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RESUMEN

IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION in silico DE LAS FAMILIAS
GENICAS TPS Y TPP DEL METABOLISMO DE LA TREHALOSA EN
JITOMATE (Solanum lycopersicum L.

Los genes de biosintesis de la trehalosa en plantas contienen dos familias,
trehalosa-6-fosfato sintasas (TPSs) y trehalosa-6-fosfatasa (TPPs). Ambas
familias juegan un papel importante en el crecimiento, desarrollo y tolerancia al
estrés de las plantas. Estudios anteriores han hecho grandes esfuerzos en la
identificacion de los miembros de las dos familias en jitomate, pero todavia no ha
habido un andlisis enfocado al perfil de expresion de las familias de genes
TPS/TPP en esta especie. En este estudio encontramos diez genes SITPS y
nueve genes SITPP en el genoma del jitomate, cada familia se clasifico en dos
clases. Los miembros clase | y clase Il de SITPS difieren en estructuras
genéticas, dominios y motivos conservados, lo que implica funciones genéticas
variadas. El analisis de duplicacion genética mostré que cuatro pares de
genes SITPSy dos pares de genes SITPP estdn formados por eventos de
duplicacién segmental. El valor de Ka/Ks de los genes era inferior a 1, lo que
sugiere seleccion purificadora en estas familias genéticas. Los
elementos regulatorios cis mostraron que muchos miembros de las familias TPS
y TPP pueden estar relacionados con el estrés, las hormonas y la luz. El analisis
de los perfiles de expresidon revel6 que 9 genes SITPS y 8 genes SITPP se
expresaron diferencialmente en condiciones de estrés abidtico. Estos hallazgos
establecen las bases para futuros estudios experimentales y funcionales de
estas familias de genes y su papel en el metabolismo, el desarrollo y la respuesta
al estrés en jitomate.

Palabras clave: bioinformatica, estrés abidtico, expresion génica, Ka/Ks, sintenia

Tesis de Maestria en Ciencias en Biotecnologia Agricola, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: Irma Lopez Gonzalez
Director de tesis: Dr. José Oscar Mascorro Gallardo
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ABSTRACT

IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION in silico OF TPS AND TPP GENE
FAMILIES OF METABOLISM OF TREHALOSE IN TOMATO (Solanum
lycopersicum L.)

The trehalose biosynthesis genes in plants contain two gene families, trehalose-
6P synthase (TPSs) and trehalose-6P phosphatase (TPPs). Both families play an
important role on growth, development and stress tolerance of plants. Previous
studies have made great efforts to identify the members of the two families in
tomato, but there has not yet done an analysis focused on the expression profile
of the TPS / TPP gene families in the specie. In this study we found ten SITPS
genes and nine SITPP genes in the tomato genome, each family was classified
into two classes. The class | and class Il members of SITPS differ in genetic
structures, domains, and conserved motifs, implying varied genetic functions.
Genetic duplication analysis showed that four pairs of SITPS genes and two pairs
of SITPP genes are formed by segmental duplication events. The Ka / Ks value
of the genes was less than 1, suggesting purifying selection in these gene
families. The cis regulatory elements showed that many members of the TPS and
TPP families may be involved in responses to stress, hormones and light. The
analysis of the expression profiles revealed that 9 SITPS genes and 8 SITPP
genes were differentially expressed under abiotic stress conditions. These
findings establish basis for future experimental and functional studies of these
gene families and their role in metabolism, development and stress response in
tomato.

Key words: abiotic stress, bioinformatics, gene expression, Ka/Ks, synteny

Thesis, Universidad Autbnoma Chapingo
Author: Irma Lopez Gonzélez
Advisor: Dr. Jose Oscar Mascorro Gallardo
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.  INTRODUCCION

Las condiciones de estrés abibtico como sequia, calor, frio y salinidad reducen la
calidad y el rendimiento de los cultivos (Lomeshwar et al., 2020), por lo que son
una grave preocupacion para la seguridad alimentaria. Ademas, se prevé que las
tensiones ambientales empeoren con el calentamiento global y el cambio
climatico previsto (Sallam et al., 2019). Por lo tanto, se requieren cultivos
tolerantes a estrés abidtico para satisfacer las demandas alimentarias
proyectadas.

Las plantas han desarrollado varias estrategias para superar los desafios de
tensiones abidticas, ya sea adoptando un mecanismo adaptativo que les permita
sobrevivir a las condiciones adversas o habitos de crecimiento especificos para
evitar condiciones de estrés (Parul et al., 2016).

Un mecanismo efectivo para reducir el dafio de estrés por sequia y salinidad es
la produccién y acumulacion de altos niveles intracelulares de compuestos
organicos, altamente solubles, de bajo peso molecular, eléctricamente neutros y
no toxicos, conocidos como osmolitos u osmoprotectores (Per et al., 2017).

Los osmoprotectores ayudan en el aumento de la tolerancia al estrés al proteger
las membranas biologicas, estabilizar la estructura de las proteinas y otras
estructuras celulares, desintoxicar las ROS y mantener el equilibrio redox celular
(Zulfigar et al., 2019). Segun sus propiedades quimicas, los osmoprotectores se
clasifican en: aminoacidos (prolina, ectoina, acido pipecélico, etc.), betainas
(glicina betaina, colina-O-sulfato, B-alanina betaina, etc.), alcoholes de azucar y
azucares no reductores (trehalosa, sorbitol, inositol, manitol, etc.) (Slama et al.,
2015).

La trehalosa (a-D-glucopiranosil-1,1- a-D-Glucopiranosido), un disacérido no
reductor compuesto por dos moléculas de glucosa (Lunn et al., 2015), en las
plantas funciona estabilizando las proteinas y las membranas lipidicas en
condiciones de estrés por sequia, frio, calor y salinidad (Garg et al., 2002).

Existen al menos cinco vias biosintéticas de trehalosa en diferentes organismos



(Avonce et al., 2006), pero en las plantas superiores solo existe una, la via TPS-
TPP. En esta ruta, la trehalosa se sintetiza mediante la catélisis de dos enzimas:
trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS) y trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP). Primero
TPS cataliza la union de UDP-glucosa y glucosa 6-fosfato para formar trehalosa-
6-fosfato (T6P) y UDP. Después TPP desfosforila la T6P para producir trehalosa
libre. La trehalasa (TRE) es una enzima que hidroliza especificamente la
trehalosa, produciendo glucosa (Chen y Haddad, 2004). En plantas, los genes
TPS y TPP constituyen dos familias multigénicas, mientras que TRE esta
presente como un gen de copia Unica en la mayoria de los genomas de plantas
secuenciadas (Lunn et al., 2007).

Ademas de ser una via para producir trehalosa, en plantas superiores se ha
descubierto que actian como moléculas de sefalizacion que modulan diversos
procesos metabdlicos y de desarrollo en las plantas (Acosta-Pérez et al., 2020).
La perturbacion de esta via conduce a alteraciones en el metabolismo del
carbono y nitrégeno, desarrollo de las hojas, tiempo de floracion, ramificacion de
brotes, funcion estomatal y tolerancia a tensiones abidticas y bidticas en
Arabidopsis y otras especies (Figueroa y Lunn, 2016).

El jitomate (Solanum lycopersicum) es un cultivo con gran importancia
econdmica, que también funciona como un sistema modelo para plantas de frutos
carnosos (Kimura y Sinha, 2008). Su crecimiento y desarrollo se ven facilmente
afectados por diversas tensiones ambientales, como la sequia, la salinidad y el
calor (Yu et al.,, 2019), lo que hace necesario implementar estrategias que
minimicen las pérdidas causadas por el estrés en este cultivo.

Bajo este contexto, en el presente trabajo se identificaron los miembros de las
familias TPS/TPP en jitomate y se caracterizaron en detalle utilizando métodos
bioinforméaticos, se analizé la ubicacion de los genes en los cromosomas, relacion
evolutiva, estructura intrén/exén, motivos proteicos y dominios conservados,
estructura 3D, elementos regulatorios cis y los patrones de expresion bajo
diversos tipos de estrés. Al llevar a cabo este trabajo sobre las familias TPS y
TPP se espera que apoye futuras investigaciones experimentales de estas
familias de genes en jitomate, con la finalidad de mejorar la tolerancia de los



cultivos al estrés mediante transformacion, edicion genética y mejoramiento

asistido por marcadores moleculares.

.  OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Identificar los genes TPS y TPP de biosintesis de la trehalosa relacionados con
el estrés abidtico en jitomate
4.2 Objetivo especifico
a) Identificar los genes TPS y TPP en el genoma completo de jitomate
b) Describir las caracteristicas genéticas de los genes SITPS y SITPP
c) Analizar la evolucion de los genes SITPS y SITPP
d) Distinguir la estructura genética, motivos y dominios conservados de los
SITPS y SITPP
e) Mostrar la estructura 3D de las proteinas SITPS y SITPP
f) Clasificar los elementos reguladores cis de los promotores de los genes
SITPS y SITPP
g) Comparar los perfiles de expresion de los genes SITPS y SITPP bajo

diferentes tipos de estrés abidtico

lIl.  HIPOTESIS

El andlisis in silico de los genes involucrados en la biosintesis de trehalosa
permitira obtener importantes claves sobre su estructura, funcion y papel en la
respuesta al estrés abidtico y en el crecimiento y desarrollo del jitomate



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Trehalosa

La trehalosa es un disacarido no reductor formado por dos mondémeros de
glucosa que estéan vinculados con un enlace 1,1-glicosidico. Este disacarido se
encuentra en muchos organismos como bacterias, hongos, nematodos,
artropodos y plantas (Elbein et al., 2003) pero no en vertebrados. Los niveles
de trehalosa son insignificantes en la mayoria de las plantas superiores, a
excepcion de algunas especies de plantas de resurreccion, por ejemplo, S.
lepidophylla, donde su alto contenido de trehalosa se correlacion6é con alta
tolerancia al estrés (Iturriaga et al., 2000).

La trehalosa y los intermedios en su biosintesis tiene un papel importante en el
metabolismo de las células vegetales para la tolerancia al estrés abidtico.
4.1.1. Vias de biosintesis de trehalosa

En la naturaleza existen al menos cinco vias de biosintesis de trehalosa (Avonce
et al., 2006). La via mas comun es la TPS-TPP, se encuentra en una amplia
gama de organismos a partir de eubacterias, arqueas, hongos, insectos y
plantas. En esta via, la trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS) cataliza la
transferencia de glucosa de UDP-glucosa a glucosa-6-fosfato (G6P), para
producir el intermedio trehalosa-6-fosfato (T6P). La trehalosa-6-fosfatasa (TPP)
desfosforila T6P a trehalosa (Elbein et al., 2003). La via TreZ-TreY se distribuye
en arqueas termofilicas del género Sulfolobus, implica la conversion de
maltooligosacéaridos o almidén a trehalosa catalizada por la maltooligosyl
trehalosa sintasa (TreY) y posteriormente maltooligosyl trehalosa
trehalohydrolasa (TreZ) (Maruta et al., 1996). La via TreP, se encuentra en
hongos como Agaricus bisporus y protista como Euglena gracilis, trehalosa
fosforilasa (TreP) cataliza la sintesis reversible de trehalosa, a partir de glucosa-
1-fosfato y glucosa (Wannet et al., 1998; Belocopitow y Maréchal, 1970). En la
via TreS, la trehalosa sintasa (TreS) isomeriza el enlace a1-a4 de la maltosa al
enlace a1-a1 de trehalosa. Esta via se inform6 por primera vez

en Pimelobacter sp. (Elbein et al., 2003) y se ha encontrado sdélo en bacterias.



La via TreT implica trehalosa glicosiltransferasa (TreT) que cataliza la
conversion reversible de ADP-glucosa y glucosa a trehalosa. Esta via se
produce en extremdfilos como Thermococcus litoralis y Thermotoga maritima
(Qu et al., 2004).

La trehalosa se hidroliza en dos unidades de glucosa por trehalasa (TRE). Esto
se ha observado en muchos organismos incluyendo bacterias, hongos, plantas
e insectos (Elbein et al., 2003).

4.1.2. Papel de la trehalosa en el crecimiento y desarrollo

T6P desempefia un papel importante en la sintesis de almidén a través de la
actividad redox postraduccional de la pirofosforasa ADP-glucosa (Kolbe et al.,
2005). T6P también funciona como inhibidor de la actividad de la proteina quinasa
1 relacionada con SNF1 (SnRK1), que regula los genes clave implicados en la
asignacion (SWEETS) y el uso (biosintesis de almidén) de sacarosa. SnRK1
ademas tiene un papel fundamental en las redes de transcripcion del estrés
vegetal, metabolismo energético, crecimiento, desarrollo y supervivencia de las
plantas (Baena-Gonzalez et al., 2007). La via biosintética y los genes de
crecimiento reprimidos por SnRK1 son activados por T6P, mientras que los genes
de la via catabdlica y el estrés que son inducidos por SnRK1 son reprimidos por
T6P (Paul et al., 2018).

En Arabidopsis thaliana, AtTPS1 cataliza la sintesis de la trehalosa-6-fosfato
(Tre6P), la cual es una molécula de sefalizacion de sacarosa, y es esencial para
la embriogénesis, el crecimiento, desarrollo y floracién normal (Fichtner et al.,
2020), prueba de ello es que el mutante de AtTPS1 es un gen letal recesivo de
la embriogénesis (Eastmond et al., 2006). AtTPS6 regula la arquitectura de la
planta, forma celular y ramificacion de los tricomas (Chary et al., 2008). AtTPS11
regula la expresion del gen PHYTOALEXIN DEFICIENT4, que es un modulador

clave de las defensas contra el pulgén verde del melocotén (Singh et al., 2011).

4.1.3. Papel de la trehalosa durante estrés abiotico

Muchos estudios han sugerido que los genes TPS desempefian un papel vital en
la tolerancia al estrés en plantas, por ejemplo, en Selaginella lepidophylla, TPS1
participd en la respuesta al estrés por calor y salinidad (Zentella et al., 1999). Los



niveles de expresion de TPS en el algodon aumentaron bajo estrés por sequia
(Kosmas et al., 2006). La sobreexpresion del gen TaTPS11 del trigo mejoro la
tolerancia al frio e influyé en el metabolismo de carbohidratos en plantas de
Arabidopsis (Liu et al., 2019). La sobreexpresion de OsTPS1 mejoro la tolerancia
de plantulas de arroz al frio, alta salinidad y sequia sin otros cambios fenotipicos
significativos, al incrementar la cantidad de trehalosa y prolina, y regular la
expresion de genes relacionados con el estrés (Li et al., 2011). Los genes TPS
en maiz estaban regulados positivamente en respuesta al estrés por salinidad y
frio (Jiang et al., 2010).

Se han llevado a cabo muchas investigaciones para estudiar la sobreexpresion
de genes biosintéticos de la trehalosa para aumentar la tolerancia al estrés
abidtico en plantas. En Arabidopsis thaliana, lineas transgénicas con una fusion
traduccional quimérica de levadura trehalosa-6-fosfato sintasa y trehalosa-6-
fosfato fosfatasa mostraron un aumento significativo en la tolerancia a la sequia,
salinidad, congelacién y calor (Miranda et al., 2007).

Por otro lado, AtTPS1 es el Unico gen de la clase | que posee una extension N-
terminal, que se ha demostrado que es un dominio inhibitorio que regula la
actividad TPS. El truncamiento de esta regién N-terminal en AtTPS1 condujo a
un aumento de 10-40 veces la actividad TPS de la planta, lo que sugiere que las
enzimas TPS de la planta poseen actividad catalitica con alto potencial (Van Dijck
et al., 2002).

La sobreexpresion de AtTPS1 en Arabidopsis usando el promotor 35S confirid
tolerancia a la deshidratacidon, sin alteraciones morfolégicas visibles, salvo
floracion tardia y ademas condujo a un pequefio aumento en los niveles de
trehalosa y trehalosa-6-P (Avonce et al., 2004).

Se ha informado que los miembros de clase | de TPS, a excepcion de AtTPS3,
poseen actividad enzimatica TPS1 en Arabidopsis. Tanto AtTPS2 como AtTPS4
pueden rescatar el defecto de crecimiento de la glucosa cuando se expresa en
levadura tps1Atps2A doble mutante, y la expresidén de estos genes en el doble
mutante de levadura también resulté en la acumulacion de altos niveles de T6P

cuando se cultivd en glucosa, incluso mucho mas que AtTPS1 (Delorge et al.,



2015). Estas proteinas TPS de clase | truncadas so6lo se encuentran en las
Brassicaceae, cuyo significado es desconocido (Lunn et al., 2007). AtTPS3 es
probablemente un pseudogen, ya que contiene un codén de parada traduccional
prematuro (Vandesteene et al., 2010). Las proteinas TPS de clase Il (AtTPS5-
AtTPS11) no poseen actividad catalitica de TPS1 (Delorge et al., 2015). Los
genes AtTPS5 (Tian et al., 2019) AtTPS6 (Chary et al., 2008), OsTPS8 (Vishal et
al., 2019) y TaTPS11 (Liu et al., 2019) codifican enzimas multifuncionales que
poseen actividad de sintasa y fosfatasa (Yang et al., 2020). Por ejemplo, AtTPS5
influye en la termotolerancia al interactuar con MBF1c, un activador
transcripcional (Suzuki et al., 2008).

Con respecto a las TPP, las plantas que sobreexpresaban AtTPPD eran mas
tolerantes al estrés por alta salinidad, lo que se correlacion6 con altos niveles de
almidon y una mayor acumulacion de azUcares solubles (Krasensky et al., 2014).
La sobreexpresion de AtTPPF condujo a un aumento del contenido de trehalosa
y azlcares solubles totales en condiciones de sequia y participd en la regulacion
de la transcripcion de genes sensibles al estrés (Lin et al., 2019). AtTPPG esta
involucrado en la regulacion del cierre estomatal (Van Houtte et al., 2013). La
sobreexpresion de AtTPPI aumentd significativamente la tolerancia a la sequia y
mejord la eficiencia en el uso del agua (WUE) al disminuir las aperturas
estomatales y mejorar la arquitectura de raices (Lin et al., 2020). Ademas, AtTPPI
desempeiia un papel en la respuesta al estrés por salinidad, pero no parece ser
esencial para el estrés oxidativo y osmatico (Kataya et al., 2020).

En el arroz, la sobreexpresion regulada de un gen de fusion de genes
biosintéticos de trehalosa de Escherichia coli (otsA y otsB) mostré que lineas
transgénicas exhibieron un crecimiento vegetal sostenido, menos dafio
fotooxidativo y un equilibrio mineral mas favorable en condiciones de estrés por
sal, sequia y baja temperatura. Ademas, indicaron que el efecto principal de la
trehalosa no es como un soluto compatible, sino que el aumento de la
acumulacion de trehalosa se correlaciona con niveles mas altos de carbohidratos
solubles y una capacidad elevada para la fotosintesis tanto en condiciones de

estrés como sin estrés, de acuerdo con su papel sugerido en la modulacion de la



sensibilidad al azucar y el metabolismo de los carbohidratos (Garg et al., 2002).
OsTPS8 regula la tolerancia al estrés por salinidad en el arroz mediante el control
de las concentraciones de azUcares solubles y la regulacion de la expresién de
genes implicados en la sefalizacion SAPK9 mediada por ABA (Vishal et al.,
2019).

En un estudio en jitomate, generaron plantas transgénicas mediante la
introduccién de un gen que codifica una fusion bifuncional de los genes trehalosa-
6-fosfato sintasa y trehalosa-6-fosfato fosfatasa de Escherichia coli bajo el control
del promotor CaMV35S, estas plantas mostraron una mayor tolerancia a la
sequia y la salinidad que las plantas de tipo silvestre y tenian patrones de
crecimiento y apariencia normales (Lyu et al., 2013). Otra investigacién demostro
gue la expresibn de ScTPS1 también en jitomate, empleando el promotor
CaMV35S, mejoro la tolerancia a sequia, salinidad y estrés oxidativo (Cortina y
Culiafiez-Macia, 2005).

La transcripcion del gen NtTPPL de tabaco fue inducida significativamente por el
estrés por calor y solo ligeramente por NaCl, PEG y tratamientos de baja
temperatura (Wang et al., 2005). La sobreexpresion de un gen que codifica una
trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP) de arroz en mazorcas de maiz en desarrollo
utilizando un promotor floral redujo la concentracion de trehalosa-6-fosfato (T6P)
y aumentd la concentracion de sacarosa en las espiguillas, ademas incremento
la formacion de granos y el indice de cosecha en plantas bien irrigadas o en
condiciones de sequia (Nuccio et al., 2015). Por lo tanto, la modulacion del
metabolismo de la trehalosa enddgena es una estrategia prometedora para

mejorar la tolerancia al estrés en las plantas de cultivo.

4.2 Meétodos bioinformaticos utilizados

Un estudio "in silico” se define como un analisis que se realiza utilizando
computadoras o0 mediante simulaciones por computadora. Puede involucrar
cualquier tipo de estrategia en el manejo, extraccion, integracion e interpretacion
de datos moleculares a nivel gendmico, metabolémico, protedmico, filogenético,
celular o de organismo completo. Los enfoques in silico en plantas no solo

reducen la necesidad de costosos trabajos de laboratorio y pruebas de campo,



sino que también aceleran la tasa de descubrimiento genético. Una ventaja Unica
del enfoque in silico es su accesibilidad en todo el mundo y, en algunos casos,
basta con tener acceso a Internet y una computadora (Rehman et al., 2017).
Mediante el uso de herramientas in silico, se pueden identificar varios elementos
relacionados con el estrés que responden significativamente a los cambios
ambientales y este conocimiento podria aprovecharse posteriormente para
desarrollar plantas de cultivo mejoradas en términos de calidad y productividad,
con un mayor nivel de tolerancia al estrés abiotico (Singh et al., 2011).

4.2.1. Herramientas para la identificacion de genes en genoma completo
Phytozome es un centro comparativo para el genoma vegetal, incluidas las
plantas terrestres y las algas. Se pueden recuperar genes, familias y secuencias
de genes, secuencias genomicas y secuencias promotoras. Las proteinas
homologas y la ascendencia genética también estan disponibles para determinar
la evolucion de las familias de genes. Ademas, estan disponibles la anotacion
funcional de genes y la presentacion de la estructura de genes. Los genes han
sido anotados por asignaciones de PFAM, KOG, KEGG, PANTHER y GO
(Goodstein et al., 2012).

BLAST proteina-proteina estandar (blastp) ayuda a identificar una secuencia de
aminoéacidos de consulta y a encontrar secuencias similares en bases de datos
de proteinas al encontrar regiones locales de similitud. Cuando el programa
detecta similitud de secuencia que abarca toda la secuencia, también informa un
alineamiento global que es preferible en el caso de la identificacién (Altschul et
al., 1990).

4.2.2. Arboles evolutivos

Los arboles evolutivos son graficos bidimensionales que muestran la relacion
evolutiva entre un conjunto de elementos. Los elementos pueden ser organismos,
genes o secuencias. Cada unidad estad definida por una rama distinta. Para la
construccion de arbol filogenético, primero se eligen los marcadores moleculares
(ADN o secuencia de proteinas); en segundo lugar, se realiza la alineacion de
secuencia multiple; luego se elige un modelo de evolucién (Modelo Jukes-Cantor,

Modelo Kimura, etc.); se determina un método de construccion de arboles



(fenético o cladistico); y finalmente se evalla la confiabilidad del arbol
(Bootstrapping, Jackkniffing, etc.) (Rehman et al., 2017).

ClustalW es un algoritmo de alineacion, utiliza una interfaz de linea de comandos.
Alinea primero las dos secuencias mas estrechamente relacionadas. Clustal
primero realiza todas las posibles alineaciones por pares entre cada par de
secuencias y calcula la "distancia" entre cada par de secuencias basandose en
estos alineamientos por pares aislados. Finalmente, Clustal genera una matriz de
distancias. Las ventajas son la velocidad; y las desventajas son que no se mide
ninguna funcién objetivo, no hay forma de cuantificar si la alineacion es buena o
no. Clustal es uno de los programas de alineacion mas utilizados. Si se introduce
un error al principio del proceso de alineacion, es imposible corregirlo mas tarde.
Clustal toma las secuencias como vienen, sin embargo, no es util si todas las
secuencias no pueden tratarse de la misma manera (Rehman et al., 2017).

Los métodos cladisticos utilizan cada posicién en la alineacién como informacion
evolutiva para la construccion de un arbol y el arbol resultante se conoce como
cladograma. Aqui los arboles se generan considerando diferentes posibles vias
de evolucion. Los métodos cladisticos también se denominan métodos basados
en caracteres (0 métodos discretos) que se basan directamente en los caracteres
de secuencia en lugar de en distancias por parejas. Cuentan los eventos
mutacionales acumulados en las secuencias y, por lo tanto, puede evitar la
pérdida de informacién cuando los caracteres se convierten a distancias. Los dos
enfoques més populares son el método de méaxima parsimonia (MP) y maxima
verosimilitud (ML) (Rehman et al., 2017),

MEGA (Analisis de Genética Evolutiva Molecular) es una herramienta integrada
para realizar alineaciéon automatica y manual de secuencias, extraer bases de
datos basadas en la web, inferir arboles filogenéticos, estimar tasas de evolucion
molecular y probar hipétesis evolutivas (Nicholas et al., 1997).

4.2.2.1. Construccion de un arbol de méxima verosimilitud (ML)

El método de maxima verosimilitud busca los mejores valores de arbol y
parametros maximizando la probabilidad. Este método ofrece mas flexibilidad, se

puede considerar cualquier modelo de evolucion de secuencia. Por lo tanto, para
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cualquier modelo de evolucion, se calcula la probabilidad de un arbol dado y se
pueden usar procedimientos de optimizaciéon para inferir tanto la topologia del
arbol como los parametros del modelo mas probables. Es el mas riguroso entre
todos los enfoques, ya que ML usa la informacion de secuencia completa, no solo
los sitios informativos (Baxevanis y Ouellette, 2001).

Bootstrapping es un método de evaluacion de arbol de remuestreo que funciona
con distancia, parsimonia, probabilidad, y casi cualquier otro método de
derivacién de arboles. Puede considerarse un proceso de dos pasos que
comprende la generacion de (muchos) nuevos conjuntos de datos del conjunto
original y el célculo de un nimero que da la proporcién de veces que una rama
en particular (por ejemplo, un taxén) aparecio en el arbol. Ese nimero se conoce
comunmente como el valor de arranque (Baxevanis y Ouellette, 2001).

4.2.3. Visualizacion de alineacidon de secuencia multiple

GeneDoc proporciona herramientas para visualizar, editar y analizar multiples
alineaciones de secuencias de secuencias de proteinas y acidos nucleicos, en
un contexto explicitamente evolutivo, permite dividir las secuencias en grupos
qgue reflejan la division de superfamilias de genes (y proteinas) en familias
distintas. GeneDoc puede analizar y visualizar estos grupos por separado o
juntos (Nicholas et al., 1997).

4.2.4. Andlisis de secuencias proteicas

4.2.4.1. Prediccion de la localizacion subcelular de proteinas

YLoc es un servidor web interpretable, para predecir la localizaciéon subcelular,
utiliza lenguaje natural para explicar por qué se hizo una prediccion y qué
propiedad biolégica de la proteina fue la principal responsable de ella. Ademas,
YLoc estima la confiabilidad de sus propias predicciones, por lo tanto, puede
ayudar a comprender la localizacion de proteinas y a la ingenieria de ubicacion
de proteinas (Briesemeister et al., 2010).

4.2.4.2. Prediccion de péptidos sefial y NES en proteinas

Las proteinas vegetales se translocan del citosol a organulos especificos

mediante péptidos de transito N-terminal en el caso de cloroplastos y
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mitocondrias, o sefales de localizacion nuclear (NLS) en el caso de nucleos
(Sperschneider et al., 2017).

El servidor TargetP 1.1 predice la ubicacion subcelular de proteinas eucariotas,
comprobando la presencia de cualquiera de las presecuencias N-terminales:
péptido de transito de cloroplasto (cTP), péptido de direccionamiento mitocondrial
(mTP) o péptido sefal de la via secretora (SP). Si el servidor predice cualquier
presecuencia N-terminal, también se puede predecir un sitio de escision
potencial. Las predicciones de TargetP se basan principalmente en residuos 130
N-terminal de cada secuencia de entrada. Por lo tanto, se recomienda tener el N-
terminal para todas las secuencias a comprobar (Emanuelsson et al., 2000).
ChloroP es un método basado en redes neuronales para identificar péptidos de
transito de cloroplasto y sus sitios de escisidn. Los sitios de escisidon se predicen
utiizando una matriz de puntuacion derivada de un algoritmo automatico de
busqueda de motivos (Emanuelsson et al., 1999).

LOCALIZER aplica un enfoque de aprendizaje automético entrenado en
proteinas vegetales con datos de localizacion verificados experimentalmente
para predecir si una proteina vegetal o una proteina efectora se dirige a
cloroplastos o mitocondrias, mediante el reconocimiento de péptidos de transito
mitocondrial o cloroplasto y una busqueda NLS para predecir la localizacion en
el nucleo (Sperschneider et al., 2017).

Las sefiales de exportacion nuclear (NES) son reguladores extremadamente
importantes de la ubicacion subcelular de las proteinas. Esta regulacién tiene un
impacto en la transcripcion y otros procesos nucleares, que son fundamentales
para la viabilidad de la célula. El predictor de NES (NetNES) emplea redes
neuronales y modelos de Markov ocultos en el algoritmo de prediccion (la Cour
et al., 2004).

4.2.4.3. Estructura genética
La visualizacién de la estructura de los genes y las caracteristicas anotadas
ayuda a los biélogos a investigar su funcién y evolucion de forma intuitiva. Gene

Structure Display Server (GSDS) estad disefiado para la visualizacion de

caracteristicas génicas, como la composicién y posicién de exones, intrones y
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elementos conservados. La entrada podria ser secuencias, niumero de acceso de
GenBank (o GI) o entidades en formatos BED/GTF/GFF3. Los usuarios pueden
personalizar la forma y el color de la imagen. Se puede cargar un &rbol
filogenético y afadirlo en la figura (Hu et al., 2015).

4.2.4.4. Dominios conservados

El CDD del NCBI, la Base de Datos de Dominios Conservados (CDD), es un
recurso publico para la anotacion de proteinas con la localizacion de huellas de
dominios conservadas. Se pueden hacer blusquedas en vivo de una sola proteina
guery y de grandes conjuntos de secuencias de proteinas queries. CDD contiene
modelos de dominio y definiciones de dominio proporcionadas por varias
colecciones disponibles en el dominio publico, como Pfam, SMART, la coleccién
de COGs, KOGs, TIGR, PRK, la coleccién de NCBI protein clusters, asi como las
producidas por un esfuerzo interno de curacion de datos de NCBI (Marchler-

Bauer et al., 2015).
4.2.4.5. Motivos

Los motivos son secuencias de ADN o aminoacidos que se repiten y tienen
funciones bioldgicas. Muestran sitios de unién especificos de secuencia para
factores de transcripcion (TF) y nucleasas y estan asociados con el sitio de union
ribosémico, el procesamiento de ARNm y los procesos de terminacion de la
transcripcion y la regulacion de la expresion génica (Rehman et al., 2017).

Multiple Expectation Maximizations for Motif Elicitation (MEME) es una
herramienta para descubrir motivos en un grupo de secuencias de proteinas o
ADN relacionadas, utiliza técnicas de modelado estadistico para elegir
automaticamente el mejor ancho, nimero de ocurrencias y descripcion para cada
motivo. MEME toma como entrada un grupo de secuencias de ADN o proteinas
y genera tantos motivos como se soliciten hasta un umbral de confianza
estadistica especificado por el usuario, representa motivos como matrices de
probabilidad de letras dependientes de la posicién que describen la probabilidad
de cada letra posible en cada posicion del patrén, para lo cual. Los motivos

individuales de MEME no contienen espacios, por lo que divide los patrones con
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espacios de longitud variable en dos o mas motivos separados (Bailey y Gribskov,
1998).

4.2.5. Andlisis de estructuras proteicas

4.2.5.1. Analisis de estructura primaria de proteinas

ProtParam es una herramienta que permite el calculo de varios parametros
fisicos y quimicos para una proteina determinada almacenada en Swiss-Prot o
TrEMBL o0 para una secuencia de proteinas ingresada por el usuario. Los
parametros calculados incluyen el peso molecular, el punto isoeléctrico, pl
tedrico, la composicion de aminoacidos, la composicion atdmica, el coeficiente
de extincion, la vida media estimada, el indice de inestabilidad, el indice alifatico
y el indice de hidropaticidad (GRAVY) (Gasteiger et al., 2003).

El punto isoeléctrico (pl) es el pH en el que un amino&cido no se mueve en un
campo eléctrico. Esto significa que su carga neta se vuelve cero (zwiterion). El
pH del ambiente acuoso circundante determina la carga neta del aminoacido. pl
<7 indica que la proteina es acida y pl> 7 indica que la proteina es basica. pl de
7 indica neutral. El punto isoeléctrico teérico (pl) es util en el desarrollo de
sistemas tampon para la purificacion de proteinas (Kalibulla et al., 2017)
GRAVY es la suma de los valores hidrofobicos de todos los aminoécidos. El
aumento de la puntuacién positiva indica una mayor hidrofobicidad. Las proteinas
con indice GRAVY muy bajo muestran una mejor interaccion con el agua
(Kalibulla et al., 2017).

4.2.5.2. Analisis de estructura secundaria de proteinas

SOPMA (Método de prediccién autooptimizado con alineacion) es una mejora del
método SOPM. Estos métodos se basan en el método homologo. La mejora tiene
lugar en el hecho de que SOPMA toma en cuenta informacién de un alineamiento
de secuencias pertenecientes a la misma familia. Si no hay secuencias

homologas, la prediccion de SOPMA es la de SOPM (Geourjon y Deléage, 1995).
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4.2.5.3. Prediccion de la estructura terciaria de proteinas mediante modelos de
homologia

La comprensién completa de las funciones biolégicas de las proteinas requiere
el conocimiento de sus estructuras. Esta informacion puede ser (til para el disefio
racional de experimentos bioquimicos como mutagénesis dirigida al sitio,
estabilidad de proteinas o andlisis funcional. En resumen, el estudio de modelado
ayuda a mejorar nuestra comprension de las funciones de las proteinas. El
método basado en el conocimiento predice las estructuras de las proteinas
baséndose en la informacion de la estructura de las proteinas que existe en las
bases de datos. Es de dos tipos: el modelado de homologia que construye
modelos basados en una estructura determinada experimentalmente que esta
estrechamente relacionada a nivel de secuencia y el subproceso que identifica
proteinas que son estructuralmente similares, con o sin similitudes de secuencia
detectables (Kalibulla et al., 2017).

El modelado de homologia, también conocido como modelado comparativo,
predice estructuras de proteinas de secuencia definida por el usuario (objetivo)
basandose en la homologia de secuencia con estructuras conocidas (plantillas).
Se espera que, si dos proteinas comparten una similitud de secuencia lo
suficientemente alta, es probable que tengan estructuras tridimensionales muy
similares. Si una de las secuencias de proteinas tiene una estructura conocida,
entonces la informacion estructural se puede copiar a la proteina desconocida
con un alto grado de confianza. Como regla general, la proteina molde debe tener
como minimo un 30% de identidad de secuencia con la secuencia de consulta.
Cuando se encuentran mdultiples estructuras de bases de datos con similitud
significativa como resultado de la busqueda, se recomienda utilizar estructuras
con el porcentaje mas alto (secuencia) de identidad y la resolucion mas alta como
plantilla (Kalibulla et al., 2017).

SWISS-MODEL es una base de datos de modelos de homologia generados
automdticamente para organismos modelo relevantes e informacion de
estructura experimental para todas las secuencias en UniProtKB. Para facilitar la

exploraciéon de la informacion disponible sobre una proteina diana determinada,
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SWISS-MODEL proporciona enlaces cruzados a otros recursos y bases de datos
(Waterhouse et al., 2018).

4.2.6. Analisis de duplicacidén genética

Las duplicaciones genéticas se consideran de acuerdo con los siguientes
criterios: > 70% de identidad de secuencia de proteinas y > 75% de identidad de
longitud de secuenciay los resultados del analisis filogenético (Waterhouse et al.,
2018).

La duplicacién en tdndem y segmental ocurre cuando dos genes de la misma
especie cercanamente relacionados se localizan en el mismo cromosoma o en
diferentes cromosomas, respectivamente (Zulfigar et al., 2019).

Los genes homodlogos son dos 0 mas genes que derivan de un ancestro comun.
Los genes ortélogos y paralogos son diferentes tipos de genes homadlogos. Los
genes ortdlogos son genes homoélogos que divergieron después de un evento de
especiacion. Los genes paralogos son genes homélogos que han divergido

dentro de una especie y surgen durante la duplicacion de genes (Jensen, 2001).

4.2.7. Analisis de elementos reguladores cis

En eucariotas la regulacion transcripcional de la expresidn génica esta controlada
principalmente por la unidon de factores de transcripcion a elementos reguladores
cis en la regién promotora de los genes (Priest et al., 2009). Los elementos cis
son secuencias cortas de ADN no codificante. El patron de ocurrencia de
estos elementos cis descifra el mecanismo de regulacion sensible al estrés de
los genes aguas abajo o downstream (Sheshadri et al., 2016).

PlantCARE es una base de datos de elementos reguladores, potenciadores y
represores que actlan en cis en plantas. Los elementos regulatorios estan
representados por matrices posicionales, secuencias consenso Yy sitios
individuales en secuencias promotoras particulares. Los datos sobre los sitios de
transcripcion se extraen principalmente de la literatura, complementados con los
datos predichos in silico. Se muestra una descripcidbn general para sitios
especificos del factor de la transcripcion, los niveles de confianza para la
evidencia experimental, la informacién funcional y la posicién en el promotor
(Lescot et al., 2002).
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4.2.8. Andlisis de expresion génica

GEO (Gene Expression Omnibus) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) es un
repositorio publico de datos de gendmica funcional que admite envios de datos
compatibles con MIAME (informacibn minima sobre un experimento de
microarreglos). Se pueden consultar y descargar experimentos y perfiles de
expresion genética seleccionados.

Muchos de los métodos para visualizar e interpretar datos de expresion génica
se pueden utilizar para experimentos de microarreglos y RNA-seq. A

continuacion, se describen dos métodos:

4.2.7.1. Heat map

Un heat map o mapa de calor es un método comun para visualizar datos de
expresion génica, también se puede combinar con métodos de agrupacion que
agrupan genes y / o muestras en funcion de la similitud de su patrén de expresiéon
génica. Esto puede ser util para identificar genes que estan comunmente
regulados o firmas biolégicas asociadas con una condicion particular (por
ejemplo, una condicién ambiental). En los mapas de calor, los datos se muestran
en una cuadricula donde cada fila representa un gen y cada columna representa
una muestra. El color y la intensidad de los cuadros se utilizan para representar
cambios relativos (no valores absolutos) de la expresion génica (EMBL-EBI,
2021).

4.2.7.1. Volcano Plot

Los diagramas o graficas de volcan se utilizan para mostrar los resultados de
RNA-seq u otros experimentos dmicos. Un diagrama de volcan es un tipo de
grafica de dispersion que muestra significancia estadistica (valor P) frente a la
magnitud del cambio (Fold Change). Permite una identificacion visual rapida de
genes con grandes cambios que también son estadisticamente significativos.
Estos pueden ser los genes biologicamente mas significativos. En una grafica de
volcan, los genes mas regulados al alza estan hacia la derecha, los genes mas
regulados a la baja estan hacia la izquierda y los genes mas estadisticamente

significativos estadisticamente estan hacia la parte superior. Para generar una
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gréfica de volcan de resultados de ARN-seq, se requiere un archivo de resultados

expresados diferencialmente (Doyle, 2021).
V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Identificacion de miembros de las familias TPS y TPP en jitomate
Se realizaron busquedas BLAST en el genoma completo de Solanum
lycopersicum iTAG2.4 de la base de datos Phytozome 12.0
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) usando las secuencias de
aminoacidos de las proteinas TPS y TPP de Arabidopsis thaliana como plantillas
para encontrar todas las secuencias disponibles de los genes TPS y TPP de
jitomate, y los resultados se filtraron por valor E (1e-5). Todas las secuencias de
proteinas obtenidas fueron examinadas para detectar la presencia de dominios
conservados utilizando la herramienta Motif Search
(https://www.genome.jp/tools/motif/) y la herramienta analitica de dominios
conservados en linea (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Las
secuencias que no presentaron dominios no se tomaron en cuenta para analisis
posteriores.
Los genes se clasificaron como TPS si contenian un dominio Glycosyl
transferase family 20 y como TPP si solo tenian el dominio fosfatasa. Sobre la
base de los resultados de busqueda BLAST, los diez genes TPS
fueron nombrados SITPS-1 a SITPS-10y los nueve genes TPP como SITPP-1 a
SITPP-9.
5.2.  Analisis de dominios de proteinas TPS/TPP en jitomate y otras
especies
Los dominios de genes de biosintesis de trehalosa de Escherichia coli,
Saccaromyces cerevisae, S. lepidophylla, A. thaliana y S. lycopersicum se
analizaron utilizando la herramienta de busqueda de dominios conservados
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) y se visualizaron mediante
el software TBtools. Se mostraron junto con un arbol filogenético de las

secuencias de proteinas de longitud completa de dichas especies.
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5.3. Analisis filogenético de las familias TPS y TPP en jitomate

Las secuencias proteicas de TPS de Arabidopsis thaliana (Leyman et al., 2001),
Oryza sativa (Zang et al., 2011), Selaginella lepidophylla (Zentella et al., 1999) se
descargaron de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), mientras que las
secuencias proteicas de Zea mays (Zhou et al., 2013) se obtuvieron de Zea mays
Ensembl-18, Solanum tuberosum (Xu et al., 2017) de Solanum tuberosum v4.03
en la base de datos Phytozome 12.0 (Apéndice 1). Las secuencias proteicas
de TPP de Arabidopsis thaliana (Leyman et al., 2001) de Arabidopsis thaliana
TAIR10, Brachypodium distachyon (Wang et al., 2019) de Brachypodium
distachyon v3.1, Oryza sativa (Rahman et al., 2021) de Oryza sativa v7_JGlI,
Populus trichocarpa (Rahman et al., 2021) de Populus trichocarpa v3.1, Zea
mays (Rahman et al.,, 2021) de Zea mays Ensembl-18 de la base de datos
Phytozome 12.0 (Apéndice 2).

Para clasificar las familias TPS y TPP en S. lycopersicum se construyeron dos
arboles filogenéticos de cada familia. En el primero se utilizaron solamente las
secuencias proteicas TPS/TPP de jitomate y en el segundo también se incluyeron
secuencias TPS/TPP de otras especies. Para la construccion del arbol
filogenético de SITPS y SITPP, se alinearon las secuencias proteicas de SITPS y
SITPP mediante Clustal W en el programa MEGA 7.0, y las secuencias alineadas
se utilizaron para construir un arbol filogenético con el método de maxima
probabilidad (Kumar et al, 2016), con métodos de correccién de Poisson y 500
réplicas de arranque. Ademas, se visualizé el alineamiento de las SITPSs y
SITPPs en el programa GeneDoc (http://www.psc.edu/biomed/genedoc)
(Nicholas et al., 1997).

En lo que se refiere al arbol filogenético de la familia TPS de diferentes especies,
se alinearon las multiples secuencias de aminoacidos de Solanum lycopersicum,
Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Zea mays, Solanum tuberosum y Selaginella
lepidophylla, y en el caso de la familia TPP se alinearon las secuencias de
Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana, Brachypodium distachyon, Oryza
sativa, Populus trichocarpa y Zea mays, mediante Clustal W en el programa

MEGA 7.0, y las secuencias alineadas se utilizaron para construir un arbol
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filogenético con el método de maxima probabilidad (Kumar et al, 2016), con
métodos de correccion de Poisson y 1000 réplicas de arranque.
5.4. Analisis de caracteristicas genéticas y localizacién subcelular de
proteinas de las familias TPS y TPP en jitomate
La informacién de los genes TPS y TPP de jitomate, incluidas las ubicaciones de
los cromosomas, secuencias genomicas, secuencias completas de CDS,
secuencias de proteinas y 1500 bp de las secuencias de nucledétidos aguas arriba
(upstream) del coddn de inicio de traduccion se descargaron del sitio web
Phytozome. El peso molecular (kDa), el punto isoeléctrico (pl) y el indice de
hidropaticidad (GRAVY) de cada gen se calcularon utilizando la herramienta
ExXPASYy (https://web.expasy.org/protparam/) (Gasteiger et al, 2003).
La localizacién subcelular de proteinas de las familias TPS y TPP se predijo
utiizando YLoc Interpretable Subcellular Localization Prediction (https://abi-
services.informatik.uni-tuebingen.de/yloc/webloc.cgi) (Briesemeister et al, 2010).
Para la prediccion de péptidos de transito se utilizo: TargetP 1.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP-1.1/index.php) (Emanuelsson et al,
2000); ChloroP 1.1  Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/)
(Emanuelsson et al, 1999) para la prediccion de péptidos de transito al
cloroplasto; LOCALIZER (http://localizer.csiro.au/) (Sperschneider et al, 2017)
para la prediccion de péptidos de transito al cloroplasto/mitocondria. Ademas,
para la prediccion de sefiales de exportacion nuclear ricas en leucinas se utilizd
NetNES 1.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/) (la Cour et al, 2004)
y para la prediccion de las NLSs (sefiales de localizacion nuclear) en las proteinas
se emple6 LOCALIZER.
5.5. Localizacion en cromosoma y analisis evolutivo de las familias
TPS/TPP en jitomate
El software TBtools (http://www.tbtools.com/) (Chen et al, 2018) se utiliz6 para
generar el diagrama de localizacion de los genes SITPS y SITPP en cromosoma,
de acuerdo con la informacion de posicion en el cromosoma proporcionada en la
base de datos de Phytozome. Las duplicaciones genéticas entre los genes
TPS/TPP del jitomate podrian proveer una referencia significativa para el analisis
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de evolucién de los genes, por lo que se identificaron de acuerdo con los criterios

de Wang et al, (2019).

Los valores de sustitucion sinénima (Ks) y sustitucion no sinénima (Ka) se

calcularon usando el software TBtools. La relacion Ka/Ks se ha calculado

dividiendo los Ka entre valores Ks. El tiempo de divergencia (T) se calculé de

acuerdo con la formula T = Ks/2A donde A = 6.56 x 107 sustituciones por sitio por

afo para jitomate (Yanjun et al, 2016).

La relacion microsinténica de los genes TPS y TPP entre jitomate y arabidopsis

fue investigada utilizando un enfoque de busqueda BLAST reciproco contra los

genomas de estas especies. Los resultados se visualizaron utilizando el software

TBtools. Las secuencias para las dos especies de plantas utilizadas para el

analisis de microanalisis fueron recuperadas de Phytozome.

5.6. Distribucién exoén-intron de genes de las familias TPS/TPP en
jitomate

EIl sito web GSDS 2.0 (Gene  Structure Display  Server)

(https://gsds.cbi.pku.edu.cn/) (Hu et al, 2015) se utiliz6 para analizar las

estructuras genéticas de las familias TPS/TPP del jitomate y trazar el diagrama

de distribucion exon-intron.

5.7. Analisis de motivos proteicos y dominios conservados de las
familias TPS/TPP en jitomate

Los dominios de los genes SITPSs/SITPPs se analizaron utilizando la

herramienta de busqueda de dominios conservados

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) y se visualizaron mediante

el software TBtools.

El analisis de motivos en las secuencias proteicas de SITPS y SITPP se llevo a

cabo utilizando la herramienta en linea MEME (http://meme-suite.org/) (Bailey y

Gribskov, 1998) con un nimero maximo de 10 motivos, y demas parametros

predeterminados y se visualizaron mediante el software TBtools.
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5.8. Analisis de la estructura 3D de las proteinas TPS/TPP en jitomate
El analisis de la estructura 3-D de SITPS/SITPPs se realizé mediante la
herramienta en linea SWISS-MODEL
(https://swissmodel.expasy.org/interactive#sequence) y SOPMA secondary
structure prediction method (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html) (Waterhouse et al, 2018;
Combet et al, 2000; Geourjon y Deléage, 1995).
5.9. Analisis de elementos reguladores cis en promotores de genes
TPS/TPP en jitomate

Se descargaron secuencias de 1500 bp aguas arriba del codon de inicio de la
traduccion de genes SITPS/SITPP de la base de datos Phytozome y se predijeron
los elementos regulatorios cis mediante PlantCARE
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) (Lescot et al, 2002)
y se diagramo utilizando el software TBtools para investigar los elementos que
actlian en cis en las regiones promotoras y estudiar el papel que juegan dichos
genes en el estrés y otros estimulos.

5.10. Analisis de expresion in silico de genes TPS/TPP en jitomate
Para identificar el patréon de expresion de los genes SITPS y SITPP en diferentes
tratamientos de estrés abidtico, se analizaron conjuntos de datos de expresion
de Gene Expression Omnibus (GEO) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/). Los
datos de expresion normalizados se utilizaron para dibujar el mapa de calor
utilizando el software TBTools.
En cuanto a la respuesta al estrés por sequia, se analizaron los perfiles de
transcripcion de plantulas de jitomate (Solanum lycopersicum) cv. M82, un
cultivar sensible a la sequia, cuyos datos estan disponibles con el nimero de
accesion GSE151277 (Wang et al, 2020). Los tratamientos fueron D-0d = control,
D-1d = estrés por sequia durante 1 dia, D-2d = sequia durante 2 dias, D-3d =
sequia durante 3 dias, D-4d = sequia durante 4 dias, D-5d = sequia durante 5
dias, D-Rec = sequia con recuperacion. Asi mismo, se analizaron los perfiles de
ARNmM de plantas 'Micro-TOM' bajo diferentes tratamientos: CK-0Oh = Micro-TOM
control, CK-3h = Micro-TOM estrés por sequia durante 3 horas y CK-6h = Micro-
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TOM estrés por sequia durante 6 horas, cuyo numero de accesion es
GSE148530 (Zhao et al, 2020).

Con respecto a la respuesta al estrés por calor, se analizaron los perfiles de
transcripcion de plantulas de jitomate (Solanum lycopersicum) cv. M82, un
cultivar sensible al calor, disponible con el nimero de accesion GSE151277
(Wang et al, 2020). Los tratamientos fueron Heat-Oh = control, Heat-2h = estrés
por calor durante 2h, Heat-4h = calor durante 4h, Heat-12h = calor durante 12h,
Heat-24h = calor durante 24h, Heat-Rec = calor con recuperacion. Del mismo
modo se analizé el transcriptoma de frutos de jitomate 'Micro-TOM' sometidos a
estrés por calor, con niumero de accesion GSE174607 (Liu et al, 2021), en los
siguientes tratamientos: MT-0h, MT-24h, MT-48 h y MT-96 h.

En relacion con la respuesta al estrés por frio, se analizaron los perfiles de ARNm
de hojas de plantas de jitomate 'Micro-TOM', disponible con el nimero de
accesion GSE148887 (Zhao y Xu, 2020). Los tratamientos fueron CK-Oh =
control, CK-4h = estrés por frio durante 4h y CK-12h = frio durante 12h.

En lo que toca a la respuesta al estrés por salinidad, se analizaron los perfiles
de ARNmM de hojas de jitomate, disponible con el nimero de accesion GSE
148353 (Zhao y Xu, 2020). Los tratamientos fueron CK-Oh = control, CK-2h =
estrés por salinidad durante 2h y CK-8h = salinidad durante 8h.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Identificacién de los miembros de las familias TPS y TPP en jitomate

La identificacion en todo el genoma y caracterizacién de los genes de la familia
TPS se ha realizado en varias plantas superiores, como Arabidopsis thaliana
(Leyman et al, 2001), Brachypodium distachyon (Wang et al, 2019), Capsicum
annum (Wei et al, 2016), Cucumis melo (Yang et al, 2017), Cucumis sativus (Dan
et al, 2021), Glycine max (Xie et al, 2014), Gossypium (Mu et al, 2016), Malus x
domestica (Du et al, 2017), Medicago truncala (Song et al, 2021), Moringa oleifera
(Lin et al, 2018), Nelumbo nucifera (Jin et al, 2016), Oryza sativa (Zang et al,
2011), Phaseolus vulgaris (Barraza et al, 2016), Populus trichocarpa (Yang et al,
2012), Prunus mume (Yang et al, 2020), Prunus persica (Du et al, 2017),
Saccharum spp. hybrids (Hu et al, 2020), Selaginella lepidophylla (Zentella et al,
1999), Solanum tuberosum (Xu et al, 2017), Triticum aestivum (Xie et al, 2015),
Vitis vinifera (Morabito et al, 2021) y Zea mays (Zhou et al, 2013). En cambio, en
la familia TPP se han realizado estudios en pocas plantas como: Arabidopsis
thaliana (Yang et al, 2012), Brachypodium distachyon (Wang et al, 2019), Oryza
sativa (Rahman et al, 2021), Selaginella (Pampurova et al, 2014) y Zea mays
(Zhou et al, 2013).

Debido a la importancia econdmica del jitomate también se ha analizado su
genoma en busca de genes TPS y TPP. Chen y Lou (2017) identificaron diez
genes de la familia TPS de esta especie y estudiaron su expresion en plantas
expuestas a diferentes espectros de luz. Zhang et al, (2016) identificaron 11
miembros de la familia TPS y 8 de TPP en el jitomate y evaluaron su participacion
en la resistencia a enfermedades. Sin embargo, no se ha realizado un analisis
enfocado a la respuesta de las familias génicas TPS y TPP en respuesta al estrés

abidtico en jitomate, asi como su expresion por estiumulos de fitohormonas.

En esta investigacion identificamos y caracterizamos genes relacionados con la
biosintesis de la trehalosa en el genoma de jitomate (S. lycopersicum L.)
mediante herramientas bioinformaticas y encontramos diez genes SITPSy
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nueve SITPP, que denominamos SITPS-1 a SITPS-10 y SITPP-1 a SITPP-9,
respectivamente, con el prefijo SI (Solanum lycopersicum) seguido con el nombre
de la familia y la posicion en el cromosoma de menor a mayor, como se observa

en el Cuadro 1.

Las secuencias codificantes (CDS) de los genes SITPSs / SITPPs oscilaron entre
2556 pb (SITPS-3) a 2832 pb (SITPS-2) y de 345 pb (SITPP-9) a 1161 pb (SITPP-
8), la longitud de la proteina varié de 851 aa (SITPS-3 y SITPS-5) a 943 aa
(SITPS-2) y de 114 aa (SITPP-9) a 386 aa (SITPP-8), el peso molecular vari6 de
96.012 KDa (SITPS-5) a 106.176 KDa (SITPS-2) y de 12.939 KDa (SITPP-9) a
43.63 KDa (SITPP-8), respectivamente (Cuadro 1). De acuerdo con el valor pl
predicho, todos los genes SITPSs eran &cidos, mientras que cinco genes TPP
(SITPP-1, 2, 5, 7 y 9) eran acidos (<7) y cuatro genes (SITPP-3, 4, 6 y 8) eran
basicos (> 7) (Cuadro 1). EIl GRAVY de los SITPSs vari6 de -0-374 a -0.163 y de
los SITPPs de -0.482 a -0.231. Todos los SITPS y SITPP mostraron resultados
valores negativos de GRAVY (Cuadro 1). El indice de hidropaticidad (GRAVY)
brinda informacion sobre el caracter hidrofébico o hidrofilico de una proteina con
base a la composicion de aminoacidos que presenta (Kyte y Doolittle, 1982). Un
valor negativo del GRAVY indica que la proteina es hidrofilica y un valor positivo
indica que la proteina es hidrofoba. Todas las proteinas tanto SITPS como SITPP
eran hidrofilicas.

6.2. Analisis de dominios de proteinas TPS/TPP en jitomate y otras

especies

Se compararon los dominios conservados de las proteinas TPS/TPP encontradas
en jitomate con los dominios de los genes implicados en la via de biosintesis de
la trehalosa en otras especies ampliamente estudiadas como Escherichia coli,
Saccaromyces cerevisae, S. lepidophylla y A. thaliana, y se visualizaron los
dominios junto con un arbol filogenético (Figura 1), en donde la proteina SITPP-
9 no pudo incluirse debido a su corta longitud de tan solo 345bp.

En E. coli las enzimas TPS y TPP estan separadas. Las proteinas TPS de A.
thaliana estan codificadas por 11 genes (AtTPS1-AtTPS11) que se dividen en

proteinas de clase | y clase Il. Las proteinas de clase | (AtTPS1-AtTPS4) con
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dominios TPS y TPP fusionados son mas complejas que ScTPS1, pues tienen
un dominio fosfatasa que la levadura no tiene. AtTPS1 tiene dos dominios,
Glyco_transf_20 y Trehalose PPase. Al igual que TPS1 de Selaginella. En
jitomate dos proteinas, SITPS-2 y SITPS-8 se agruparon en la clase I. Las
proteinas AtTPS3 y AtTPS4 poseen tres dominios: Glyco transf 20,
Trehalose_PPase y Glycos_transf 1, mientras que AtTPS2 presenta, ademas de
los tres dominios mencionados, un dominio Glyco_trans_1 4 incompleto en la
extremo N-terminal.

Las proteinas de clase Il (AtTPS5-AtTPS11) son en su mayoria similares a
ScTPS2 y presentan un dominio adicional Hydrolase 3, en AtTPS5, AtTPS7 y
AtTPS9 este dominio esta incompleto en la extremo N-terminal.

En jitomate se encontraron ocho proteinas de clase Il, cuatro de las cuales
(SITPS-3, SITPS-5, SITPS-7 y SITPS-9) también tienen un dominio Hydrolase_3
incompleto. AtTPS7 se distingue por la presencia de un dominio extra:
Glycos_trans_1. De igual modo SITPS-7 y SITPS-10. Las proteinas TPP en
Arabidopsis consisten en diez isoformas (AtTPPA-AtTPPJ), que contienen un
dominio Trehalose_PPase. AtTPPB es la Unica proteina que tiene dos dominios
conservados, Trehalose PPase e Hydrolase 3. En jitomate se identificaron
nueve proteinas SITPP.
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Cuadro 1. Informacion y caracteristicas de los miembros de las familias TPS y TPP en Solanum lycopersicum.

Localizacion en el

Intron

N%rggre ID Gen PC (CbD? cromosoma / "(OArA%' (IEA[;/Z) pl GRAVY SLoc
P N° St Start End Exon

SITPS-1  Solyc01g005210.2 II-1 2574 1 + 165134 169351 2:3 857 97.268 561 -0.213 C, N
SITPS-2  Solyc02g071590.1 I-1 2832 2 - 40987454 41004753 17:18 943 106.176 5.91 -0.301 C,N
SITPS-3  Solyc02g072150.2 1I-2 2556 2 - 41431871 41435950 2:3 851 96.204 558 -0.217 C
SITPS-4  Solyc04g025940.2 11-3 2574 4 - 20337858 20341062 2:3 857 96.732 559 -0.212 C
SITPS-5  Solyc05g005750.2 1I-3 2556 5 + 574848 578018 2:3 851 96.012 6.2 -0.224 C
SITPS-6  Solyc07g006500.2 Il-4 2631 7 + 1301353 1304574 2:3 876 98.645 6.39 -0.234 C
SITPS-7  Solyc07g055300.2 11-2 2577 7 + 63384523 63390604 2:3 858 97.038 559 -0.264 C
SITPS-8  Solyc07g062140.2 I-1 2781 7 - 64940052 64953466 16:17 926 104.513 6.23 -0.374 C,N
SITPS-9  Solyc08g076650.2 II-1 2589 8 + 60585195 60590640 2:3 862  97.23 579 -0.163 C
SITPS-10 Solyc10g007950.2 11-2 2574 10 - 2108916 2114253 2:3 857 97.458 563  -0.3 C, M
SITPP-1  Solyc03g007290.2 A2 1011 3 + 1859030 1861212 7:8 336 37.771 544 -0.322 C,N
SITPP-2  Solyc03g083960.2 A1l 1104 3 - 53896143 53898914 9:10 367 41.022 6.41 -0.351 C,N,P
SITPP-3  Solyc04g054930.2 A4 954 4 - 53438494 53441329 8:9 317 36.335 9.14 -0.447 N, C
SITPP-4  Solyc04g072920.2 A4 1098 4 + 59909039 59911234 8:9 365 41.317 9.33 -0.464 N, C
SITPP-5  Solyc04g082550.1 A2 882 4 - 66187054 66189383 89 293 33.288 558 -0.231 C, N
SITPP-6  Solyc05g051880.2 A4 843 5 - 62283483 62288578 7:8 280 32.075 9.62 -0.482 N,C
SITPP-7  Solyc06g060600.1 A1 957 6 - 38600897 38602858 10:11 318 35925 6.47 -0.356 C, N
SITPP-8  Solyc08g079060.2 A1l 1161 8 + 62710550 62713243 10:11 386  43.63 7.05 -0.451 N,C
SITPP-9  Solyc10g046770.1 A2 345 10 + 36882331 36885697 1:2 114 12.939 4.88 -0.273 C,N,EE

PC Clado filogenético, bp pares de base, No nimero, St, Cadena, MW Peso Molecular, AA aminoacido, KDa Kilo Dalton, pl Punto Iso-
eléctrico, GRAVY Promedio de hidropatia, SLoc Localizacién sub-celular, C Citoplasma, N Nucleo, P Peroxisoma, M Mitocondria, EE
Espacio extracelular.
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Figura 1. Distribucién de los dominios TPS y TPP en diferentes genes de la
biosintesis de la trehalosa. E. coli OtsA y OtsB, S. cerevisiae (Sc) TPS1y TPS2,
S. lepidophylla (Sle) TPS1, Arabidopsis thaliana (At) Clase I: TPS1-5, Clase II:
TPS5-11; Clase lll: TPPA. El alineamiento es de secuencias proteicas.

6.3. Andlisis filogenético de las familias TPS/TPP en jitomate

Estudios previos identificaron 1 gen TPS en el genoma de Selaginella (Zentella
et al, 1999), 8 en papa (Xu et al, 2017), 11 en cada uno de los genomas de
Arabidopsis y arroz (Yang et al, 2012) y 15 en maiz (Zhou et al, 2013).
Arabidopsis y arroz contienen cuatro (AtTPS1, AtTPS2, AtTPS3 y AtTPS4)
(Leyman et al, 2001) y uno (OsTPS1) genes TPS clase |, respectivamente, y los
genes TPS restantes son genes TPS clase Il. En algunos estudios han dividido a
los genes clase | en dos subclados: B1 y B2 (Yang et al, 2012); I-1 y 1-2 (Xie et
al, 2015) y en otros corresponden a un solo grupo: E (Xin et al, 2020); I-1 (Xu et
al, 2017). Los genes de la clase Il se han dividido en cuatro subclados: 1I-1, 1I-2,
[I-3, lI-4 (Xie et al, 2015); A, B, C, D (Xin et al, 2020) y en cinco: II-1, 1I-2, 1I-3, II-
4, 11-5 (Xu et al, 2017); A1, A2, A3, A4, A5 (Yang et al, 2012). En este estudio,

alineamos las 56 secuencias de proteinas de longitud completa de Selaginella,
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papa, Arabidopsis, arroz, maiz y jitomate (Apéndice 1) y reconstruimos un arbol
filogenético, el cual mostrd que las 56 proteinas TPS se dividieron en dos clados
distintos (clados | y Il) con soporte de arranque 100% (Figura 2A). El clado |
contenia so6lo 10 miembros proteicos de clase | (17.86% del total de proteinas),
mientras que el clado Il contenia 46 miembros proteicos de clase Il (82.14% del
total de proteinas). Con el fin de describir las relaciones paralogas y ortologas
entre esta familia, las diez proteinas TPS de clase | (Clado 1) se dividieron aun
mas en dos subclados (subclados I-1 y I-2) con soporte de arranque 100%, lo
gue sugiere que las proteinas de cada subgrupo podrian compartir un origen
similar. El subclado I-1 contenia siete proteinas TPS de clase | (AtTPS1, OsTPS1,
SleTPS1, ZmTPS11.1, ZmTPS14.1, SITPS-2, SITPS-8) de Arabidopsis, arroz,
Selaginella, maiz y jitomate, respectivamente, mientras que el subclado I-2
contenia sOlo tres proteinas TPS de clase Arabidopsis (AtTPS2, AtTPS3 y
AtTPS4).

Segun la alineacion de secuencias mdultiples y el andlisis filogenético, las diez
SITPS se agruparon en dos grupos, similar a la division de TPS en Arabidopsis
(Yang et al, 2012) y arroz (Zang et al, 2011). Nuestros resultados sugieren una
pérdida de genes TPS en jitomate en comparacion con la familia de genes TPS
en arabidopsis (11), arroz (11), alamo (12), maiz (15). manzana (13), trigo (12) y
soya (20). A diferencia de los cuatro genes clase | encontrados en el genoma de
arabidopsis, en jitomate se han identificado s6lo dos miembros, SITPS-8 y
SITPS-2, pertenecientes al grupo 1. Se tiene la hipotesis que los SITPS clase |
experimentaron velocidades de duplicacion mas lentas que los SITPS clase Il en
el transcurso de la evolucién del genoma, de ahi que haya pocos genes de clase
I. SITPS-8 y SITPS-2 mostraron una alta identidad (79 y 74%) con AtTPS1
(Apéndice 5). SITPS-8 esta estrechamente relacionado filogenéticamente con
AtTPS1 (Figura 1), que se demostrdO que es esencial para el crecimiento
vegetativo (Van Dijck et al, 2002), la embriogénesis y la floracién (Eastmond et
al, 2006), y en el analisis microsinténico se encontr6 que SITPS-8 y AtTPS-1 son

ortélogos (Figura 5), por lo que es probable que las funciones de SITPS-8 podrian
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parecerse a las de AtTPS1. Sin embargo, sus funciones exactas deben
investigarse mas a fondo en jitomate.

Ademaés, ocho de las proteinas de la familia TPS de jitomate estaban contenidas
en pares con un gen TPS de papa, lo que sugiere la existencia de ortélogos en
estas especies. En la mayoria de los grupos hay algun gen SITPS, excepto en I-
2 (Figura 2A). Las proteinas SITPS se colocaron en cinco grupos: I-1 (SITPS-2,
SITPS-8), II-1 (SITPS-1, SITPS-9), -2 (SITPS-3, SITPS-7, SITPS-10), 1I-3
(SITPS-3, SITPS-4) y II-4 (SITPS-6).

Para clasificar la familia SITPP, construimos un arbol filogenético con 5 especies
mas (Figura 2B y Apéndice 2), alineamos un total de 60 secuencias proteicas de
longitud completa de 6 especies: Arabidopsis thaliana (10), arroz (12), maiz (11),
Brachypodium distachyon (10), Populus trichocarpa (8) y jitomate (9). El arbol
filogenético de esta clase lll, se dividio principalmente en dos clados, clado Ay
clado B. El clado A se dividi6 ademas en cuatro subclados, Al, A2, A3y Ad;y
clado B en dos subclados, a saber, B1 y B2. El clado A contenia 39 miembros
proteicos (65% del total de proteinas), mientras que el clado B contenia sélo 21
miembros proteicos (35% del total de proteinas). La clasificacion de las proteinas
TPP coincide parcialmente con un trabajo realizado por Rahman et al, (2021).
Las plantas dicotileddéneas y monocotiledéneas se agrupaban en diferentes sub-
clados: A3, B1 y B2 pertenecian a plantas monocotiledoneas, mientras que el
grupo A4 pertenecia a las dicotileddéneas. En comparacion con arabidopsis (10),
arroz (12), Brachypodium (10) y maiz (15), las proteinas SITPP mostraron una
disminucién. Las proteinas SITPP se colocaron solamente en tres grupos del
clado A: A1, A2, A4, que contenian tres proteinas cada uno (SITPP-2, SITPP-7,
SITPP-8), (SITPP-1, SITPP-5, SITPP-9) y (SITPP-3, SITPP-4, SITPP-6),
respectivamente.

Posteriormente reconstruimos un arbol filogenético con los miembros de las
familias SITPS/SITPP en jitomate (Figura 3), donde observamos
sorprendentemente que SITPP-9, que anteriormente habiamos clasificado como
TPP debido a que contenia solamente un dominio trehalosa incompleto, aparecié

relacionado cercanamente con la familia TPS.
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Figura 2. Arbol filogenético circular de TPSs Yy TPPs. (A) Arbol filogenético de los
miembros proteicos de la familia TPS. (B) Arbol filogenético de los miembros
proteicos de la familia TPP.
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Figura 3. Arbol filogenético rectangular de SITPS/SITPP.

6.4. Localizacion subcelular de proteinas de las familias TPS/TPP en
jitomate

La localizacion de una proteina a menudo se correlaciona con su funcion

molecular. Por lo tanto, el conocimiento de la localizacién de proteinas puede

ayudar a los bidlogos a inferir la funcién de una proteina (Briesemeister et al,

2010).
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Al predecir la localizacion subcelular de las proteinas en YLoc, encontramos que
seis TPS (SITPS-3, SITPS-4, SITPS-5, SITPS-6, SITPS-7 y SITPS-9) se ubicaron
especificamente en el citoplasma, tres proteinas (SITPS-1, SITPS-2 y SITPS-8)
se ubicaron en el citoplasma y nucleo, y una proteina (SITPS-10) se ubicé en el
citoplasma y mitocondria. En papa (Xu et al, 2017) y algodén (Mu et al, 2016) la
mayoria de las proteinas TPS podrian localizarse en el citoplasma, sélo algunas
en la membrana plasmatica y nacleo. El dominio N-terminal que posee AtTPS1
regula su distribucion entre nucleo y citosol (Vandesteene et al, 2010).

La localizacién subcelular de siete proteinas TPP (SITPP-1, SITPP-3, SITPP-4,
SITPP-5, SITPP-6, SITPP-7 y SITPP-8) se predijo en el citoplasma y nucleo,
SITPP-2 en el citoplasma, nucleo y peroxisoma, y SITPP-9 se encontré en
citoplasma, ndcleo y espacio extracelular (Cuadro 1). En arabidopsis se
observaron diferentes tipos de localizaciones: AtTPPG, AtTPPI y AtTPPJ se
detectaron en el nucleo. AtTPPA, AtTPPB, AtTPPC, AtTPPF y AtTPPH se
mostraron en el citosol y nacleo. AtTPPD y AtTPPE estaban localizados en
cloroplasto (Krasensky et al, 2014).

Recientemente se encontré una sefial de orientacién peroxisomal putativa y no
canonica tipo 1 (PTS1) en AtTPPI, e identificaron a esta proteina como multi-
dirigida a peroxisoma, nucleo/nucleolo y plastidios (Kataya et al, 2020). AtTPPI
muestra una identidad de 67% con SITPP-3 (Apéndice 6) y segun el andlisis de
sintenia AtTPPI y SITPP-3 son regiones conservadas en el genoma de
arabidopsis y jitomate. Sin embargo, no se detectd esta sefial en la proteina
SITPP-3 utilizando la herramienta web PredPlantPTS1 (Reumann y Lingner,
2012).

Para la busqueda de péptidos de transito al cloroplasto y/o mitocondria tanto en
las secuencias de las proteinas SITPS como SITPP se emplearon tres programas
web: TargetP 1.1, ChloroP 1.1 Server y LOCALIZER. En las proteinas SITPS,
TargetP 1.1 encontré péptidos de transito al cloroplasto en SITPS-1, SITPS-2 y
SITPS-7. En cambio, ChloroP 1.1 Server no detect6é péptidos en ninguna de las
proteinas. En LOCALIZER se predijeron péptidos en las proteinas SITPS-1 y
SITPS-10. Para SITPP, utilizando TargetP 1.1 se hallaron péptidos de transito al
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cloroplasto en SITPP-2, SITPP- 4, SITPP-6 y SITPP-8; y ChloroP 1.1 Server los
detecté en SITPP-2, SITPP-4 y SITPP-8. LOCALIZER sélo predijo este tipo de
péptido en SITPP-9 (Cuadro 2).

La prediccion de péptidos de transito a la mitocondria se realiz6 en TargetP 1.1y
LOCALIZER para las proteinas SITPS y SITPP. Para SITPS, en TargetP se
encontré el péptido en SITPS-10, y en LOCALIZER no se predijo ningun péptido
para las proteinas TPS (Cuadro 2). En SITPP no se detectaron péptidos.
Algunas proteinas contienen secuencias llamadas sefiales de localizacion
nuclear o NLSs, que les permiten entrar en el nucleo unidas a otras proteinas
transportadoras. Mientras que, otras secuencias de aminoacidos denominadas
sefiales de exportacion nuclear o NESs, les permiten salir del ndcleo al
citoplasma formando complejos con una proteina transportadora llamada CRM1
(Cautain et al, 2015), por lo tanto, se predijeron las NLSs y NESs en las proteinas
SITPS y SITPP mediante las herramientas LOCALIZER y NetNES. Las proteinas
SITPS-3, SITPS-4, SITPS-5, SITPS-7, SITPS-9y SITPS-10 contenian secuencias
NLS y NES. SITPS-1y SITPS-6 Unicamente presentaron NES. SITPS-8 sélo tenia
NLS. Las proteinas TPP que presentaron secuencias NLS y NES fueron SITPP-
3, SITPP-5 y SITPP-6, mientras que SITPP-2 y SITPP-4 sélo contenian NES
(Cuadro 2).

Cabe sefialar que algunas proteinas pueden ser transportadas dentro y fuera del
nacleo a través de la interaccion con otras proteinas que contengan sefiales de
transporte funcionales, a pesar de que ellas no tengan ni NLS ni NES (Cautain et
al., 2015), por lo que algunas proteinas que se predijeron como localizadas en el
ndcleo en YLoc y que en sus secuencias no se encontraron NLS ni NES es

probable que interactien con otras proteinas para ser transportadas al nucleo.
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Cuadro 2. Predicciéon de péptidos de transito al cloroplasto y/o mitocondria y

secuencias NLS y NESs.

LOCALIZER
TargetP ChloroP NetNES Cloroplasto Mitocondria NLS
SITPS-1 C - NES Y (0.883|1-32) - -
SITPS-2 C - - - - -
Y (KRRS,
SITPS-3 - - NES - - KKLSIDTIVSAYSRAKNR)
Y
SITPS-4 - - NES - - (RKLSLDHIVSSYRRTQRR)
SITPS-5 - - NES - - Y (RKLSIDHIVSSYRRTQRR)
SITPS-6 - - NES - - -
Y (KRRP,
SITPS-7 C - NES - - RKLSIDDIVNAYIKSKSR)
SITPS-8 - - - - - Y (KRHR)
Y
SITPS-9 - - NES - - (RKLSVEHIVSAYKRTKHR)
Y (KRRP,
SITPS-10 M - NES Y (0.722]1-41) RKLSIDDIESAYIKSKSR)
SITPP-1 - - - - - -
SITPP-2 C Y NES - - -
Y
SITPP-3 - - NES - - (RKLARYFPTAIVSGRCRDK,
RRLVEWKKLSLRRQFRIRR)
SITPP-4 C Y NES - - -
SITPP-5 - - NES - - Y (LGEV)
Y
SITPP-6 C - NES - - (RKLARYFPTAIVSGRCRDK)
SITPP-7 - - - - - -
SITPP-8 C Y - - - -
SITPP-9 - - - Y (0.901]1-51) - -

6.5. Localizacién en cromosomay analisis de duplicacion genética de las

familias TPS/TPP en jitomate

Generamos un mapa gue muestra las posiciones cromosémicas de todos los

genes SITPS/SITPP (Figura 4); nueve de los doce cromosomas de jitomate

albergaban al menos un gen SITPS o SITPP, y la mayoria de los genes residian

cerca de extremos cromosoémicos. Los cromosomas 4 y 7 tenian la mayor

cantidad de genes SITPS/SITPP (4 y 3, respectivamente). Los cromosomas 2, 3,

5 8 y 10 poseian cada uno dos genes SITPS/SITPP, mientras que los

cromosomas 1y 6 contenian un solo gen TPS o TPP.
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Figura 4. Distribucion de los 10 genes SITPS y 9 genes SITPP en los 12
cromosomas de jitomate. Los genes duplicados en el genoma estan conectados
por las lineas de color negro. Los niameros cromosémicos se indican al lado
izquierdo de cada cromosoma. Se estimaron tamafios cromosémicos y
ubicaciones genéticas utilizando la escala millones de pares de base (Mbp) a la
izquierda de la figura.

La duplicacion genética es la principal via para la expansion de una familia de
genes y que resulta en la divergencia funcional, incluye duplicacion de genoma
completo, duplicaciones segmentales y duplicaciones en tandem (Kong et al,
2007). Un par genético se considera duplicado en tandem si esta separado por
cinco o menos genes que residen dentro de una ventana de 100 kbp en el mismo
cromosoma (Wai et al, 2021). Basado en los resultados del alineamiento de
secuencia, % cobertura de consulta, % de identidad de secuencia (Apéndice 3y
Apéndice 4) y el arbol filogenético (Figura 3), se identificaron 4 pares de genes
SITPS (SITPS-5/SITPS-4, SITPS-2/SITPS-8, SITPS-1/SITPS-9y SITPS-7/SITPS-
10) y 2 pares de genes SITPP (SITPP-3/SITPP-6 y SITPP-7/SITPP-8)
probablemente originados por duplicacion segmental (Cuadro 3). No se
detectaron genes SITPS ni SITPP duplicados en tandem. Estos resultados
sugieren que la duplicacién segmental puede haber contribuido en mayor medida
a la expansion de la familia de genes SITPS y SITPP. En un estudio anterior
encontraron que el genoma de arabidopsis contenia 2 pares de genes duplicados
especificos de esta especie (AtTPS2/4 y AtTPS7/8). AtTPS7 y AtTPSS8 fueron

creados por un evento reciente de duplicacion del genoma completo de
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Arabidopsis (Yang et al, 2012). AtTPS2 y AtTPS3 probablemente surgieron de la
duplicacion segmental de la region del gen AtTPS1, seguida de una duplicacion
en tAndem que dio lugar al par de genes AtTPS2 y AtTPS3. En Populus se
encontraron cuatro pares duplicados por un evento de duplicacién del genoma
completo y un par se form6é mediante un evento de duplicacidbn segmentaria
(Yang et al, 2012). En el arroz se detectaron cuatro pares de genes duplicados,
tres de los cuales se formaron por un evento de duplicacion segmentaria (Yang
et al, 2012). Otro andlisis mostré que cuatro pares de genes BATPP estaban
formados por eventos de duplicacion (Wang et al, 2019). Por otro lado, en
arabidopsis cuatro pares de genes AtTPP se originaron a partir de la duplicaciéon
del genoma, a excepcion de AtTPPA y AtTPPD (Vandesteene et al, 2012).

Para evaluar el tipo de presion selectiva impuesta a los miembros de las familias
de genes TPS y TPP duplicados segmentalmente, calculamos la relacién Ka/Ks
para cada par de genes paralogos. La tasa de sustitucion no sinénima (Ka), la
tasa de sustitucion sinénima (Ks) y la relacion Ka/Ks se utilizan para comprender
la direccion de la evolucién y su fuerza selectiva en una secuencia codificada.
Ka/Ks > 1 indica una seleccién positiva, Ka/Ks < 1 indica una seleccion negativa
y Ka/Ks = 1 indica una evolucion neutra (Li et al, 2009). Las proporciones Ka / Ks
de los genes duplicados eran inferiores a 1, lo que sugiere que estos genes
experimentaron una fuerte seleccion negativa o purificadora (Hurst, 2002). El
rango de tiempo de divergencia de los genes SITPS fue hace 43 a 306 millones
de afios (MYA), lo que indica que los pares de genes SITPS-5 y SITPS-4 se
duplicaron recientemente (43 MYA). En el caso de los genes SITPP fue hace 38
a 54 MYA, los genes mas recientemente duplicados son SITPP-7 y SITPP-8
(Cuadro 3).

Ademas, construimos un mapa microsinténico de genes de la familia TPS/TPP
del genoma de jitomate y el de arabidopsis, para encontrar las regiones
conservadas evolutivamente de los genes presentes en el genoma de ambas

especies. ldentificamos 8 pares ortélogos en cada familia de genes (Figura 5).
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Cuadro 3. Estimaciones de las relaciones Ka/Ks de los genes SITPS/SITPP
duplicados segmentadamente con su tiempo de divergencia en jitomate.

S. N° Genes duplicados Quer():%)c):over Ident (%) Ka Ks Ka/Ks Z'I\l/lrgeA)
1 SITPS-1 SITPS-9 99% 76.64% 0.1613 4.0201 0.0401  306.4112
2 SITPS-2 SITPS-8 84% 75.49% 0.1594 1.8591 0.0857 141.6984
3 SITPS-5 SITPS-4 100% 88.45% 0.0609 0.5661 0.1075 43.149
4 SITPS-7 SITPS-10 99% 89.20% 0.0618 0.6621 0.0933 50.465
5 SITPP-3 SITPP-6 90% 70.73% 0.2358 0.7122 0.3311 54.286
6 SITPP-7 SITPP-8 98% 70.68% 0.1253 0.51 0.2456 38.870
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Figura 5. Andlisis de sintenia de genes TPS/TPP entre jitomate y arabidopsis. Los
cromosomas de las dos especies estan representados en diferentes colores:
jitomate, rojo; y Arabidopsis, verde.

6.6. Distribucion exdn-intron de genes TPS/TPP en jitomate

Entre los SITPS, la mayoria de los genes tienen 2 intrones, excepto SITPS-2 y
SITPS-8 de clase | que tienen 17 y 18 intrones, respectivamente (Figura 6A),
notablemente mayor en contraste con dos exones en los genes SITPS clase II.
En Arabidopsis y el arroz, los genes de la clase | poseian 16 intrones y los genes
de la clase Il tenian dos intrones (Yang et al, 2012). Entre los SITPPs, el nimero
de intrones fue mas variable, desde SITPP-9 con un intron; SITPP-1 y SITPP-6
con 7; SITPP-3, SITPP-4 y SITPP-5, cada uno de ellos con 8 intrones; SITPP-2
con 9 intrones; dos genes, SITPP-7 y SITPP-8, cada uno con 10 intrones (Figura
6A). Segun un informe anterior (Hu, 2016) la tasa de ganancia de intrones es mas

baja que la de pérdida de intrones después de la duplicacién segmentaria en el
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arroz. Por lo que se puede concluir que SITPS-2, SITPS-8, SITPP-7 y SITPP-8

podrian ser los genes ancestrales junto con otros genes derivados de ellos.

6.7. Andlisis de dominios conservados y motivos proteicos de las
familias TPS/TPP en jitomate

La alineacion de multiples secuencias de aminoacidos y el andlisis de dominios
conservados mostré que las proteinas de la familia TPS de jitomate consistian en
dos dominios conservados comunes, incluyendo un dominio tipico de la familia
Glycosyltransferase 20 (Glyco_transf_20) ubicado en la region N-terminal y un
dominio de trehalosa fosfatasa (Trehalose PPase) ubicado en la region C-
terminal de la proteina TPS (Figura 6B), lo que sugiere que las estructuras de los
dos dominios se fundaron basicamente antes de la diferenciacion de estos genes,
lo cual estuvo de acuerdo con las observaciones anteriores (Yang et al, 2012; Lin
et al, 2018; Wang et al, 2019; Yang et al, 2020; Du et al, 2017). En la clase I, se
observaron solamente estos dos dominios, mientras que en la clase Il también
se encontraron los dominios Hydrolase 3 y Glyco_transf_1, este ultimo en los
genes SITPS-7 y SITPS-10 pertenecientes al grupo I1-2.

En un estudio preliminar encontraron un dominio Trehalose PPase corto para
OsTPP11 y un dominio truncado para OsTPP12 (Rahman et al, 2021).
Anteriormente OsSTPP11y OsTPP12 se informaron como pseudogenes putativos
(Ge et al, 2008). A partir de nuestros analisis, encontramos un dominio
Trehalose_PPase que se conservaba en la mayoria de las proteinas SITPPs,
excepto en SITPP-9, donde estaba incompleto (Figura 6B). Chen y Lou (2017)
predijeron SITPP-9 como una TPS incompleta, pues sélo contiene un dominio
parcial TPP y la denominaron SITPS11. En el analisis filogenético (Figura 2B) se
observé que OsTPP12 y SITPP-9 se encuentran cercanamente relacionados, lo
gue apoya nuestra clasificacion de SITPP-9 como TPP y no como TPS. En el
analisis de motivos proteicos, se encontraron dos motivos conservados (motivo

1y 6) en ocho SITPPs mientras que en SITPP-9 sdlo se hallé el motivo 6.
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Figura 6. Representacion esquematica de la distribucion de exon-intrén, dominios
y motivos de SITPS/SITPP. (A) Distribucidn exdn-intron. Cajas rojas representan
los exones, las lineas negras representan los intrones. Regiones no-traducidas
(UTRs) se indican con cajas de color azul. (B) Dominios. (C) Motivos conservados
dibujados en software TBtools.
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Leyman et al., (2001) describié dos firmas de fosfatasas: LDYD|GD|T|LM y
GDDRSD en plantas, pertenecientes al motivo 1y 6, respectivamente. La primera
firma se presenté como LDYDGTLS en las siete proteinas SITPPs (SITPP-1,
SITPP-2, SITPP-3, SITPP-4, SITPP-5, SITPP-7, SITPP-8), en SITPP-9 se
conservaron solo tres aminoacidos y en SITPP-6 no. La segunda firma GDDRSD
se conservo en la mayoria de las proteinas SITPPs excepto en SITPP-9.
Analizamos secuencias de motivos para los SITPS/SITPP utilizando la
herramienta MEME e identificamos diez motivos significativos (motivo 1-10)
(Figura 6C). Las proteinas TPS de jitomate clasificadas en el mismo clado en el
arbol filogenético presentaron una composicion de motivo idéntica, lo cual
coincide con Dan et al, (2021). Por ejemplo, todos los miembros de la clase |l
contenian los diez motivos altamente conservados. SITPS-10 presentd dos
motivos 1, pero el motivo que aparece al inicio de la secuencia estd menos
conservado como se puede observar en el alineamiento multiple (Figura 7). Las
proteinas del grupo I-2 (SITPS-2 y SITPS-8) contenian solamente cuatro motivos:
2,3, 7y 8, lo que sugiere que estas diferencias entre las dos clases pueden estar
involucradas en diversas funciones. Los motivos 1, 6 corresponden al dominio de
trehalosa fosfatasa y el resto de los motivos al dominio de la familia
glycosyltransferase 20 (Apéndice 7).

La mayoria las proteinas SITPPs presentaron los motivos 1y 6, a excepciéon de
SITPP-9 que solamente contenia el motivo 6. Esta presencia y ausencia de
motivos en las proteinas indican su accion y funcion especificas. Los pares
paralogos también mostraron un nimero similar de motivos (Figura 6C). También
identificamos los motivos en la alineacién de secuencias multiples (Figura 7 y

Figura 8).
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Figura 8. Representacion esquematica del alineamiento de todas las proteinas
SITPPs. Las firmas descritas por Leyman et al, 2011 estan subrayadas de color
rojo. Los sitios conservados se indican con asteriscos (*).
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6.8. Andlisis de estructura 3D de proteinas TPS/TPP en jitomate

Conocer la estructura tridimensional de una proteina es fundamental para
comprender su funcién biologica a nivel molecular (Bordoli y Schwede, 2012).
Ademas, la informacion sobre ligandos, cofactores y sitios de unién a menudo
proporciona pistas cruciales sobre su funcion (Gallo et al, 2014).

En SWISS-MODEL (Waterhouse et al, 2018) se identificaron estructuras 3D de
las diez proteinas SITPSs (Figura 9A): para el analisis de todas las SITPSs se
utilizé la plantilla "5hut.1. A". El andlisis de la estructura secundaria en Sopma
mostro que las proteinas SITPS estaban compuestas por un 42% - 43.71% hélice
a, un 14.25% - 17.39% de hebra extendida, un 4.55% - 5.82% giro B y un 34.43%
- 36.69% espiral aleatoria (Apéndice 8). El estado del oligo para todos los SITPSs
fue un mondmero. Ninguno de ellos mostré ligandos. Se utiliz6 Structure
Assessment de SWISS-MODEL para validar las estructuras SITPS (Figura 9B y
Apéndice 9). Las graficas Ramachandran generadas ocupaban una media del
93.3% de la region favorecida y el 1.53% de la region exterior. La identidad media
de secuencia fue del 40.69%, mientras que la similitud de secuencias fue del
41.20%, y una cobertura de 53.50% del total de la secuencia de consulta

encontrada por método de rayos X en 1.90 A° (Apéndice 9).
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Figura 9. Representacion esquematica de las estructuras 3-D de las proteinas y
la grafica de Ramachandran para SITPSs (A) Estructuras 3-D de las proteinas
SITPSs predichas. (B) Gréaficas Ramachandran para SITPSs.
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Al modelar la estructura 3D de SITPPs encontramos tres residuos conservados,
que actuaron como ligandos interactuando entre la cadena Ay el idn de magnesio
(Mg?*) dentro de 4 A° en 7 de las 9 proteinas, lo que reveld que los SITPPs tienen
funciones cataliticas especificas.

En SWISS-MODEL (Waterhouse et al, 2018) se identificaron estructuras 3D de
las nueve proteinas SITPPs (Figura 10A): las primeras ocho SITPPs se
analizaron con la plantilla "5gvx.1. A"y SITPP-9 con “5dx9.1. A”. En Sopma se
calcularon elementos de estructura secundaria de secuencias proteicas
(Apéndice 10). Las proteinas SITPP estaban compuestas por un 32.70% -
46.06% hélice a, un 15.26% - 21.05% de hebra extendida, un 4.39% - 10.43%
giro By un 29.87% - 44.69% una espiral aleatoria.

En el extremo -C, se observé una estructura en forma de bobina enrollada en los
primeros ocho SITPPs (SITPP-1 a SITPP-8). El estado del oligo para todos los
SITPPs fue un homo-dimero, siete de ellos mostraron ligandos de iones de
magnesio (Mg?*), pero no SITPP-6 y SITPP-9 (Figura 10A). Utilizamos Structure
Assessment de SWISS-MODEL para validar las estructuras SITPP (Figura 10B y
Apéndice 11). Las graficas Ramachandran generadas ocupaban una media del
92.63% de la region favorecida y el 1.42% de la region exterior (Apéndice 11). La
identidad media de secuencia fue del 33.95%, mientras que la similitud de
secuencias fue del 37.11%, y una cobertura de 78.11% del total de la secuencia
de consulta encontradas por método de rayos X en 2.6 A° (Apéndice 11).

La fuente de informacion de interaccion proteina-ligando (PLIP) confirmdé la
interaccion del ligando entre la cadena A y Mg?*, y se encontré que el sitio del
residuo estaba altamente conservado (Apéndice 11). Ademas, analizamos estos
residuos conservados en todos los alineamientos de la secuencia de la proteina

SITPP y encontramos que estos tenian acido aspartico (D / Asp) (Figura 8).
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Figura 10. Representacion esquematica de las estructuras 3-D de las proteinas
y la grafica de Ramachandran para SITPPs. (A) Estructuras 3-D de las proteinas
SITPPs predichas. (B) Graficas Ramachandran para SITPPs.

Segun el analisis de la estructura 3D, en las proteinas SITPS no se detectaron
ligandos mientras que, en la mayoria de las SITPP, excepto SITPP-6 y SITPP-9,
si se observaron sitios del ligando Mg?* y una estructura mas conservada que
SITPP-6y SITPP-9. Lo anterior se asemeja al modelado 3D en arroz, pues de las
doce OsTPP, once mostraron ligandos de iones de magnesio, siendo OsTPP12
el inico que no. OsTPP1 a OsTPP10 mostraron una estructura mas conservada
que OsTPP11 y OsTPP12 (Rahman et al, 2021). El analisis de la estructura
secundaria en Sopma mostrd que las proteinas SITPS y SITPP estaban
compuestas por hélice a, hebra extendida, giro B y espiral aleatoria, aunque el

porcentaje de estas estructuras varié un poco.
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6.9. Andlisis de elementos reguladores cis en promotores de genes
TPS/TPP en jitomate
Analizamos regiones promotoras de 1.5 kb inmediatamente aguas arriba
(“upstream”) del codén de inicio (ATG) de todos los genes SITPS / SITPP,
descargadas de Phytozome, utilizando la herramienta en linea PlantCARE
(Lescot et al, 2002) y se visualizaron en TBtools (Chen et al, 2018), identificamos
y clasificamos los CRE (Cis Regulatory Element) en cinco grupos: relacionados
con la luz, el estrés, las hormonas, el crecimiento y desarrollo, y otros CRE
(Apéndice 12 y Apéndice 13).
6.9.1 Elementos reguladores cis relacionados con laluz
Los promotores de los genes SITPSs contenian un total de 18 CRE relacionadas
con la luz (LrCRE). Cada uno de los genes TPS tenian de 3 (SITPS-1 y SITPS-
2) a 10 (SITPS-7) LrCRE diferentes (Figura 11). Todos los LrCRE en los
promotores de los SITPSs se visualizaron en el Apéndice 14.
Los promotores de los genes SITPPs contenia un total de 19 CRE relacionadas
con la luz (LrCRE). Se detectaron de 4 (SITPP-4) a 8 (SITPP-3) LICRE en la
mayoria de los SITPPs, excepto en SITPP-5 donde no hubo (Figura 11). Todos
los LrCRE en los promotores de los SITPPs se visualizaron en el Apéndice 15.
Los elementos regulatorios cis ABRE3a y ABRE4 relacionados con la respuesta
alaluz (Rahman et al, 2021) se encontraron en tres genes TPS (SITPS-7, SITPS-
8, y SITPS-10) y en cinco genes TPP (SITPP-1, SITPP-3, SITPP-6, SITPP-7 y
SITPP-8); ACE también relacionado con la luz (Kaur et al, 2017) en SITPS-10 y
en tres TPP (SITPP-1, SITPP-3 y SITPP-7).
G-box (CACGTG) que esta involucrado en la respuesta a la luz, el acido
abscisico, el metil-jasmonato, la anaerobiosis y tiene un papel en la induccion de
etileno, asi como en la expresion especifica en semillas (Kaur et al, 2017), se
encontré en ocho promotores TPS (todos menos SITPS-1 y SITPS-9), y en siete
TPP (todos menos SITPP-5y SITPP-9), fue el elemento LrICRE mas frecuente en
las dos familias génicas.
Box 4, un modulo conservado de ADN involucrado en respuesta a luz (Sadau et

al, 2021) se encontrd en la mayoria de los genes TPS excepto SITPS-4, SITPS-
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5y SITPS-6, y en siete TPP (todos menos SITPP-5 y SITPP-9), siendo otro de
los elementos mas abundantes.

MRE, un sitio de unién MYB involucrado en la respuesta a luz (Rahman et al,
2021) se localizé en SITPS-5y SITPS-7; y en SITPP-3 y SITPP-9.

El motivo ACA, gue es parte de gapA relacionado con la luz (Sadau et al, 2021)
se hallé en SITPS-1. Los elementos de respuesta a luz: 3-AF1 binding site y Sp1l
(Mongkolsiriwatana et al, 2009) se encontraron en SITPP-9 y SITPP-7,
respectivamente; mientras que GT1-motif se localiz6 en 6 TPS (SITPS-4, SITPS-
6, SITPS-7, SITPS-8, SITPS-9 y SITPS-10) y en 4 promotores TPP (SITPP-2,
SITPP-4, SITPP-8 y SITPP-9). GT1-motif se ha encontrado en muchos
promotores rbcS, sirve como sitio de union de un factor nuclear, denominado GT-
1y el andlisis de mutantes especificos de sitio del promotor rbcS-3A de chicharo
demostré que la unién de GT-1 in vitro esta correlacionada con la expresion
sensible a la luz del promotor rbcS en plantas transgénicas (Lam y Chua, 1990).
AT1-motif se hallé en SITPP-6; AE-box en tres promotores TPS (SITPS-3, SITPS-
5 y SITPS-9) y cuatro TPP (SITPP-1, SITPP-3, SITPP-8 y SITPP-9),
respectivamente. Estos dos elementos son parte de un modulo de respuesta a
luz (Mongkolsiriwatana et al, 2009).

Asimismo, se encontraron varios CREs como Box-Il, chs-CMAla, GA-motif, Gap-
box, GATA-moatif, I-box, L-box, TCCC-motif y TCT-motif que forman parte de un
elemento relacionado con la luz (Kaur et al, 2017) en diferentes genes a
excepcion del gen SITPS-10 (Figura 11).

Box Il, chs-CMA1la, chs-CMA2a, Gap-box, I-box y LAMP-element que son parte
de un elemento de respuesta a luz (Mongkolsiriwatana et al, 2009) se hallaron
solamente en un promotor cada uno, a saber, SITPP-9, SITPP-1, SITPP-2,
SITPP-8, SITPP-8 y SITPP-2, respectivamente. GATA-motif y TCT-motif que
también son parte de un elemento de respuesta a luz (Kaur et al, 2017) se

encontraron en 4 y 3 promotores respectivamente.
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Figura 11. Elementos reguladores cis relacionados con la luz en SITPS/SITPPs.
Los nimeros en las cajas de colores indican las repeticiones.

6.9.2 Elementos reguladores cis relacionados con el estrés

Los promotores de los genes SITPSs contenian un total de 21 CRE relacionadas
con el estrés (SrCRE). Los genes poseian de 5 (SITPS-1) a 13 (SITPS-3y SITPS-
8) SrCRE (Figura 12). Todos los SrCRE en los promotores de los SITPSs se
visualizaron en el Apéndice 16.

Los promotores de los genes SITPPs contenia un total de 20 CRE relacionadas
con el estrés (SrCRE). Los genes tenian de 3 (SITPP-5) a 14 (SITPP-9) Sr(CRE
(Figura 12). Todos los CRE relacionados con el estrés en los promotores de los
SITPPs se visualizaron en el Apéndice 17.

MYC y MYB funcionan para la activacion de la expresion de genes en respuesta
a estrés hidrico, uniéndose a los elementos de respuesta MYCR y MYBR (MYC,
MYB recognition sites), respectivamente (Abe et al, 2003). Myb-binding site se
ubicé en SITPS-5, SITPP-1, SITPP-5y SITPP-9. MYC, elemento de respuesta a
sequia (Pradhan et al, 2021) se hall6 en todos los genes SITPS y SITPP, el mayor
namero de este elemento estuvo presente en SITPS-4, SITPS-5, SITPS-6,
SITPP-1y SITPP-9. MBS es un sitio de union para los factores de transcripcion
MYB, involucrado en la induccion por sequia (Rahman et al, 2021) se encontrd
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en seis TPS (SITPS-2, SITPS-3, SITPS-4, SITPS-5, SITPS-6 y SITPS-8) y en
cuatro TPP (SITPP-2, SITPP-7, SITPP-8 y SITPP-9). En el andlisis de expresion
de los genes SITPS-4, SITPS-5, SITPS-6, SITPP-1 y SITPP-9 se comprobd que
efectivamente estan regulados en condiciones de sequia, y algunos también
responden al calor (Figura 16 y Figura 17).

Myb-like sequence, MYB recognition site, Myb, Myc y Unnamed__ 1, todos ellos
elementos de respuesta a estrés (Rahman et al, 2021), se encontraron en
algunos promotores de SITPS y SITPP.

STRE, un elemento de respuesta a estrés, que se une a las proteinas Msn2 y
Msn4 (Gao et al, 2013) se encontrd en todos los promotores de SITPS y en 8
SITPP (todos menos SITPP-5). Otro elemento de respuesta a estrés, MYB
(Rahman et al, 2021) en 9 promotores SITPS y 7 SITPP.

El elemento sensible a la deshidratacion (DRE), que contiene la secuencia central
A | GCCGAC, esta involucrado principalmente en la regulacion de genes
sensibles al frio, sequia y salinidad (Maruyama et al, 2012). Por ejemplo,
DREB1A podria unirse al elemento DRE/CRT dentro del promotor AtTPPF y
activar la expresion de AtTPPF (Lin et al, 2019).

DRE-core, elemento de respuesta al frio y a la deshidrataciéon (Pradhan et al,
2021; Maruyama et al, 2012), se encontré en SITPS-3 y SITPP-4. DRE1, un
elemento de respuesta a sequia (Baranwal et al, 2017) se encontrd anteriormente
en el promotor del gen Rabl17 y respondio al aumento del acido abscisico (ABA)
y a los tratamientos de sequia. En este analisis, DRE1 se hall6 en SITPS-5, y su
patron de expresion mostré6 que aumenta su nivel de expresion en condiciones
de sequia y salinidad (Figura 16 y Figura 20)

LTR, elemento involucrado con la respuesta a bajas temperaturas (Becerra et al,
2016; Pradhan et al, 2021) se encontro en SITPS-4, SITPS-7, SITPS-8, SITPS-
10 y SITPP-2. Sin embargo, de todos los genes SITPS y SITPP, Unicamente
SITPP-4 mostré una regulacion positiva al estrés por frio (Figura 18).

Ademas, se encontraron algunos elementos de respuesta a defensa como TC-
rich repeats, CCAAT-box, box S, as-1, W-box (Rahman et al, 2021) en diferentes
genes, excluyendo SITPS-1, SITPS-9 y SITPP-5.
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TC-rich repeats participa en la defensa de la planta y la respuesta al estrés (Wali
et al, 2021; Wang et al, 2014). CCAAT-box es un sitio de union de MYBHv1,
involucrado en la activacion de genes de defensa y estrés en plantas (Kaur et al,
2017). Box fue identificada como una nueva region reguladora de accién
independiente en perejil, en los promotores de dos miembros de la familia de
genes ELI7, ELI7.1 y ELI7.2, fuertemente inducidos de forma transcripcional
después del tratamiento con un elicitor derivado del fitopatégeno Phytophthora
sojae (Kaur et al, 2017), lo cual indica su papel en la elicitacién. Ademas de que,
box S participa en la respuesta a patdégenos y heridas (Muthusamy et al, 2017;
Li, 2014; Gao et al, 2014) Los promotores de genes inducibles por patégenos en
plantas tienen multiples elementos que acttan en cis, incluyendo W box, GCC y
as-1 (Kim y Zhang, 2004). En este analisis solamente se detectaron as-1 y W
box. Al elemento de respuesta a estrés as-1 se unen factores de transcripcion de
la familia TGA y se ha caracterizado como un elemento de respuesta a defensa,
inducible por patégenos (Kong et al, 2018) mientras que, W-box interactlia con
factores de transcripcion WRKY y esta involucrado en la respuesta a patdégenos
(Gao et al, 2014) por ejemplo, regula la expresion de genes relacionados con la
defensa como PR10, proteinas relacionados con la patogénesis en arabidopsis
(Kaur et al, 2017); y tiene un papel en el estrés biotico y abiético como sequia y
ABA; (Wang et al, 2009) latencia de la semilla y senescencia (Kaur et al, 2017).
WRE3 (Wu et al, 2019) se encontré en 6 TPS y 3 promotores TPP (SITPP-1,
SITPP-7 y SITPP-9) y WUN-motif en 3 TPS (SITPS-3, SITPS-8 y SITPS-10) y 4
TPP (SITPP-2, SITPP-6, SITPP-7 y SITPP-9), ambos involucrados en la
respuesta a estrés por heridas (Jiang et al, 2014).

ARE, elementos reguladores esenciales para la induccién anaerdbica (Li, 2014;
Zhou et al, 2017) en todos los promotores, excepto SITPS-2, SITPS-10, SITPP-1
y SITPP-5.
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Figura 12. Elementos reguladores cis relacionados con el estrés en
SITPS/SITPPs. Los numeros en las cajas de colores indican las repeticiones.

6.9.3 Elementos reguladores cis relacionados con regulaciones
hormonales

Los promotores de los genes SITPSs contenian un total de 14 CRESs relacionados
con regulaciones hormonales (HrCREs). Cada promotor contenia de 3 (SITPS-1
y SITPS-9) a 8 (SITPS-3 y SITPS-4) HrCREs (Figura 13) Todos los HrCREs
encontrados en los promotores de los SITPSs se visualizan en el Apéndice 18.
Los promotores de los genes SITPPs contenian un total de 14 CREs relacionados
con regulaciones hormonales (HrCREs). Cada promotor contenia 1 (SITPP-5) a
6 (SITPP-9) HrCREs (Figura 13). Todos los CRE relacionados con hormonas
encontrados en los promotores de los SITPPs fueron visualizados en el Apéndice
19.

En un estudio anterior se encontré que en presencia de ABA o en condiciones de
estrés, se activa la sefalizacion ABA, por consiguiente, el factor de transcripcion
bZIP ABF2 se une directamente a la region del promotor de AtTPPE que contiene
el elemento de respuesta al acido abscisico (ABRE), y activa la expresion de

AtTPPE, que conduce a la acumulacion de trehalosa. La trehalosa induce la
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acumulacion de ROS en raices y estomas, lo que mejora el efecto del ABA en la
inhibicién del crecimiento de las raices y la promocion del cierre estomatal,
permitiendo a la planta responder rapidamente a las condiciones de estrés (Wang
et al, 2020). Ademas, ABRE, que contiene la secuencia central ACGTGG / T,
regula la expresiéon génica en la deshidratacion y la alta salinidad en Arabidopsis
y arroz (Kazuo y Yamaguchi-Shinozaki, 2007). El elemento ABRE se encontr6 en
la mayoria de los promotores de SITPSs y SITPPs, excepto en SITPS-1, SITPS-
9, SITPP-5y SITPP-9, siendo SITPP-8, SITPS-3 y SITPS-6 los que presentaron
mayor numero de este elemento. En el caso de SITPS-6 en el andlisis de los
patrones de expresion se mostro regulado positivamente en respuesta a estrés
por sequia, calor y salinidad, mientras que SITPS-3 y SITPP-8 se regularon
negativamente en condiciones de sequia. SITPP-8 se regulé al alza en respuesta
a salinidad (Figura 20 y Figura 21).

En maiz, la expresion del gen ABP9, que codifica un factor de transcripcion bZIP
capaz de unirse al motivo ABRE2 en el promotor Catl, es inducida por ABA,
H20:2, sequiay sal. La expresion constitutiva de ABP9 en Arabidopsis transgénica
conduce a una tolerancia notablemente mejorada a mdltiples estreses que
incluyen sequia, alto contenido de sal, temperatura de congelacién y estrés
oxidativo (Zhang et al, 2011). ABRE2 se localizé solamente en SITPS-3.

Siete promotores SITPS vy tres promotores SITPP (SITPP-2, SITPP-3 y SITPP-9)
contenian motivos CGTCA y TGACG involucrados en la capacidad de respuesta
a MeJA (Liu et al, 2017). El motivo TGACG se ha identificado previamente como
un sitio de unién para los factores transactivadores de bZIP. La mutagénesis
dirigida al sitio en estos motivos TGACG abolié la expresiéon que responde a
MeJA, identificandolos claramente como elementos que responden a MeJA
(Rouster et al, 1997). En SITPS-2 y SITPS-3 hay multiples motivos CGTCA y
motivos TGACG, sugiriendo que estos genes podrian mediar la sefial MeJA para
regular el estrés abibtico. En cafia de azlcar se han identificado motivos CGTCA
y motivos TGACG en 8 de los 9 ScTPS (Xin et al, 2020).

Dos promotores TPS (SITPS-7 y SITPS-8) y dos promotores TPP (SITPP-1 y
SITPP-3) contenian TGA-element y dos (SITPS-4 y SITPP-2) presentaron
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AuxRR-core, que podrian funcionar como un elemento de respuesta a las
auxinas (Li, 2014).

Dos genes (SITPS-6 y SITPS-7) tenian CARE; dos genes (SITPP-1 y SITPP-9)
tenian GARE-motif; ocho TPS y dos TPP (SITPP-4 y SITPP-7) tenian P-box; dos
genes TPS (SITPS-4 y SITPS-10) y tres TPP (SITPP-4, SITPP-7 y SITPP-9)
tenian TATC-box, que son elementos de respuesta a giberelinas (Xu et al, 2018;
Sutoh y Yamauchi, 2003).

Cinco promotores TPS (SITPS-4, SITPS-5, SITPS-6, SITPS-9 y SITPS-10) y un
TPP (SITPP-8) presentaron TCA-element; tres TPS (SITPS-1, SITPS-2,y SITPS-
10) y cinco promotores TPP (SITPP-2, SITPP-5, SITPP-6, SITPP-8 y SITPP-9)
tenian TCA, elementos involucrados en la capacidad de respuesta del &cido
salicilico (Fan et al, 2019).

Siete genes TPS (todos menos SITPS-4, SITPS-5 y SITPP-10) y tres TPP
(SITPP-1, SITPP-8 y SITPP-9) tenian ERE, un elemento de respuesta al etileno.
En tabaco transgénico transformado con construcciones de promotor SmCP-
GUS encontraron que la region promotora que contiene el elemento sensible al
etileno, ERE, confiridé la induccion de etileno de la expresion de GUS,
demostrando que cada ERE se une a proteinas nucleares de plantulas de 5
semanas tratadas con etefon y sin tratar, lo cual sugiere que diferentes factores
de transcripcion se unen a cada ERE en diferentes condiciones fisioldgicas
(Rawat et al, 2005).

O2-site, involucrado en la regulacién del metabolismo de la zeina (Kaur et al,
2017) se localiz6 en SITPS-3, SITPS-4 y SITPP-8 (Figura 13).

La presencia de elementos de respuesta a las hormonas (acido abscisico,
jasmonato de metilo, acido salicilico y etileno) en la mayoria de los promotores
de SITPS y SITPP, indica que posiblemente podrian ensamblar diferentes vias
de transduccion de sefial en la respuesta al estrés biotico y abiotico (Wolters y
Jurgens, 2009). En particular, SITPS-3, SITPS-2, SITPS-8 y SITPP-8 contenian

el mayor nimero de elementos de respuesta a hormonas.
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Figura 13. Elementos reguladores cis relacionados con regulaciones hormonales
en SITPS/SITPPs. Los numeros en las cajas de colores indican las repeticiones.

6.9.4 Elementos reguladores cis relacionados con el desarrollo celular
Los promotores de los genes SITPSs contenian un total de 8 CRE relacionadas
con el desarrollo celular (CACRE). Cada promotor contenia de 1 (SITPS-1,
SITPS-3 y SITPS-8) a 5 (SITPS-6) CACRE (Figura 14). Todos los CdCRE
encontrados en los promotores de los SITPSs se visualizaron en el Apéndice 20.
Los promotores de los genes SITPSs contenian un total de 6 CRE relacionadas
con el desarrollo celular (CACRE). Cada promotor contenia 1 (SITPP-4, SITPP-5
y SITPP-8) a 4 (SITPP-2, SITPP-3y SITPP-7) CACRE (Figura 14). Todos los CRE
relacionados con el desarrollo celular encontrados en los promotores de los
SITPPs se visualizaron en el Apéndice 21.

Entre ellos, solo Unnamed__ 4, que puede funcionar con especificidad espacial y
temporal en la expresion de DYT1 (Anther) (Zhou et al, 2017), se encuentra en
todos los promotores de genes SITPS y SITPP, contribuy6 con el 78.4% y 72.94%
del total de CACRE de cada familia. Cinco promotores de genes TPS (SITPS-5,
SITPS-6, SITPS-7, SITPS-9 y SITPS-10) y cinco TPP (SITPP-2, SITPP-3, SITPP-
6, SITPP-7 y SITPP-9) tenian un motivo AAGAA involucrado en la expresion
especifica de la semilla (Jaiswal et al, 2007).

GCN4-motif se hall6 en SITPS-5, SITPS-7, SITPP-1, SITPP-3 y SITPP-7. GCN4-

motif esta altamente conservado en los promotores de genes de proteinas de
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almacenamiento de semillas de cereales y juega un papel importante en el control
de la expresion especifica del endospermo. Este motivo es el sitio de
reconocimiento de un factor transcripcional de zipper de leucina basico que
pertenece al grupo de proteinas similares al Opaque-2 (O2) del maiz (Onodera
et al, 2001).

Un elemento del ciclo circadiano con secuencia CAAAGATATC (Rahman et al,
2021) se encontr6é en dos promotores (SITPS-2 y SITPS-5) y en tres promotores
(SITPP-2, SITPP-3y SITPP-7).

AC-l y AC-Il se localizaron en SITPS-6. Los factores de transcripcion MYB. se
unen a los cis de AC (AC-1 y AC-II), regulan la expresién de genes biosintéticos
de lignina (Zhang et al, 2018), y tienen funciones importantes en sus expresiones
especificas de tejido (Osakabe et al, 2009).

CAT-box se localiz6 en los promotores de SITPS-4, SITPS-10, SITPP-1y SITPP-
9. CCGTCC-box, en SITPP-2; dOCT, en SITPS-6. CAT-box, CCGTCC-box y
dOCT, son elementos relacionado con la activacion especifica de meristemo
(Zhou et al, 2017; Basyuni et al, 2018).
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Figura 14. Elementos reguladores cis relacionados con el desarrollo celular en
SITPS/SITPPs. Los numeros en las cajas de colores indican las repeticiones.

6.9.5 Otros elementos reguladores cis

Los promotores de los genes SITPSs y SITPPs contenian contenia dos y nueve
elementos del grupo de otros CREs (Figura 15). Todos los otros CREs en los
SITPSs y SITPPs se visualizaron en los Apéndice 22 y Apéndice 23.
Unnamed_1, que presenta la secuencia GATTTAATTAA, se localiz6 en tres
promotores TPS (SITPS-5, SITPS-7 y SITPS-9) y en SITPP-1, donde podria
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funcionar como un sitio de unién de proteina 60K (Xu et al, 2018). Por otra parte,
SITPP-8 contenia Unnamed_1, con la secuencia GGATTTTACAGT, un elemento
implicado en la regulacién negativa de fitocromos (Inaba et al, 1999).

A-box es un elemento cis que en perejil parece ser necesario, pero no suficiente
para la activacion del gen PAL (fenilalanina amoniaco-liasa) mediada por un
elicitor o por la luz (Logemann et al, 1995) y se encontré en SITPP-2.

AP-1, elemento de respuesta a estrés (Peng et al, 2020) se localizé en SITPP-9;
Box Ill, un sitio de unidén a proteinas (Xiao et al, 2015) en SITPP-2; Unnamed_5,
sitio de union del factor SEF1 (Yu et al, 2014) en SITPP-6.

Unnamed_6, con secuencia taTAAATATCct, se encontré en tres promotores TPS
(SITPS-5, SITPS-7 y SITPS-9) y en dos TPP (SITPP-5 y SITPS-6); Unnamed_2
con secuencia AACCTAACCT y CTAG-motif con secuencia ACTAGCAGAA en

SITPP-9, todos esos elementos de funcion desconocida (Lescot et al, 2002).
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Figura 15. Otros elementos reguladores cis en SITPS/SITPPs. Los numeros en
las cajas de colores indican las repeticiones.

Algunos elementos relacionados con el estrés (MYB, MYC, Myb, STRE, ARE),
hormonas (ABRE, ERE) y respuesta a la luz (Box 4, G-box) existian ampliamente
en las regiones promotoras de la mayoria de los genes SITPS y SITPP, lo que
indica que los genes TPS y TPP pueden estar involucrados en las respuestas al
estrés, las hormonas y la luz. Estos elementos también se localizaron en los
genes TPS de la papa (Xu et al., 2017).
6.10. Analisis de expresion in silico de genes TPS/TPP en jitomate

Se sabe que los genes TPS y TPP son importantes en la respuesta de las plantas

a las tensiones ambientales. En este estudio aprovechamos los datos disponibles
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de perfiles de expresion genética de jitomate en GEO (Gene Expression
Omnibus), para analizar el conjunto completo de genes SITPS/SITPP bajo
diferentes tensiones abioticas como sequia, calor, frio y salinidad.

Los valores FPKM de la expresion de cada uno de los genes en las diferentes
condiciones se obtuvieron del GEO, se normalizaron y se utilizé el software
TBtools para visualizar los niveles de expresion en un heat map. En los
experimentos de estrés por frio y por salinidad, al contar con los datos de log2 y

Pvalue, se pudieron construir graficas de Volcan en TBtools.

6.10.1 Niveles de expresion de los genes SITPS/SITPP en condiciones de
sequia

En el analisis de expresion en respuesta a sequia se estudiaron dos conjuntos
de datos, en los que los genes SITPSs y SITPPs demostraron tres tipos de niveles
de expresion, incluyendo baja expresion, expresion media y media a alta.

Se analizé el nivel de expresion de SITPS en plantulas de jitomate cv. M82 en
respuesta a estrés por sequia (Wang et al, 2020), sometidas a diferentes
condiciones: control (CK), estrés por sequia durante 1 dia (D-1d), 2 dias (D-2d),
3 dias (D-4d), 4 dias (D-4d), 5 dias (D-5d) y sequia con recuperaciéon (D-Rec), se
encontr6 que SITPS-2 y SITPS-10 tuvieron una baja expresion y SITPS-7
presento una expresion media en todas las condiciones, es decir, no cambiaban
en respuesta a sequia. SITPS-1 y SITPS-9 mostraron una expresion alta en
comparacion con los demas genes. SITPS-1 reveld su expresion maxima un dia
después del inicio de las condiciones de estrés. SITPS-9 se expresé mas en el
tratamiento de estrés por sequia durante 4 dias. SITPS-4, SITPS-5y SITPS-6 se
expresaron de la siguiente manera: en CK se expresaron muy poco, iban
incrementando su expresion con el aumento de sequia, alcanzando un maximo
en el dia 2 o dia 3 y finalmente en el tratamiento de recuperacién mostraron un
nivel menor al del CK. SITPS-3 y SITPS-8 se caracterizaron porque su expresion
disminuyé conforme aumentaron los dias de sequia y finalmente la expresion
incrementé en el tratamiento de sequia con recuperacion. (Figura 16A). En las
hojas de plantas 'Micro-TOM' (Zhao et al, 2020) evaluadas en diferentes

condiciones: control (CK), estrés por sequia durante 3h (CK-3h) y 6h (CK-6h), se
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encontro que SITPS-2 y SITPS-9 revelaron una baja expresion y similar en todos
los tratamientos. De la misma forma SITPS-7 y SITPS-10 presentaron una baja
expresion en la condicion control, pero que incrementd ligeramente en los
tratamientos de sequia. SITPS-1 y SITPS-5 por su parte mostraron expresion
media en las tres condiciones. SITPS-4 y SITPS-6 tuvieron su expresiéon maxima
en la condicion de 3h de sequia y a las 8h disminuyd su expresion. SITPS-3 y
SITPS-8 demostraron un patrén de expresion similar, se expresaron mas en la
condicion control en comparacion con los tratamientos de sequia (Figura 16B).

En resumen, SITPS-1 y SITPS-9, genes paralogos pertenecientes al grupo IlI-1,
incrementan fuertemente su expresion, pero tardan dias por eso no aumentaron
en el experimento con plantas 'Micro-TOM'. SITPS-5 también aumenta su
expresion después de un dia de sequia. En cambio, SITPS-4 y SITPS-6
incrementaron rapidamente su expresion durante las primeras horas de estrés
por sequia y disminuy6é después de 4 dias. Por su parte, SITPS-3 y SITPS-8
disminuyeron su expresion en las primeras horas, siguié disminuyendo con el
paso de los dias y finalmente en el tratamiento de sequia con recuperacion
aumento. SITPS-2, SITPS-7 y SITPS-10 no cambiaron en respuesta a la sequia.
En lo que toca a los genes SITPPs, en plantulas de jitomate cv. M82 (Wang et al,
2020), se encontrd que tres genes (SITPP-5, SITPP-6 y SITPP-7) mostraron una
baja expresion en la mayoria de las condiciones evaluadas, e incluso nula en
algunas condiciones en el caso de SITPP-5 y SITPP-7. Dos genes (SITPP-2 y
SITPP-4) revelaron un nivel de expresion similar en la condiciéon control,
disminuyeron su expresion a medida que aumentaban los dias de sequia, con la
diferencia de que SITPP-2 se expres6 mas en la condiciébn de sequia con
recuperacion. SITPP-3 mostro la expresion mas alta en comparacion con todos
los demas genes SITPP, aumenté en los primeros dos dias de sequia, donde
alcanz6 su maximo, de ahi disminuy6 su expresion. SITPP-8 también demostrd
regulacion negativa y aumentd su expresion en el tratamiento de sequia con
recuperacion. Por otro lado, SITPP-1 y SITPP-9 estaban regulados al alza, con
la diferencia de que SITPP-9 incrementd su expresion en sequia con

recuperacion mientras que SITPP-1 no (Figura 16C). En las plantas '‘Micro-TOM'
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(Zhao et al, 2020), SITPP-5 no se expresd, SITPP-6 y SITPP-7 mostraron baja
expresion y no cambiaban en respuesta a sequia. Tres genes (SITPP-2, SITPP-
4 y SITPP-8) revelaron regulacion descendente, los primeros dos con expresion
media a alta, mientras que SITPP-8 revel6 baja expresion. SITPP-1, SITPP-3y
SITPP-9 estaban regulados al alza (Figura 16D).

En resumen, los dos experimentos coincidieron en que tres genes (SITPP-5,
SITPP-6 y SITPP-7) demostraron una baja o nula expresién y no cambiaban en
condiciones de estrés por sequia, los genes SITPP-2, SITPP-4 y SITPP-8
estaban regulados negativamente, y tres genes (SITPP-1, SITPP-3 y SITPP-9)

se mostraron regulados positivamente.
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Figura 16. Patron de expresion de genes SITPS y SITPP en respuesta a sequia.
(A) SITPS en plantulas de jitomate cv. M82, (B) SITPS en plantulas de jitomate
Micro TOM, (C) SITPP en plantulas de jitomate cv. M82, (D) SITPP en plantulas
de jitomate Micro TOM. La clave de color representa la abundancia de
transcripcion relativa de los genes. El color negro representa nula expresion.
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6.10.2 Niveles de expresion de los genes SITPS/SITPP en condiciones de
calor
En el analisis de expresion en respuesta a calor se estudiaron dos conjuntos de
datos. En plantulas de jitomate cv. M82 (Wang et al, 2020), expuestas a
diferentes condiciones: control (Heat-0h), estrés por calor durante 2h (Heat-2h),
4h (Heat-4h), 12h (Heat-12h), 24h (Heat-24h) y estrés por calor con recuperacion
(Heat-Rec), se encontré que SITPS-5 no cambid en ninguna condicion y revelo
una expresion media. SITPS-2 y SITPS-10 mostraron un nivel bajo y medio,
respectivamente, estaban regulados negativamente por el calor. En SITPS-7 con
un nivel de expresion medio, la regulacidon negativa se not6 un poco mas. De
igual manera en SITPS-1 y SITPS-8 se encontré disminucién de la expresion a
medida que aumentaba la duracién del estrés por calor y un ligero aumento en el
calor con recuperacion. Mientras tanto en SITPS-9 la regulacién negativa se
mostré hasta las 24h y en el calor con recuperacién incrementd un poco la
expresion. SITPS-3 no mostré6 cambios en el estrés por calor, pero disminuyo
gravemente su expresion en el calor con recuperacion. Los niveles de expresion
de SITPS-4 y SITPS-6 estaban regulados positivamente, mostraron su maxima
expresion a las 24h y la minima en el tratamiento de calor con recuperacion
(Figura 17A). En los frutos de jitomate 'Micro-TOM' (Liu et al, 2021), bajo las
siguientes condiciones: control (MT-0H), estrés por calor durante 24h (MT-24h),
48h (MT-24h), y 96h (MT-24h), se observé que cuatro genes (SITPS-1, SITPS-5,
SITPS-7 y SITPS-8) demostraron un patron similar, una expresion media a alta 'y
que no cambiaba en las condiciones de calor. SITPS-2 y SITPS-9 se mostraron
regulados negativamente en el estrés por calor. La expresion de SITPS-1 y
SITPS-3 disminuy6 en los tratamientos de 24h y 48 h comparada con la del
control (Oh) e incrementd un poco a las 96h. SITPS-3 destaca por su alta
expresion en la condicién control. SITPS-4, SITPS-6 y SITPS-10 parecen estar
regulados positivamente en condiciones de estrés por calor (Figura 17B). De los
analisis anteriores se infiere que, SITPS-2 y SITPS-9 estan regulados
negativamente por el calor, mientras que SITPS-4, SITPS-6 y SITPS-10

positivamente.
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Los niveles de expresion de SITPS-1, SITPS-7 y SITPS-8 se mostraron regulados
negativamente en el experimento con plantulas de jitomate cv. M82, mientras que
en jitomate Micro-TOM no, esto podria deberse a que son genotipos diferentes.
Lo mismo podria explicar porque SITPS-10 disminuy6 su expresion durante las
primeras horas en jitomate Micro-TOM, en cambio en jitomate cv. M82 estuvo
regulado positivamente.

De igual modo se analiz6 la expresion de los genes SITPPs en las condiciones
de calor, en plantulas de jitomate cv. M82 (Wang et al, 2020), se encontré que
SITPP-5 no cambié en los tratamientos de calor y mostré una baja e incluso nula
expresion en algunos tratamientos. SITPS-7 aumentd un poco su expresion en
las primeras 4h, después disminuy6é hasta que ya no se detectd. SITPP-3
demostré una expresiéon media, que no cambid en respuesta a calor. SITPP-1,
SITPP-2, SITPP-6 y SITPP-8 estaban regulados negativamente, SITPP-2 revelo
la maxima expresion durante las primeras 4h de calor. SITPP-4 y SITPS-9
estaban regulados positivamente, SITPS-4 alcanz6 su maxima expresion a las
24h y disminuyo en el tratamiento de calor con recuperacién (Figura 17C).

En los frutos de jitomate 'Micro-TOM' (Liu et al, 2021) no se observo expresion
de SITPP-5, mientras que SITPP-2 no cambié en los diferentes tratamientos de
estrés por calor y revelo la expresion mas alta. La expresion de SITPP-1y SITPP-
4 disminuyé ligeramente al aumentar las horas de calor. SITPP-6 y SITPP-7
demostraron una baja expresion y estaban regulados a la baja. SITPP-1y SITPP-
4 también disminuyeron su expresion y revelaron un nivel de expresion medio,
SITPP-3 mostr6 un nivel de expresion media a alta y estuvo regulada
negativamente después de 96h. SITPP-8 aumentd su expresién a las 24h y luego
disminuyd. SITPP-9 aumento su expresion a las 24h. (Figura 17D).

Por lo tanto, de los dos andlisis podemos concluir que se encontraron grandes
diferencias entre los patrones de expresion en los dos genotipos de jitomate,
como en M82 donde SITPP-4 aumentd su expresion durante las primeras 24h
mientras que en Micro TOM disminuy6. Asi mismo, en M82 SITPP-2 estaba
regulado negativamente y en Micro TOM no cambié su expresion. Ademas,
SITPP-8 estuvo regulado a la baja en M82 mientras que en Micro TOM aumento
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su expresion a las 24h y luego disminuyd. Por consiguiente, s6lo se tomaron en
cuenta los patrones de expresion que coinciden en ambos experimentos: SITPP-
1, SITPP-3 y SITPS-6 estaban regulados negativamente, y SITPP-9 mostré

regulacion positiva.
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Figura 17. Patron de expresion de genes SITPS y SITPP en respuesta a calor.
(A) SITPS en plantulas de jitomate cv. M82, (B) SITPS en plantulas de jitomate
Micro TOM, (C) SITPP en plantulas de jitomate cv. M82, (D) SITPP en plantulas
de jitomate Micro TOM. La clave de color representa la abundancia de
transcripcion relativa de los genes. El color negro representa nula expresion.
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6.10.3 Niveles de expresion de los genes SITPS/SITPP en condiciones de
frio

En el analisis de expresion en respuesta a frio de hojas de plantas de jitomate
‘Micro-TOM' (Zhao y Xu, 2020), expuestas a diferentes condiciones: control
(CKO), estrés por frio durante 4h (CK4) y 12h (CK12), se encontré que SITPS-2
y SITPS-10 demostraron una baja expresion; SITPS-4, SITPS-7 y SITPS-9, una
expresion media y los demas genes una expresion alta. Sin embargo, notamos
gue la mayoria de los genes no cambian su expresion en tratamientos de frio.
SITPS-4, SITPS-6, SITPS-9 y SITPS-10 disminuyen ligeramente su expresion
conforme se incrementan las horas de frio. SITPS-8 es el Gnico que mostré una
ligera regulacion positiva (Figura 18A).

Para confirmar si el patron de expresion observado en el mapa de calor es
significativo se realizaron graficas de volcan (Figura 19). Observamos que ningun
gen SITPS cambiaba en respuesta al frio (Figura 19A-C) y que SITPS-8 fue el
gen que estuvo mas cerca de ser regulado positivamente, pero no fue significativo
estadisticamente hablando.

Analizando la expresion de SITPPs en el mismo conjunto de datos (Zhao y Xu,
2020) se encontré que SITPP-5 no se expresa en ninguna condicion evaluada,
SITPP-7 tampoco se detecto en el tratamiento de estrés por frio durante 4 horas
(CK4), mientras que en el testigo y en el estrés por frio durante 12 horas (CK12)
presentd una baja expresion. Los genes SITPP-1 y SITPP-6 demostraron una
baja expresion. SITPP-4, SITPP-8 y SITPP-9 tuvieron una expresion media.
SITPP-2 y SITPP-3 revelaron una expresion alta (Figura 18B). Los diagramas de
volcan mostraron que comparando CKO-CK4, SITPP-4 y SITPP-6 estaban
regulados positivamente (Figura 19D), mientras que en la comparacion de CK4-
CK12, SITPP-6 estuvo regulado negativamente (Figura 19E), y comparando
CKO0-CK12, SITPP-4 se regulé positivamente (Figura 19F), por lo que en

conclusién SITPP-4 estaba regulado al alza.

63



- = © o o [ &)

@ @ © st O O O s,
O O O srws ; @ 0O @ s B
® © @ = ; @ @ O  siTeP3 °
by ® O s ; O O O  sep4 :
© © © mmes o o @ s 7
g 8 g :i::: O O ()  sitPP6

o O © aress O o (O siep7

o @) O  sipse O O (O  siees

@) O O  sPs-10 O O O  sirepo

Figura 18. Patron de expresion de genes SITPS y SITPP en respuesta a frio. (A)
SITPS en plantulas de jitomate Micro TOM, (B) SITPP en plantulas de jitomate
Micro TOM. La clave de color representa la abundancia de transcripcion relativa
de los genes. El color negro representa nula expresion.
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Figura 19. Diagramas de volcan de expresion de SITPS/SITPP en respuesta a
frio. (A) SITPS en CKO-CK4, (B) SITPS en CK4-CK12, (C) SITPS en CK0-CK12,
(D) SITPP en CKO-CK4, (E) SITPP en CK4-CK12, (F) SITPP en CK0O-CK12. En X
se muestra la magnitud del cambio (Fold Change) y en Y la significancia
estadistica (P value).
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6.10.4 Niveles de expresion de los genes SITPS/SITPP en condiciones de
salinidad

En el analisis de perfiles de expresién de ARNm en hojas de jitomate (Zhao y Xu,
2020) bajo las siguientes condiciones: testigo (CKO0), estrés por salinidad durante
2h (CK2) y salinidad durante 8h (CK8) observamos que SITPS-2 y SITPS-9
demostraron una baja expresion; SITPS-10, SITPS-7 y SITPS-8, una expresion
media; y el resto de los genes revelaron una expresion de media a alta. Ademas,
se encontré que los genes SITPS-7 y SITPS-10 no cambiaban su expresion.
SITPS-1, SITPS-2, SITPS-4, SITPS-5 y SITPS-6 estaban regulados
positivamente, siendo este ultimo el que mostro la mas alta expresion. SITPS-8
se mostré regulado negativamente al estrés por salinidad (Figura 20A). Estas
observaciones se confirmaron al dibujar los diagramas de volcan (Figura 21A-C),
gue revelaron que en comparacion con los niveles de expresion del CKO, en CK2
SITPS-6 aumentd su expresion, mientras que SITPS-9 estuvo regulado a la baja.
Comparando los niveles de expresion de CK2 y CK8, los genes SITPS-1, SITPS-
4, SITPS-6 y SITPS-9 estaban regulados al alza, mientras que SITPS-3y SITPS-
8 disminuyeron su expresion. Haciendo la comparacion de la expresion CKO y
CK8, observamos que cinco genes (SITPS-1, SITPS-2, SITPS-4, SITPS-5 y
SITPS-6) estaban regulados positivamente y SITPS-8, negativamente.

También se analiz6 la expresion de SITPPs en el mismo conjunto de datos (Zhao
y Xu, 2020), no se detectd la expresion de SITPP-5. Por su parte SITPP-6, SITPP-
7y SITPP-9 demostraron baja expresion; SITPP-8, una media; y SITPP-1, SITPP-
2, SITPP-3 y SITPP-4 una alta expresion (Figura 20B). Se dibujaron los
diagramas de volcan para los SITPPs, encontramos que comparando los niveles
de expresion de CKO y CK2, varios genes (SITPP-1, SITPP-2, SITPP-3, SITPP-7
y SITPP-8) estaban regulados al alza (Figura 21D), siendo casi los mismos genes
los que se revelaron regulados negativamente comparando CK2 y CK8, a
excepcion de SITPP-8 que ya no cambio, y a los demas genes se sumo SITPP-
4 que parece estar regulado negativamente también (Figura 21E). Contrastando

el nivel de expresion en CKO con el de CK8, notamos que los tres genes (SITPP-
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1, SITPP-3y SITPP-8) estaban regulados significativamente al alza 'y SITPP-4 se

encontro regulado a la baja (Figura 21F).
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Figura 20. Patrén de expresion de genes SITPS y SITPP en respuesta a salinidad.
(A) SITPS en hojas de jitomate, (B) SITPP en hojas de jitomate. La clave de color
representa la abundancia de transcripcion relativa de los genes. El color negro
representa nula expresion.
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Figura 21. Diagramas de volcan de expresion de SITPS/SITPP en respuesta a
salinidad. (A) SITPS en CKO-CK2, (B) SITPS en CK2-CK8, (C) SITPS en CKO-
CKS8, (C) SITPP en CK0-CK2, (D) SITPP en CK2-CKS8, (E) SITPP en CKO-CKS8.
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Como se ha mencionado anteriormente, en diversos estudios han demostrado
que los genes TPS y TPP desempefian un papel importante en las plantas en
respuesta a diversos tipos de estrés como la sequia, el calor, el frio y la salinidad.
En este estudio, los perfiles de expresion de los genes TPS y TPP bajo diferentes
tipos de estrés revelaron que los genes TPS del jitomate estaban ampliamente
involucrados en la respuesta a estrés por sequia, calor y salinidad (Figura 22),
mientras que los genes TPP estaban involucrados mayormente en la respuesta
a estrés por sequia y salinidad, y en menor medida en la respuesta a calor (Figura
23) y frio. Es interesante notar que cinco de los genes SITPS estuvieron
fuertemente regulados al alza durante el estrés por sequia, lo que indica que esos
genes podrian estar involucrados principalmente en la via biologica del estrés por
sequia. Dos genes SITPS (SITPS-4 y SITPP-6) mostraron el mismo patrén de
expresion bajo el tratamiento de sequia, calor y salinidad, lo que sugiere que
estos genes SITPS se coexpresaron en respuesta al estrés por sequia, calor y
salinidad. Sin embargo, los perfiles de expresion génica de genes SITPP que
respondian a las diferentes condiciones de estrés por lo general tendian a ser
diferentes: algunos genes regulados por sequia se regularon negativamente en
el estrés por calor, lo que indic6 que dos conjuntos de genes SITPP estaban
involucrados en la respuesta a la sequia y el estrés por calor, respectivamente, y
solamente SITPP-9 estaba regulado positivamente por la sequia y el calor. Estos
resultados también indican que las vias de sefalizacion en las respuestas al

estrés abidtico de las plantas son sistemas muy complicados.

SlIPS-4 ’
Salinidad

SITPS-2

Figura 22. Diagrama de Venn que muestra la expresion de genes SITPS bajo
estrés por sequia, calor y salinidad. Entre ellos, se detectaron cinco genes SITPS
regulados positivamente por sequia, cinco por alta salinidad y tres por calor, y se
observé que dos genes SITPS respondian notablemente a las tres tensiones.
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Salinidad
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Figura 23. Diagrama de Venn que muestra la expresion de genes SITPP bajo
estrés por sequia, calor y salinidad. Entre ellos, se detectaron tres genes SITPP
regulados positivamente por sequia, tres por alta salinidad sequia y dos por calor.

VIl.  CONCLUSIONES

En este analisis in silico identificamos diez genes SITPS y nueve SITPP en el
genoma de jitomate y los caracterizamos sistematicamente utilizando diferentes
herramientas bioinforméticas para explorar su papel en la respuesta al estrés
abidtico, principalmente. El andlisis de la estructura genética mostré que SITPS-
2 y SITPS-8, genes de clase I, podrian ser los genes ancestrales. Todos los
genes TPS y TPP han evolucionado principalmente por seleccion purificadora.
Ademas, cuatro pares de genes SITPS y dos pares de genes SITPP se
expandieron por duplicacion segmental. El andlisis de elementos reguladores cis
mostro que los genes SITPS y SITPP podrian desempeifiar un papel importante
en la respuesta al estrés, las hormonas, el desarrollo y la fotosintesis. El analisis
de datos de RNAseq revel6 que la mayoria de los genes TPS podrian ser
inducidos por diferentes tipos de estrés, como la sequia, la salinidad y el calor, y
aproximadamente la mitad de los genes TPP pueden estar involucrados en la
tolerancia al estrés. En particular, SITPS-4, SITPS-6, SITPS-1, SITPS-1, SITPS-
5, SITPP-1, SITPP-3 y SITPP-9 podria ser genes de resistencia al estrés abiotico
de amplio espectro. En conjunto, la informacion obtenida en este estudio
proporcionara una mejor comprension de las estructuras y funciones de los
SITPSs y SITPPs, muchos de los cuales pueden ser genes candidatos
potenciales para el desarrollo de variedades de jitomate con mayor tolerancia al
estrés a través del mejoramiento asistido por marcadores moleculares,

transformacion o edicion genética.
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IX. APENDICES

Apéndice 1. Las secuencias proteicas TPS usadas para construir los arboles

filogenéticos.

Organismo Secuencia Gene identifier Database
Arabidopsis thaliana AtTPS1 Q9SYM4.1 NCBI
AtTPS2 Q9FZz57.1
AtTPS3 Q9SHGO0.3
AtTPS4 Q9T079.1
AtTPS5 023617.2
AtTPS6 Q94AHS8.2
AtTPS7 Q9LMIO.1
AtTPSS8 QOwWUI9.1
AtTPS9 Q9LRA7.1
AtTPS10 080738.1
AtTPS11 Q9zVv48.1
Oryza sativa OsTPS1 AEB53177.1 NCBI
OsTPS2 AEB53178.1
OsTPS3 AEB53179.1
OsTPS4 AEB53180.1
OsTPS5 AEB53181.1
OsTPS6 AEB53187.1
OsTPS7 AEB53182.1
OsTPS8 AEB53183.1
OsTPS9 AEB53184.1
OsTPS10 AEB53185.1
OsTPS11 AEB53186.1
S. lepidophylla SleTPS1 AADO00829 NCBI
Zea mays ZmTPS1.1  GRMZM2G099860_TO1 Phytozome
ZmTPS2 GRMZM2G079928 T01
ZmTPS3 GRMZM2G008226_TO01
ZmTPS4 GRMZM2G527891 TO1
ZmTPS5 GRMZM2G304274_T01
ZmTPS6 GRMZM2G123277_TO01
ZmTPS7.2  GRMZM2G007736_T02
ZmTPS8 GRMZM2G366659 TO01
ZmTPS9 GRMzZM2G312521 T01
ZmTPS10 GRMZM2G122231 TO1
ZmTPS11.1 GRMZM2G001304_TO1
ZmTPS12.2 GRMZM2G019183 T02
ZmTPS13.1 GRMZM2G416836_TO01
ZmTPS14.1 GRMZM2G068943 T02
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ZmTPS15

Solanum tuberosum StTPS1
StTPS2
StTPS3
StTPS4
StTPS5
StTPS6
StTPS7
StTPS8

Solanum

lycopersicum SITPS-1
SITPS-2
SITPS-3
SITPS-4
SITPS-5
SITPS-6
SITPS-7
SITPS-8
SITPS-9
SITPS-10

GRMZM2G118462_T01

PGSC0003DMT400058627
PGSCO0003DMT400073263
PGSC0003DMT400061642
PGSCO0003DMT400010526
PGSC0003DMT400070613
PGSC0003DMT400044502
PGSC0003DMT400045229
PGSCO0003DMT400027375

Solyc01g005210.2
Solyc02g071590.1
Solyc02g072150.2
Solyc049025940.2
Solyc05g005750.2
Solyc07g006500.2
Solyc07g055300.2
Solyc079062140.2
Solyc08g076650.2
Solyc10g007950.2

Phytozome

Phytozome

Apéndice 2. Las secuencias proteicas TPP usados para construir los arboles

filogenéticos.

Organismo Secuencia Gene identifier Database
Arabidopsis thaliana AtTPPA AT5G51460 Phytozome
AtTPPB AT1G78090
AtTPPC AT1G22210
AtTPPD AT1G35910
AtTPPE AT2G22190
AtTPPF AT4G12430
AtTPPG AT4G22590
AtTPPH AT4G39770
AtTPPI AT5G10100
AtTPPJ AT5G65140
Brachypodium distachyon BATPPA Bradi3g32970.1 Phytozome

BdTPPB Bradilg27470.1
BATPPC Bradi3g50810.1
BdTPPD Bradi5g17890.1
BATPPE Bradi3g35590.1
BATPPF Bradi4g29030.1
BATPPG Bradi3g58960.1
BATPPH Bradi1g60950.1
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Oryza sativa

Populus trichocarpa

Zea mays

Solanum lycopersicum

BATPPI
BATPPJ
OsTPP1
OsTPP2
OsTPP3
OsTPP4
OsTPP5
OsTPP6
OsTPP7
OsTPP8
OsTPP9
OsTPP10
OsTPP11

OsTPP12
PtTPP1

PtITPP2
PtITPP3
PtITPP4
PtTPP5
PtTPP6
PtITPP7
PtTPP8
ZMTPPA
ZmTPPB
ZmTPPC
ZmTPPD
ZMmTPPE
ZMTPPF
ZmTPPG
ZmTPPH
ZmTPPI
ZmTPPJ
ZmTPPK
ZMTPPA
SITPP-1
SITPP-2
SITPP-3
SITPP-4
SITPP-5
SITPP-6
SITPP-7
SITPP-8
SITPP-9

Bradi1g45480.1
Bradilg21420.1

LOC_0s02g44230.1 Phytozome

LOC_0s10g40550.1
LOC_0Os079g43160.1
LOC_0s029g51680.1
LOC_0Os049g46760.1
LOC_0s089g31630.1
LOC_0s09g20390.1
LOC_0s069g11840.1
LOC_0s039g26910.1
LOC_0Os079g30160.1
LOC_0s12g09060.1

LOC_0s08g25410.1
Potri.003G112400.1

Potri.007G090900.1
Potri.015G126900.1
Potri.002G094500.1
Potri.005G077200.1
Potri.001G120500.1
Potri.012G001000.1
Potri.012G126100.1
GRMZM2G178546
GRMZM2G112830
GRMZM2G347280
GRMZM2G140078
GRMZM2G174396
GRMZM2G055150
GRMZM2G151044
GRMZM2G080354
GRMZM2G014729
GRMZM2G117564
GRMZM5G840145
GRMZM2G178546

Solyc03g007290.2
Solyc03g083960.2
Solyc049054930.2
Solyc049072920.2
Solyc049082550.1
Solyc05g051880.2
Solyc06g060600.1
Solyc08g079060.2
Solyc109046770.1

Phytozome

Phytozome

Phytozome
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Apéndice 3. Identidad y porcentaje de cobertura entre SITPSs.

SITPS-1 SITPS-2 SITPS-3 SITPS-4
Query Query Query Query
Cover Ident Cover Ident Cover Ident Cover Ident
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
SITPS-1 100% 100% 87% 35.68% 98% 66.47% 99% 64.20%
SITPS-2 77% 35.68% 100% 100.00% 75% 33.56% 75% 33.99%
SITPS-3 98% 66.47% 85% 33.56% 100%  100% 99% 62.71%
SITPS-4 98% 63.77% 85% 33.99% 98% 62.71% 100% 100%
SITPS-5 97% 64.82% 87% 34.36% 98% 62.81% 100% 88.45%
SITPS-6 97% 5956% 87% 33.70% 97% 59.35% 96% 62.68%
SITPS-7 98% 64.83% 90% 33.82% 99% 76.35% 98% 62.06%
SITPS-8 77% 35.04% 96% 75.76% 77% 34.83% 78% 33.81%
SITPS-9 98% 76.17% 85% 3557% 97% 68.01% 97% 65.68%
SITPS-10 98% 65.64% 86% 34.73% 99% 76.59% 98% 61.18%
SITPS-5 SITPS-6 SITPS-7 SITPS-8
Query Query Query Query
Cover Ident Cover Ident Cover Ident Cover Ident
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
SITPS-1 99% 64.82% 99% 59.56% 99% 64.83% 86% 35.04%
SITPS-2 75% 34.17% 80% 33.70% 81% 33.58% 94% 75.49%
SITPS-3 99% 62.81% 99% 59.35% 99% 76.24% 85% 34.83%
SITPS-4 100% 88.45% 98% 62.56% 98% 62.06% 86% 33.81%
SITPS-5 100% 100% 97% 63.73% 97% 62.49% 86% 33.86%
SITPS-6 96% 63.88% 100% 100% 96% 58.93% 86% 33.55%
SITPS-7 98% 62.49% 98% 58.92% 100%  100% 86% 34.95%
SITPS-8 77% 33.86% 77% 33.77% 78% 34.95% 100% 100%
SITPS-9 98% 65.69% 97% 60.59% 98% 64.86% 85% 36.10%
SITPS-10 98% 61.42% 98% 59.13% 99% 89.20% 85% 35.89%
SITPS-9 SITPS-10
Query Query Ident
Cover (%) Ident (%) Cover (%) (%)
SITPS-1 99% 76.64% 98% 65.64%
SITPS-2 76% 35.57% 76% 34.73%
SITPS-3 98% 68.01% 99% 76.59%
SITPS-4 97% 65.68% 97% 61.18%
SITPS-5 98% 65.69% 97% 61.42%
SITPS-6 96% 60.68% 96% 58.62%
SITPS-7 98% 65.21% 99% 89.20%
SITPS-8 77% 36.10% 77% 35.89%
SITPS-9 100% 100% 97% 65.48%
SITPS-10 98% 65.60% 100% 100%
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Apéndice 4. Identidad y porcentaje de cobertura entre SITPPs.

SITPP-1 SITPP-2 SITPP-3 SITPP-4
Query Query Query Query
Cover Ident Cover Ident Cover Ident Cover Ident
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
SITPP-1  100%  100% 97 50.3 85 54.17 85 54.67
SITPP-2 75% 56.07% 100%  100% 93% 56.81% 98% 55.71%
SITPP-3 87% 54.17% 93% 60.95% 100% 100%  95% 72.37%
SITPP-4  76% 54.67% 97% 56.02% 98% 6559% 100%  100%
SITPP-5 96% 54.08% 95% 50.17% 94% 5252% 98% 52.78%
SITPP-6 77% 50.88% 78% 62.72% 97% 69.47% 97% 55.59%
SITPP-7 90% 54.14% 97% 69.90% 97% 59.81% 97% 57.56%
SITPP-8 77% 52.16% 97% 69.50% 90% 54.08% 95% 52.14%
SITPP-5 SITPP-6 SITPP-7 SITPP-8
Query Query Query Query
Cover Ident Cover Ident Cover Ident Cover Ident

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
SITPP-1 87 53.54 67 50.88 92 52.08 88 52.16
SITPP-2  76% 49.12% 61% 63.11% 87% 71.21% 100% 69.73%
SITPP-3  87% 51.96%  90% 70.73% 92% 59.81% 92% 57.69%
SITPP-4 78% 52.23% 94% 53.30% 82% 56.83% 94% 52.14%
SITPP-5 100% 100% 74%  49.31% 95%  48.44%  95%  46.55%
SITPP-6  77% 49.31% 100% 100% 77%  60.18% 77%  59.03%
SITPP-7 90% 48.29% 72% 59.83% 100% 100% 98%  79.68%
SITPP-8 75% 46.08%  58% 59.03% 86% 80.30% 100% 100%
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Apéndice 5. Identidad y porcentaje de cobertura entre AtTPS y SITPS.

AtTPS1 AtTPS2 AtTPS3 AtTPS4
Query Query Query Query
Cover Ident Cover Ident Cover Ident Cover Ident
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
SITPS-1 77% 35.26% 93% 34.84% 97% 32.69% 99% 33.45%
SITPS-2 96% 74.70% 93% 65.80% 97% 57.26% 98% 59.05%
SITPS-3 75% 33.95% 92% 33.71% 96% 32.19% 98% 31.66%
SITPS-4 75% 33.86% 93% 34.28% 98% 32.33% 99% 32.53%
SITPS-5 75% 33.16% 92% 34.62% 98% 32.57% 99% 32.69%
SITPS-6 76% 34.21% 93% 32.84% 91% 31.97% 99% 31.12%
SITPS-7 80% 34.05% 95% 34.47% 98% 33.13% 99% 32.81%
SITPS-8 99% 79.39% 93% 62.23% 97% 59.88% 99% 61.98%
SITPS-9 76% 35.36% 93% 34.73% 97% 33.37% 98% 33.37%
SITPS-10 83% 33.90% 94% 34.44% 98% 32.41% 99% 33.54%
AtTPS5 AtTPS6 AtTPS7 AtTPS8
Query Query Query Query
Cover Ident Cover Ident Cover Ident Cover Ident
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
SITPS-1 98% 72.31% 99% 81.45% 98% 64.29% 98% 62.46%
SITPS-2 85% 35.32% 88% 35.22% 85% 34.31% 86% 33.50%
SITPS-3 97% 66.23% 98% 64.76% 98% 75.03% 98% 60.33%
SITPS-4 97% 62.84% 99% 62.63% 98% 61.33% 100% 73.11%
SITPS-5 97% 63.85% 99% 63.58% 98% 62.51% 100% 73.34%
SITPS-6 98% 58.62% 99% 59.13% 98% 60.02% 99% 61.27%
SITPS-7 99% 63.29% 100% 62.41% 98% 74.56% 98% 60.68%
SITPS-8 85% 35.75% 87% 34.28% 85% 34.04% 87% 33.68%
SITPS-9 97% 78.82% 99% 72.94% 98% 66.00% 100% 61.48%
SITPS-10 98% 63.56% 99% 62.63% 98% 75.09% 97% 60.85%
AtTPS9 AtTPS10 AtTPS11
Query Query Query
Cover (%) Ident (%) Cover (%) Ident (%) Cover (%) Ident (%)
SITPS-1 97%  63.32% 97%  62.12% 96%  57.89%
SITPS-2 86%  33.97% 87%  34.44% 85%  34.99%
SITPS-3 97%  61.01% 99%  60.61% 96%  57.62%
SITPS-4 100%  74.19% 100%  71.54% 98%  60.23%
SITPS-5 100%  74.16% 100%  72.71% 96%  62.01%
SITPS-6 97%  60.49% 99%  58.39% 95%  65.36%
SITPS-7 97%  61.16% 97%  58.46% 91%  59.34%
SITPS-8 86%  33.85% 84%  34.53% 85%  34.60%
SITPS-9 97%  64.50% 100%  61.53% 97%  59.51%
SITPS-10 97%  60.95% 97%  58.98% 91%  58.91%
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Apéndice 6. Identidad y porcentaje de cobertura entre AtTPP y SITPP.

AtTPPA AtTPPB AtTPPC AtTPPD
Query Query Query Query
Cover Ident Cover Ident Cover Ident Cover Ident
SITPP-1 75% 54.27%  72% 54.23%  84% 52.46%  75% 54.64%
SITPP-2 99% 69.51% 98% 50.77% 96% 54.35% 93% 56.46%
SITPP-3 82% 58.62%  98% 60.21%  97% 62.42%  99% 64.02%
SITPP-4 84% 57.06%  100% 61.64% 97% 61.59%  100% 62.07%
SITPP-5 74% 51.38% 75% 51.03% 85% 48.92% 74% 55.40%
SITPP-6 59% 59.57% 79% 53.16% 66% 64.06% 86% 54.06%
SITPP-7 85% 65.96% 79% 57.01% 84% 59.36% 87% 55.79%
SITPP-8 97% 61.94% 95% 50.79% 93% 55.70% 88% 55.75%
AtTPPE AtTPPF AtTPPG AtTPPH
Query Query Query Query
Cover Ident Cover Ident Cover Ident Cover Ident
) ) %) (%) %) (%) %) (%)
SITPP-1 77% 53.85% 76% 53.31% 76% 53.63% 81% 53.40%
SITPP-2 84% 58.20% 97% 67.72% 98% 65.89% 85% 59.06%
SITPP-3 84% 75.50% 86% 56.88% 90% 53.64% 91% 73.46%
SITPP-4 84% 73.42% 96% 51.49% 89% 53.08% 86% 71.19%
SITPP-5 75% 51.87% 75% 48.03% 74% 47.72% 79% 51.06%
SITPP-6 83% 60.07% 60% 57.92% 60% 56.83% 85% 59.60%
SITPP-7 82% 55.87% 87% 72.56% 88% 69.37% 85% 57.73%
SITPP-8 82% 56.01% 98% 68.93% 98% 65.80% 85% 56.60%
AtTPPI AtTPPJ
Query Query
Cover Ident Cover Ident
(%) (%) (%) (%)
SITPP-1 77% 51.53% 77% 53.22%
SITPP-2 89% 54.60% 95% 52.43%
SITPP-3 97% 67.74% 99% 69.25%
SITPP-4 89% 66.16%  100% 63.30%
SITPP-5 78% 48.97% 76% 50.68%
SITPP-6 86% 54.69% 85% 56.15%
SITPP-7 83% 54.63% 83% 55.38%
SITPP-8 95% 52.72% 93% 52.75%
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Apéndice 7. Motivos detectados en los genes SITPS/SITPP.

Motif # Sequence

Width Description

1

2

3

10

QGVDKGLVAEFLLESLGYKGKSDVFPJY 41
IGDDRTDEDAFEV
KCVPTFLPPEJVEKYYHGFCKQHLWPL 31
FHYM
WIHDYHLMVLPTFLRKRENRVKLGFFLH 41
SPFPSSEIYRTLP
RHEKHYRYVSTHDVAYWARSFLQDLER 41
ACKDHYRKRCWGIG
CCSRMLGLEYZSKRGYIGLEYYGRTVGI 41
KILPVGIHMGQJE
RDPDPAFGSCQAKELLDHLESVLPTEP 41
VSVKSGQKIVEVKP
PGYEPVILIDRPVSFYERIAYYAVAECVL 50
VTAVRDGMNLVPYEYIVCRQG
QFEGKTVLLGVDDMDIFKGISLKLLAFEH 50
LLEQHPSWQGKVVLVQIANPA
GPKKSMLVVSEFIGCSPSLSGAIRVNPW 50
BIEAVAEAMNEAITMAEPEKQL
LPLSPDHGGRFDRSLWZAYVSANKIFA 41
DKVMEVINPEDDYV

Trehalose-
phosphatase
Glycosyltransferase
family 20
Glycosyltransferase
family 20
Glycosyltransferase
family 20
Glycosyltransferase
family 20
Trehalose-
phosphatase
Glycosyltransferase
family 20
Glycosyltransferase
family 20
Glycosyltransferase
family 20
Glycosyltransferase
family 20
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Apéndice 8. Detalles de los elementos de la estructura secundaria de SITPSs

calculados por SOPMA.

Secondary Structure  grps.1  giTPS-2 SITPS-3 SITPS-4  SITPS-5

element

Alpha helix 4259% 42.89% 4324% 42.82% 43.71%
310 helix 0.00%  0.00%  0.00%  0.00%  0.00%
Pi helix 0.00%  0.00%  000%  0.00%  0.00%
Beta bridge 0.00%  0.00% 000%  0.00%  0.00%
Extended strand 16.80%  15.80% 16.57% 17.39%  17.16%
Beta turn 490%  5.62%  458%  478%  4.70%
Bend region 0.00%  0.00%  000%  0.00%  0.00%
Random coil 35.71% 36.69% 35.61% 35.01% 34.43%
Ambiguous states 0.00%  0.00%  000%  0.00%  0.00%
Other states 0.00%  0.00%  0.00%  0.0%  0.00%
Secondary SttUCHUI®  girpg g 5iTPS.7 SITPS-8  SITPS-9 SITPS-10
element

Alpha helix 42.01% 42.07% 42.98% 42.00% 42.82%
310 helix 0.00%  0.00%  0.00%  0.00%  0.00%
Pi helix 0.00%  0.00%  0.00%  0.00%  0.00%
Beta bridge 0.00%  0.00%  0.00%  0.00%  0.00%
Extended strand 16.55% 17.25% 14.25% 16.71% 16.69%
Beta turn 582%  4.55%  562%  522%  4.90%
Bend region 0.00%  0.00%  0.00%  0.00%  0.00%
Random coil 35.62% 36.13% 37.15% 36.08%  35.59%
Ambiguous states 0.00%  0.00%  0.00%  0.00%  0.00%
Other states 0.00%  0.00%  0.00%  0.00%  0.00%

92



Apéndice 9. Validacion de las estructuras de las proteinas SITPS.

Protein Favored Outlier Sequence Sequence

Name region region Identity  similarity Coverage
SITPS-1 93.00% 1.83% 38.17% 40% 55%
SITPS-2 95.42% 1.70% 49.68% 44% 49%
SITPS-3 93.53% 1.44% 37.47% 40% 55%
SITPS-4 92.02% 1.23% 39.23% 41% 55%
SITPS-5 92.23% 1.84% 37.95% 40% 55%
SITPS-6 93.84% 1.62% 35.82% 39% 54%
SITPS-7 92.71% 1.54% 38.46% 41% 55%
SITPS-8 96.11% 0.54% 50.98% 45% 49%
SITPS-9 92.06% 1.55% 40.60% 41% 54%
SITPS-10 92.09% 2.05% 38.54% 41% 54%

Apéndice 10. Detalles de los elementos de la estructura secundaria de SITPPs
calculados por SOPMA.

Secondary StUCHUT® g 1pp.y  gTPP-2  SITPP-3 SITPP-4  SITPP-5
element

Alpha helix 38.99% 32.70% 46.06% 43.84% 38.91%
310 helix 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Pi helix 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Beta bridge 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Extended strand 15.77%  15.26% 16.09% 16.16% 18.77%
Beta turn 10.42% 7.36% 7.89% 6.58% 8.53%
Bend region 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Random coil 34.82% 44.69% 29.97% 33.42% 33.79%
Ambiguous states 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Other states 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%

Secondary Structure  grpp.g  siTPP-7  SITPP-8  SITPP-9
element

Alpha helix 34.64% 42.77% 37.05% 33.33%
310 helix 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Pi helix 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Beta bridge 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Extended strand 20.71% 17.30% 16.32%  21.05%
Beta turn 9.64%  10.06% 7.25% 4.39%
Bend region 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Random coil 35.00% 29.87% 39.38% 41.23%
Ambiguous states 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Other states 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
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Apéndice 11. Validacion de las estructuras de las proteinas SITPP.

Protein

Favored

Outlier

Sequence

Sequence

Name region region Identity  similarity Coverage
SITPP-1 91.20% 2.11% 35.36% 38% 78%
SITPP-2 92.57% 1.86% 34.80% 38% 68%
SITPP-3 92.11% 1.13% 38.34% 39% 80%
SITPP-4 94.55% 0.00% 34.85% 38% 72%
SITPP-5 92.06% 2.53% 34.59% 37% 91%
SITPP-6 92.98% 0.88% 34.86% 38% 78%
SITPP-7 94.35% 1.06% 35.09% 38% 83%
SITPP-8 89.93% 2.24% 35.89% 38% 64%
SITPP-9 93.94% 1.01% 21.78% 30% 89%

Protein Name Residues within 4 A°

PLIP interactions with chain A

SITPP-1

SITPP-2

SITPP-3

SITPP-4

SITPP-5
SITPP-6
SITPP-7

SITPP-8
SITPP-9

Chain A:
D.76, D.78, D.279
Chain A:

D.125, D.127, D.326

Chain A:
D.50, D.52, D.242

Chain

A: D.109, D.111, D.302

Chain A:
D.50, D.52, D.243

N/A

Chain A:

D.59, D.61, D.261

Chain A:

D.124, D.126, D.327

N/A

Metal complexes:
A:D.78, A:D.279
Metal complexes:

A:D.125, A:D.127, A:D.326

Metal complexes:
A:D.52, A:D.242
Metal complexes:

A:D.109, A:D.111, A:D.302

Metal complexes:

A:D.50, A:D.52, A:D.243

N/A
Metal complexes:

A:D.59, A:D.61, A:D.261

Metal complexes:

N/A

A:D.124, A:D.126, A:D.327
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Apéndice 12. Elementos Regulatorios Cis (CRES) con secuencias y funciones en los promotores de SITPSs.

Grupo Elementos Cis  Secuencia Funciones
cis-acting regulatory element involved in
LrCRE ABRE3a TACGTG light responsiveness
cis-acting regulatory element involved in
ABRE4 CACGTA light responsiveness
part of gapA in (gapA-CMAL1) involved with
ACA-motif AATCACAACCATA light responsiveness
cis-acting element involved in light
ACE CTAACGTATT responsiveness
AE-box AGAAACAA/AGAAACTT part of a module for light response
Box I ACACGTTGT/CCACGTGGC part of a light responsive element
part of a conserved DNA module involved
Box 4 ATTAAT in light responsiveness
chs-CMAla TTACTTAA part of a light responsive element
CACGAC/CACGTT/CACGTG/
CCACGTAA/TACGTGI/TCCA

cis-acting regulatory element involved in

G-box CGTGGCATT/TCCACATGGC light responsiveness
A/ACACGTGGC/tgACACGTG
GCA/GCCACGTGGA
GA-motif ATAGATAA part of a light responsive element
Gap-box CAAATGAA(AIG)A part of a light responsive element
GATA-motif ?:‘Zé‘i%%i’gé‘fTii/é‘éGA part of a light responsive element
GT1-motif GGTTAAT/GGTTAA light responsive element
I-box ccttatcct/atGATAAGGTC part of a light responsive element
L-box ATCCCACCTAC part of a light responsive element
MYB binding site involved in light
MRE AACCTAA responsiveness

TCCC-motif TCTCCCT part of a light responsive element



TCT-motif TCTTAC part of a light responsive element
cis-acting regulatory element essential for
SrCRE ARE AAACCA the anaerobic induction
as-1 TGACG Defense response
elicitation; wounding and pathogen
box S AGCCACC responsiveness
MYBHv1 binding site (involved in the
CCAAT-box CAACGG activation of stress and defense genes in
plants)
cis-acting element that regulates cold- and
DRE core GCCGAC dehydration-responsive gene expression
DRE1 ACCGAGA drought responsive element 1
cis-acting element involved in low-
LTR CCGAAA temperature responsiveness
MYB binding site involved in drought-
MBS CAACTG inducibility
MYB CAACCA/TAACCA/CAACAG stress response element
MYB-like
sequence TAACCA stress response element
MYB recognition
site CCGTTG stress response element
Myb TAACTG/CAACTG stress response element
Myb-binding site CAACAG stress response element
cis-acting element involved in drought
MYC CATGTG/CATTTG/CAATTG responsiveness
Myc TCTCTTA stress response element
STRE AGGGG stress response element
cis-acting element involved in defense and
TC-richrepeats GTTTTCTTAC defense and stress responsiveness
Unnamed__ 1 CGTGG/GCCACGTGGC stress response element
W box TTGACC fungal elicitor responsive element
WRE3 CCACCT stress response element
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WUN-motif AAATTACT/TTATTACAT stress response element
ABRE ACGTG/CACGTG/GCAACGT cis-acting element involved in the abscisic
HrCRE GTC acid responsiveness
cis-acting element involved in the abscisic
ABRE2 CCACGTGG acid responsiveness
binding site of AT-rich DNA binding protein
AT-rich element ATAGAAATCAA (ATBP-1)
cis-acting regulatory element involved in
AuxRR-core GGTCCAT auxin responsiveness
CARE CAACTCAC gibberellin-responsiveness
cis-acting regulatory element involved in
CGTCA-motif CGTCA the MeJA-responsiveness
ERE ATTTTAAA/ATTTCATA Ethylene-responsive element
O2-site GATGACATGG/GATGA(CI/T)( cis-acting regulatory element involved in
AIG)TG(A/G) zein metabolism regulation
P-box CCTTTTG gibberellin-responsive element
cis-acting element involved in gibberellin-
TATC-box TATCCCA responsiveness
TCA TCATCTTCAT salicylic acid responsive element
CCATCTTTTT/TCAGAAGAG cis-acting element involved in salicylic acid
TCA-element G responsiveness
TGA-element AACGAC auxin-responsive element
cis-acting regulatory element involved in
TGACG-motif TGACG the MeJA-responsiveness
cis-element involved in seed specific
CdCRE AAGAA-motif GAAAGAA/gGTAAAGAAA expression
(TIC)C(TIC)(CIT)ACC(T/C)AC
AC-I C Cellular Development
AC-I1l repeat promoter confer xylem
ACHI CCACCAACCCCC specific expression. ACBF binds to AC-II
cis-acting regulatory element related to
CAT-box GCCACT meristem expression
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cis-acting regulatory element involved in

circadian CAAAGATATC circadian control
the cis-acting regulatory element related to
dOCT CACGGATC meristem-specific activation
cis-regulatory element involved in
GCN4_motif TGAGTCA endosperm expression
temporal and spatial specificity
Unnamed__ 4 CTCC of DYT1(Anther) expression
Otros
CRE Unnamed__ 6 taTAAATATCct Unknown
Unnamed 1 GAATTTAATTAA 60K protein binding site
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Apéndice 13. Elementos Regulatorios Cis (CRES) con secuencias y funciones en los promotores de SITPPs.

Grupo Elementos Cis Secuencia Funciones
LrCRE 3-AF1 binding site TAAGAGAGGAA light responsive element
cis-acting regulatory element involved in
ABRE3a TACGTG/CACGTA light responsiveness
cis-acting regulatory element involved in
ABRE4 CACGTA light responsiveness
CTAACGTATT/GACACGTAT cis-acting element involved in light
ACE G responsiveness
AE-box AGAAACAA/AGAAACTT part of a module for light response
AT1-motif AATTATTTTTTATT part of a light responsive module
Box Il TGGTAATAA part of a light responsive element
part of a conserved DNA module involved
Box 4 ATTAAT in light responsiveness
chs-CMAla TTACTTAA part of a light responsive element
chs-CMA2a TCACTTGA part of a light responsive element
G-box CACGAC/CACGTT/CACGTC/ cis-acting regulatory element involved in
CACGTG/CCACGTAAI/TACG light responsiveness
TG/ACACGTGT/CAGACGTG
GCA
Gap-box CAAATGAA(AIG)A part of a light responsive element
GATA-motif GATAGGA part of a light responsive element
GT1-motif GGTTAAT/GGTTAA light responsive element
I-box gGATAAGGTG part of a light responsive element
LAMP-element CTTTATCA part of a light responsive element
MYB binding site involved in light
MRE AACCTAA responsiveness
Spl GGGCGG light responsive element
TCT-motif TCTTAC part of a light responsive element
cis-acting regulatory element essential for
SrCRE ARE AAACCA the anaerobic induction
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as-1
box S

CCAAT-box

DRE core

LTR

MBS

MYB

MYB-like
sequence

MYB recognition
site

Myb
Myb-binding site

MYC

Myc
STRE

TC-rich repeats
Unnamed__ 1

W box
WRE3

TGACG

AGCCACC

CAACGG

GCCGAC

CCGAAA

CAACTG
CAACCA/TAACCA/CAACAG

TAACCA

CCGTTG
TAACTG/CAACTG
CAACAG

CATGTG/CATTTG/CAATTG
TCTCTTA
AGGGG

GTTTTCTTAC/ATTCTCTAAC
CGTG

TTGACC
CCACCT

Defense response

elicitation; wounding and pathogen
responsievness

MYBHv1 binding site (involved in the
activation of stress and defense genes in
plants)

cis-acting element that regulates cold- and
dehydration-responsive gene expression
cis-acting element involved in low-
temperature responsiveness

MYB binding site involved in drought-
inducibility

stress response element

stress response element

stress response element
stress response element

stress response element
cis-acting element involved in drought
responsiveness

stress response element

stress response element

cis-acting element involved in defense and
stress responsiveness

stress response element

fungal elicitor responsive element
stress response element
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AAATTACT/AAATTTCTTI/CC

WUN-motif ATTTCAA stress response element
ABRE ACGTG/CACGTG/CGTACGT cis_-acting ele_ment involved in the abscisic
HrCRE GCA acid responsiveness

binding site of AT-rich DNA binding protein
AT-rich element  ATAGAAATCAA (ATBP-1)

element for maximal elicitor-mediated
AT-rich sequence TAAAATACT activation (2copies)

cis-acting regulatory element involved in
AuxRR-core GGTCCAT auxin responsiveness

cis-acting regulatory element involved in
CGTCA-motif CGTCA the MeJA-responsiveness
GARE-motif TCTGTTG gibberellin-responsive element
ERE ATTTTAAA/ATTTCATA Ethylene-responsive element
O2-site GATGACATGG cis_-acting regulatory element involved in

zein metabolism regulation
P-box CCTTTTG gibberellin-responsive element

cis-acting element involved in gibberellin-
TATC-box TATCCCA responsiveness
TCA TCATCTTCAT salicylic acid responsive element

cis-acting element involved in salicylic acid
TCA-element CCATCTTTTT responsiveness
TGA-element AACGAC auxin-responsive element

cis-acting regulatory element involved in
TGACG-motif TGACG the MeJA-responsiveness

cis-element involved in seed specific

CdCRE AAGAA-motif GAAAGAA/gGTAAAGAAA expression

cis-acting regulatory element related to
CAT-box GCCACT meristem expression

cis-acting regulatory element related to
CCGTCC-box meristem specific activation
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cis-acting regulatory element involved in

circadian CAAAGATATC circadian control
cis-regulatory element involved in
GCN4_motif TGAGTCA endosperm expression
temporal and spatial specificity
Unnamed_ 4 CTCC of DYT1(Anther) expression
Otros
CRE A-box CCGTCC cis-acting regulatory element
AP-1 TGAGTTAG Stress response element
Box Il atCATTTTCACt protein binding site
CTAG-motif ACTAGCAGAA Unknown
Unnamed__ 2 AACCTAACCT Unknow
Unnamed__5 TGTAATAATATATTTATATT  SEF1 factor binding site
Unnamed_6 taTAAATATCct Unknown
Unnamed__ 1 GAATTTAATTAA 60K protein binding site
Unnamed__1 GGATTTTACAGT cis-acting element involved in

phytochrome down-regulation expression
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Apéndice 14. Elementos cis relacionados con la luz (LrCRE) encontrados en
SITPSs. Se analizaron 1500 bp aguas arriba del codén de inicio. El nucleétido -1
esta en 1500.

SITPP-1 ! { ! . ABRE3a . Gap-box

SITPP-2 i i | . ABRE4 GATA-motif
SITPP-3 I I I ; ACE . GT1-motif
e I I . AE-hox . -box

SITPP-6 i I AT1-motif . LAMP-elzment

SITPE-T I I [— . Box Il i MRE
Il iy '} S @

sp
! 1] | p
|
|

i = . chs-CMA1a TCT-motif

sitp-g — 1|

SITPP-9 |

i ey @
G 00 400 600 800 1000 1200 7400 1600 bp e

Apéndice 15. Elementos cis relacionados con la luz (LrCRE) encontrados en
SITPPs. Se analizaron 1500 bp aguas arriba del codén de inicio. El nucleétido -1
esta en 1500.
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Apéndice 16. Elementos cis relacionados con el estrés (SrCRE) encontrados en
SITPSs. Se analizaron 1500 bp aguas arriba del codén de inicio. El nucleétido -1

esta en 1500.

s b @ ..
e 9 FE 1| 1l box § [ I
SRR 8 1Ll 1 m
rers ——p——t+—— @ @
SITPP-5 I . R . STRE
SITPP-6 I I I I IH I . LTR .TC-rlch repeats
[l I | [l | MBS
il | i m i dc e
g 4 [Il | | | MYB
SITPP-8 1 I B 1 ) W woor
SITPP-9 —_— e : @ v5-ie sequencs WRE3
. . — s
0200 400 600 BO0 7000 7200 7400 TE00 bp @ e recogniton s WEEEBL

Apéndice 17. Elementos cis relacionados con el estrés (SrCRE) encontrados en
SITPPs. Se analizaron 1500 bp aguas arriba del codén de inicio. El nucleétido -1
esta en 1500.
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Apéndice 18. Elementos cis relacionados con

02-site
£ P-box
@ TaTc-box
8 cr
B rcaeiement

TGA-elemeant

0 TeAce-motif

las hormonas (HrCRE)

encontrados en SITPSs. Se analizaron 1500 bp aguas arriba del codén de inicio.

El nucleétido -1 esta en 1500.

SITPP-1 |
11
SITPP-2 | | |
I - | ABRE
SITPP-3 |
| .AT—rich element
SITPP-4 '
| .AT—rich sequence
|
Al | .AuxRR-wre
sirep-6 —|
1 CGTCA-motif
SITPP-7 |
| . GARE-motif
SITPP-8 | ]
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Apéndice 19. Elementos cis relacionados con

| OZ-site

. P-box

TATC-hox

e

TCA-element

.TGA—eIement

TGACG-motif

las hormonas (HrCRE)

encontrados en SITPPs. Se analizaron 1500 bp aguas arriba del codon de inicio.

El nucleétido -1 esta en 1500.
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Apéndice 20. Elementos cis relacionados con el desarrollo celular (CdCRE)
encontrados en SITPSs. Se analizaron 1500 bp aguas arriba del codén de inicio.
El nucledtido -1 esta en 1500.

SITPP-1
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SITPP-9

00 400 500 800 7000 7200 7400 1E%I0bp

Apéndice 21. Elementos cis relacionados con el desarrollo celular (CdCRE)
encontrados en SITPPs. Se analizaron 1500 bp aguas arriba del codén de inicio.
El nucledtido -1 esta en 1500.
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Apéndice 22. Otros elementos cis encontrados en SITPSs. Se analizaron 1500
bp aguas arriba del coddn de inicio. El nucleétido -1 esta en 1500.

SITPP-1 —
| il
SITPP-2 A-box
| . Unnamed__5
I
SITER:A | AP-1 . Unnamed__ 6
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| | | Unnamed_1
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0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 bp

Apéndice 23. Otros elementos cis encontrados en SITPPs. Se analizaron 1500
bp aguas arriba del coddn de inicio. El nucleétido -1 esta en 1500.
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