_115041.4 387 41,881 8.52 1,163 14 3 Cloroplasto Estroma
S. lycopersicum SIHEMAI XP_004238036.1 XM _004237988.4 544 59,342 8.37 1,634 3 4 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SIGSA NP_001234690.2 NM_001247761.2 482 51,500 6.53 1,448 3 4 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SIHEMB XP_004245301.1 XM _004245253.4 430 46,836 6.36 1,292 14 8 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SIHEMD XP_010320354.1 XM 010322053.4 302 32,359 8.19 908 10 4 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SIHEME XP_010327114.1 XM 010328812.4 420 45,984 6.47 1,262 6 10 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SIHEMF XP_004248412.2 XM _004248364.5 399 44,717 5.8 1,199 8 10 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum ~ SIHEMG1 NP_001335308.1 NM_001348379.1 558 60,446 8.98 1,676 8 1 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SICHLH XP_004236610.1 XM _004236562.5 1381 153,688 5.93 4,145 5 4 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SICHLD XP_004236627.1 XM _004236579.5 766 83,918 5.28 2,300 15 4 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SICHLI XP_004248139.1 XM _004248091.5 427 46,434 6.07 1,283 3 10 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SICHLM XP_004235845.2 XM _004235797.5 327 35,532 6.96 983 2 3 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SICRDI NP_001332768.1 NM_001345839.1 404 47,185 8.99 1,214 5 10 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SIDVR XP_010321210.1 XM _010322908.4 420 46,086 6.41 1,262 2 1 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SIPORA XP_004251852.1 XM _004251804.5 397 42,812 9.19 1,193 5 12 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SIPORB NP_001304903.1 NM _001317974.1 395 42,611 9.42 1,187 5 10 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SIPORC NP_001296970.1 NM_001310041.1 399 43,199 9.27 1,199 5 7 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SICAO XP_004250311.1 XM _004250263.5 535 60,237 7.54 1,607 9 11 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SINOL XP_010321272.1 XM 010322970.4 346 37,925 9.22 1,040 13 5 Cloroplasto Cloroplasto
S. lycopersicum SICHLG XP_004246318.1 XM _004246270.4 369 40,038 8.26 1,109 15 9 Cloroplasto Cloroplasto

* pb; pares de bases, kDa; kilo daltons, aa; amino acidos
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Analisis de alineamiento multiple y analisis filogenético de secuencias de

aminoacidos

Se evaluaron las relaciones evolutivas intra e interespecificas de las proteinas identificadas en A.
thaliana y tomate. El andlisis filogenético mostré una estrecha relacion entre las proteinas
identificadas en ambas especies (Figura 1). Este analisis mostr6 el agrupamiento de las proteinas
homologas de tomate y A. thaliana en un mismo clado. Asimismo, el UPM1 de ambos modelos
bioldgicos se agrup6 satisfactoriamente en un solo clado. Las secuencias identificadas en tomate
mostraron una alta homologia con respecto a las proteinas identificadas en A. thaliana. El andlisis
de alineamiento multiple mostr6 en promedio alrededor de 78 % de homologia entre las proteinas
de ambos modelos bioldgicos. La menor homologia la obtuvo HEMD con 63.97 % mientras que,
la mayor homologia fue para CHLH con 86.19 % de ambos modelos. La alta homologia que se
obtuvo entre ambos modelos biologicos demostré la generacion de genes ortdlogos con
funcionalidad conservada, los cudles se derivan de eventos de especiacion a lo largo de la historia
evolutiva de tomate y A. thaliana (Liu et al., 2023; Mao et al., 2022; Xi et al., 2022; Xia et al.,
2023). En el caso particular de A. thaliana, el analisis de alineamiento multiple permitio la
identificacion de dos o tres isoformas para HEMA, GSA, HEMB, HEME y CHLI. Para HEMA
(HEMA1, HEME2 y HEMA3) como se observa en el Cuadro 1 y la Figura 1. El andlisis de
alineamiento muestra una alta homologia entre las tres isoformas identificadas (68-81 %). Los
grupos de isoformas para GSA (GSA1 y GSA2), HEMB (HEMB1 y HEMB2), HEME (HEME1 y
HEME2) y CHLI (CHLI1 y CHLI2) obtuvieron una homologia de 90, 65, 51 y 83 %
respectivamente. Mientras que, la familia de proteinas POR (PORA, PORB y PORC) obtuvo una
alta homologia entre si (77-87 %). Lo anterior sugiere que han existido eventos de duplicacion
genética a lo largo de la historia evolutiva de A4. thaliana, dando lugar a la generacion de genes
paralogos con funcionalidad conservada (Liu et al., 2023; Mao et al., 2022; Xi et al., 2022; Xia
etal., 2023). Por ultimo, las secuencias de aminoacidos de UPM1 también obtuvieron una alta

homologia (75 %).
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36 Figura 1. Andlisis filogenético de secuencias de aminodcidos identificadas en tomate y
37 Arabidopsis thaliana.
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38 * El arbol filogenético fue generado usando el método neighbor joining tree (1000 réplicas bootstrap), y ajustado al modelo Jones-
39 Taylor Thorton.
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Se analizaron las caracteristicas estructurales de los genes y proteinas identificados en tomate. El
analisis estructural de exones (CDS)/Intrones mostré una gran divergencia entre los genes
identificados (Cuadro 1 y Figura 2B). Con los resultados obtenidos en el presente estudio se
obtuvieron de 2 exones (SIDVR y SICHLM) a 15 exones (SICHLD y SICHLG). Estos resultados
sugieren que existieron eventos de insercion y pérdida de intrones a lo largo de la historia evolutiva
del tomate. Estos cambios estructurales también se pueden asociar a cambios en la funcionalidad
de la proteina derivada de los genes identificados (Liu et al., 2023). En el analisis estructural de las
proteinas identificadas y la estructura de las secuencias gendmicas, se obtuvo una gran divergencia
estructural; ya que en esta investigacion se obtuvieron hasta 40 motivos proteicos conservados en
la secuencia de aminodcidos. Por otro lado, la secuencia de la proteina UPM1 solo mostré un
motivo conservado en su estructura (Figura 2C). El gran nimero de motivos conservados se puede
asociar a la gran variabilidad, al igual, se observo en el nimero de intrones y exones de las

secuencias genomicas (Figura 2 B).

Figura 2. Anélisis filogenético generado por el método “Neighbor-joining tree” de secuencias
identificadas en tomate. (B) El andlisis genémico estructural de las secuencias CDS y UTR
representadas por cajas rojas y azules, respectivamente), intrones (representados por lineas negras
continuas). (C) Analisis de motivos proteicos conservados de la ruta de sintesis de clorofilas y

UPMI1 en tomate.
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Niveles de expresion in silico de SIHEMD, SIUPM1 y contenido de clorofila total

Se analiz6 el nivel de expresion in silico de los genes SIHEMD y SIUPM1 bajo condiciones de
TBN y CT Los resultados obtenidos mostraron una reduccion de 36 % aproximadamente en los
niveles de transcritos de SIHEMD en condiciones del TBN (Figura 3A). Respecto a SIUPM1, los
resultados también mostraron una reduccion en los niveles de transcritos de =49 % para el TBN
(Figura 3B). El contenido de clorofila total (CCT) bajo condiciones del TBN se observo una
reduccion del 20 % (Figura 3C). El UPM1 es un componente esencial en el 6ptimo funcionamiento
de la ruta de asimilacion intracelular de nitrogeno (Garai & Tripathy, 2018).También promueve la
sintesis del grupo prostético Sirohemo, el cual forma parte de la estructura de nitrito reductasa

(Garai & Tripathy, 2018). Lo anterior, sugiere que la reduccion en los niveles de los transcritos de
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SIUPM1 promueve una menor eficiencia en el metabolismo intracelular de nitrégeno; y una menor
tasa metabolica del nitrogeno intracelular se asocia a una menor capacidad en la sintesis de
metabolitos intermediarios como el acido glutamico, el cual, al ser el principal precursor de la
sintesis de clorofilas propicia la caida en el nivel de transcritos de SIHEMD, asi como de la propia
sintesis de clorofila total. Diversas investigaciones han evidenciado el impacto en condiciones de
deficiencia de nitrégeno sobre el nivel de expresion de las enzimas de la ruta de sintesis de
clorofilas. Choi et al., (2016); Wen et al., (2019) y Yoneda et al., (2016) observaron una reduccion
en el nivel de expresion de MdHEMAI, MAHEMA2, MdAHEMBI1, MdAHEMD, SechIL y SechiN.
Estos resultados se asociaron con la caida en la sintesis de metabolitos intermediarios de la ruta de
sintesis de clorofilas como 4cido 5-amino levulinico y Uroporfirindgeno III. Wen et al., (2019)
obtuvieron una reduccion en los niveles de MdNiR. Por ultimo, la sobre expresion de AtUPM]1 se
asocié con el incremento en el nivel de expresion de AtNII y AtNIA2 (291 y 280 %,
respectivamente). Estos resultados se asociaron con el incremento en el nivel de expresion de
AtUROD, AtCHLH, AtPORC, asi como del contenido de clorofila total de 50, 97, 79 y 25 %,

respectivamente.

Figura 3. (A y B) Comparacion de los niveles de expresion de SIHEMD y SIUPM]. (c¢)

Comparacion de la sintesis de clorofila total en hoja.
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* Los datos de expresion gendmica se obtuvieron de la base de datos NCBI-GEO y expresados como FPKM (Fragmentos por
kilobase de transcripcion por millén de lecturas mapeadas).

** Los datos se refieren a la media =+ error estandar (n=15). Barras con la misma letra no son estadisticamente diferentes de acuerdo
a la prueba de Tukey. Los tratamientos “Control” y “Bajo nitrogeno” se representan por barras verdes y rojas, respectivamente.
Las graficas se realizaron con el uso del software SigmaPlot 11.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran que las proteinas de la ruta de sintesis de clorofilas y su
funcionalidad estan conservadas en la planta de tomate. Asimismo, se evidencia un severo impacto
en condiciones de estrés por deficiencia de nitrégeno, provocando la reduccion de la expresion de
SIHEMD y SIUPM1 y la capacidad de sintesis de clorofilas. Se demuestra el importante papel de

UPMI1 bajo dichas condiciones en la regulacion de la sintesis de clorofilas.
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