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Resumen

La familia Fabaceae incluye seis subfamilias, alrededor de 770 géneros y més de 19,500 especies.
Dalea cuatrecasasii, originaria de Colombia, es el Unico hospedero sudamericano de la planta
parésita Pilostyles boyacensis. Los genes MADS-box regulan procesos clave del desarrollo vegetal
y se dividen en tipo | y tipo I, siendo los MIKCc parte del segundo grupo. Este estudio identifico
por primera vez los genes MADS-box de D. cuatrecasasii a partir de transcriptomas de tallo e
inflorescencia. Mediante anélisis filogenéticos y BLASTN con una base de datos de referencia de
Arabidopsis thaliana, se identificaron genes expresados en tallo, inflorescencia o en ambas
estructuras. Los genes activos en ambas regiones incluyen AGL14, SOC1.1, SOC1.2, AP3, AGL6.1,
AGL6.2, AGL24, AGL79.2, FUL2, SEP4.1 y SHP1. En el tallo se expresan exclusivamente
AGL24b, AGL42 Likel, AGL42 Like2, FUL1, FUL3 y SVP, mientras que en la inflorescencia
destacan AG1, AG2, AGL6 sister, AGL24.1, AGL24.2, AGL79.1y varios SEP y PI. Los resultados
sugieren que algunos integradores de la floracién podrian ser compartidos entre D. cuatrecasasii y
su parasita Pilostyles, mientras que los genes de identidad floral son exclusivos del hospedero.
Ademas, los andlisis filogenéticos indican duplicaciones en Papilionoideae y posibles procesos de
subfuncionalizacion o neofuncionalizacién, especialmente en los genes AGAMOUS Like 79 y
SHATTERPROOF, los cuales presentan diferencias notables con respecto a otras Fabaceae.
Palabras clave: Dalea cuatrecasasii, MADS-box, Angiospermas, Fabaceae, Desarrollo

floral.
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Abstract

The Fabaceae family includes six subfamilies, about 770 genera, and more than 19,500 species.
Dalea cuatrecasasii, native to Colombia, is the only South American host of the parasitic plant
Pilostyles boyacensis. MADS-box genes regulate key processes of plant development and are
divided into type | and type Il, with MIKCc genes being part of the second group. This study
identified for the first time MADS-box genes of D. cuatrecasasii from stem and inflorescence
transcriptomes. Using phylogenetic and BLASTN analyses with a reference database of
Arabidopsis thaliana, genes expressed in stem, inflorescence, or both structures were identified.
Active genes in both regions include AGL14, SOC1.1, SOC1.2, AP3, AGL6.1, AGL6.2, AGL24,
AGL79.2, FUL2, SEP4.1 and SHP1. In the stem, AGL24b, AGL42 Likel, AGL42 Like2, FUL1,
FUL3 and SVP are exclusively expressed, while in the inflorescence, AG1, AG2, AGL6 sister,
AGL24.1, AGL24.2, AGL79.1 and several SEPs and Pls stand out. The results suggest that some
flowering integrators could be shared between D. cuatrecasasii and its parasite Pilostyles, while
floral identity genes are exclusive to the host. Furthermore, phylogenetic analyses indicate
duplications in Papilionoideae and possible subfunctionalization or neofunctionalization processes,
especially in the AGAMOUS Like 79 and SHATTERPROOF genes, which present notable
differences with respect to other Fabaceae.

Keywords: Dalea cuatrecasasii, MADS-box, Angiosperms, Fabaceae, Floral development.
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Introduccion

Las leguminosas: una familia de angiospermas de diversidad extraordinaria

La familia Fabaceae o Leguminosae consta de seis subfamilias, alrededor de 770 géneros y
maés de 19.500 especies (Lewis et al., 2005, 2013; LPWG, 2013a). Esta es la tercera familia de
angiospermas en términos de ndmero de especies, después de Asteraceae y Orchidaceae. Esta
diversidad no solo se refleja en su amplia distribucion geogréafica, que abarca desde las zonas
templadas hasta las tropicales de todo el mundo, sino también en su importancia ecoldgica,
especialmente en ecosistemas aridos y semiaridos. Actualmente la familia esta circunscrita en seis
subfamilias: Cercidoideae (12 géneros y ca. 335 especies), Detarioideae (84 géneros y ca. 760
especies), Duparquetioideae (1 género y 1 especie), Dialioideae (17 géneros y ca. 85 especies),
Caesalpinioideae (148 géneros y ca. 4400 especies) y finalmente la subfamilia Papilionoideae (503
génerosy ca. 14,000 especies) (Azani et al., 2017). Dentro de la subfamilia Papilionoideae, la tribu
Amorpheae es notable por su particularidad morfoldgica y ecoldgica, compuesta por ocho géneros
y aproximadamente 248 especies (Lock, 2005). El género Dalea, el méas grande de esta tribu con
aproximadamente 173 especies, presenta una notable diversidad morfoldgica y ecoldgica, siendo
especialmente abundante en habitats secos de las Américas, desde Canada hasta Argentina y Chile
(Barneby, 1977).

Con aproximadamente 173 especies, Dalea es el género mas grande de la tribu Amorpheae
(Barneby 1977, 1988; Estrada et al., 2011; Pifieros-U & Gonzélez 2019). El género se distribuye
principalmente en hébitats secos de las Américas, desde el sur de Canada hasta el norte de Chile y
el noroeste de Argentina, con algunas especies llegando a las Antillas y una reportada en las Islas
Galapagos (Barneby, 1977). Las especies de Dalea de América del Norte se mantienen bajo
evaluacion y proteccion ecoldgica permanente por su papel en la restauracion del habitat y la
proteccion de los santuarios de supervivencia de las abejas (Pifieros Urrego et al., 2022), pero es
probable que se desempefien funciones similares en otros lugares. Las especies se distribuyen
principalmente en entornos secos a lo largo de América, con la mayor concentracion de diversidad
biologica en México y la region Andina, que se extiende desde Colombia hasta el norte de
Argentina y Chile (Barneby, 1977).

En Colombia, cinco especies de Dalea se encuentran en los valles interandinos secos y la

region del Caribe. Dos de ellas (D. cuatrecasasii Barneby y D. wilsonii Pifieros-U. & F. Gonzélez)
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son endémicas (Pifieros-U & Gonzélez 2019, 2020). Dos especies de Dalea, a saber, D. coerulea
L. fil. y D. cuatrecasasii, son parcialmente simpatricas en los Andes centrales colombianos, donde
florecen profusamente (Pifieros-U & Gonzélez 2019, 2020). Ambas tienen vistosas flores
papilionaceas y decandras que brindan abundantes recompensas florales (a través del néctar y las
secreciones glandulares) principalmente a varias especies de himenopteros (Fig.1). Los analisis
filogenéticos preliminares sugieren que estas dos especies no estan estrechamente relacionadas, ya
que D. cuatrecasasii pertenece a un clado con especies de América Central y del Norte, mientras
que D. coerulea se agrupa con otras especies de América del Sur (Pifieros Urrego et al., 2022). D.
cuatrecasasii se encuentra en matorrales secos de los departamentos de Boyaca y Santander, y es
abundante en pastizales y zonas intervenidas en la cuenca del rio Chicamocha. Recientemente, se
ha reportado que Dalea cuatrecasasii es el Unico hospedero de otra planta con flor, Pilostyles
boyacensis (Apodanthaceae) en América del Sur (Gonzélez & Pabon-Mora, 2014a, 2014b). Esta
asociacion de parasitismo obligada se ha encontrado en poblaciones cerca de Gadmeza, Soata, Tasco
y Villa de Leyva (Boyacd), y en Nemocdn (Cundinamarca). Esta interaccion es también una
oportunidad Unica para estudiar las adaptaciones moleculares y evolutivas que subyacen a esta

relacion, particularmente en lo que respecta a los genes que regulan el desarrollo floral.

Figura 1. Inflorescencias de Dalea cuatrecasasii vistas de perfil (A), desde arriba (B) y en vista
lateral durante la maduracion de frutos (C).

Nota. Pabon-Mora (2021). Inflorescencias de Dalea cuatrecasasii vistas de perfil (A), desde

arriba (B) y en vista lateral durante la maduracion de frutos (C).

Los genes MADS-box: importantes en todos los procesos de desarrollo en plantas
Los genes MADS-box son factores de transcripcion presentes en plantas, animales y

hongos, lo que indica que son muy antiguos evolutivamente. Todos actuan reconociendo e
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interactuando con los dominios CArG en elementos en cis de los genes a los que regulan. Los genes
MADS-box se clasifican en dos grandes grupos: tipo |y tipo Il. Los tipos | se subdividen en genes
Ma, M, Mr, mientras que los tipos II se subdividen en genes MIKCc y MIKC* (Riechmann et al.,
1996). Los genes MADS-box controlan una gran cantidad de importantes transiciones y procesos
del desarrollo en plantas, entre los que se encuentran la germinacién, el mantenimiento del
meristema vegetativo, la transicion floral, la identidad de 6rganos florales, la histogénesis del fruto
y la dispersion de las semillas, por mencionar algunas (Smaczniak et al., 2012). Pese a los avances
en la comprensidn de la funcion y evolucion de los genes MADS-box en diversos linajes de plantas,
existe una brecha significativa en el conocimiento de estos genes en la familia Fabaceae. Las
leguminosas, a pesar de su importancia ecolégica, economica y su diversidad morfoldgica, han
sido menos estudiadas en términos de la evolucion y diversificacion de sus genes MADS-box,
especialmente aquellos relacionados con la evolucion de caracteristicas Unicas y procesos de
domesticacion en este grupo de angiospermas. Este vacio en el conocimiento es particularmente
relevante dado el papel crucial que juegan estos genes en la determinacion de la morfologia floral,
un aspecto clave en la adaptacion ecoldgica y la especiacién en plantas con flores. A la fecha los
genes MADS-box se han aislado de forma sistematica de Arachis hypogaea (el mani) (Mou et al.,
2022), Cajanus cajan (el guandul) (Kumar et al., 2021), Glycine max (la soya) (Shu et al., 2013),
Medicago sativa (la alfalfa) (Dong et al., 2021), y Phaseolus vulgaris (el frijol) (Okay et al., 2024).
Asi mismo, los genes MADS-box han sido estudiados en referencia con la simbiosis entre
leguminosas y bacterias fijadoras de nitrdgeno (Ayra et al., 2021). Con frecuencia, la actividad de
algunos genes MADS-box ha estado incluso asociada a procesos de domesticacion, lo que es
particularmente interesante de analizar en las leguminosas (Schilling et al., 2018). Finalmente,
algunos MADS-box han sido incluso vinculados con resistencia al virus del mosaico de la soya
(Ren et al., 2022).

En este contexto, la presente investigacion se propone: 1) identificar y caracterizar los genes
MADS-box en los transcriptomas disponibles de Dalea cuatrecasasii, que provienen de tallos y de
inflorescencias, y 2) evaluar su evolucion en el contexto de los genes MADS-box disponibles de
genomas de Fabaceae, como Arachis hypogaea (mani), Aeschynomene evenia, Cercis canadensis
(arbol del amor), Cicer arietinum (garbanzo), Glycine max (soya), Lens culinaris (lenteja), Lotus
japonicus, Lupinus albus (lupino), Medicago truncatula, Phaseolus lunatus (frijol lima), Phaseolus

vulgaris (frijol coman) y Trifolium pratense (trébol rojo). Estos analisis filogenéticos permitiran
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identificar posibles eventos de duplicacion y diversificacion de los genes MADS-box en diferentes
linajes de leguminosas, proporcionando una vision mas completa de la evolucién de los genes que
pueden estar controlando numerosos procesos del desarrollo. Finalmente se evaluaran en detalle
los genes presentes en el tallo de Dalea cuatrecasasii, y se discutird la posible co-opcion de los
mismos por parte de Pilostyles boyacensis, lo que podria ofrecer nuevas perspectivas sobre las

interacciones moleculares entre plantas paréasitas y sus hospederas.
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1. Metodologia

Secuencias originales de genes MADS-box y busquedas dirigidas en genomas y
transcriptomas de interés

Con la intencién de aislar genes MADS-box de la especie de interés, Dalea cuatrecasasii
y de leguminosas que pudieran servir como referencia, es decir de aquellas con el genoma
secuenciado se construy6 una base de datos inicial de genes objetivo de Arabidopsis thaliana, que
incluye todos los genes MIKC* con los siguientes genes: AGAMOUS (AG), AGAMOUS Like6
(AGL6), AGAMOUS Likel5 (AGL15), AGAMOUS Likel6 (AGL16), AGAMOUS Likel7 (AGL17),
AGAMOUS Likel8 (AGL18), AGAMOUS Likel9 (AGL19), AGAMOUS Like23 (AGL23),
AGAMOUS Like24 (AGL24), AGAMOUS Like28 (AGL28), AGAMOUS Like37 (PHERES1),
AGAMOUS Like42 (AGL42), AGAMOUS Like61 (DIANA, DIA), AGAMOUS Like62 (AGL62),
AGAMOUS Like65 (AGL65), AGAMOUS Like66 (AGL66), AGAMOUS Like71 (AGL71),
AGAMOUS Like72 (AGL72), AGAMOUS Like80 (AGL80), APETALAL (AP1), APETALA3 (AP3),
ARABIDOPSIS BSISTER (ABS), ARABIDOPSIS NITRATE REGULATED 1 (ANR1),
CAULIFLOWER (CAL), DIANA (AGAMOUS Like61) (DIA), FLOWERING LOCUS C (FLC),
FRUITFULL (FUL), GORDITA (GOA), MADS AFFECTING FLOWERING 1-4 (MAF1-4), MADS
AFFECTING FLOWERING 5 (MAF5), PISTILLATA (PI), SEPALLATAl-4 (SEP1-4),
SHATTERPROOF 1 (SHP1), SHATTERPROOF 2 (SHP2), SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP),
SEEDSTICK (STK), SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOCL1),
XAANTAL1 (XALL).

Estas secuencias sirvieron para consultar las bases de datos de especies de leguminosas
selectas, con énfasis en aquellas que disponen de informacion en repositorios publicos como

Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov) y Legume Information System (LIS -

https://www.legumeinfo.org). Las especies seleccionadas fueron: Arachis hypogaea (mani),

Aeschynomene evenia, Cercis canadensis (arbol del amor), Cicer arietinum (garbanzo), Glycine
max (soja), Lens culinaris (lenteja), Lotus japonicus, Lupinus albus (lupino), Medicago truncatula,
Phaseolus lunatus (frijol lima), Phaseolus vulgaris (frijol comun) y Trifolium pratense (trébol
rojo). Asi, se realiz6 una busqueda de los homologos de estos genes en las leguminosas con
genomas secuenciados disponibles en Phytozome y en el Legume Information System (LIS). Todas

las secuencias resultantes fueron verificadas en NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) para


https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
about:blank
about:blank
https://legumeinfo.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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confirmar que correspondieran a genes MADS-box y realizar una anotacion preliminar de las
secuencias aisladas.

Los mismos genes canonicos de Arabidopsis thaliana fueron empleados como punto de
consulta para buscar genes homologos en los transcriptomas de Dalea cuatrecasasii utilizando
BLASTN. Se analizaron dos transcriptomas: uno de flor ("DaleaFLO") y otro de tallo no infectado
("DNI"™), recolectados en ausencia del holoparasito Pilostyles boyacensis. Las busquedas se
realizaron con valores de corte de e-value de 1 x 1075y 1 x 1073, Las secuencias obtenidas fueron
curadas para asegurar la presencia de dominios proteicos MADS-box y limpiar las secuencias
eliminando las regiones no transcritas del 5y del 3.

1.1 Criterios de Seleccion y Curacion de Secuencias

Una vez obtenidas las secuencias de las leguminosas seleccionadas y de Dalea
cuatrecasasii, se llevé a cabo un proceso de curacion detallado con el objetivo de asegurar la
calidad y relevancia de las secuencias para los analisis filogenéticos subsecuentes. Este proceso se
disefio para depurar secuencias redundantes, incompletas o no representativas, manteniendo sélo

aquellas que cumplian con criterios estrictos de calidad. Los pasos seguidos fueron:

e Prioridad de Secuencias: En caso de encontrar secuencias redundantes, es decir,
secuencias idénticas o casi idénticas en una misma especie (que a veces provenian de bases
de datos diferentes), se seleccioné una Unica secuencia. Se priorizaron las secuencias
obtenidas del repositorio Phytozome sobre las de LIS en caso de tener contigs repetidos, ya
gue Phytozome tiende a tener secuencias mejor anotadas, con posiciones cromosémicas
disponibles y en varios casos mas completas.

e Longitud de Secuencias: Se establecié un umbral de longitud minimo de 150 a 200
aminoacidos para las secuencias de proteinas (450-600 nucleétidos), con el fin de asegurar
gue sélo se incluyeran secuencias completas y funcionalmente relevantes. Secuencias mas
cortas fueron eliminadas, ya que podrian representar fragmentos o errores de ensamblaje.

e Integridad estructural: La seleccion de secuencias también priorizé las secuencias que
mostraran la mayor integridad estructural. Por ejemplo, se revisd que la secuencia
aminoacidica comenzando preferentemente con los motivos "MGRG" o0 "MVRG", lo cual

es indicativo de secuencias completas y funcionales.


https://legumeinfo.org/
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e Eliminacion de Secuencias Truncadas: Secuencias incompletas o que carecian de
dominios funcionales importantes reportados fueron eliminadas si se disponia de versiones
més largas y completas. Esto fue especialmente importante para evitar errores en el
alineamiento y en la construccion de &rboles filogenéticos.

e Curacion de Secuencias de Dalea cuatrecasasii: Se aplicaron los mismos criterios de
curacion a las secuencias de Dalea cuatrecasasii, tanto de los transcriptomas de flor
("DaleaFLO™) como de tallo no infectado ("DNI™). Ademas, se verifico la conservacion de
los dominios MADS-box, esenciales para la correcta clasificacion funcional de los genes.

Las secuencias fueron curadas para eliminar las regiones UTR.

1.2. Construccion de Arbol Filogenético

Todos los homdlogos de los genes MADS-box de Arabidopsis thaliana, las especies
modelo de leguminosas, y Dalea cuatrecasasii fueron incluidas en una misma matriz y alineadas
utilizando MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html) (Katoh y Standley, 2013),
aplicando una penalizacién por apertura de brechas de 5.0 y un valor de desplazamiento de 1.0. La
hipétesis filogenética se construyd mediante el método de Maxima Verosimilitud (ML) utilizando
IQ-TREE (http://www.igtree.org) (Trifinopoulos et al., 2016). Se selecciond el modelo de
evolucion molecular mas adecuado para los datos con ModelFinder, integrado en 1Q-TREE
(Kalyaanamoorthy et al., 2017). El soporte de las ramas se determind mediante Ultrafast Bootstrap
(UFBoot) con 1000 pseudo-réplicas (Hoang et al., 2018). Los arboles filogenéticos resultantes
fueron visualizados, editados y coloreados con FigTree v1.4.3

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/), utilizando Arabidopsis thaliana (AtAGL66) como grupo

externo.


https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/
http://www.iqtree.org/
file:///C:/Users/jaise/AppData/Local/Microsoft/Windows/INetCache/IE/9M5WTB3N/FigTree%20v1.4.3
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2. Resultados

Se realiz6 una busqueda exhaustiva en bases de datos de referencia disponibles, basada en
genes MIKCc de Arabidopsis thaliana, y se llevdo a cabo un andlisis BLASTN en los
transcriptomas, lo que permiti¢ aislar 367 secuencias. De estas, 36 correspondieron a genes MADS-
box de tipo Il del subgrupo MIKCc, mientras que las 331 secuencias restantes pertenecieron a
diversas leguminosas, distribuidas de la siguiente manera: Aeschynomene evenia (10), Arachis
hypogaea (21), Cercis canadensis (26), Cicer arietinum (5), Dalea cuatrecasasii (47), Glycine max
(55), Lens culinaris (21), Lotus japonicus (24), Lupinus albus (38), Medicago truncatula (31),
Phaseolus vulgaris (35) y Trifolium pratense (18) (Figura 2).

Figura 2. Analisis de Maxima Verosimilitud (ML) de los genes MADS-box de tipo II, incluyendo
todos los genes MIKCc; AGL14, AGL15, AGL16, AGL17, AGL18, AGL24, AGL42, AGL6, AGL6
sister, AGL79, AG, ANR1, AP1, AP3, ABS, FUL, PI, SEP1, SEP3, SEP4, SHP, SOC1, STK, SVP

1GL79

SEP3

SEP4

SEPI

- XALI

TMe6

AP3

Y AGE4?

(G124

sve AGLI7

Nota. Los nimeros sobre las ramas indican los valores de Ultrafast Bootstrap (UFBS).
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2.1 Genes MADS box de Dalea cuatrecasasii identificados en este analisis

De la busqueda dirigida de los genes MADS-box en los dos transcriptomas disponibles, de
tallo no infectado e inflorescencia de Dalea cuatrecasasii, se rescatan los siguientes homologos.

Genes integradores de la floracion: De los genes MADS-box que integran las sefiales de
la floracién (i.e. vernalizacién, fotoperiodo, edad, ruta hormonal) se encontraron homdlogos de
AGAMOUS-like 24 (AGL24), SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP), y SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANS (SOC1). De los genes homdlogos a AGL24, que han sido
vinculados en especies modelo a funciones de promocion de la floracion, se encontraron en Dalea
cuatrecasasii tres copias, DacuUAGL24, DacuAGL24.1 y DacuAGL24.2. La copia DacuAGL24 se
encontré en el transcriptoma del tallo, mientras que las otras dos copias se aislaron del
transcriptoma de inflorescencia. De los genes homologos a SVP, que han sido asociados a represion
de la floracion, se aislé un solo homologo, DacuSVP, del transcriptoma del tallo. Finalmente, de
los genes homologos a SOCL, posibles promotores de la floracion, se aislaron dos copias,
DacuSOC1.1y DacuSOC1.2, las dos expresadas activamente en tallos e inflorescencias (Figura 2,
5, 8).

De los demas genes MADS-box integradores de la ruta de floracion que incluyen
AGAMOUS Likel7 (AGL17), AGAMOUS Likel8 (AGL18) y AGAMOUS Like42 (AGL42)
solamente fueron aisladas dos copias del clado AGL42, DacuAGL42 Likel y DacuAGL42 Like2
del transcriptoma del tallo. No se encontraron homaologos de los clados AGL17 ni AGL18 (Figura
2,6, 8).

Genes responsables de la identidad de 6rganos florales: De los genes APETALAL (AP1),
que han sido asociados a la identidad de los sépalos y pétalos en Arabidopsis, se aislaron dos copias
activamente expresadas en la inflorescencia, estas son DacuAP1 Likel y DacuAP1 Like2 (Figura
2, 4). Por otra parte, de los genes APETALA3 (AP3), PISTILLATA (PI) y TOMATO MADS BOX
GENE 6 (TM6), que son todos genes MADS-box, clase B, y que han sido asociados a la formacion
de los pétalos y estambres en Arabidopsis y en Solanum fueron aislados varios homélogos. A saber,
de los genes homdlogos a AP3, se encontraron en Dalea cuatrecasasii una copia, DacuAP3, tanto
en el transcriptoma de tallo e inflorescencia. De los genes homélogos a Pl, se aislaron tres copias,
DacuPl11, DacuPI2 y DacuPI3. Las tres copias de DacuPI se encontraron en el transcriptoma de
inflorescencia. Finalmente, de los genes homdlogos a TM6, se aislé un solo homélogo, DacuTM6,

del transcriptoma de inflorescencia (Figura 2, 5).
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De los genes AGAMOUS (AG), que son genes MADS-box clase C, y que han sido asociados
a la identidad de los estambres y carpelos en Arabidopsis, se aislaron dos copias activamente
expresadas en la inflorescencia, estas son DacuAG1 y DacuAG2. Por su parte de genes homologos
a SEEDSTICK (STK), genes clase D, asociados con el desarrollo de 6vulos, fue identificado un
solo homdlogo, DacuSTK, del transcriptoma de inflorescencia (Figura 2, 8).

Continuando con la busqueda de los genes MADS-box vinculados a la correcta identidad
de todos los organos florales, a saber, sépalos, pétalos, estambres y carpelos en Arabidopsis
thaliana, se identificaron homologos SEPALLATA 1, 2, 3y 4 y AGAMOUS Like 6 (AGL6). De los
genes SEP1, se encontraron en D. cuatrecasasii dos copias, DacuSEP1 Likel y DacuSEP1 Like2,
las cuales se aislaron del transcriptoma de inflorescencia. De los genes homdlogos a SEP3, se aisld
un solo ortélogo, DacuSEP3, del transcriptoma de inflorescencia. En cuanto a los genes homologos
de SEP4, se encontraron tres copias, DacuSEP4.1, DacuSEP4.2 y DacuSEP4.3. La copia
DacuSEP4.1 se encontré en el transcriptoma de tallo e inflorescencia, mientras que las otras dos
copias se aislaron del transcriptoma de inflorescencia. Mientras, de los genes homdélogos a AGLS6,
se aislaron dos copias activamente expresadas en el tallo e inflorescencia, estas son DacuAGL6.1
y DacuAGL6.2. Finalmente, de los genes homologos a AGL6 sister, se aislé un solo homologo,
DacuAGLE6 sister, del transcriptoma de inflorescencia (Figura 2, 3).

Genes de desarrollo de frutos: De los genes MADS-box que integran el desarrollo de
organos reproductivos y la formacion de frutos en las plantas, se encontraron homoélogos de
FRUITFULL (FUL) y SHATTERPROOF (SHP). De los homologos a FUL, se identificaron cuatro
copias en D. cuatrecasasii: DacuFUL1 y DacuFUL3, ambas presentes en el transcriptoma de tallo,
mientras que una variante de DacuFUL1 esta en el transcriptoma de inflorescencia. Finalmente, la
copia DacuFUL2 se encontr6 activamente expresada tanto en el transcriptoma de tallo como en el
de inflorescencia. De los genes homdlogos a SHP, se encontraron dos copias, una activamente
expresada en tallo y en inflorescencia la cual es DacuSH1, En cambio, solamente expresada en el
transcriptoma de inflorescencia DacuSHP2 (Figura 2, 4, 8).

Genes responsables de otros procesos del desarrollo: De los genes AGAMOUS Like79
(AGL79), los cuales estan implicados en la regulacion del desarrollo de la flor y arquitectura de la
inflorescencia, se aislaron dos copias de D. cuatrecasasii. DacuAGL79.2, la cual representa el
transcriptoma de tallo e inflorescencia. La copia de DacuAGL79.1 se encontr6 en el transcriptoma
de inflorescencia (Figura 2, 4). De los genes ARABIDOPSIS B SISTER (ABS), los cuales han sido
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asociados a la pigmentacion de las semillas y desarrollo del endotelio, no se encontré ningun
homologo (Figura 2, 7).

De los genes XAANTALL (XAL1), que han sido asociados a la regulacion del ciclo celular
del desarrollo radicular; transicion a la floraciéon (activador), se aislé una copia activamente
expresada en el tallo, nombrada DacuXAL1 (Figura 2, 7).

De los genes AGAMOUS Likel4 (AGL14), los cuales se expresan preferentemente en los
tejidos radiculares, por tanto, representan los Unicos genes MADS-box caracterizados que se
expresan en las raices. Se encontr6 una sola copia activamente expresada en tallo y en
inflorescencia la cual es DacuAGL14 Like (Figura 2, 8).

De los genes AGAMOUS Likel5 (AGL15), AGAMOUS Likel6 (AGL16) y ARABIDOPSIS
NITRATE REGULATED1 (ANR1), no se encontraron homélogos en Dalea cuatrecasasii (Figura
2, 6). Estos genes han sido vinculados a diversos procesos del desarrollo. Por ejemplo, los genes
AGL16 esté relacionado con funciones en nimero y distribucion de estomas (Kutter et al., 2007).
Finalmente, AGL15 tiene funcion relacionada a embriogénesis y transicion a la floracion (Heck et
al., 1995; Fernandez et al., 2000; Harding et al., 2003).

2.2 Evolucion de los genes MADS-box de leguminosas

El andlisis aqui realizado permite no solo identificar los homdélogos de los genes MIKCc
de Dalea cuatrecasasii, sino también explorar la evolucion de los distintos clados de genes en la
familia de las leguminosas. A continuacion, presentaremos las duplicaciones identificadas clado
por clado siguiendo la filogenia de Zhao et al (2021).

Los genes AGL6 y SEP (SEP1 / 2, 3 y 4) se recuperan con altos soportes. Los genes
homologos de AGL6 y AGL13 de A. thaliana han sufrido una duplicacion en las leguminosas
(UFBS = 63), de la que surgen los clados AGL6 (UFBS = 100) y AGL6 sister (UFBS = 99). En el
clado AGLS, se observa una duplicacién a gran escala (UFBS = 100), previa a la diversificacion de
las Papilionoideae. También se detectan dos duplicaciones intraespecificas en Glycine max (Figura
3). En el clado AGL6 sister, se evidencia una duplicacion a gran escala (UFBS = 57), que
posiblemente predata la diversificacién de todas las leguminosas. Ademas, hay duplicaciones
locales en Glycine max y Lupinus albus.

En el clado de los SEP1_Like (UFBS = 85), se observa una duplicacion exclusiva de las
Papilionoideae (UFBS = 84) y dos duplicaciones locales en Glycine max y Lupinus albus. En el

clado SEP4 (UFBS = 98), se puede observar una duplicacion previa a todas las leguminosas, que
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afecta tanto a la subfamilia Papilionoideae como a la subfamilia Cercidoideae. Debido a que
incluso el homdlogo SEP4 de Arabidopsis, se anida en uno de los clados es posible que esta
duplicacion afecte otras eudicotiledoneas centrales. Ademas, se identifican cuatro duplicaciones
locales en Glycine max, Lupinus albus y Cercis canadensis. Por ultimo, los genes SEP3 (UFBS =
100), también sufren una duplicacion que afecta a todas las leguminosas (UFBS = 92), ademas de

una duplicacion local en Glycine max (Figura 3).

Figura 3. Analisis ML que muestra en detalle los genes AGL6, AGL6 sister, SEP1, SEP3y SEP4
en las leguminosas. Las estrellas amarillas indican eventos de duplicacién a gran escala, las
estrellas rojas representan duplicaciones especie-especificas

A

il

Nota. Los nimeros en cada rama indican los valores de Ultrafast Bootstrap (UFBS).
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Figura 4. Analisis ML que muestra en detalle los genes AP1, AGL79 y FUL en las leguminosas.
Las estrellas amarillas indican eventos de duplicacion a gran escala, las estrellas rojas
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Nota. Los nimeros en cada rama indican los valores de Ultrafast Bootstrap (UFBS).

Los clados del linaje de genes AP1/FUL, euAP1, AGL79 y FUL se recuperan con altos

soportes. En el clado AP1 (UFBS = 100) se evidencia una duplicacion especifica de las
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Papilionoideae (UFBS = 98), y tres duplicaciones locales, dos en Glycine max y una en Cercis
canadensis. En el clado AGL79 (UFBS =100), se identifica una duplicacion idéntica en las
Papilionoideae (UFBS = 100), asi como una duplicacién local en Glycine max. Finalmente, en el
clado FUL (UFBS = 94), se observa una duplicacion a gran escala (UFBS = 59), posiblemente
afectando todas las leguminosas, con la presencia adicional de seis duplicaciones locales, dos en

Glycine max, una en Arachis hypogaea y tres en Dalea cuatrecasasii (Figura 4).

Figura 5. Analisis ML que muestra en detalle los genes SVP, AGL24, AP3, TM6 y Pl en las
leguminosas. Las estrellas amarillas indican eventos de duplicacion a gran escala, las estrellas
rojas representan duplicaciones especie-especificas.

Nota. Los nimeros en cada rama indican los valores de Ultrafast Bootstrap (UFBS).



ANOTACION DE LOS GENES MADS-BOX EN DALEA CUATRECASASII (FABACEAE) Y SU COMP... 24

Los clados SVP, AGL24A y AGL24B (Ramirez-Ramirez et al., 2021) se recuperan aqui
parcialmente. El clado SVP (UFBS = 100), se recupera predominantemente de copia Unica con solo
una duplicacion local en Lupinus albus. El clado AGL24A (UFBS = 100), se recupera sin el
homologo de Arabidopsis (AGL24), también se mantiene de copia Unica, y solo se detecta una
duplicacion local en Dalea cuatrecasasii. Finalmente, el clado AGL24B (UFBS = 100) se rescata
sin homologos de Arabidopsis y con una duplicacién a gran escala (UFBS = 100), que parece solo
retenerse en la tribu Phaseoleae (que incluye a Phaseolus y Glycine). Ademas, se detectan dos
duplicaciones locales en Glycine max y Dalea cuatrecasasii (inflorescencia) (Figura 5).

En cuanto a los clados genes clase B, se recuperan los tres clados de genes AP3, TM6 y PI
(todos con UFBS = 100). Los genes AP3 y TM6 no revelan duplicaciones a gran escala, solo
duplicaciones locales de TM6 en Lupinus albus y Glycine max, asi como duplicaciones locales de
AP3 en Arachis hypogaea y Glycine max. Finalmente, en el clado P, se identifico una duplicacion
posiblemente afectando a todas las leguminosas (UFBS = 95), o que al menos predata la
diversificacion de las Dalbergioides (Dalea cuatrecasasii) y una Unica duplicacion local en Dalea
cuatrecasasii (Figura 5).

Figura 6. Analisis ML que muestra en detalle los genes AGL15, AGL16, AGL17, AGL18 y ANR1
en las leguminosas. Las estrellas amarillas indican eventos de duplicacién a gran escala, las
estrellas rojas representan duplicaciones especie-especificas
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Nota. Los numeros en cada rama indican los valores de Ultrafast Bootstrap (UFBS).
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En el clado AGL16 (UFBS = 100) se identifican duplicaciones locales en Cercis canadensis
y Lupinus albus. En el clado AGL17 Like (UFBS = 100), también hay una duplicacion local en
Lupinus albus. En el clado ANR1 (UFBS = 38), se identifica una duplicacion a gran escala (UFBS
= 99), que parece ocurrir antes de la diversificacion de las tribus Phaseolae, Loteae, Fabeae y
Trifolieae, pero que solo se retiene en las Phaseolae (Phaseolus y Glycine). En cuanto clado AGL15
(UFBS = 99), se encuentra una duplicacion a gran escala (UFBS = 93), dificil de temporizar, junto
con una duplicacion local en Lupinus albus. Finalmente, el clado AGL18 (UFBS = 99) se mantiene
de copia Unica en todas las leguminosas muestreadas (Figura 6).

Figura 7. Analisis ML que muestra en detalle los genes ABS y XALL1 en las leguminosas. Las
estrellas amarillas indican eventos de duplicacidn a gran escala, las estrellas rojas representan
duplicaciones especie-especificas
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Nota. Los nimeros en cada rama indican los valores de Ultrafast Bootstrap (UFBS).

En el caso del clado ABS (UFBS = 62), se detectaron dos duplicaciones locales en Glycine
max y Phaseolus vulgaris. Los genes XAL1, solo fueron aislados de unas pocas especies, y la

reconstruccion filogenética no rescata ninguna duplicacion (Figura 7).
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Figura 8. Analisis ML que muestra en detalle los genes AGL42_Like, AGL14 Likey SOC1 en
las leguminosas. Las estrellas amarillas indican eventos de duplicacién a gran escala, las
estrellas rojas representan duplicaciones especie-especificas de especies

- Phaseolus_vulgaris_AGL42_like_PhvuAGL42_fike
) E Glycine_max_AGL42 like_GimaAGL42_like
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I—AGL71_A T5G51870

AGL42_AT5G62165

Nota. Los nimeros en cada rama indican los valores de Ultrafast Bootstrap (UFBS).

En cuanto al clado AGL14 Like (UFBS = 99), solo se observa una duplicacion local en

Glycine max. En el clado SOC1, se detecta al menos una duplicacion a gran escala (UFBS =83) y
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tres duplicaciones locales en Glycine max, Lupinus albus y Medicago truncatula. Finalmente, en

el clado AGL42 Like, se observa una Unica duplicacién local en Dalea cuatrecasasii (Figura 8).

Figura 9. Analisis ML que muestra en detalle los genes AG, SHP y STK en las leguminosas. Las
estrellas amarillas indican eventos de duplicacion a gran escala, las estrellas rojas representan
duplicaciones especie-especificas

Nota. Los nimeros en cada rama indican los valores de Ultrafast Bootstrap (UFBS).
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Por ultimo, en los clados AG y SHP (UFBS = 99), no hay duplicaciones a gran escala. Estos
genes tienden a mantenerse de copia Unica. En el clado AG se observan dos duplicaciones locales
en Glycine max y Lupinus albus. En el clado SHP, solo se identifica una duplicacion local en
Glycine max. Finalmente, en el clado STK (UFBS = 100) no se detecta ninguna duplicacion (Figura
9).
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3. Discusion

Tendencias de duplicacién de genes en leguminosas y especificamente en Dalea
cuatrecasasii

Diferentes tendencias de duplicacion fueron detectadas para cada uno de los genes
estudiados en leguminosas. Mientras los genes FUL, PI1, SEP3, y SEP4 se duplicaron previo a la
diversificacion de todas las leguminosas, la mayoria de las duplicaciones registradas tuvo lugar
durante la diversificacion de la subfamilia Papilionoideae, y estan presentes de copia Unica en
Cercis. Estas duplicaciones han ocurrido en los genes AGL6, AGL24, AGL79, AP1, SEP1, y SOC1.
Por otra parte, solo algunos genes se han duplicado en grupos mas especificos de Papilionoideae.
Este es el caso de los genes ANR1, cuya duplicacion predata la diversificacion de Phaseolae,
Loteae, Fabeae y Trifolieae. Asi mismo, la duplicacion de los genes AGL6 sister solo afecta a las
Fabeae y las Trifolieae. Es interesante que a pesar de los esfuerzos de identificacion de los genes
MADS-box en leguminosas este sea el primer estudio en identificar tendencias de duplicaciones
en la familia, ya que estudios previos habian comparado genes de una sola especie de las Fabaceae
con homélogos de Arabidopsis, y nunca habian realizado un muestreo comparativo entre
leguminosas (Dong et al., 2021; Kumar et al., 2021; Mou et al., 2022; Okay et al., 2024).

En general los datos sugieren que cada linaje de genes MADS-box pudo haber tenido un
tiempo evolutivo especifico de duplicacion en las leguminosas. Es también interesante que linajes
como CAL/FUL/AP1, AP3/PI, SEP y AG/SHP exhiben un alto grado de redundancia mientras que
los genes, AGL6, AGL12, AGL15, y ANR1 mantienen menos copias y quizds mayor autonomia
funcional, lo que ya habia sido resaltado en un estudio a gran escala de los genes MADS-box en
soya (Shu et al 2013). Uno de los casos ya reportados de retencion de duplicados corresponde a la
presencia de tres pardlogos de genes SOC1 en Cajanus cajan, aunque en este reporte no se usan
los homologos de Arabidopsis para la reconstruccion del arbol de genes MADS-box, por lo que es
dificil entender la homologia de las copias (Kumar et al., 2021). Sin embargo, si sugiere que
algunos grupos de leguminosas han sufrido eventos de duplicacion de genes que pudiesen estar
asociados a nuevas funciones, en el caso particular de los genes SOC1 asociadas a cambios en las
sefiales que controlan de floracion. Otros casos similares de duplicaciones locales han sido
reportados en genes que no son MADS-box, como es el caso de por ejemplo la familia de genes

LEED, PEED (LP) en Medicago truncatula (Al7) esta compuesta por 13 genes que codifican
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pequefios péptidos, presuntamente secretados. Sin embargo, esta familia no esta presente en los
genomas de Glycine max, Lotus japonicus o en la especie IRLC Cicer arietinum, lo que sugiere
que esta familia de genes LP surgi6 en los Gltimos 25 millones de afios (Trujillo et al., 2014).

Con respecto a la especie Dalea cuatrecasasii se identificaron varias instancias de genes
duplicados, especificamente el caso de los genes AGL6, AGL14 y SOC1, que ademas presentan
variaciones sutiles en longitud y mutaciones. Es claro que las duplicaciones son la fuente mas
importante de cambios de funcidn que puedan ocurrir a nivel evolutivo, de hecho, las duplicaciones
pueden conducir a la neofuncionalizacion o a la pseudogenizacion, o a la subfuncionalizacién, o a
la redundancia, dependiendo de si las copias mantienen su funcion o la pierden debido a mutaciones
(Jiang et al., 2013).

En el analisis de las secuencias de FUL en Dalea cuatrecasasii, se observa que la secuencia
correspondiente a FUL2 — DacuFUL2 que se expresa activamente en el tallo presenta diferencias
significativas en comparacion con las demas secuencias de este grupo. Especificamente, esta
secuencia carece de 30 nucleotidos en el extremo 3', en una regién clave que incluye el dominio
(PWMLRP__E¥*), el cual es importante para la funcion de unién de proteinas. Esta ausencia sugiere
que podrian existir cambios en la funcion de la proteina codificada por este gen, potencialmente
afectando su capacidad de interaccion con otras proteinas o de regulacion en procesos celulares.
Esta variacion podria, en consecuencia, tener implicaciones funcionales relevantes en el desarrollo
0 adaptacion de Dalea cuatrecasasii.

3.1 Funciones de genes MADS-box asociados con cambios fenotipicos conocidos en
leguminosas

Figura 10. Alineamiento de la region C-terminal de las proteinas SHP identificadas en este
analisis. La caja punteada sefiala la region SSQA identificada en Medicago truncatula como una
de las mas importantes para la lignificacion y la torsién de los frutos
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Nota. Este analisis revela que esta secuencia no esta conservada en las demas leguminosas
estudiadas, que ademas no poseen torsion del fruto.

Todos los genes MADS-box son reguladores esenciales del desarrollo reproductivo en las
plantas y definen cambios en caracteristicas como la floracién, la estructura floral y el crecimiento
de semillas, que han sido importantes en procesos de domesticacion (Schilling et al., 2018). Un
caso especifico es el de los genes SHATTERPROOF (SHP) que regulan en gran medida la
formacion de la zona de dehiscencia en Arabidopsis (Liljegren et al., 2000) y el control de la
lignificacion en las margenes de las valvas de las leguminosas (Fourquin et al., 2013). Estudios
detallados comparados en el género Medicago muestran que existe una secuencia distintiva en el
dominio C terminal de la proteina SHP correlacionada con la lignificacion del fruto y la torsién de
las valvas que resulta en frutos enrollados. La secuencia polimorfica es el motivo SSQA en frutos
enrollados y el cambio a _SQT/S en frutos no enrollados (Fourquin et al., 2013). Nuestros datos
muestran que la mayoria de las leguminosas muestreadas tienen el motivo clésico de los frutos no
enrollados; sin embargo, las secuencias de Dalea son muy diferentes en este motivo. En primer
lugar, Dalea posee dos genes SHP, a diferencia de las demas leguminosas muestreadas. En segundo
lugar, mientras que la proteina DacuSHP1 posee solamente una serina (_S__ ) en esta region del
alineamiento, la proteina DacuSHP2 posee un motivo muy divergente (PAQT). Estos cambios
podrian estar vinculados a cambios en la morfo-anatomia de los frutos extra cortos de Dalea
(Figura 10).
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Figura 11. Alineamiento de secuencias de proteinas del clado AGL79 en leguminosas. La copia

DacuAGL79.2 expresada en la inflorescencia termina en el aminoacido 229 y no presenta el

motivo (LPPWML)
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--VSEHPORCLETIGIGOCSSTLNLICOPEVLPPPORLVPSLNLSGTLOARGSLEFEEAS
KLTDEGPQSCPETTG-QHCSSTSNL-YSPKLMPP-QTQFPSLTHGETLOAR-
--MTERPQSVPETLG--ONSTNLNL-CSPOLLPS-QRLL---TLSGTLOGR:
--VAELPOCVPETLG--QT-~~~~~~~ -CPLELQPQHRLVPSLTLCENLEAA.
~-VTEGPHTGPETLG--PNSSTLNL-TSPOLPPPPORLVPSLTLCETFOGR-
-=-WERPHCGPETLG-~LT-~; -CPPELOROORVEPSLTLCETLOA!
~-VWEPPHCGPETLG-~-LT-~ FPPELOPOORLVPSLTLCETLOAA--P-LEEW

EV‘J RPC--STTLVPSWMLPHLAR*
EAAQVGG-TNTTVIPPWMLHHLTT*
STVIPPWMLOHLTS*

Lens_ culmaru AGL79 LecuAGL79
Hedxcaqo truncatula AGL79 MetrAGL79
Lotus_japonicus_AGL79_Lo3jaAGL79
Phaseolus_vulgaris_AGL79.1 PhvuAGL79.1
Phaseolus_vulgaris_AGL79. 2 PhvuAGL79.2
Glycine max AGL79. l. GlmaAGL79.1
Glycine_max J  AGL79.2 G].lIaAGL79 2
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EARTVPT--ATTHIPPWMLHPFTR*

Nota. La variante en el tallo tiene una delecién en los aminoacidos 72-83 en el dominio I, posterior

al dominio MADS.
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Otro caso muy interesante de rasgos fenotipicos asociados a cambios en genes MADS-box
es el de los genes AGL79, que estan asociados con la identidad reproductiva de meristemas de
inflorescencia secundarios. Cuando los homologos de los genes AGL79 en arveja, (Ilamados
VEGETATIVE 1 - VEG1) se ven afectados, las inflorescencias secundarias se transforman en ramas
vegetativas (Berbel et al., 2012). En Dalea cuatrecasasii hay dos variantes de AGL79, que hemos
Ilamado DacuAGL79.1 y AGL79.2, ambas de expresan en la inflorescencia y solo una (AGL79.2)
se expresa en el tallo. De hecho, la copia AGL79.2 termina en la posicion 229 en aminoacidos, y
carece del motivo LPPWML tipico de genes FUL (Litt & Irish, 2003). Ademas, la variante
DacuAGL79.2 que se expresa en el tallo, posee ademas una delecién del aminoacido 72-83 en el
dominio I, después del dominio MADS (Figura 11), lo que tedricamente podria afectar sus
interacciones proteicas. Serd de gran importancia estudiar la expresion y la funcion de estos
homdlogos de VEGL1 en Dalea, ya que, asi como otras Fabaceae (ej. Arachis, Lupinus), en Dalea
hay inflorescencias apicales (de primer orden) y axilares (de segundo orden).

Otro linaje de genes que vale la pena explorar en detalle en las leguminosas es el linaje
AGL6 y su gen hermano aqui identificado por primera vez AGL6 sister, que parece ser el resultado
de una duplicacién especifica en leguminosas. EI gen AGL6 esta implicado en la regulacion del
meristemo floral, facilitando la transicion hacia la formacién de 6rganos florales, participa en el
desarrollo de estructuras especificas como la palea en gramineas, los integumentos del 6vulo, y las
semillas, y ademas esta implicado en el desarrollo de gametofitos masculinos y femeninos (Dreni
& Zhang, 2016). Otros estudios sugieren que homdélogos de AGL6, pueden desempefiar un papel
importante en la morfologia de los estambres en los Zingiberales (Yockteng et al., 2013). En las
leguminosas, especialmente en la soja, los genes AGL6 son cruciales para regular la identidad de
los organos florales (Wong etal., 2013). Debido a que es el primer caso conocido en
eudicotiledéneas centrales donde los genes AGL6 estdn duplicados, serd de gran importancia
caracterizar su expresion en leguminosas, ya que es posible que nuevas funciones vinculadas a la
transicion floral o a la especializacion de 6rganos florales estén acompafiando la retencion de los

dos linajes de genes, AGL6 y AGL6 sister en leguminosas.
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3.2 Genes exclusivos de las inflorescencias, del tallo y compartidos entre los dos puntos en
Dalea cuatrecasasii

Este estudio permitié identificar los genes MADS-box MIKCc de Dalea cuatrecasasii
expresados exclusivamente en el tallo, en la inflorescencia y aquellos que se expresan de forma
mas amplia en las dos regiones. Los factores de transcripcion activos en tallo y en inflorescencia,
incluyen a AGL14, SOC1.1, SOC1.2, AP3, AGL6.1, AGL6.2, AGL79.2, FUL2, SEP4.1, y SHP1.
Aquellos exclusivamente encontrados en el tallo incluyen AGL24, AGL42 Likel, AGL42 Like2,
FULL, FULS3, y SVP. Finalmente, los genes que son exclusivamente expresados en la inflorescencia
incluyen AG1, AG2, AGLG6 sister, AGL24.1, AGL24.2, AGL79.1, DacuAP1 Likel, DacuAP1 Like2,
FUL1, PI1, P12, PI3, SEP1 Likel, SEP1 Like2, SEP4.2, SEP4.3, SEP3, SHP2, STK y TM6. De
estos datos es notable resaltar que varios de los integradores de la floracion, como son los
homdlogos de AGL24, SVP y SOC1 estan activos en el tallo y en la inflorescencia de Dalea. La
especie Dalea cuatrecasasi es la Unica hospedera conocida de la especie de Apodanthaceae
Pilostyles boyacensis, y en este contexto es de particular importancia la presencia de genes de la
planta hospedera que estén presentes en el tallo y cuyo mRNA pueda ser potencialmente
movilizado hacia el endéfito de la planta parasita. La movilidad de ARN en plantas, especialmente
en especies representativas como Arabidopsis thaliana, ha sido un campo de investigacion
esclarecedor sobre como determinados ARN pueden moverse a través del floema para llegar a
diferentes tejidos y desempefiar funciones reguladoras especificas. Por ejemplo, Thieme et al.
(2015) demostraron que el ARN mensajero no autbnomo es capaz de moverse a través del floema
en Arabidopsis, llegando incluso a zonas alejadas de la planta. Este descubrimiento ofrece una base
firme para sugerir que algunos ARN en Dalea cuatrecasasii, especialmente aquellos asociados a
la familia de genes MADS-box, también podrian mostrar movilidad en los tejidos, lo que les
facilitaria el contacto directo con el endéfito Pilostyles boyacencis en el tallo. Estudios en otras
especies han demostrado que la movilidad de ARN puede estar asociada a procesos de regulacion
no solo del desarrollo sino de respuesta a patdgenos o simbiontes (Palauqui et al., 1997), lo cual
refuerza la plausibilidad de esta hipdtesis. Debido a que varios de estos genes presentes en el tallo
de dalea pueden jugar roles importantes en la floracion es interesante especular que la planta
hospedera regula la floracion de la planta parasita, mas aun cuando en plantas endoholoparasitas
no hay hojas que son las principales fuentes de sefiales de floracion asociadas a las variables

ambientales, como la luz y la temperatura.
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Figura 12. Alineacion multiple de secuencias de proteinas de la familia AG en varias especies

de leguminosas
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Nota. La duplicacion de los genes AG en D. cuatrecasasii y otras leguminosas, que generalmente

presentan una sola copia en otras plantas, sugiere que estas copias adicionales, con cambios

significativos en el dominio C terminal y distintas interacciones tetraméricas, podrian estar

experimentando subfuncionalizacion o neofuncionalizacion.
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Por otra parte, los genes AG1, AG2, AGL6 sister, AGL24.1, AGL24.2, AGL79.1, DacuAP1
Likel, DacuAP1 Like2, FUL1, PI1, P12, P13, SEP1 Likel, SEP1 Like2, SEP4.2, SEP4.3, SEP3,
SHP2, STK y TM6, cuya expresion ocurre de forma exclusiva en la inflorescencia deben ser
predominantemente aquellos que controlan exclusivamente la identidad de los érganos florales de
Dalea cuatrecasasii. En efecto, varios estan vinculados a la identidad de todos los 6rganos florales
en conjunto (SEP) o a funciones mas restringidas a la identidad de sépalos y pétalos (AP1), pétalos
y estambres (AP3, Pl y TM6), y la identidad de estambres y carpelos (AG), asi como a la formacion
de ovulos (STK). De gran interés en este listado es la ocurrencia de un gen especifico de
leguminosas, que es el AGL6 sister, cuya funcion es aun desconocida y la duplicacién de los genes
AG, que suelen ser de copia Unica en otras plantas. La presencia de dos copias de AG con grandes
cambios en el dominio C terminal y la capacidad de establecer diferentes interacciones tetraméricas
es un aspecto que debe estudiarse con mas atencidn en el futuro, ya que estos genes pueden estar
sufriendo procesos de subfuncionalizacion o neofuncionalizacion en D. cuatrecasasii y en las otras

leguminosas con duplicaciones locales (Figura 12).
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