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RESUMEN

El cocotero (Cocos nuciferaL.) Es un cultivo de importancia comercial, miembro de la
familia Arecaceae y del género Cocos. El cocotero produce uno de los frutos de mayor
tamano; sin embargo, tiene un embridon pequefio con respecto al tamano del fruto. El
embrién, al encontrarse alojado en el endospermo sdlido, un tejido con un alto valor
economico, no ha sido valorado suficientemente para estudios moleculares. Al dia de hoy,
hay pocas investigaciones acerca de genes reguladores de la actividad de otros genes, y
procesos metabolicos relacionados con el desarrollo del embrion cigotico. En el presente
trabajo, a partir del embrion cigotico de cocotero, por medio de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) se amplifico el factor de transcripcion WRINKLED1 (WRI1), un miembro
de la familia de factores de transcripcion APETALA2 (AP2). Numerosos estudios reportan
a WRI1 como un regulador crucial de genes que codifican enzimas involucradas en la
biosintesis de aceite vegetal. En el caso de cocotero hay escasa informacién acerca de
WRI1, particularmente de su comportamiento durante la maduracion del embrién cigotico
de dos variedades de cocotero que contrastan en la produccién de aceite y carbohidratos,
la variedad Yucatan Enano verde y la variedad Alta del Pacifico mexicano; la primera con
menor produccion de aceite con respecto a la segunda. Por ello, el objetivo del presente
trabajo fue realizar analisis bioinformaticos, relacionados con las regiones conservadas y
estructura del factor de transcripcion WRINKLED1, asi como determinar mediante gPCR su
nivel de expresion en embriones cigéticos de cocotero en diferente estadio de desarrollo de
dos variedades que contrastan en la produccion de acidos grasos. Los resultados mostraron
que la secuencia del gen completo WRI1 de Cocos nucifera L. (designado como CnWRI1)
posee 1475 nucledtidos. El marco de lectura abierto (1028 pb) de CnWRI1 codifica una
proteina de 342 aminoacidos. La secuencia deducida de aminoacidos muestra un alto grado
de homologia con proteinas WRI1 de otras especies, en particular con miembros de la
familia Arecaceae. Los miembros WRI1 de la familia Arecaceae tienen dos dominios AP2
de unién a ADN, ademas contienen sitios de fosforilacion cercanos al extremo N-terminal
de cada dominio AP2. Analisis de expresion por g°PCR mostraron el patrén de expresion de
CnWRI1 el cual en la variedad Alto del Pacifico mexicano alcanza su mayor expresion en
el estadio intermedio. En el caso de la variedad Yucatan Enano verde, la expresion de WRI1

fue por debajo del control de referencia (sub-expresado) en los estadios analizados.







ABSTRACT

The coconut palm (Cocos nucifera L.) is a commercially important crop, a member of the
Arecaceae family and the Cocos genus. The coconut tree produces one of the largest fruits
in nature; however, it has a small embryo with respect to the size of the fruit. The embryo,
being housed in the solid endosperm, a tissue with a high economic value, has not been
sufficiently valued for molecular studies. To date, there is little research on genes that
regulate the activity of other genes, and metabolic processes related to the development of
the zygotic embryo. In the present work, from the zygotic coconut embryo, the transcription
factor WRINKLED1 (WRI1), a member of the APETALA2 (AP2) family of transcription
factors, was amplified by polymerase chain reaction (PCR). Numerous studies report WRI1
as a crucial regulator of genes encoding enzymes involved in vegetable oil biosynthesis. In
the case of the coconut tree, there is little information about WRI1, particularly about its
behavior during the maturation of the zygotic embryo of two coconut varieties, that contrast
in the production of oil and carbohydrates, the Yucatan Green Dwarf and the Mexican Pacific
Tall; the first with lower oil production compared to the second. For this reason, the goal of
this work was to carry out bioinformatic analyzes related to the conserved regions and
structure of the transcription factor WRINKLED1, as well as to determine its expression level
in zygotic coconut embryos at different stages of development of two contrasting varieties
by means of gPCR. in the production of fatty acids. The results showed that the sequence
of the complete WRI1 gene of Cocos nucifera L. (designated as CnWRI1) has 1475
nucleotides. The open reading frame (1028 bp) of ChWRI1 encodes a protein of 342 amino
acids. The deduced amino acid sequence shows a high degree of homology with WRI1
proteins from other species, in particular with members of the Arecaceae family. WRI1
members of the Arecaceae family, have two AP2 DNA-binding domains, in addition they
contain phosphorylation sites near the N-terminus of each AP2 domain. Expression analysis
by qPCR showed the expression pattern of CnWRI1, which in the Mexican Pacific Tall
variety reaches its highest expression in the intermediate stage. In the case of the Yucatan
Green Dwarf variety, the expression of WRI1 was below the reference control (under-

expressed) in the stages analyzed.




INTRODUCCION

INTRODUCCION

La palma de coco (Cocos nucifera L.), es una planta tropical perenne, miembro del género

Cocos y de la familia Arecaceae, es un cultivo importante donde se aprovecha el fruto de

coco, una fuente natural de aceite (Xiao et al., 2017).

Segun Alvarado et al. (2018), la clasificacion botanica del cocotero es la siguiente:

Tabla 1. Clasificaciéon botanica de Cocos nucifera L.

Reino

Subreino

Division

Clase

Subclase

Orden

Familia

Subfamilia

Género

Especie

Plantae

Tracheobionta

Magnoliophyta

Liliopsida

Commelinidae

Arecales

Arecaceae

Arecoideae

Cocos

Cocos nucifera L.
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Con frecuencia se hace referencia a la palma de coco (Cocos nucifera L.) como el “arbol de
la vida”, debido a que tiene un gran valor como planta de multiples usos, encontrandose en
el 12° lugar de la lista de especies de plantas alimenticias mas importantes para el hombre
(Sanchez et al., 2002). México contribuye con el 1.9% de la produccion global de este cultivo
agroindustrial, mientras que Indonesia tiene una cuarta parte del area mundial plantada con
cocoteros, lo que la posiciona como un productor lider de este cultivo agricola. Las naciones
asiaticas exportan las mayores cantidades de copra, encabezadas por Tailandia, China,
Malasia y Filipinas. México tuvo un balance comercial favorable en copra de coco durante
2020, con exportaciones que alcanzaron al menos 25,000 toneladas, por lo que ocupé el 7°
lugar en el ranking mundial de productores (SIAP, 2021). Ese volumen representé el 5.2%
de la produccion nacional, y sus ventas al exterior registraron, en promedio, ingresos
anuales de 16 millones de ddlares para el pais (SIAP, 2018). La superficie sembrada con
cocotero alcanzo las 143,000 hectareas en 2018. De estas127,000 ha. se destinaron a la
obtencion de copra, y las 16,000 ha., restantes se destinaron para su consumo directo,

dando asi un consumo anual per capita de 3.4 kg.

Las condiciones climaticas y geograficas de la costa del Pacifico mexicano favorecen el
cultivo de cocotero, especialmente en Guerrero, estado lider en produccién con 194 mil
toneladas, que alcanzaron un valor de 1,718 millones de pesos. En el caso particular de
Yucatan se registré un volumen total de 10,042 toneladas entre 2017 y 2018 (SIAP, 2018).

Por sus caracteristicas, las palmas de coco crecen en las costas; su tronco casi siempre
esta inclinado y alcanza una altura de 10 a 20 m, dependiendo de la variedad. Su grosor
alcanza los 50 cm y se adelgaza a medida que asciende. Los cocos tienen forma ovoide,
pesan hasta 2.5 kg y estan cubiertos de fibras (SIAP, 2022). Dentro de la fruta se encuentra
el endocarpio, también llamado semilla o cascara. Luego se ubica la copra, la pulpa seca
del coco, que forma una gran cavidad dentro de la cual se almacena el endospermo liquido
(SIAP, 2018). El principal producto derivado de la palma de coco es la copra. Cuando esta
fresco contiene aproximadamente un 50% de humedad y cuando se seca baja al 3%, que
es cuando concentra todos los nutrientes y aceite, dando lugar al producto copra, que tiene

amplias posibilidades de uso en diferentes aplicaciones (SIAP, 2018).

No se conoce con exactitud el numero de variedades de C. nucifera. Segun Limones y

Fernandez (2016), hay dos tipos de palma segun el tamafo y la estatura: altas y enanas,




INTRODUCCION

aunque en los ultimos afnos se reconoce la variedad hibrida, siendo ésta el resultado de
cruzas entre las variedades Enanas y Altas (Islas-Flores y Tzec-Sima, 2021). Los altos, son
la variedad mas cultivada alrededor del mundo; tienden a la polinizacion cruzada vy, por lo
tanto, poseen mayor variabilidad genética y morfologica, tal como se observa en la amplia
variaciéon de caracteristicas como el tamano, la forma y el color de la fruta, su composicién
(grosor de la cascara, peso del endospermo) y el rendimiento. Los enanos, por otro lado,
se autopolinizan en gran medida y, por lo tanto, son genéticamente mas homogéneos. Esto
se refleja en la morfologia y apariencia mas uniforme de los diferentes tipos de enanos
(Chan y Elevitch, 2006). Los hibridos por lo general suelen ser mas resistentes a plagas y
enfermedades, pero sus caracteristicas estan sujetas a la variedad de sus progenitores
(Niral et al., 2019; Islas-Flores y Tzec-Sima, 2021). Las principales caracteristicas de estas

variedades se enlistan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas de las variedades de cocotero Altos y Enanos.
Tomado de Chan y Elevitch (2006).

Variedad Caracteristicas principales | Germinacién Ejemplos

Altos Tallo grueso con base Temprana ‘Malayan Tall’, ‘Bali
gruesa (tronco). Floracion Tall’, ‘Tagnanan Tall’,
tardia (5-6 afios desde su ‘San Ramon Tall’
siembra en suelo). Poca o
ninguna superposicion de
las fases masculinas y
femeninas de una
inflorescencia lo que
fomenta el cruzamiento Tardio ‘West African Tall’,

exterior.

‘Rennel Tall’,
‘Samoan Tall’,
‘Polynesian Tall’,
‘Solomon Tall’,
‘Vanuatu Tall’,
‘Gazelle (PNG) Tall’,
‘Jamaica Tall’,
‘Panama Tall'.
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Enanos

Tallo delgado con
entrenudos cortos. Tronco
leve o ausente. Floracion
temprana (3 anos desde la
plantacién). Superposicion
considerable de las fases
masculina y femenina de
una inflorescencia que da
como resultado la

autopolinizacion.

Tallo grueso con tronco,
entrenudos mas cortos
que los enanos normales,

cruzamiento exterior

Intermedio

Intermedio

‘Malayan Red’,
‘Yellow’ and ‘Green’
Dwarfs, ‘Cameroon
Red’ Dwarf, ‘Nias
Green’ and ‘Nias
Yellow’ Dwarfs, ‘PNG
Brown’ Dwarf,
‘Samoan Yellow’
Dwarf.

‘Niu Leka’, también
conocido como ‘Fiji
Dwarf’ |y ‘Samoan
Dwarf’
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Figura 1. Variedades de cocotero (C. nucifera L.). Altura promedio de
variedades de Cocos nucifera L. var. Altos del Pacifico mexicano -25m, var.
Hibrida -15m, var.Yucatan Enano verde -12m.

Una de las principales caracteristicas de la palma de coco, es su altura, que va desde los
12 a 25 m de altura (Figura 1), dependiendo de la variedad (Sanchez et al., 2002). Posee
un tallo delgado sin ramificaciones, y en la parte aérea o apice se agrupan las hojas,
formando una “corona” protegiendo el meristemo apical que es uno de los dos Unicos puntos
de crecimiento (Lizano, 2005). También en la parte superior se encuentra la inflorescencia

y al ser una planta monoica ésta consta de flores masculinas y femeninas.
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Figura 2. Estructura del fruto de cocotero. Se muestra un fruto completo de Cocos nucifera L.
asi como su estructura a través de un corte transversal. Las flechas indican la ubicacién de cada
componente en el fruto.

El fruto de Cocos nucifera L. consta del pericarpio, conformado por tres capas (Figura 2): el
exocarpio que es una capa externa lisa y brillosa; el mesocarpio fibroso, de color rojizo en
estadios de madurez avanzados (Sanchez et al., 2002); en el interior se encuentra el
endocarpio o “nuez”, que es una capa rigida y fina de color café, llamada testa. Al interior
de esta capa se encuentra el endospermo sélido que forma un espacio donde se encuentra
el endospermo liquido o “agua de coco” (Lizano, 2005). El embridon se encuentra incrustado

en el endospermo sélido debajo del poro germinativo (Rajesh et al., 2021).
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CAPIiTULO |
ANTECEDENTES

Numerosas especies de plantas acumulan aceite, en su mayoria triacilgliceroles (TAG), en sus
semillas como recurso de almacenamiento (carbono y energia) para soporte de la germinacion y
el desarrollo de las plantulas (Chapman y Ohlrogge, 2012). Los aceites vegetales también son
un suministro esencial para la dieta humana y para la industria. Se ha determinado que la
demanda mundial de aceite vegetal se duplicara para 2030, lo que requerird avances
tecnolégicos para su produccion (Chapman y Ohlrogge, 2012). La biosintesis de TAG se
compone de dos pasos principales: la biosintesis de acidos grasos en los plastidos y el
ensamblaje de TAG en el reticulo endoplasmico. Después de la exportacion de los acidos grasos
a partir de los plastidos, los acidos grasos se convierten en acil-CoA y se ensamblan
principalmente a través de la via biosintética de los fosfolipidos (Bates et al., 2009; Chapman y
Ohlrogge, 2012). El mecanismo regulador de la biosintesis de TAG en plantas, particularmente
en las oleaginosas, es complicado y no se comprende por completo, por lo que la identificacion
de los reguladores de genes y el estudio de sus mecanismos regulatorios son importantes tanto
para comprender el proceso biosintético del aceite como para disefiar estrategias para aumentar

de manera eficiente la produccion de aceite vegetal (Zhang et al., 2016; Bates et al., 2013).

Los triacilgliceroles se componen de tres moléculas de acidos grasos unidas a una molécula de
glicerol. La mayoria de los triacilgliceroles en las grasas y aceites contienen solo acidos grasos
de cadena larga y se denominan LCT (por sus siglas en inglés de Long Chain Triacylglycerols).
El aceite de coco estda compuesto principalmente por Triacilgliceroles de Cadena Media (MCT,
por sus siglas en inglés de Medium Chain Triacylglycerols). Una de las principales diferencias
entre los MCT de aceite de coco y los de otras grasas, es la forma en la que los animales los
digieren y metabolizan (Fife et al., 2013). Cuando se consumen, para metabolizar LCT se
requieren enzimas digestivas pancreaticas y la bilis. A medida que los acidos grasos individuales
se liberan de la molécula de triacilglicerol, se absorben en la pared intestinal, donde forman
quilomicrones (una forma de lipoproteina), que se envian al torrente sanguineo para distribuirse

por todo el cuerpo (Fife et al., 2013).

Los MCT, por otro lado, no necesitan enzimas digestivas pancreaticas o bilis para la digestion.
En el higado, se utilizan preferentemente como fuente de combustible, no circulan en el torrente

sanguineo en el mismo grado que otras grasas, por lo cual es menos probable que se incorporen
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a las células cebaceas y que se acumulen en las paredes de las arterias (Felton et al.,1994).
Debido a la facilidad con la que se digiere el aceite de coco, se ha demostrado que es util en el
tratamiento de la desnutricion (Fife et al., 2013). Por esta razon, el aceite de coco se recomienda
sobre otros aceites para aquellos que tienen problemas digestivos o que tienen problemas para

digerir grasas.

Las células necesitan adaptarse constantemente a los cambios ambientales o intracelulares, y
una forma de hacerlo es modificando los patrones de la expresion génica. La regulacion de la
expresion génica es uno de los eventos mas importantes en el control del desarrollo y de las
respuestas a los diferentes estimulos. Las proteinas maestras en la regulacion de la expresion

génica son conocidas como factores de transcripcion (TF) (Gémez-Merino et al., 2009).

Entre las familias de TF identificadas, la superfamilia AP2/ERF representa una de las clases mas
grandes de genes que codifican TF en las plantas (Licausi et al., 2013). Los factores de
transcripcion AP2/ERF estan involucrados en el crecimiento, desarrollo y transduccion de
sefales en muchas respuestas fisioldgicas y bioquimicas como organogénesis floral, desarrollo

de semillas, resistencia a patdgenos, estrés y respuesta a etileno (Sun et al. 2017).

Los miembros de la familia AP2/ERF contienen DBD; por sus siglas en inglés DNA-binding
domains), de tipo AP2/ERF que consisten en alrededor de 60 a 70 aminoacidos y se pueden

dividir en tres grupos segun la estructura general: las subfamilias ERF, AP2, RAV (Hong., 2016).

La mayoria de las proteinas con un solo dominio AP2 y cuya secuencia gendmica contiene una
pequefia cantidad de intrones se asignan a la familia ERF (Nakano et al., 2006). Los miembros
de la subfamilia AP2 contienen dominios AP2/ERF dobles y las proteinas de la familia RAV
contienen un dominio AP2/ERF y un dominio adicional Dominio B3, que es un dominio de unién

a ADN conservado en otros TF especificos de plantas, (Swaminathan et al., 2008).

WRINKLED1 (WRI1), es un miembro de la familia de factores de transcripcion APETALA2 (AP2)
y juega un papel clave en la biosintesis del aceite vegetal ya que WRI1 regula la expresion de
genes clave en las vias biosintéticas de acidos grasos y glucolitica (Cernac y Benning, 2004;

Chapman y Ohlrogge, 2012), (Figura 3).

En cuanto a su estructura, se ha descrito que AIWRI1 posee un extremo del dominio conservado
AP2 rico en residuos de aminoacidos Sy T, y el extremo C terminal tiene un dominio acido. El

tercer exén contiene solo nueve nucledtidos y esta altamente conservado, lo que corresponde a
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tres residuos de aminoacidos (VYL) en el primer dominio AP2 de la proteina A{WRI1 (An et al.
2017). La importancia de WRI1 se confirmé cuando el porcentaje de aceite de semillas de maiz
provenientes de plantas de campo que sobreexpresan WRI1 se incrementd en un 30% (Shen et
al., 2010), un aumento que se valoré en $ 2 mil millones de ddlares si se extendiera a toda la

produccién de maiz en los Estados Unidos.

Por otra parte, estudios en mutantes de Arabidopsis thaliana con pérdida de funcién de AtWRI1
mostraron que el contenido de aceite en la semilla se redujo en un 80% en comparacion con las
semillas de tipo silvestre (WT) (Forcks y Benning, 1998). Ademas, el analisis transcriptomico del
desarrollo de semillas silvestres (WT) y mutantes (wri1-1), mostrd que la mayoria de los genes
que tienen una expresion reducida en wri1-1 estan relacionados con las vias biosintéticas
glicoliticas y de acidos grasos (Ruuska et al., 2002). Por lo tanto, WRI1 se conoce como un
"regulador maestro" del control transcripcional de la biosintesis del aceite de semilla (Chapman
y Ohlrogge, 2012).

Se han encontrado numerosos ortélogos de WRI1 en especies de dicotiledoneas y
monocotileddneas, incluidas Elaeis guineensis, y C. nucifera. (Kong et al., 2018; Sun et al., 2017),
aunque en estas especies no es clara su funciéon y se conoce poco acerca de su expresion en
semillas en desarrollo (Kong et al., 2018; Subroto et al., 2015). En la palma aceitera, se ha visto
que EgWRI1 se expresa abundantemente en el mesocarpio que acumula aceite y la transcripcion
aumenta a medida que la fruta madura (Bourgis et al., 2011). Resultados similares se observaron
con el ortdlogo WRI1 de aguacate (Kilaru et al., 2015) en el cual se encontré que tiene una alta

expresion en el mesocarpio.

Se ha asociado la expresion del WRI1 factor de transcripcion con la regulacion de la biosintesis
de aceite en las semillas oleaginosas. Por ejemplo, en el caso de E. guineensis el aumento en la
expresion de WRI1 correlaciona con la acumulacion de aceite, el cual alcanza hasta el 90% del
peso del mesocarpio de la palma aceitera (Chapman y Ohlrogge, 2012). La comparacién del
perfil transcripcional de WRI1 en el mesocarpio de la palma aceitera reveld niveles de expresion
de WRI1 cincuenta veces mas altos en comparacion con la detectada en el mesocarpio de palma
datilera (Phoenix dactylifera), una palma de la familia de las Arecaceas que no acumula aceite
(Chapman y Ohlrogge, 2012). En el caso de C. nucifera, no se sabe cual es el comportamiento
de WRI1; es por ello que en este trabajo se analizaron los niveles de expresion de WRIA1
empleando la metodologia de qPCR. Mediante este analisis se determinaron los cambios de

expresion que se presentan entre los estadios de desarrollo; inmaduro (6-8 meses, etapa 1),
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intermedio (9-10 meses, etapa 2) y maduro (11-14 meses, etapa 3; Zheng et al., 2019) en
embriones cigoticos de dos variedades de cocotero que contratastan en la acumulacion de acidos

grasos y carbohidratos.
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Figura 3. Mecanismo molecular de la biosintesis de acidos grasos regulada por WRI1. LEC1, LEC2
y FUS3 son reguladores que median la expresién de WRI1 positivamente, mientras MYB89 actua como
un regulador negativo. A nivel de proteina, WRI1 esta regulado por modificaciones postraduccionales
(como la fosforilacion y la ubiquitinacion) y reguladores que interactian con WRI1. En respuesta a sefales
ambientales o de desarrollo, se forman complejos, que regulan positiva o negativamente la actividad
transcripcional de WRI1, lo que conduce a la mediacién de la expresion de sus genes diana. La interaccién
de WRI1 con las proteinas 14-3-3s o con MED15 conduce a una mayor estabilidad de la actividad
transcripcional, lo que da como resultado una mayor acumulacién de aceite. Los complejos formados entre
WRI1 y TCP4, BPM o KIN10 reducen la actividad transcripcional o la estabilidad de la proteina, lo que da
como resultado una menor acumulacion de aceite. 14-3-3, proteinas 14-3-3; MED15, subunidad mediadora
15; BPM, proteinas BTB/POZMATH (BPM) adaptadoras de ligasa E3 y cinasa KIN10. Modificado de Kong
et al. (2020 a,b).
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JUSTIFICACION

Se ha descrito que el factor de transcripcion WRINKLED1 (WRI1) tiene un papel clave en el
control transcripcional de la biosintesis de aceite vegetal. La acumulacién de aceite en tejidos de
diferentes especies, se relaciona, al menos en parte, a un cambio en la expresion de WRI1. Los
estudios realizados en organismos modelo como Arabidopsis thaliana lo han definido como un
‘regulador maestro" ya que controla la transcripcion de casi todas las enzimas clave que
convierten a la sacarosa en precursores de la biosintesis de triacilgliceroles (Cernac y Benning,
2004). Si bien la demanda de aceites vegetales para alimento y materia prima ha aumentado
drasticamente en los ultimos afos, la ingenieria genética se ha enfocado en las vias del
metabolismo de los lipidos o la sobreexpresion de genes involucrados en la regulacion de las
vias biosintéticas de los acidos grasos o TAG en plantas oleaginosas, para mejorar el contenido
de aceite de las semillas. Estudios en semillas oleaginosas de Jatropha curcas demostraron
mayor contenido de lipidos en semillas debido a la sobreexpresion de WRI1; en tal estudio se
identifico un homélogo de WRI1, y se demostré que la estrategia de su expresion se puede aplicar
no solo para mejorar la acumulacién de lipidos de la semilla sino para mejorar la calidad de los
lipidos en el cultivo (Ye et al., 2018). Otro estudio en Camelina sativa indico que la expresion de
WRI1 caus6 un incremento de la masa de semillas, asi como en su contenido de aceite, dado
que éste aumentd ~14% en las lineas transgénicas en comparacién con las plantas silvestres
(An y Suh, 2015). También se ha demostrado que ortélogos WRI1 en maiz (Zea mays), colza
(Brassica napus), y la palma de aceite (Elaeis guineensis) estan involucrados en la produccion
de TAG en embriones 0 mesocarpios de los frutos, y que, su sobreexpresion conduce a mayor
contenido de aceite en las semillas (Yang et al., 2015). En el caso de C. nucifera, no se sabe
cual es el comportamiento de WRI1 ni como influencia la produccién de TAGs. Es por ello que
en este trabajo se analizaron los niveles de expresién de WRI1 en el embridn cigético, empleando
la metodologia de gPCR. Mediante este analisis se determiné los cambios de expresion que se
presentan entre los estadios de desarrollo inmaduro, intermedio y maduro en embriones cigoéticos

de dos variedades de cocotero.
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HIPOTESIS

Si la expresion del factor de transcripcion WRI1 se relaciona con la acumulacion de los TAGs en
las semillas y embriones cigoticos de cocotero, entonces su expresion disminuye conforme
transcurren los estadios de desarrollo del embrién de inmaduro a maduro. La disminucién en la

expresion ocurre tanto en la variedad Enano verde como en la Alto del Pacifico.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion del factor de transcripcion WRI1 en embriones cigéticos de cocotero

(Cocos nucifera L.) en diferentes estadios de dos variedades.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar las regiones conservadas y variables que puedan estar involucradas con la
funcién regulatoria de WRIA.

¢ Disefar oligonucleétidos especificos para la amplificacion de WRI1 de C. nucifera.

o Determinar mediante qRT-PCR el nivel de expresion del factor de transcripciéon WRI1 en
los embriones cigoticos de cocotero en estadios inmaduro, intermedio y maduro de las

variedades Yucatan Enano verde y Alto del Pacifico mexicano.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La Figura 4 muestra la estrategia experimental seguida en el presente trabajo.

Extraccion de Proceso de
embrlones cigéticos almacenaje

Colecta E / : i

\EC
-
Extraccion ' Hf'ﬁfj

AT de ARN

‘ i Sintesis Determinacion de

| ‘ -—
- /\/ | ' — .g@E ~ =
I s , !
los niveles de
expresion de __
WRINKLED1 (AACt) Created in BioRender.com bio

‘ de cDNA integridad y pureza
Determinacion de — Analisis por qPCR

Figura 4. Estrategia experimental implementada para la evaluacién de la
expresion de WRI1. Se muestra desde la colecta del material vegetal hasta la
evaluacion por gPCR de la expresion del factor de transcripcion WRI1 en los diferentes

estadios de maduracién de embriones cigéticos de C. nucifera.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencioén de Material bioldgico.

Semillas de Cocos nucifera L. de la Peninsula de Yucatan, de las variedades Alto del
Pacifico mexicano y Yucatan Enano verde, fueron colectadas en la plantacion
“Guadalupana” en San Crisanto Yuc. con coordenadas 21°21'08.8"N 89°10'19.0"W. Estas
fueron clasificadas en tres estadios de maduracién inmaduro (6-8 meses), intermedio (9-10
meses) y maduro (11-14 meses) (Perera et al. 2010). Una vez colectados e identificados,
los frutos se etiquetaron y se transportaron a las instalaciones del Centro de Investigacién

Cientifica de Yucatan, A.C. (CICY) y ahi se procesaron para la obtencion del embrién.

2.2. Procesamiento de las semillas de cocotero.

Las semillas recolectadas se sacaron del laboratorio y en la zona de procesamiento, se
cortaron transversalmente con un machete estéril. Una vez expuesto el endospermo sdlido,
la seccion correspondiente a la ubicacion del embrion fue extraida con un sacabocados de
aproximadamente de 2 cm de diametro. Enseguida, el cilindro de tejido recuperado se
colocé en hielo y fue transportado al laboratorio. En el laboratorio, los cilindros de tejido se
cortaron con ayuda de pinzas y bisturi para eliminar el endospermo soélido que rodea al
embrién. Se recuperaron los embriones, se colocaron en un tubo estéril de 1.5 mL, se

introdujeron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta la extraccion del ARN.

2.3. Reactivos y materiales.

Los reactivos utilizados en este trabajo fueron de grado analitico y se adquirieron en casas

comerciales especializadas (Invitrogen, Thermo Scientific, Sigma-Aldrich, etc). La
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cristaleria y el material de laboratorio se esterilizé en autoclave a 1.1 kg cm?y 121°C por

15 min y posteriormente se calentaron en mufla con calor seco a 400 °C por 3 h.

2.4. Analisis bioinformaticos

A partir de las secuencias homélogas descargadas del NCBI y los softwares “MultAlin”

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) y PRALINE multiple sequence alignment

(https://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/), se realizaron alineamientos multiples

correspondientes a monocotiledoneas, dicotileddneas y a la familia Arecaceae, esto con el
fin de identificar regiones conservadas entre los grupos de estudio. Para obtener la
composicion de aminoacidos de la proteina en estudio, la secuencia de aminoacidos fue

analizada en el software “ProtParam” (https://web.expasy.org/protparam/). Adicionalmente

la secuencia de aminoacidos se someti® a analisis en el software “PROSITE”

(https://prosite.expasy.org/) con la finalidad de identificar dominios y sitios funcionales,

finalmente para la generacion de imagenes de dominios se utilizd la herramienta

“‘MyDomains” (https://prosite.expasy.org/mydomains/). El arbol filigenético se construy6

utilizando el método Neighbor-Joining, con un bootstrap inferido de 1000 repeticiones. Los

analisis evolutivos se realizaron en MEGA11.

2.5. Diseiio de oligonucleétidos.

Utilizando la secuencia del factor de transcripcion de WRI1 (Sun et al., 2017) como sonda,
se realizd una busqueda de los genes de interés en la base de datos del Centro Nacional

para la Informacion Biotecnolégica NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias

de nucledtidos y aminoacidos de la familia Arecaceae que mostraron homologia con WRI1
fueron descargadas del NCBI y se alinearon. Utilizando las secuencias de nucleétidos del
cDNA de los genes de WRI1 (JQ040545.1) o actina (MH017421.1) y el software “Oligo
Quest Tool” de IDT DNA Technologies (https://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index),

se disefaron los oligonucledtidos especificos para cada gen.
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2.6. Extraccion de acido ribonucleico (ARN).

El ARN total de los embriones cigoéticos se extrajo con TRIzol™ (Invitrogen) siguiendo el
protocolo del proveedor, con algunas modificaciones. Brevemente, en presencia de
nitrégeno liquido se lisaron y homogenizaron 0.060 g correspondientes al peso fresco de la
muestra de embridn cigoético de C. nucifera. Al homogenado se le adicioné 1mL de TRIzol™,
y se incubd por 5 min a temperatura ambiente; enseguida se agregé con 0.2 ml de
cloroformo, y se incubd por 2 min en hielo. Las muestras se centrifugaron por 15 min a
12,000 x g a 4°C. La fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo, se le agregaron 0.5 mL de
isopropanol y se homogenizé suavemente; los tubos se incubaron a -20°C por 10 min. Las
muestras se centrifugaron por 10 minutos a 12,000 x g a 4°C y el precipitado se lavé con 1
mL de etanol al 75%; enseguida, la muestra se agité y centrifugd a 12000 x g por 10 min.

La pastilla se sec6 a temperatura ambiente durante 5-10 minutos.

2.7. Integridad y pureza del ARN.

La pureza del ARN de cada una de las muestras se analizd con un espectrofotometro
(NanoDrop 2000) tomando 1ul de muestra. Como blanco de calibracion se utilizé 1 pl de
H.O tratada con dietilpirocarbonato (DEPC). La absorbancia de las muestras fue registrada
a 260/280 y 230/260 nm; las muestras cuya relacion de absorbancias 260/280 estuvo mas
cercana a 2 fueron seleccionadas para continuar con los experimentos. El analisis de la
integridad de los ARNSs se realizo por electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa
al 1.4% (agarosa-formaldehido-formamida). Las bandas de ARN en el gel se visualizaron y

digitalizaron en el GelDoc (BioRad) mediante luz ultravioleta.

2.8. Tratamiento de ARN total con DNasa.

Para eliminar el ADN contaminante en las muestras, el ARN total (ARNt) se traté con DNasa
| (Invitrogen™), tal como indica el fabricante. Brevemente, en un tubo de 0.2 mL se adicioné
1 ug de ARNt, 1 pl de amortiguador 10X para DNasa, 1 pl de DNasa | (1 U / ul) y H20O

tratada con DEPC hasta alcanzar un volumen final de 10 ul. Las mezclas fueron
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homogenizadas, centrifugadas brevemente e incubadas a 37°C por 15 minutos a
temperatura ambiente. La reaccion de la DNasa | se detuvo adicionando 1 ul de EDTA 25
mM a la mezcla de reaccion, y calentando las muestras a 65 °C por 10 min. Las muestra
se centrifugaron brevemente y se almacenaron a -80 °C hasta su uso para la

retrotranscripcion.

2.9. PCR para verificar la eficiencia del tratamiento con DNasa

Debido a la interferencia que puede ocasionar el ADN contaminante en las muestras de la
retrotranscripcion, fue necesario verificar que el tratamiento con DNasa | elimind por
completo el ADN gendmico en las muestras de interés. Brevemente, en reacciones
individuales de PCR, se colocaron alicuotas conteniendo cantidades equivalentes de los
ARNs tratados con la DNAsa I. Enseguida, por separado, los ARNs se adicionaron con las
mezclas de reaccién conteniendo 1 pl (10uM) de los oligonucleétidos especificos en sentido
y en reverso, para la amplificacion del gen de actina, 2.5 yl de amortiguador 10X para Taq
polimerasa, 0.5 uyl de dNTP’s (10 mM), 0.75 pl de MgCl> (250 mM), 0.14 pl de Taq
polimerasa (1U) y 18.6 pl de H2O libre de nucleasas. Como control negativo se utilizdé agua,
como control positivo se utilizd ADN gendmico. La reaccion de PCR de punto final
comprendid los siguientes ciclos: desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, alineacién a 59°C
por 1 min y amplificacion a 72°C por 1 min, estos 3 pasos se repitieron por 35 ciclos;
ademas, la PCR incluyd un paso de desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min y un paso de
extensién final a 72 °C por 10 min. La presencia/ausencia de amplicones de actina en las
reacciones de PCR se verificd cuando los productos de la PCR fueron sometidos a

electroforesis en geles de 1% de agarosa y los geles se visualizaron mediante luz UV.

3.0. Sintesis de ADNc.

El ADNCc se sintetizé por medio de la transcriptasa reversa (RT Superscript lll, Invitrogen™),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, en tubos de 0.5 ml se mezcl6 1 pl
de ARNLt tratado con DNasa |, 1 pl de oligodT 2.5uM, 1 pl dNTPs 10 mM y H20O tratada con

DEPC hasta alcanzar un volumen final de 10 pl. Las mezclas se homogenizaron y los tubos
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se incubaron a 65°C por 5 min, se colocaron en hielo por 5 min. Enseguida, a los tubos se
les anadio 2 pl de amortiguador 10x para RT, 4 ul de MgCl, (25mM), 2 ul de DTT (0.1 M), 1
Ml de RNaseOUT™ (40 U/ul), 1 ul de SuperScript® Il RT (200 U/ul). Las mezclas se
homogenizaron suavemente, se centrifugaron y se incubaron a 50°C por 30 min. La
reaccion de sintesis de ADNc se detuvo incubando las mezclas a 85°C por 5 min; los tubos
se colocaron en hielo por 5 min y se centrifugaron brevemente. Los ADNc recién

sintetizados se almacenaron a -20°C hasta su uso en las reacciones de PCR.

3.1. PCR para verificar sintesis de ADNc

Con el objetivo de comprobar la sintesis de ADNc, se realizd una reaccion de PCR con
oligonucleodtidos especificos de actina (gen control). Brevemente, para la reaccion se
tomaron alicuotas con cantidades equivalentes (100 ng) de cada uno de los ADNc
sintetizados previamente. Las mezclas de reaccién, asi como las condiciones de la PCR se
realizaron como se describe en el apartado de la verificacion el tratamiento del ARN

utilizando DNasa |I.

3.2. Secuenciacion de los productos de PCR

Para comprobar que se amplificé un fragmento de WRI1, el producto obtenido por PCR con
los oligonucledtidos especificos para CnWRI1: (CoWRI1g-F
TGTATATCCTCCTCTCGATGTCC y CoWRI1g-R CACTCTCATCGCCTCCAAAG), el
producto de 125 pb fue escindido del gel y se secuencid por medio del método de
didesoxinucleétidos marcados, en el secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems) en el Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica A.C. (IPICYT).

3.3. PCR en tiempo real.

El analisis de expresion en cada muestra de interés, se realizd con el equipo de PCR en

tiempo real StepOnePlus™ (Applied Biosystems). Brevemente, se tomaron alicuotas
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conteniendo 100 ng de cada uno de los ADNc almacenados a -20°C, enseguida se
adicionaron a la mezcla de reaccion conteniendo los oligonucleétidos especificos en sentido
y en reverso, SYBR® Green PCR Master Mix y H.O libre de nucleasas hasta un volumen
final de 10 ul. La temperatura de alineamiento dependié de la Tm de cada par de
oligonucledtidos. Para comparar los niveles de expresion, la actina se utilizé como gen de

control interno (de la Cruz et al., 2011) y como control negativo se utilizé agua.

3.4. Determinacion de niveles de expresion relativa.

Los niveles de expresion relativa se analizaron mediante el método 2-AACt descrito por
Pfaffl (2001). Este método es un modelo matematico que calcula los cambios de expresion
génica como un cambio relativo entre el gen de interés y un calibrador (Livak y Schmittgen,
2001). Se calcul6 la expresion relativa para cada replica biologica y luego se utilizé el
promedio de los valores de expresion para graficar los resultados de acuerdo a los estadios

de maduracién y a las variedades Alto del Pacifico mexicano o Yucatan Enano verde.
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RESULTADOS

3.3. Alineamiento de las secuencias de los CDS de WRI1 de especies monocotiledoneas

El alineamiento de las secuencias completas de los cds del factor de transcripcion WRI1, mostro
que las secuencias variaron en longitud entre 1014 y 1734 pb. En el alineamiento se observaron
regiones conservadas (rojo), regiones medianamente conservadas (azul) y regiones poco
conservadas (negro). La region con mayor homologia se encuentra en la parte central de las
secuencias (260-780pb), mientras el extremo carboxilo se encuentra medianamente conservado
(Figura 5).
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1 10 20 30 40 50 60 0 80 a0 100 110 120 130

J0040545,1:74-1102 ATGACCCTC TCCTCCATCTACTCL CTCC--CACCA--=TCTCGTTCCTTTTCCRCTTCACCATCCA--GCTATGCACCCCT
XM_010924626.3:388-1 ATGACTCTCATGAAGH: ~TCTCCTCCCTCTACTCE:
KJ427025,1 ~TCTCCTCCCTCTACTCE:

~TCTCCTCCCTCTACTCE:
~TCTCCTCCCTCTCCTCE:
~TCTCCTCCCTCTCCTCC:
~TCTCCTCCCTCTCCTCC:
72-13 tnTtTttTTETTETTEGCCGEERTEETEEITETCEEEETEEEEETEE1C1CETTCETEET£EERETEETttTEERTEECCR1TECEEEER
0-13 ATGARGAGATCCCCTCCTCCTCCTCCTCCTC——mmmm| CCTTCTTCTTOGCCEGCATGCTCGCTGTCGCCGTCGCCGTCETCTCCTTCCTCCTCCGACTCGTCCTCEATCECCATTCCCCGEA

XN 037577793 .13 d CATCTCC
XH.( 037594532 1:39-13 RTGRRERERTCCCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCRECCRTCTCCTTCTTCTTCGCCGGCRTGCTCECTETCGCCETCECCETCETCTCCTTCCTCCTCCERCTCGTCCTCERTCECCHTTCCCCECR
A....TCTCCTeCeTCT,CECC. tCeel,.Cacla, . bCECeTTCCTeRTCCget TCacCaTCeA, . gebATglallelt.

170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
C--CACGTGGARAGE A-A

K1427026.1
¥H_010924633.2
XH_026805357...
xn 010933188,

109-1
81-10
301-1

rrrrrvrrvrrvrr1rrrr

131 14e 150 160
J0040545.1:74-1102  TTCTT-CTCCTAATATGAT-~CCCCGTTAACAAGTGCH

GARGCCARAAC
ARGTCGARGCCARRACATARGARAGLT-
ARGTCGARGCCARRACATARGARAGCT.

ARGAACTCAGATGARGCC=~CATGTGARRAGCAGTAGGAGA=-
-AAGARCTCAGATACAGCC--CATGTGGAAAGTAGTAGEAGA--
-AAGARCCCAGATARAGCC--CATTCAGAAAGTATCAGEAGA-
72-13  AGCGGGCGCGGACGCAGARGECCGGEAGCGCCARGECCARGECGGCGCCCARGCGG-GCCARGARAGACGCGAGCAGGAGCAGCARGGAGTCTGACGLCTCCGLCATGGCGCCGCCECGECAGGGARGA
140-13  AGCGGGCGCGGACCAGAAGGCCGEEAGCGCCARGECEARGGCGGCGCCCARGCG-GCCANGARGACGCGAGCAGGAGCAGCAAGEAGTCTGACGCLTCCGLCARTGGCGCCGCCELEECAGRGARGA

J0040545,1:74=-1102  AAGCTCCATCTACAGAGGGGTCACAAGECACCGAGGGAC TGGAAGGTATGARGC TCACCTGTGGGACAAGARCTGGCAGCACCCGETCCAGATCARGAR=~~AGGCAGGCARGTTTACTTGGGAGCETT
¥H_010924626 , 3: 388~1 nnntTETnTtrnEnﬁnﬁﬁnﬁIEHEGHGGENEEEHEEEHETEEEHEHIHIﬁnHGEIEHEETETEEENEHNEEHETEEEHEEHIEEEGTEEHEHNENHENN- ~AGGCAGGCARGTTTACTTGGGAGCCTT
KJ427025,1  AAGCTCTATCTACAGAGG TCCAGARCARGAR=-~~AGGCAGGCARGTTTACTTGRGAGCETT
KJ427026.1 RRECTCTRTCTRCREREERETCRCGHGGCRCCGREEERCTEGGRGRTRTERRECTCHCCTGTGGERCRRECRCTGGCRECRTCCEETCCHGRRCRRERR- —~AGGCAGGCARGTTTACTTGGGAGCCTT
XH_010924633,2:109-1  AAGCTCTATCTACAGAGGAGTCACARGGCACCGAGGGTCAGGGAGE TATGAAGC TCACC TGTGGGACARGARCT GECAGCACCCGGTCCAGARCARGAA--~AGGCAGGCARGTTTACTTEGGAGCCTT
XH_026805357,2:81-10  AAGCTCTATCTACAGAGGAGTCACARGGCACCGAGGG TCCGGGAGE TATGAAGC TCACCTGTGGEACARGARCT GGCAGCACCCGGTCCAGARCARGAG--~AGGCARGCARGTTTACTTGGGAGCCTT
XM_010933188.3:301~1  AAGCTCTATCTACAGAGGAGTCACARGGCATCGATGGACTGGGAGAT T TGAAGC TCACCTGTGGEACARGART TGGCAGCACCCCCTCCACARCARGAG--~AGGCAGACARGTTTACTTGGGAGCTTA
XH_044524609 GAGCTCCATCTACAGAGGEG TCACAAGGCACAGGTGGACGGGCAGAT TCGAGGCACACCTCTGGGACARGARCTGCT TCACTTCCATCCAGARCARGARGARAGGGAGGCARGTCTATCTGGGGGCTTA
XH_037577793. GAGCTCCATCTACAGAGGGGTCACARGGCACAGGT GEACGGGCAGAT TCGAGGCACACCTCTGEGACARGARCTGCTTCACTTCCATCCAGARCARGARGARAGGGAGGCARGTCTATCTEGGGGCTTA
XH_037584532.. GAGCTCCATCTACAGAGGGGTCACARGGCACAGGTGEACAGGCAGAT TCGAGGCACACCTCTGEGACARGARCTGCTTCACTTCCATCCAGARCARGARGARAGGGAGGCARGTCTATCTGGGGGCTTA
Consensus  aAGCTCEATCTACAGAGGAGTCaCaRGECAccGagGBalt GigAGaTat GAaGCLCACCTETEEEACARGaACT Ggcageat cCeg TCCAgAACARGAA. . . AGGCAggCARGTE TACE TEGGAGCCTE

4do a50 460 470 480 490 500 510 520

91 doo 410 a20 430

J0040545,1:74-1102  ARTGATGAGTTGGACGCAGCACEAGCTCATGACTTRGCTGCCCTTARGTTCTGGGETCCAGAGACART TTTARACTTCCCTETGEARATATATAGAGAAGAGTACGAGGAGATGCARRCCETGTCARAG
X 010324525 3:388-1 ACTGATGAGTTGGACGCAGCACGAGCTCATGACTTGECTGCCCTTARGCTCTGGGETCCAGAGACARTTTTARACTTCCCTGTGGARATGTATAGAGARGAGTACARGGAGATGCARRCCATGTCARAG
J427025.1  ACTGATGAGTTGGACGCAGCACGAGCTCATGACTTGECTGCCCTTARGCTCTGEEETCCAGAGACARTTTTRAACTTCCCTGTGGARATGTATAGAGARGAGTACARGGAGATGCARGCCATGTCARAG
KJ427025 1 ACTGATGAGTTGGACGCAGCACGAGCTCATGACTTGACTGCCCTTARGCTCTEEGGTCCAGAGACARTTTTAAACTTCCCTGTGEGARTETATAGAGARGAGTACARGGAGATGCARACCATGTCARAG
XH_010924633.2:109-1  GATGATGAGGTGGACGCAGCCCGEECTCATGACTTRGCTECCCTTAAGCTCTGGGETCCAGGGACARTTTTARACTTCCCTGTGGARATTTATAGAGARGARTACARGGAGATGCARACCATGTCARGE
XH_026805357.2:81-10  GATGATGAGTTGGACGCAGCCCGAGCTCATGACCTGGCTGCCCTTAAGCTCTGGGETCCGGGGACARTTTTARACTTTCCTGTGGARATETACAGAGARGAGTACATGGAGATGCARRCCATGTCATAT
¥N_010933188.3:301-1  GATGCTGAGGTGGACGCCGCCCGARCTCATGATTTAGCTGCCCTTAAGTTCTGCGETCCTGARGCARTCTTAAATTTTCCTGTGGAARTGTATACAGGAGRGTATAGGGAGATGCARRCCATGTCCAGA
XH_044524609.1:72-13  GATACAGAGGAGGCAGCTGCTCGTGCTTACGATCTTGCAGCTCTCAARTATTGGGECCCTGARACCACACTGARTTTCACTGTGGATEAGTACGCGARAGAGAGGTCGGAGATGEAGGEEETGTCACGE
¥H_037577793,1:40-13  GATACAGAGGAGGCAGCTGCTCGTGCTTACGATCTTGCAGCTCTCAAATATTGGGECCCTGAAACCACACTGARTTTCAC TG TGGATGABTACGCGARAGAGAGGTCGGAGATGEAGGGEETGTCACEE
XH_037584532,1:39-13  GATACAGAGGAGGCAGCTGCCCGTGCETACGACCTCGCAGCTCTCARATATTGGGECCCTGAAACCACAC TGARTTTCACAGTGGATGAGTACGCGARAGAGAGGTCGGAGATGEAGGCEETGTCRCRE
[ CTCALGACE T, Cab. ALLETaAACTToel

21 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
JQ040545, 1374~ 1102 ARGAGGTGCTGGCTTCTCTTAGGCECAGGAGCARCGGCTTTGCCAGAGGTACCTCTARGTACCGTGGEGTRGCCAGGCATCACARARACGGCCGGTGGGAGECCAGGC TTGGCARGGACTTTGGCTGCA
XM_010924626.3:388-1  AAGAGGTGCTGGCTTCGGT TAGGCGCAGGAGCARCGGE TTTGCCAGGGGTACC TCTARGTACCGTGGGGTGECCAGGCATCACARAAACGGCCGGTGEGAGGCCAGGCT TAGCCAGGACGTTGGCTGCA
KJ427025 1 ARGAGGTGCTGGCTGCGGTTAGGCGCAGGAGCARCGGE TTTGCCAGGGGTACCTCTARGTACCGTGEGGTGECCAGGCATCACARAAACGGCCGGTGEEAGGCCAGGE T TAGCCAGEACGTTGECTGEA
KJ427026.1  ARGAGGTGCTGGCTTCGGTTAGGCGCAGGAGCARCGGE TTTGCCAGGGGTACC TCTARGTACCGTGEGGTGGCCAGGCATCACARARACGECCGGTGEGAGGECAGGE T TAGCCAGGACGTTGECTGEA
XH_010924633.. ARGAGETGCTGGCTTCTCTTAGECECAGEAGCARCGECTTTTCCAGGGGTATCTCTARGTACCGTGGEGTGGCCAGGCATCACARARRCGGCCGETGEGAGGCCAGRCT TGECARGGAGTTTGGCTGCA
ARGAGETGC TEGCGTGTCTTAGECECAGBAGCARCGECTTTGCCAGGGGTATC TCTARGTACCGTGGEGTGGCCAGGCATCACARARRCGGCCGETGEGAGECCAGRCTTGECCAGGTCTTCGGCTGCA
nnnnnTﬁﬁETEEETIEIEIInEGEGEHGHNEEHHEEEETTTEEEHEﬁﬁﬁnEIEIEIHHGTNEEETEEEETEEEEHEEEnIEHEnnEHHIGEEEEETEEENEEEEHEEEIIEEEEIGGIHETTEEETNEN
AGGAGTACC TCGCCGCCT GECEEGTACTGEGGARCA
RGERETRCCTCGCCECCCTCCECCGCCGGRGCRECEECTTCTCRREEEEEETCTCCHHGTRCRGEEECETCECCRGECRCCRCCRCHHTGGGCGGTEEEREECGCGRRTTEEECEEETGCTGGGGRRCR
*H_ 037594532 1:39-13 RGERETRCCTCGCCECCCTCCECCGCCGGRGCRECEECTTCTCCREEEEEETCTCCHHGTRCRGEEECETCECCRGECRCCRCCRCHHTGGGCGGTEEEREECRCGRRTTEEECEEETGCTGGGGRRCR
IGCASCGGC T TEgCoAGZGGE at CTCEARGTACCGELGGEGTGCCAGGCALCACaRaAACGGCCGGTGEGAGGEcaGeeTTghecatac . TLGGCLECA

51 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780
J0040545,1:74-1102  GTACATCTACTTGGGAACATACGCAACTCARGAGGAGGC TGCCCARGCTTATGATTTAGCTGCTTTAGARTATARAGGGCCARATATAGTGACCARCTTTGCTAGCAGTGTCTATATGCATCGCCTACA
HH_ 010524525 3:388-1  GTACATCTACTTGGGAACATACGCARCTCARGAGGAGGCTGCCCARGCTTATGATTTAGCTGCTCTAGTACACARAGGGCCARATATAGTGACCARCTTTGCTAGCAGTGTCTATAAGCATCGCCTACA
1427025.1  GTACATCTACTTGGGARCATACGCAACTCAAGAGGAGGCTGCCCARGCT TATGATTTAGCTRCTC TAGTACACARAGGGCCAAATATAGTGACCARCTTTGCTAGCAGTGTCTACARGCATCGCCTGCA

kJaE?azB 1 nTnEnTtTntTTEEEnnEHInEGEHHETENNEHEENEEETEEEEHHEEIInIﬁnIITHGETEETETHETNEHEHHHEEﬁEEnnnIHTHGIEHEENHETTTEETHEEHEIEIEIHEHHGEHTEEEETEEN
¥H_010924633,2:109-1  ATACATCTACTTGGGAAT! GTACATGCATTGCCOGCG
05357,2:81~10 GTRCRTCTRCTTGGERRCRTRCECHHCTGRRGREEREECTECCCREECTTRTERTTTHGCTGCTTTEERRCRCRRREEECCRRRCRTHGTGRCCRRCTTTECTRGCRETRTCTRCRTGGHTTGCCCRCE

301-1 RTRCCTETRCTTGGERRCRTRTERGHCTGRRGREEREECTECCCRRECTTRTERTCTGGCTGCTCTRCRRTTCRRREEECCRRRTECHGTGRCRRRCTTTERTRGTTETTCTTRTETGHHTTGCCCTCE
CTACCTGGACCAGCCACA

72-13  GTACCTATACCTGGGAAC
ETnEETnTnEETEEEnnEEIIIEHIHEEENNEHEENNEENEEEHEEEEEInIEHIETTEEEEEENTEENNTHEEEHEEEEEEHnEEEEEIHHEENHETTEEHEHITHEEEEEIHEEIEEHEENEEENEN

40-13
TR TR AT GGGARCC T TGATACCCARGAG G AAGCAGCCAGGGCCT AT G TCTTECGGCCATCGAATACCGAGCCGC TRACGCCETARCCARC TTCGRCAT TRGCCGCTACCTGGRCCAGCCGLA

¥N_044524609 .
XN_037577793..

XM_037584532.1:39-13
C TATGATETaGCLGC
8L 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
0040545, 1 74=1102 EEnTTTnTEEnEETHEIHEIEHHGEETGEENEEENEEENE -CA-CAAGAAGA: CAGTGTTATGCA: EHIEEHHEEHHE-EEHEHEHHIIEHIEHEHEBBIEEEHHHT-
XH_01092d626,3:388-1  CCATTCATGCAGCTATTAGTGAAGCCTEAGACGGAGECAG=~CA-CAAGAAGR: GGGOGTTATGCA==~ARTGEARGCARC~CGAGAI GATCAGACCATGCCAART=
KJd427025,1 CCRTTCRTECRGCTRTTRETERRECCTGRGRCGERECCRE -CA-CAAGAAGA: -GGGGGTTATGCA: HHTGGRRGCRRC-CERGRCRRTCERTCRERCCHTGCCRRRT-
GGGGGTTATACA=-~ARTGEAAGCAAC ~CHAGACARTCGATCAGACCATGCCARRT=

CA-CAAGARGRA:

KJ427026.1  CCATTCATGCAGCTATTAGTGARGCCTGAGACGGAGCTAG:
2109-1

81-10 GLCATGCATGCAGCTACCTGCGAAGCCTC Al ARC-CGAGTCCATCGATCAGACCGTGCCATAT—
XM_010933188.3:301-1 GCCATTTATGGAGCTACCACCARAGCTTGAGATGGAGCARGGACA-CCAGGAGT TTAGCCCACT TCARGAGGCCAGGETCGTGCC--~ARTGGAACCAAC-CARGTTCATTGATCAGACCGTGCCAAGT—
XH_044524609.1:72-13 GTTACTGACACARCTGGAGCAGGGGCCACAGETGGTGCCAGCATTGCARGAGGAGCTTCAACATGATCACCARAGTGACARTGCAGTCCARGAGE TCAACTCAGGTGARGCGCAGARACCAGGTAGCGTC
XH_037577793.1:40-13 GTTACTGACACARCTGGAGCAGGGGECCACAGETGGTGCCAGCATTGCARGAGGAGCTTCAACATGATCACCARAGTGACARTGCAGTCCARGAGL TCAACTCAGGTGARGCGCAGARACCAGGTAGCGTC
HH_037564532.1:39-13 ETTH[TEE[H[HHHTEEHEEHEEEEEEHEHEETEETE[[HE[HTTEEHHEHEEHHETTEHH[HTEHT[HH[HHHETEHEHHEEEHEIEEHHEHE[T[HH[T[EEETEHHEEEEHEHHEEEEEETHE[ET[

XN_026805357

a1 820 930 940 950 960 970 age 930 1000 1010 1020 1030 10d0

J0040545,1:74-1102  GACGA-CCTGCCGGAGA= TCTCRTGGHC--CTTCERCRTEGRCCRTER- -CTTTGG--TGTRTRTCCTCCTCTCERTETCCCRRTTGHG- -GATGATCTACARGACATCTT---GA

XH_010924626,3:388-1 TACGA-CCTGCCGGAGA--~TCTCATEGAC-~CTTCG ~TGCATATCCTCTCCTTGATGTCCCARTTGAG— -GATGATCAACATGACATCTT==~GA

KJ427025 1 TATGA-CCTGCCGGAGA---TCTCATGGEAC ~TGCATATCCTCTCCTTGATGTCCCART ARCATGACATCTT---GA

27026.1 TATGA-CCTGCCGGAGA---TCTCATGGAC- 6--TGCATATCCTCTCCTTGATGTCCCART ARCATGACATCTT---GA

HH_ 010524533 2:109-1 GAATA-CACACCGGAGA---TCCCATGGAC- ~TGCATATCCTCCGCTTGATGTCCCARTC! CARCCTGACATCTT---GA

XH_026805357.2:81-10 GACGA-CATGCTGGAGA---TCTCETEGEAC--CT TCAR-— TCCTCTTGATGTCACH — CTGCATGACATCTT-- —Tn
¥H_010933188.3:301-1 GATGA-CATTTTGGATACCATCACATCGAG--TATCATTAGCATGGATGARTTTTTTGA-~TGCATATTCTGTTCTTGATCTCACCACTGETTGLT- —[EEHEEHIEIEEEIEHEHI TC-

IIEEHEHHETTETTTEEEE

GA
72-13  AACGAGCCCATTGCAGTGGATGACACAGACARCACCGGAGACATGGETGCCCCCCTTETETTTGACAGCGGCGTCGAGGAGAACCTGTEEAGCCCTTGL:
40-13  ARCGAGCCCATTGCAGTGGATGACACAGACARCACCGGAGACATGGETGCCCCCCTTETET T TGACAGCGGCTCGAGGAGAACC TGTEEAGCCCT TGL: EHHIIEEHGHHETTETTTEEEE
$39-13  ARCGAGLCGRTTGCAG T GGATGACACAGACAGCGCC G GAGRCATCG0T 6L CCCCCTT6TGT T TGACAGC A6 GT CBAGGAGARCCTGTGGAGECCTTGCATGGATTATOAT TTGEACCCCATCTTTGEAC
t T LEG. LgACaTCTL , , ,ga

sectTog.,.

¥H_044524609 .
XH_037577793,.
XH_03758d532

3

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1180 1170
~TGGAAGT-GATGGT TTG-AGTGCARCARAGGATGC-CTAG
~TGGAAGT-GATGGT TTC-AGTGCARGCARAGGTGC-CTAG
~TGGAAGT-GATGGT TTC-AGTGCARGCARAGGTGC-CTAG
~TGGAAGT-GATGGTTTC-AGTGCARGCARAGGTGC-CTAG
~TGGAATT-GATCGTTCC-ATTACARGCCAGGGTGC-CTAG
AG==~-~-CAGAGGT~GATGEGT TCC-AGTRCARGCGAGGGTGC-CTAG
TCTTTGARGGGTTTGAGACTTTGACARGAGAGGAGGGGCARATARAGEACGGTGETGCG~-ARGEAGGACATGGARTCTCARGTARACTCAGTTT

—~TGAGCACCTCTTTGARGAGT TTGAGACCTTTGGAGGCGATGAGAG:
~TGAGCACCTCTTTGARGAGT TTGAGACCTTCGGAGGCAATGAGAG:
~TGAGCACCTCTTTGARGAGT TTGAGACCTTCGGAGGCAATGAGAG:
~TGAGCACCTCTTTGARGAGT TTGAGACCTTCGGAGGCAATGAGAG:

JQ040545,1:74-1102  ATGATCTCARCTTGGAGGACARCAT-
XM_010924626.,3:388-1 ATGATCTCARTTTCGAGGGGAACAT--
KJ427025 1 ATGATCTCARTTTCGAGGGGARCAT--

27026.1 ATGATCTCARTTTCARGGGGAACAT—

HH_ 010524533 2:109-1 TCGATCTTRAGCTTCGAGGATAACAT—
XH_026805357,.
XH_010933188,
XH_0dd524B09
XH_037577793,
XH_037584532.,

139-13 GCGACATCAGCARCTCGATGAATCTGAGCGAGTTCTTCAACG-~ACC----CCACCTTCGAGAGCARCATCGGGTACC TGT TCGARGEATGTCCCGACATCRATGACTGCAGCACCAGECATGGCGCAGE
£T & t GgteC.CLAG.

1171 1180 1130 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1220 1280 1290 1300

J0040545.1: 74~ 1102
XH_010924626.
kJa27025 1
K1427026,1
XH_010924633,2:109~1
XH_026805357,2:81-10
XH.010933188,3:301-1 CCCACCCCC-TTCAGATTAGTATATECTCTTAG
XH_044524609.1:72-13 CCTGGCGGCGCTCGGTTTTCTCARGGAAGGTGACGATAATATGARGGATGT TCCAGACATGGATGCAGART TRACTCCTCARGCARACGATGTCTCCTGCCC TCCARARATGATCACTGTGTGTARTTGA
40-13  CCTGECGGCGLTCGGT T T 1O T CARGGARGG T GAC G T AT AT GAAGGR TG TTCCRGRCATGGATGLAGART TAACTCCTCARGCARACEATETCTCCTGCCC TCCARRRRT GATCACTGTGTGTARTTGA
ARCTCCTCARGCARAC TGA

XH_037577793.
XM_037584532,1:39-13 CCTGGCGHCGLTCGE!
C

Figura 5. Alineamiento de secuencias de nucleétidos de WRIH,

de especies

monocotiledéneas. Rojo, regiones con alta conservaciéon. Azul, regiones medianamente
conservadas. Negro, regiones no conservadas. El cuadro amarillo encierra la region central con
mayor conservacion, a la izquierda de cada secuencia se muestra el numero de accesion para

cada una.
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3.4. Alineamiento de las secuencias de los CDS de WRI1 de especies dicotiledoneas

El alineamiento de las secuencias completas de los cds de WRI1 de dicotiledéoneas mostré que
la longitud de las mismas vario entre 1561 y 1238 pb. En el alineamiento se observaron regiones
conservadas (rojo), regiones medianamente conservadas (azul) y regiones no conservadas

(negro). La region con mayor homologia se encuentra en la parte central de las secuencias (260-

780 pb), mientras el extremo amino se encuentra medianamente conservado (Figura 6).

J0040545,1:74-1102
XH_011093585,2:149-1
XH_039215829.1:163-7

Cy

1 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100 110 120 130

1 1
ATGACCCTCATGARGARGARGTCTCCTCCATCTACT====CCCCTCCCACCATCTCGTTCCTTTTCCGCTTCACCATCCAGCTATGCACCCCTTTCTTCTCCTARTATGATCCCCGTTARCARGTGCARG
ATGAAGAGGAGGTCCCCTTCATATTCTTRTTCTTCTTCCTC-ATCATCTTCCTGCATTGGETCACCACTCACACAARATCAATCCARGACTGCTAAAT--CTCTCCAGCAGCA-GCCCAARA

JQ040545,1174-1102
XH_011093585,2:149-1
XH_039215829,1:163-7

Consensus
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Consensus

J0040545,1:74-1102
XH_011093585,2:149-1
XH_039215829,1:163-7

Consensus

ATGGATGGTCARGTTTTTT=——————~| CCATGGCGARATTATCACAGEGGAACCGCAGARACAGT-GCAGATAGTAATGGTATTARTARCAGTATGAGCATCGGCACCA-GTACCAC
+eeeesesoabgafl GTC.ccTecal,.t.ct,...Cc.ct Ccac.alcte, tbeckg, acche, befcCA, teaca, Ata,bea, ., .ta. tacT, ctAatatgat L, cCggch, CA,GE  Cafl,
131 140 190 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 250

HHETEEHR--EEEHHHHEHHHREHHHEE-TRREHHETEHERTEHREEEEREETEEHHHEEHETREEHERTEHREHHEETEERTETHEHEHEEEETEHEHHEEEHEEEHEEEHETEEHHEETHTEHHEETE
ACGCGTTAGAGCTAI CGTGTGAGCGCTGCTCACGACTATACCGCCACCTCT!

aﬂgccaaa..Eégitﬂ.aaa.a.gﬂﬁﬁc.tgaﬁﬁattc.Eat.ﬂ.g.ccaca.gg.aa.C.ct.ccH.HtEaaﬁaﬁEETEcHTcTHcaEHEEgETEHEaHEEEHtaEatEEHC.EE.aEgTaTEHaECT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 39
1
ACCTGTGGGACAAGAACTGGECAGCACCCGGTCCAGATCARGARAGGCAGGCARGTTTACT TGGGAGCCTTTAATGATGAGT TGGACGCAGCACGAGCTCATGACTTEGCTGCCCTTARGTTCTGEGGTC
ACCTGTGGGACAAGACTACATGGAACAGCAT TCAGARCARGAGAGGAAGACARATCTATT TAGGGGCT TATGACAATGAGGAAGATGCGGCARGARCC TACGACTTAGCCGCCCTCARGTACTGEGGEE
ACCTGTGGGACARGARCTGTTGGAATGARTCACARARCARGAAAGGACGACAAGTCTATCTTGGTGCT TATGACGATGARGARTCTGCAGCACATGCTTATGATTTAGCAGCACTCARGTACTGEGGTC
ACCTETGGGACARGAactg,tgGafc, . . .t CAgAaCAAGAaAGGaaGaCARgTe TALLT . GG, GCETaTgRegATGAgzaagat GLaGCAcgaglLLALGACTTaGE , GLcCTeAAGTaCTGEGGED

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 52

1

AGAGACAATTTTARACTTCCCTGTGGARATATATAGAGARGAGTACGAGGAGATGCARACCGTGTCAARGGARGAGGTGCTGGCTTCTCTTAGGCGCAGGAGCARCGGCT TTGCCAGAGGTACCTCTAA
CACCACTATACTCARTTTTCCTGTGGGGTCGTACTCGARAGAGCT TGAGGATATGCAGARATCCTCCARGGAGGAGTATTTAGCT TCRCTCCGECGGCGGAGCAGCGGETTTTCARGAGGTGTTTCCAR
AGATACCATTCTTAACTTTCCGGTATCARCATACCAGARGGAGT TGAARCARATGEAGAGTCAATCTAGAGARGAATATATCGEATCATTAAGARGGAAGTCCAGTGGTTTCTCTCGCGGAGTTTCGAA
aga, AC.ATLcT ARCTTLCCLGTgg. aacaTAc, .gafaGAGLL . gAge, ATGeAgA, ... . TC , AagGRabigtat , T, Gek TC e T, abgcbraghaglAgeGG, TTEEC  a6aGG gt t TC AR

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 65
|

TACCGTGGGGTGGCCAGGCATCACAARAACGGCCGGTEGGAGGCCAGGCTTGGCARGGACTTTGGCTGCARGTACATCTACT TGGGAACATACGCAACTCARGAGGAGGCTGCCCARGCTTATGATTTA
TATCGCGGCGTTGCRAGGCATCACCATARCGGTCGATEGGAGGCTCGAATAGGTCGCGTTTCTGGARRCAAATACCTTTATT TGGGAACCTACAGCACCCARGAGGARGCAGCAGCAGCATACGACATA
TATAGAGGTGTTGCCAGACATCATCATARTGGAAGATGGGARGCTCGCAT TGGAAGAGTGTTTGGCARCARGTACCTCTATCTCGGGACATACGCTACTCAGGAAGARGC~GCCACTGCATATGATATG

651 660 670 680 630 F00 710 720 730 F40 750 760 770 780

I |
CTGCTTTAGAATATARRGGGCCARRTATAGTGACCARCTTTGCTAGCAGTGTCTA====—= TATGC---ATCGCCTACAGCCATTTATGCAGCTACTA-GTGARG=-=-CLTGG----GACGGAGCCAGC
CAGCCATAGAATTCAGGGG TCCGARTGCTGTARCARACTTCGATATCAGCARCTACGCCGATAAGC TGARGAAARTCCTGCCGGARTTGCARGTARRACATGARGATCTCCAGGT TAAGGAGGARACARR
CTGCTATAG

CtGCtaTAGaat, ,a,,.gg.cc.aak, . ,.gb,ac,aacktt g . ba,cag, . .cta,.,...bta.ge, . a.....k,c.gce. ... bgea, . ba, .a, ,bgaag, .. .ce.28,. ... B, .B8a, .ca, .,

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 830 00 910

| |
ACARGARGACCTCAGTGTTATGCACATGGARGCAAC-CGAGACAATTGATCAGACGGT-GCCARATG--ACGACC--—-- TGCCGGAGATCTCATGGA---—-CCTTC-GACATGGACCATGACTT--TG
TCGAGAGTCCATAGACGACGTACARGCAGATGAAACACATGATGATCARGAAGATGEGEARGCCARCAGGTACARCCAAGCATTCCARRGT TAGAGTTGATAGACCCTACTGATCACTCCCARGCCATGATE

.C.aga...c.k....2...t.ca....g4.8.5a8¢c,cC,,.¢a. .48k, .4, .aga.gg. .gccaa, . g, .ac.acC, ... b oo, cag.b. . L ELga. ... Lot Lo, ga. . ... cocaLg.cL kL ULy

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

ETETHTHTEET ------ CCTCTCGATGTCCCARTTGAGGATGATCT--ACAAG-ACATCTTGARTGATCTCARCTTGGAGGACAACATT CTCTTTGAARGA: TTTEH-GHE-
ETERTEGﬂEEEGREEGHEEﬂGEHTGHEEHEEETTGEGHEETTTGTETEGREHEEEHTGEETTERHTGEEETTEHTTTEEETEREHTEEETETEEHEHEHGEGTEEEﬂEHTGETHEETTEEETTEHEGHEH

1ol : PPN - RPN RN SO - T TR - | PP -7 PR AP - AP = Y- TR - LA | - TR R T v RN - . - T P SR - RN W L R -1 - PP - N A - -1 T

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
I

1
==-=CTTTGGAGGCGAT---GAGAGTGGAAGTGATGGTTTGA-GTGCARCARAGGATGCCTAG
AAGGCTTTGAGGATGATATTGARTGTATTTTTGATGGGCCGTTGTACARTARCGAGCTCCTGCAGGATGCARTGTCGGGGACAGCCTTGGACGTTTTGGTGGACCGGGAGTCCARAGGGCAGGAGTTATC

P e e R T L L L L T T T '''itrewween

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1228
I 1

GGGTTCGCCTTCTTCGTCATCGTTGTCCACGATGGCATCAGTTTGTAGCARCATCTAG

Figura 6. Alineamiento de secuencias de nucleétidos de ADNc de WRI1 de especies
dicotiledéneas. El cuadro amarillo representa la regiéon central con mayor conservacion (260-
780 pb). Rojo, regiones con alta conservacion. Azul, regiones medianamente conservadas.
Negro, regiones no conservadas, a la izquierda de cada secuencia se muestra el niumero de
accesion para cada una de las secuencias
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3.5. Alineamiento de secuencias de los CDS de WRI1 de integrantes de la familia

Arecaceae

El alineamiento de las secuencias de WRI1 de Arecaceeas mostré que su longitud fue variable
con tamanos de 1014 a 1734 pb. En el alineamiento se observaron regiones conservadas (rojo),
regiones medianamente conservadas (azul) y regiones no conservadas (negro). Las secuencias
muestran una alta conservacion en la mayoria de su longitud, mientras el extremo carboxilo se

encuentra medianamente conservado (Figura 7).
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130
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I
ATGACCCTCATGAAGARGARGTCTCCTCCATCTACTCCCCTCCCACCA-——TCTCGTTCCTTTTCCGCTTCACCATCCAGCTATGCACCCCTTTCTTCTCCTARTATGATCCCCGT TARCAAGTGCARG—
TCTCCTCCCTCTACTCCTCTCCCACCARTATCGCCTTCCTCTTCCGCTTCACCATCCAGCTATGCACCCCTTTCTICTCCTARTATGATCCCTCTTARCARGTGCARG—
TCTCCTCCCTCTACTCCTCTCCCACCARTATCTCCTTCCTCTTCCGCTTCACCATCCAGCTATGCACCCCTTTCTTCTCCTARTATGATCCCTCTTARCARGTGCARG—
TCTCCTCCCTCTACTCCTCTCCCACCARTATCGCCTTCCTCTTCCGCTTCACCATCCAGCTATGCACCCCTTTCTTCTCCTARTATGATCCCTCTTARCARGTGCARG=
TCTCCTCCCTCTCCTCCTCTCCCACCA-——-CCTCGTTCCTCCTCCTCTTCACCATCCARTTATGCACCCCTTTCTICTCCTCGTATGATCCCTGT TARCARGTGGCAR-
TCTCCTCCCTCTCCTCCTCTTCCACCA===-TCTCGTTCCTCTTCCTCTTCACCATCCARCTATGCACCCCTTTCTTCTCCTARTATGATCCCTGTTARCARGAGCARG=
ATGAAGARA-—=-TCTCCTCCCTCTCCTCCTCCCCCATCA===-TCTCGTTCCTCTTCCTCTTCACCTTCCARCTATGCACCCCTTTCTTCTTCCARTGTGATCCCTGTGARCAAGCCCCAGT
vesessss ATGAAGARA. . . . TCTCCTCCeTCTeCTCCECLECCACCA. . LCECETTCCTCE TCCECTTCACCATCCAacTATGCACCCCTTTCTTCTelbaaTaTGATCCCL g TLARCAAGE geafy .

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

|

AAGTCGARGCCARRAL TAAGAACTCAGATGARGCCCACGTGGARAGCAG TAGGAGATCARGAAGC TCCATC TACAGAGGGGT CACARGGCACCGAGGGAC TGGARGGTATGA
—-AAGTCGARGCCARRACATARGARAGC TARGAAC TCAGAT GAR—— —--AGCAGTAGGAGA---AGAAGC TCTATCTACAGAGGAGT CACGAGGCACCGAGGGAC TGGGAGATATGA
—-ARGTCGARGCCARRACATAAGARAGC TARGAACTCAGATGAR
—ARGTCGARGCCARRACATARGARAGC TARGAACTCAGGTGAR—— ——AGCAGTAGGAGA---AGAAGC TCTATCTACAGAGGAGT CACGAGGCACCGAGGGAC TGGGAGATATGA
AAGTCGARGCCARRACATARGARAGC TAAGAACTCAGAT GARGCCCATGTGARAAGCAG TAGGAGA---AGARGC TCTATC TACAGAGGAGT CACARGGCACCGAGGG TCAGGGAGG TATGA
—-AAGTCGARGCCARRACACAAGARAGC TARGAACTCAGATACAGCCCATGTGGARAGTAGTAGGAGA---AGAAGC TCTATCTACAGAGGAGT CACARGGCACCGAGGGTCCGGGAGGTATGA
ECHHETCEHHETEEHHEECHHHECHHHHGHHHEﬁTHHGHHECCHEHTHHHGCEEHTTEHGHHHGTHTCHEEHGH--—HEHHGCTETHTETHEHEHGEHGTEHEHHEECHTEGHTEEHCTEGGHEHTTTEH
++22++++AAGTCgARGCCAAAACA, ARGAAAG: TARGAACLCAGaT gah; k., . AGGAGA, , ,AGAAGCTCLATCTACAGAGGAGTCaCaAGGCACCGAgGGaCEGGigAGaTaTGA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 |
AGCTCACCTGTGGGACARGAACTGGCAGCACCCGGTCCAGATCARGAAAGGCAGGCAAGT TTACT TGGGAGCCT TTARTGATGAGT TGGACGCAGCACGAGCTCATGACTTGGCTGCCCTTARGT TCTGG
AGCTCACCTGTGGGACAAGCACTGGCAGCATCCGGTCCAGARCARGARAGGCAGGCAAGT TTACTTGGGAGCCTTTACTGATGAGT TGGACGCAGCACGAGCTCATGACTTGGCTGCCCTTARGCTCTGE
AGCTCACCTGTGGGACAAGCACTGGCAGCATCCGGTCCAGARCARGARAGGCAGGCAAGT TTACTTGGGAGCCTTTACTGATGAGT TGGACGCAGCACGAGCTCATGACTTGGC TGCCCTTARGCTCTGE
AGCTCACCTGTGGGACARGCACTGGCAGCATCCGGTCCAGARCARGAAAGGCAGGCAAGT TTACT TGGGAGCCT TTACTGATGAGT TGGACGCAGCACGAGCTCATGACTTGACTGCCCTTARGCTCTGE
AGCTCACCTGTGGGACAAGAAC TGGCAGCACCCGGTCCAGARCARGARAGGCAGGCAAGT TTACTTGGGAGCCTTTGATGATGAGGT GGACGCAGCCCGGGCTCATGACTTGGCTGCCCTTARGCTCTGE
AGCTCACCTGTGGGACAAGAAC TGGCAGCACCCGGTCCAGARCARGAGAGGCARGCAAGT TTACTTGGGAGCCTTTGATGATGAGT TGGACGCAGCCCGAGCTCATGACCTGGCTGCCCTTARGCTCTGE
AGCTCACCTGTGGGACAAGAATTGGCAGCACCCCCTCCACARCARGAGAGGCAGACAAGT TTACTTGGGAGCTTATGATGCTGAGGTGGACGCCGCCCGARCTCATGATTTAGC TGCCCTTARGTTCTGE
AGCTCACCTGTGGGACAAGaACTGGCAGCACCCggTCCAgAaCARGAaAGGCAggCARGT TTACTTGGGAGCcTE TgaTGaTGAGL TGGACGC aGCcCGagCTCATGACE TggCTGCCCTTARGCTC TGy

391 400 410 420 430 A4 450 460 470 480 490 500 510 520
1 1
GGTCCAGRAGACARTTTTARACTTCCCTGTGGARATATATAGAGAAGAGTACGAGGAGATGCAARRCCGTGTCARAGGARGAGETGCTGGCTTCTCTTAGGCGCAGGAGCARCGGC TTTGCCAGAGGTACCT
GGTCCAGRGACARTTTTARACTTCCCTGTGGARRTGTATAGAGAAGAGTACARGGAGATGCAARRCCATGTCARAGGARGAGGTGCTGGCTTCGGTTAGGCGCAGGAGCARCGGCTTTGCCAGGGGTACCT
GGTCCAGAGACARTTTTARACTTCCCTGTGGARATGTATAGAGAAGAGTACARGGAGATGCARGCCATGTCARAGGARGAGET GCTGGC TGCGG T TAGGCGCAGGAGCAACGGC TT TGCCAGGGGTACCT
GGTCCAGRAGACARTTTTARACTTCCCTGTGGGARTGTATAGAGAAGAGTACARGGAGATGCAARRCCATGTCARAGGARGAGETGCTGGCTTCGGTTAGGCGCAGGAGCARCGGC TTTGCCAGGGGTACCT
GGTCCAGGGACARTTTTARACTTCCCTGTGGARATTTATAGAGAAGAATACARGGAGATGCAARCCATGTCARGGGARGAGETGCTGGCTTCTCTTAGGCGCAGGAGCARCGGCTTTTCCAGGGGTATCT
GGTCCGGGGACARTTTTARACTTTCCTGTGGARATGTACAGAGAAGAGTACATGEAGATGCARRCCATGTCATATGARGAGGTGCTGGCGTGTCTTAGGCGCAGGAGCARCGGC TTTGCCAGGGGTATCT
GGTCCTGARGCARTCTTAAATTTTCCTGTGGARATGTATACAGGAGAGTATAGGGAGATGCARACCATGTCCAGAGARGAGTGGGTGGCTTCTCTTAGGCGCAGARGCAACGGC TT TRCCAGGGGAGTCT
GGTCCaGagaCARTLTTARACTTcCCTGTGGaARTgTALAgAGaRGAg TAcaaGGAGATGCARACCaTGTCaaagGAAGAGEL Ge TGGCLL cbc TTAGGCGCAGEAGCARCGGCTT TgCCAGEGELALLT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

I |
CTARGTACCGTGGGGTGGCCAGGCATCACARAARCGGCCGG TGGGAGGCCAGGCTTGGCARGGACTTTGGCTGCARGTACATCTACT TGGGARCATACGCAACTCARGAGGAGGCTGCCCARGCTTATGA
CTARGTACCGTGGGGTGGCCAGGCATCACARAARCGGCCGGTGGEAGGCCAGGC TTAGCCAGGACGTTGGCTGCARGTACATCTACT TGGGARCATACGCARCTCARGAGGAGGCTGCCCARGCTTATGA
CTARGTACCGTGGGGTGGCCAGGCATCACARARACGECCGG TGGGAGGCCAGGC T TAGCCAGGACGT TGGCTGCAAGTACATCTACT TGGGAACATACGCANC TCARGAGGAGGC TGCCCAAGCTTATGA
CTARGTACCGTGGGGTGGCCAGGCATCACARAARCGGCCGG TGGGAGGCCAGGC TTAGCCAGGACGT TGGCTGCARGTACATCTACT TGGGAACATACGCAACTCARGAGGAGGCTGCCCARGCTTATGA
CTARGTACCGTGGGGTGGCCAGGCATCACARAARCGGCCGGTGGEAGGCCAGGC TTGGCARGGAGTTTGGCTGCARATACATCTACT TGGGARTATACGCAACTCARGAGGAGGCTGCCCARGCTTATGA
CTAAGTACCGTGGGGTGGCCAGGCATCACARAAACGECCGG TGGGAGGCCAGGL T TGGCCAGGTCTTCGGCTGCARGTACATCTACT TGGGAACATACGCANC TGARGAGGAGGC TGCCCAGGCTTATGA
CTARGTACCGTGGGGTGGCCAGGCATCACARCARTGGCCGGTGGGAGGCCAGGCTTGGCCTGGTACTTGGCTACAAATACCTGTACT TGGGARCATATGAGAC TGARGAGGAGGCTGCCCARGCTTATGA
CTARGTACCGTGGGGTGGCCAGGCATCACARaARCGECCGGTGGEAGGCCAGGCTTgGCcabbac , TLGGCTECAAZTACATc TACTTGGGAACATAcGeaAC TeARGAGGAGGCTGCCCAAGCTTATGA

651 660 670 680 630 700 10 F20 730 40 750 760 Fi0 780

1 1
TTTAGCTGCTTTAGARTATARAGGGCCARATATAGTGACCARCTTTGCTAGCAGTGTCTATATGCATCGCCTACAGCCATTTATGCAGC TACTAGTGAAGCC TEGGACGGAGCCAG--CACARGAAGA-=
TTTAGCTGCTCTAGTACACARAGGGCCARATATAGTGACCARCTTTGCTAGCAGTGTCTATAAGCATCGCCTACAGCCATTCATGCAGC TATTAGTGAAGCCTGAGACGGAGCCAG--CACARGARGA--
TTTAGCTGCTCTAGTACACARAGGGCCARATATAGTGACCARCTTTGCTAGCAGTGTCTACARGCATCGCCTRCAGCCATTCATGCAGC TATTAGTGARGCCTGAGACGGAGCCAG——CACARGARGA-—
TTTAGCTGCTCTAGTACACARAGGGCCARATATAGTGACCARCTTTGCTAGCAGTGTCTACAAGCATCGCCTGCAGCCATTCATGCAGC TATTAGTGAAGCC TGAGACGGAGCCAG--CACARGAAGA-=
TTTAGCTGCTTTAGAGCATARAGGGCCARATATAGTGACCARCTTTGCTAGCAGTGCGTACATGCAT TGCCCGCGGCCATCTATGCACCTACCAGTGAAGCT TGGGATGGAGCGAG-~-CACARGAAGA-=
TTTAGCTGCTTTGGAARCACARAGGGCCARACATAGTGACCARCTTTGCTAGCAGTATCTACATGGAT TGCCCACGGCCATGCATGCAGC TACCTGCGAAGCCTCCGATGGAGTCAG--CACARGARRA--
TCTGGCTGCTCTACARTTCARAGGGCCARATGCAGTGACARRCTTTGATAGTTGTTCTTATGTGARTTGCCCTCGGCCATTTATGGAGC TACCACCAARAGCTTGAGATGGAGCARGGACACCAGGAGTTT
TLTaGLTGCTeTagaacacAARAGGGCCAAAL at AGTGACCAACTTTGeTAGeaG Tt cTAcab GeATLGC Ce , CgGLCATLLATGeAgC TAccagt gAAGC cTgaGALGGAGecAG, .CACaAGaAga. .
800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
I
—=-CAGTGTTATGCACATGGAAGCAACCGAGACAATTGATCAGACGGTGCCARATGACGACCTGCCGGAGA==-TCTCATGGACCT TCGACATGGACCATGA=—-CTTTGGTGTAT
-GGGEGGT TATGCARATGGAAGCAACCGAGACAATCGATCAGACCATGCCAART TACGACCTGCCGGAGA-—-TCTCATGGACCT TCGACATAGACCATGA---CTTAGGTGCAT
—GGGGGT TATGCARATGGAAGCAACCGAGACAATCGATCAGACCATGCCAART TATGACCTGCCGGAGA-—-TCTCATGGACCT TCGACATAGACCATGA-—-CTTAGGTGCAT
~GGGGGTTATGCARATGGARGCARCCGAGACAATCGATCAGACCATGCCARAT TATGACCTGCCGGAGA-—-TCTCATGGACCCTCGACATAGACCATGA-——-CTTAGGTGCAT
~CAAGGT TGTACACATGGAAGCCACCGAGACCATCGATCAGCCCGTGCCAART GARTACACACCGGAGA-—-TCCCATGGACCT TCGACAAGGACCATGAGTACTTCGATGCAT

==LLC- —==-TGGGGET TGTGCAGATGGAAGCAACCGAGTCCATCGATCAGACCGTGCCATATGACGACATGC TGGAGA==-TCTCGTGGACCT TCGGCATGGACCATGA=—--CTTCAATGAAT
HGCEEHCTTEHHEHEGDEHGGETCGTECCHHTEGHHCCHHECHHETTDHTTGHTCHEHCCETECCHHETEHTEHDHTTTTGEHTHCCHTCHEHTCEHETHTEHTTHECHTEEHTEHHTTTTTTEHTEEHT

eillCivsirsssesscagghilbgTglaaATEGAAgCaACCgAGaccATeGATCAGACcg TGECAaaTgA, gACakgechGAgh, . . TCECaTghAcek TCgacAL . gaccATGA, , .cTT, gaTGeAT

781 790
1

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030

1

ATCCTCCTCTCGATGTCCCAATTGAG—
ATCCTCTCCTTGATGTCCCAATTGAG-
ATCCTCTCCTTGATGTCCCAATTGAG-
ATCCTCTCCTTGATGTCCCAATTGAG—

—-GATGATCTACARGACATCTTGARTGATCTCARCTTGGAGGACAACATTGAGCACCTCTTTGARGAGTTTGAGACCTT TGGAGGCGATGAGAG-:
GATGATCARCATGACATCTTGARTGATCTCAAT TTCGAGGGEGAACATTGAGCACCTCTTTGAAGAGTTTGAGACCT TCGGAGGCAATGAGAG-
GATGATCARCATGACATCTTGARTGATCTCAAT TTCGAGGGEGAACATTGAGCACCTCTTTGAAGAGTTTGAGACCT TCGGAGGCAATGAGAG-
GATGATCARCATGACATCTTGARTGATCTCAATTTCARGGGGAACATTGAGCACCTCTTTGARGAGTTTGAGACCT TCGGAGGCAATGAGAG-
ATCCTCCGCTTGATGTCCCARTCGAT: GATGGCCARCCTGACATCTTGATCGATCTTAGCTTCGAGGATAACATTGAGCATCTCTTTGARGGATTTGAGACCCT TGGAGGCAATGAGGG
ATCCTCCTCTTGATGTCGCARTGGAG-" GGTGACCTGCATGACATCTTTARCAGTCTCGACT TCGAGGAGAACATTGAGCAGTTCTTTGAAGGGTTCGAGACCT T TGGARGCAATGAGAG- T
ATTCTGTTCTTGATCTCACCACTGGTTGCTCCGACGATCTCCGTGACATCTCCGGCAATATCGECTT TGAGGATGACATTGAGCACTTCTT TGAAGEGTTTGAGACT TTGACAAGAGAGGAGGGGCARAT
ATeCTetbCTLGATgTCcCaAtbGag. .. .. JGatGat.CtaCat GACATCTL.gaacgaTeTecaac TTegAGGa, aACATTGAGCAccTCTTTGAAGEg TTEGAGACCLT . ggAgGealt GAGAG. . o . L

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 112422
I |

GGARGT-GATGGTTTGAGTGCAACARAGGATGC-CTAG
GGAAGT-GATGGTTTCAGTGCARGCARAGGTGC~-CTAG
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Figura 7. Alineamiento de secuencias de nucleétidos de WRI1, de integrantes de la familia
Arecaceae. A la izquierda de cada secuencia se muestra el numero de accesion para cada una,
el cuadro negro representa el extremo carboxilo medianamente conservado. Rojo, regiones

ampliamente conservadas. Azul,

conservadas.

regiones medianamente conservadas. Negro, regiones no
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Alineamiento de secuencias de los CDS de WRI1 de C. nucifera.

El alineamiento de las secuencias completas de los cds de WRI1 de C. nucifera (Figura 8). mostro

que la longitud en pb de las mismas es variable. En el alineamiento se observaron regiones

conservadas (rojo), regiones medianamente conservadas (azul) y regiones no conservadas

(negro).
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Figura 8. Alineamiento de secuencias de nucleétidos de WRI1 de C. nucifera. A la izquierda
de cada secuencia se muestra el numero de accesion para cada una, los colores indican el nivel

L PP

de conservacion.
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3.6. Alineamiento de las secuencias completas de aminoacidos del factor de transcripcion

WRI1 de especies monocotiledoneas y dicotiledoneas

El alineamiento de las secuencias de proteinas WRI1 provenientes de especies
monocotiledoneas y dicotiledoneas mostrd que las secuencias fueron variables en longitud, pues
comprendian de 241 a 450 amonoacidos (aa). En el alineamiento se observaron regiones
conservadas (rojo), regiones medianamente conservadas (azul) y regiones no conservadas
(negro). Las secuencias muestran una mediana conservacion en la parte central, mientras los
extremos amino y carboxilo tienen baja conservacién. Alrededor de la posicién 180 se encuentra

un motivo “VYL” medianamente conservado en las secuencias analizadas (Figura 9).
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Figura 9. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de WRI1 de especies
monocotiledéneas y dicotiledoneas. Se exhibe una porcion del alineamiento de las
secuencias; a la izquierda de cada secuencia se muestra el nUmero de accesion para cada una,
en verde se observa el motivo VYL, el cuadro negro representa una region con conservacion
media-alta. Rojo, regiones con alta conservaciéon. Azul, regiones medianamente conservadas.
Negro, regiones no conservadas.
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3.7. Alineamiento de las secuencias completas de aminoacidos del factor de transcripcion

WRI1 de los integrantes de la familia Arecaceae.

Las secuencias de aminoacidos de WRI1 de los integranstes de la familia Arecaceae fueron
variables en longitud, pues mostraron de 309 a 374 aminoacidos. En el alineamiento se
observaron regiones conservadas (rojo), regiones medianamente conservadas (verde-naranja) y
regiones no conservadas (azul). Las secuencias muestran una alta conservacion en la parte
central, mientras el extremo carboxilo no se encuentra conservado. Alrededor de la posicién 110
(cuadro amarillo) se encuentra un motivo compuesto por 3 aminoacidos; valina, tirosina y leucina
(VYL) altamente conservado (todas las secuencias lo poseen). Ademas, se identificaron sitios de
fosforilacion (cuadros verdes). Adicionalmente se observan las regiones donde estan situados
los dominios de unién a ADN (AP2) (Figura 10).
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Figura 10. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de integrantes de la familia
Arecaceae. El alineamiento fue realizado con el software PRALINE. Los colores indican el nivel
de conservacion. En negro-Dominios de unién a ADN (AP2), en amarillo-motivo conservado
(VYL), en verde-regiones de fosforilacion.
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3.8. Composicion de aminoacidos de WRI1 de Cocos nucifera L.

Para determinar la composicion de la secuencia primaria de aminoacidos de WRI1 la secuencia
fue analizada por la herramienta ProtParam, (Tabla 3). El analisis mostré que los aminoacidos
en mayor proporcion son Serina y acido Glutamico con 8.2%, seguidos por Leucina (7.9%) y

Alanina (7.6%), mientras que, el aminoacido en menor proporcion fue Cisteina (0.6%).

Tabla 3. Composicion de aminoacidos de WRI1 de Cocos nucifera L.

Aminoacidos Composicion (%)
Ala (A) 26 7.6%
Arg (R) 20 5.8%
Asn (N) 14 4.1%
Asp (D) 23 6.7%
Cys(C) 2 0.6%
GiIn (Q) 12 3.5%
Glu (E) 28 8.2%
Gly (G) 20 5.8%
His (H) 11 3.2%

lle (1) 12 3.5%
Leu (L) 27 7.9%
Lys (K) 23 6.7%
Met (M) 9 2.6%
Phe (F) 13 3.8%
Pro (P) 22 6.4%
Ser (S) 28 8.2%
Thr (T) 17 5.0%
Trp (W) 5 1.5%
Tyr (Y) 14 4.1%
Val (V) 16 4.7%
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3.9. Caracteristicas estructurales de CnWRI1 y AfWRI1

CnWRI1 tiene dos dominios AP2 conservados, que estan ubicados entre los aminoacidos 69 y
135 y entre los aminoacidos 171 y 229. El motivo "VYL" codificado por 9 pb se encuentra entre
los aminoacidos 103 y 195, la estructura de A. thaliana (Figura 11) mostré dos dominios de union
a ADN AP2 entre los aminoacidos 63 y 131 y entre los aminoacidos 167 y 225. El alineamiento
de secuencias mostré que la similitud de la secuencia de proteina AMWRI1 y CnWRI1 es media-
alta. Las regiones de los dos dominios conservados AP2 entre la proteina ChWRI1 y AMWRIA1

comparten una similitud especialmente alta (Figura 12).

99VY|_101
$
AtWRI1 , _
w w (430 aa)
(65-131aa) (167-225aa)
103VYL105
4
CnWRI1 i -
w w (342 aa)
(69-135aa) (171-229aa)

Figura 11. Caracteristicas estructurales de CnWRI1 (AFH68065.1) y AtWRI1
(NP_001030857.1). Cn-Cocos nucifera, At-Arabidopsis thaliana
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Figura 12. Alineamiento de secuencias de aminoacidos correspondientes al factor de
transcripcion WRI1 de A. thaliana (NP_001030857.1) y C. nucifera. (AFH68065.1). Rojo,
regiones con alta conservacion. Azul, regiones medianamente conservadas. Negro, regiones no
conservadas. Los cuadros verdes representan los dominios de unién al ADN y los cuadros negros
representan las regiones C-terminal y N-terminal.
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3.10. Caracteristicas estructurales de CnWRI1, EQWRI1 y PAWRI1.

El andlisis de secuencias de CnWRI1 pertenecientes a los integrantes de la familia Arecaceae
(AFH68065.1), E. guineensis EgWRI1 (XP_010922928.1) y Phoenix dactylifera PdWRI1
(XP_026661158.2), mostro la presencia de los dos dominios de union a ADN, entre los
aminoacidos 69-135, 171-229, 64-130, 166-224 y 64-130, 166-224 respectivamente (Figura 13).
Las secuencias de WRI1 fueron variables en longitud (337-342aa); se identificd el motivo

funcional (VYL) presente en todas las secuencias WRI1.

103WL105
4
CnWRI1 w w
(342 aa)
(69-135aa) (171-229aa)
98VYL100
4
EgWRI1 w w
(337 aa)
(64-130aa) (166-224aa)
98VYL100
$
PdWRI1 w w
(337 aa)
(64-130aa) (166-224aa)

Figura 13. Caracteristicas estructurales de CnWRI1 (AFH68065.1), EQWRI1
(XP_010922928.1) y PdWRI1 (XP_026661158.2). Cn-Cocos nucifera, At-Arabidopsis
thaliana, Pd- Phoenix dactylifera.

36




CAPITULO Il

3.11. Analisis filogenético

El arbol filogenético de las secuencias de aminoacidos de WRI1 de la familia Arecaceae muestra
2 grupos distinguibles (Figura 14). El primer grupo alberga secuencias de las 3 especies
representativas de la familia (C. nucifera, P. dactylifera y E. guineensis), ademas de dos
secuencias de WRI1 de A. thaliana y Z. mays (NP_191000.3 y NP_001137064.1), que se
expresan en embridn, mientras el segundo grupo contiene solo a C. nucifera y E. guineensis. En
amarillo se indica la secuencia analizada en este trabajo (AFH68065.1). Tambien se muestra un
“outgroup” que alberga una secuencia de E. guineensis. Las secuencias AFH68065.1 y
KAG1338252.1 que corresponeden a C. nucifera se albergan en un mismo nodo interno, lo que
indica su cercania filogenetica, ademas de estar cercanamente emparentada con las secuencias
que pertenecen a E. guineensis. Interesantemente la secuencia KAG1365549.1 de C. nucifera
se localiza en la misma rama donde se albergan las secuencias de A. thaliana 'y Z. mays. Las
secuencias de WRI1 en la famalia Arecaceae se compone por 5 secuencias de E. guineensis, 3
secuencias de C. nucifera y 3 secuencias de P. dactylifera. Los clados que componen el arbol

filogenético se encuentran respaldados con valores Bootstrap.

KAG1365549.1 ethylene-responsive transcription factor WRI1 Cocos nucifera

XP 010931490.1 ethylene-responsive transcription factor WRI1 Elaeis guineensis

450 XP 038979321.1 AP2-like ethylene-responsive transcription factor At1979700 partial Phoenix dactylifera

XP 038988594.1 ethylene-responsive transcription factor WRI1-like Phoenix dactylifera
- NP 001137064.1 Ethylene-responsive transcription factor WRI1 Zea mays
{ NP 191000.3 Integrase-type DNA-binding superfamily protein Arabidopsis thaliana
XP 010922935.1 ethylene-responsive transcription factor WRI1 Elaeis guineensis
7 . AFH68065.1 AP2/EREBP transcription factor WRI1 Cocos nucifera
{ KAG1338252.1 ethylene-responsive transcription factor WRI1 Cocos nucifera
XP 010922928.1 ethylene-responsive transcription factor WRI1 Elaeis guineensis
. AHX71676.1 ethylene-responsive transcription factor WRI1 Elaeis guineensis
—|: AHX71677.1 ethylene-responsive transcription factor WRI1 Elaeis guineensis

XP 026661158.2 ethylene-responsive transcription factor WRI1-like Phoenix dactylifera

Figura 14. Arbol filogenético de WRI1 de diferentes integrantes de la familia
Arecaceae. En amarillo se muestra WRI1 de C. nucifera.
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3.12. Diseiio de oligonucleétidos.

Utilizando el software “Oligo Quest Tool” de IDT DNA

Technologies
(https://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index), se

disefiaron los oligonucledtidos
especificos para cada gen tomando como molde las secuencias JQ040545.1 y MH017421.1
(Figura 15).

Parameter Set: General PCR (Primers only)
Sequence Name: gPCR WRI1
Amplicon Length: 125

Start Stop Length Tm GC%
Forward TGTATATCCTCCTCTCGATGTCC (Sense) 870 893 23 62 478
Reverse CACTCTCATCGCCTCCAAAG (AntiSense) 975 995 20 62 55

Base Sequence

TS

0| ¢

ACCTTTGGAGGCGATGAGAGTGGAAGT

fParameter Set: General PCR (Primers only)
Sequence Name: ANTIN
Amplicon Length: 125

Start Stop Length Tm GC%
Forward TGGTATCCACGAGACCACCT (Sense) 822 842 20 64 55
Reverse TCATACGGTCACCAATGCCC (AntiSense) 927 947 20 64 55

Base Sequence

Figura 15. Diseio de oligonucleoétidos especificos de WRI1 y Actina. En sentido
(verde), en reverso (rojo).
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La secuencia de oligonucledtidos disefiados en sentido y en reverso para la amplificacion

especifica de los genes WRI1 y actina de C. nucifera. se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Secuencia de los oligonucleétidos especificos y tamaio esperado para
los amplicones de los genes WRI1 y actina de C. nucifera. (F) en sentido, (R) en

reverso. Rojo. - tiempo real, Negro- punto final

Oligonucleétido Secuencia Tamaiio del
amplicon

CoWRI1gF TGTATATCCTCCTCTCGATGTCC 125pb

CoWRI1gR CACTCTCATCGCCTCCAAAG

CoWRI1pfF AAGAGTACGAGGAGATGCAAAC 563pb

CoWRI1pfR GCCTCCAAAGGTCTCAAACT

ActingF TGGTATCCACGAGACCACCT 125pb

ActingR TCATACGGTCACCAATGCCC

ActinpfF CACACGGTTCCGATCTATGAA 551pb

ActinpfR GATCCTCCAATCCAGACACTATAC
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3.13 Extraccion de acido ribonucleico (ARN).

La extraccion de ARN total se realizé a partir de embriones cigoticos en diferente estadios de
madurez, de dos variedades de cocotero. En la Figura 16 se muestra la integridad de los ARNs.
Se observan las bandas correspondientes a los ARNs ribosomales 28S y 18S. Dichos resultados

muestran que los ARNs son de calidad aceptable para continuar con los experimentos.

Alto Enano Alto Enano Alto Enano

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

28s \ )\ )\ J \ !

18s N N W bd

5s - -

Figura 16. Perfil electroforético de ARN de embriones cigéticos. Estadios inmaduro (carriles
9y 10), intermedio (5,6,7 y 8) y maduro (1,2,3 y 4) de la variedad Enano verde o Alto del Pacifico
respectivamente, siguiendo el protocolo TRIzol modificado. Gel de agarosa al 1% tefiido con
BrEt.

40




CAPITULO Il

3.14 Amplificacion de los transcritos de CnWRI1 por PCR punto final.

El analisis en geles de 1% de agarosa del patron de expresion de WRI1 de C. nucifera en
embriones cigoéticos, mostré un amplicon de 125 pb en todos los estadios de madurez (Figura
17). Interesantemente, CnWRI1 alcanza su mayor expresion en la variedad enana en el estadio
intermedio y disminuye en el estadio maduro (Figura 17), tal comportamiento también se reflejo

en el patrén de expresion relativa de dicho gen (Figura 18).

En el caso de la variedad Alto del Pacifico mexicano, en los geles de agarosa se observd mayor
expresion de CnWRI1 en el estadio inmaduro y disminuyé conforme aumenté el estadio de
desarrollo (Figura 17). Este comportamiento se confirmé al realizar la cuantificacion relativa de
la expresion de CnWRI1 (Figura 18). La amplificacién de la actina como gen de referencia, a
partir de la mezcla de los ADNc de los diferentes estadios de madurez, produjo el amplicon
esperado de 125 pb (Figura 17) cuya intensidad aparente, disminuyé conforme aumenta la
madurez del embrion. Es de resaltar que, la comparacion de la expresion relativa de WRI1 con

respecto a la actina como gen de referencia mantuvo valores de 1.
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var. Enana var. Alta

300 pb
200 pb
100 pb

Figura 17. Andlisis por electroforesis en geles de 1% de agarosa de los transcritos del gen WRI1 de
los embriones cigoéticos de C. nucifera. (1) marcador de tamafio de DNA, (2) mezcla de ADNc de los
estadios analizados, estadios de desarrollo (3) inmaduro, (4) intermedio y (5) maduro de la variedad
Yucatan Enano verde o (6) inmaduro, (7) intermedio y (8) maduro de la Alto del Pacifico mexicano. A la
izquierda de la Figura se muestran los valores en pb de los marcadores de tamano para el ADN. La flecha
indica la posicién del amplicon esperado.
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Figura 18. Analisis de la expresion relativa por PCR punto final del gen WRI1 de C. nucifera.
en embriones cigéticos de cocotero en tres estadios de desarrollo de las variedades
Yucatan Enano verde o Alto del Pacifico mexicano. En el eje de las X se observan los
diferentes estadios de madurez de los embriones cigéticos y las variedades, en el eje de las Y
se presenta la escala de expresion relativa con respecto al gen de actina como gen calibrador o
de comparacion interna.
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3.15. Secuenciacion de los productos de PCR

La Figura 19 muestra los electroferogramas en sentido y en reverso obtenidos de la
secuenciacion del amplicon de 125 pb.

h

Figura 19. Electroferogramas de didesoxinucleétidos producidos de la secuenciacién del
amplicén de 125 pb. En verde Adenina, en rojo, Timina, en azul Citosina y en negro Guanina.

La busqueda mediante la herramienta Blast en la plataforma del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica (NCBI, de sus siglas en inglés) mostré 98.72% de identidad con la
secuencia de WRI1 (JQ040545.1) de coco depositada en dicha base de datos.
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3.16. Analisis de la expresion génica del factor de transcripcion WRI1 en el embrion

cigotico de la variedad Alta del Pacifico mexicano

El analisis de PCR en tiempo real (QPCR), del patron de expresion del factor de transcripcion
WRI1, en embriones cigéticos de C. nucifera en diferentes estadios de desarrollo de la variedad
Alta del Pacifico mexicano, mostré que WRI1 se expresd en todos los estadios de desarrollo
(Figura 20). Interesantemente, en el estadio inmaduro WRI1 se sub-expresa pero alcanza su
mayor expresion en el estadio intermedio, mientras que en el estadio maduro su expresion
disminuye con respecto al resto de los estadios analizados (Figura 20). Es de resaltar que, en
los diferentes estadios, en el analisis de expresion relativa, el gen de referencia (actina) mantuvo
un valor de 1, es decir, su expresion fue constante en los diferentes estadios de maduracién. En
comparacion con dicho nivel de expresion, el factor de transcripcién WRI1 solo se sobre-expreso
en el estadio intermedio, dado que en las otras etapas sus valores de expresion relativa fueron

menores a 1.

3.17. Analisis de la expresidon génica del factor de transcripcion WRI1 en embriones

cigoticos de la variedad Yucatan Enano verde

El analisis de PCR tiempo real (QPCR) mostro el patron de expresion del factor de transcripcion
WRI1 en embriones cigoticos de C. nucifera correspondientes a los diferentes estadios de
desarrollo de la variedad Yucatan Enano verde. La expresion de WRI1 es casi constante en los
embriones de esta variedad (niveles basales), con un ligero incremento en el estadio maduro
(Figura 20). Es de resaltar, que la expresion de la actina como gen de referencia mantuvo un

valor de 1.
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Figura 20. Analisis de la expresion relativa por qPCR del factor de transcripcion WRI1 en
embriones cigéticos de C. nucifera inmaduros, intermedios y maduros de la variedad
Yucatan Enano Verde y Alto del Pacifico mexicano. La expresion de cada estadio se comparé
contra el valor del calibrador (Actina =1).
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CAPITULO IV
DISCUSION

Estudios previos senalan a WRI1 como el principal regulador en la acumulacion de aceite.
Debido a su importante papel ha sido utilizado en la bioingeniera para incrementar el
rendimiento de aceite vegetal, ademas de ser blanco de numerosas investigaciones en
plantas angiospermas (Tang et al., 2019; Qiao et al., 2022). WRI1 es una proteina con
caracteristicas de factor de transcripcion que se une a elementos de APETALA 2 (AP2)
/EREBP (proteina de unién a elementos sensibles al etileno) (Cernac y Benning., 2004;

Chapman y Ohlrogge., 2012).

Este factor de transcripcién tiene al menos un dominio AP2 conservado y desempefa un
papel importante en el crecimiento, el desarrollo y las respuestas al estrés en las plantas
(Fei et al., 2020).

El analisis filogenético mostré que de las 3 secuencias depositadas de WRI1 de C. nucifera.
la accesion KAG1365549.1 se agrupa con los WRI1 de A. thaliana 'y Z. mays cuya expresion
ha sido reportada en embriones. Interesantemente la secuencia AFH68065.1 se localizé en
un segundo grupo diferente, siendo agrupada con una secuencia mas de C. nucifera y
secuencias de E. guineensis, mostrando la cercania de estas dos especies, lo cual es de
esperarse sabiendo que el endospermo de coco es rico en aceite, del cual el 50% esta
constituido por acido laurico, el mesocarpio de la palma aceitera se caracteriza por un 90%
de aceite por lo cual ambas especies almacenan aceites en sus respectivos tejidos,
mientras que el mesocarpio de la palmera datilera contiene pocos niveles de aceite (Xiao
et al., 2019).

Se secuencié el producto de PCR obtenido con los oligonucledtidos especificos para
CnWRI1 y el ADNc de la variedad Alto del Pacifico mexicano de cocotero y se comparo con
la secuencia de WRI1 (JQ040545.1) que se encuentra en la base de datos y que
corresponde a una variedad de Hainan, China. La comparacion mostré un 98.72% de
identidad entre las secuencias. Esto podria deberse a que C. nucifera es una especie con
una gran variabilidad genética por su modo de reproduccion y su amplia distribucion
geografica (Limones et al., 2016), lo que genera diferencias genéticas naturales entre las
variedades. Por lo cual seria interesante secuenciar WRI1 de la variedad Yucatan Enano

verde y evaluar sus porcentajes de identidad.
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La mayoria de los genes WRI1, incluido AtWRI1, tienen siete exones; el tercer exén de los
cuales contiene solo nueve nucledtidos que codifican a tres residuos de aminoacidos,
valina, tirosina y leucina (VYL); este motivo esta altamente conservado en el primer dominio
AP2, el cual es un elemento clave de la estructura y funciéon de AtWRI1 (Ma et al., 2013; An
etal., 2017).

El alineamiento de las proteinas WRI1 de las Arecaceae, donde se incluye a C. nucifera
(Figura 10), mostré que los aminoacidos VYL se encuentran en la posicion 103, 104 y 105

de la estructura primaria del primer dominio AP2.

En Arabidopsis se ha mostrado que una mutacion puntual en el motivo "VYL" puede
provocar un mal funcionamiento de la proteina WRI1 (Ma et al., 2013). En ese estudio, se
sustituyeron los residuos de aminoacidos VYL de manera individual o en grupo. Al
cuantificar el contenido de acidos grasos en semilla mutantes en WRI1, se encontré que las
mutantes afectadas en un solo aminoacidos podian ser complementadas en su funcion. En
contraste, la mutante en los tres aminoacidos no pudo ser complementada y su rendimiento
de acidos grasos se redujo y su morfologia se vio afectada. Dichos resultados sugieren que
el motivo VYL desempefia un papel esencial en la funcién de WRI1, asi como en el

desarrollo de la semilla.

Adicionalmente, el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de WRI1 en la familia
Arecaceae, mostro sitios de fosforilacion en serina ~166, cercanos a los dominios de unién

a ADN, como se ha reportado en otras especies (Fei et al., 2021) (Figura 10).

El analisis de PCR en tiempo real revelé que en los embriones cigoéticos de la variedad Alto
del Pacifico mexicano, el factor de transcripcion WRI1 alcanzé su mayor expresion en el
estadio intermedio y mostré una disminucion en el estadio maduro (Figura 20). Estos datos
concuerdan con lo reportado por Sun (2020) en semillas de Arabidopsis. Adicionalmente,
Kanai et al. (2016) sefalaron que durante el desarrollo normal de semillas de Arabidopsis,
WRI1, mostré altos niveles de transcripcion durante la fase temprana del desarrollo de la
semilla y que comprendieron los dias 6 a 8 después de la floracion (DAF; por sus siglas en
inglés, Days After Flowering). Posteriormente en la fase tardia (10 a 14 DAF) los niveles de
transcripcién se redujeron considerablemente, lo que indica que WRI1 se expresa en etapas

tempranas del desarrollo en semillas de Arabidopsis.
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Ademas, se ha encontrado que la expresion de WRI1 aumenté entre los dias 15y 18 (etapa
intermedia de desarrollo) después de la floracion en Helianthus annuus (Moreno-Pérez et
al., 2021). Sun y colaboradores (2021) reportaron que en semillas de Paeonia ostii el nivel
de expresion de PoWRI1 fue mayor a los 50 DAF con respecto a los observados a los 30 o
70 DAF, mostrando una cinética de expresion similar a la observada en los embriones del

coco de la variedad Alto del Pacifico mexicano.

El analisis de qPCR en los embriones de la variedad Yucatan Enano verde (Figura 20) se
observo niveles basales de expresion del factor de transcripcion en los estadios tempranos
y alcanza su mayor expresion en el estadio maduro. Dicho comportamiento ha sido
reportado anteriormente en Gossypium hirsutum L. donde se evalué la expresion de genes
asociados a la biosintesis de FA en semillas en desarrollo (10, 20 y 30 DPA), y se observo
que WRI1 alcanz6 el mayor nivel de expresion el dia 30 de la evaluacion; ademas, el perfil

de expresion coincidioé con la acumulacion de TAG (Zhao et al., 2018).

Tomando en cuenta los antecedentes y los resultados en este trabajo se presenta un
modelo del patron expresion de WRI1 durante el desarrollo de embriones cigéticos en dos
variedades de cocotero. Para la variedad Alto del Pacifico mexicano el factor de
transcripcion WRI1 se expresa mayormente en estadios intermedios del desarrollo del
embridn cigotico y disminuye en estadios maduros (Figura 21), mientras que en la variedad
Yucatan Enano verde la expresion mantiene niveles basales conforme los estadios de

desarrollo se acercan a la madurez.

Se conoce que las variedades enanas tienen una baja calidad y rendimiento de copra por
lo que son mayormente utilizados para la obtencién de agua en estadios inmaduros,
mientras las variedades altas son destinadas como fuente de copra/aceite (Rajesh et al.,
2021).

En el analisis de qPCR se observd que, en la variedad Alto del Pacifico mexicano, los
niveles de expresion de WRI1 son 5 veces mas altos en la fase intermedia que los niveles

de expresion en la variedad Yucatan Enano verde. Y esos resultados son congruentes con
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la mayor acumulacién de acidos grasos y TAGs en el endospermo soélido de las variedades

altas (que es la fuente de copra), en comparacion con las enanas (Rajesh et al., 2021).

El presente trabajo proporciona evidencia para plantear el patrén de expresion de WRI1 en
embriones cigéticos de cocotero en tres estadios de desarrollo, ademas, el conocimiento
obtenido en este estudio constituye un acercamiento a la regulacion génica en tejido
embrionario vegetal, lo cual puede ayudar a futuras investigaciones en otras plantas

oleaginosas.

Aunque el patron de acumulacion de acidos grasos durante el desarrollo del cocotero ya ha
sido documentado (Arunachalam et al., 2021), los mecanismos de regulacidon génica en
tejidos especificos aun siguen en estudio, por lo que es posible que, en un futuro, el
conocimiento de genes, complejos enzimaticos y factores de transcripcion formen parte de
la red regulatoria de biosintesis de acidos grasos en plantas, y donde CnWRI1 tiene un

lugar fundamental.
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Figura 21. Modelo propuesto de la expresion del factor de transcripcion WRI1 en
embriones cigéticos de cocotero en diferentes estadios de desarrollo de las
variedades Alto del Pacifico mexicano y Yucatan Enano verde.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1. CONCLUSIONES GENERALES

¢ El analisis bioinformatico de la proteina deducida a partir del ADNc
obtenido del cocotero en este trabajo identificd el motivo “VYL”, que,
junto con los resultados del BLAST, apoya que se logré clonar uno de
los genes WRI1 de cocotero. Este gen se expresa en los embriones

cigoticos.

e La expresion de WRI1 en los embriones cigéticos de la variedad
Yucatan Enano verde mantuvo niveles basales en todos los estadios
evaluados. En la variedad Alta del Pacifico mexicano, la expresién de

WRI1 incrementd 5 veces en el estadio intermedio.

5.2. PERSPECTIVAS

La investigacion y trabajo futuro se centrara en analizar los cambios en el nivel de expresién
de CnWRI1 en otros tejidos de C. nucifera. Ademas, se trabajara en comprender las
funciones de los dominios y motivos de CnWRI1 y cdmo intervienen en su mecanismo de
accion. También es deseable que se evalle la expresidon por medio de otras metodologias
como hibridacién in situ'y con ello contribuir al conocimiento de este factor de transcripcion

en cultivos oleaginosos.
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ANEXO

ANEXOS

Tabla 5. Caracteristicas especificas de los oligonucleétidos disefiados para

este trabajo.

CoWRI1q Tipo Secuencia Longitud | Tm Porcentaje | Amplicén
de CG

Forward | TGTATATCCTCCTCTCGATGTCC 23 62.298 | 47.826

Primer

Reverse | CACTCTCATCGCCTCCAAAG 20 62.215 | 55

Primer

Producto 125
CoWRI1pf

Forward | AAGAGTACGAGGAGATGCAAAC | 22 62.088 | 45.455

Primer

Reverse | GCCTCCAAAGGTCTCAAACT 20 62.13 | 50

Primer

Producto 563
Actinq

Forward | TGGTATCCACGAGACCACCT 20 64.348 | 55

Primer

Reverse | TCATACGGTCACCAATGCCC 20 64.2 55

Primer

Producto 125
Actinpf

Forward | CACACGGTTCCGATCTATGAA 21 61.827 | 47.619

Primer

Reverse | GATCCTCCAATCCAGACACTATAC | 24 61.704 | 45.833

Primer

Producto 551
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ANEXO

Secuencia completa de nucledétidos del factor de transcripcion de interés, depositado en la
base de datos de NCBI.

>JQ040545.1 Cocos nucifera AP2/EREBP transcription factor WRI1 (WRIL1)
mRNA, complete cds
TATCGGCCATTACGGCCGGGGATCAACCAAACCAACAGTATATAATAAAATTAAAATTATCCCTTTCTAG
AGCATGACCCTCATGAAGAAGAAGTCTCCTCCATCTACTCCCCTCCCACCATCTCGTTCCTTTTCCGCTT
CACCATCCAGCTATGCACCCCTTTCTTCTCCTAATATGATCCCCGTTAACAAGTGCAAGAAGTCGAAGCC
AAAACAAAAGAAAGCTAAGAACTCAGATGAAGCCCACGTGGAAAGCAGTAGGAGATCAAGAAGCTCCATC
TACAGAGGGGTCACAAGGCACCGAGGGACTGGAAGGTATGAAGCTCACCTGTGGGACAAGAACTGGCAGC
ACCCGGTCCAGATCAAGAAAGGCAGGCAAGTTTACTTGGGAGCCTTTAATGATGAGTTGGACGCAGCACG
AGCTCATGACTTGGCTGCCCTTAAGTTCTGGGGTCCAGAGACAATTTTAAACTTCCCTGTGGAAATATAT
AGAGAAGAGTACGAGGAGATGCAAACCGTGTCAAAGGAAGAGGTGCTGGCTTCTCTTAGGCGCAGGAGCA
ACGGCTTTGCCAGAGGTACCTCTAAGTACCGTGGGGTGGCCAGGCATCACAAAAACGGCCGGTGGGAGGC
CAGGCTTGGCAAGGACTTTGGCTGCAAGTACATCTACTTGGGAACATACGCAACTCAAGAGGAGGCTGCC
CAAGCTTATGATTTAGCTGCTTTAGAATATAAAGGGCCAAATATAGTGACCAACTTTGCTAGCAGTGTCT
ATATGCATCGCCTACAGCCATTTATGCAGCTACTAGTGAAGCCTGGGACGGAGCCAGCACAAGAAGACCT
CAGTGTTATGCACATGGAAGCAACCGAGACAATTGATCAGACGGTGCCAAATGACGACCTGCCGGAGATC
TCATGGACCTTCGACATGGACCATGACTTTGGTGTATATCCTCCTCTCGATGTCCCAATTGAGGATGATC
TACAAGACATCTTGAATGATCTCAACTTGGAGGACAACATTGAGCACCTCTTTGAAGAGTTTGAGACCTT
TGGAGGCGATGAGAGTGGAAGTGATGGTTTGAGTGCAACAAAGGATGCCTAGGGGAGGAGAGTGGTTTGA
AGGTGGAGGACATGGCATCTCACGTGAACTCGGTTTCCTGCCCTCCTCAAAAGTATTGTCTGCTTTTAGA
AATCTTGTCTATGTGAGCCTTTCTTGTCTGAGGGTGTATTGGTGGGTCGATTGGAGTCAGGAGCCTAATA
CGCCTTTGAATCTGTCAGGGGATATGTTCAGTTTCAATTCTAGCTAGTTTTCTTTTCTTTTCTTTTTTTT
TTCTTCAGTCGCCAGTCTGGTACTCTGTTGAATATTATGGTGTGCTTCTTGTTTAGCTGTTCTTTTTCTT
CTCCCTTTTAGAGTCCAACATATTTATGTATGTTTTGATGTAATGGGGTATGCTGGCAGACAACTTGATA
TATGT

Secuencia cds de nucledtidos del factor de transcripcion de interés, depositado en la base
de datos de NCBI.

>JQ040545.1:74-1102 Cocos nucifera AP2/EREBP transcription factor WRI1
(WRI1) mRNA, complete cds
ATGACCCTCATGAAGAAGAAGTCTCCTCCATCTACTCCCCTCCCACCATCTCGTTCCTTTTCCGCTTCAC
CATCCAGCTATGCACCCCTTTCTTCTCCTAATATGATCCCCGTTAACAAGTGCAAGAAGTCGAAGCCAAA
ACAAAAGAAAGCTAAGAACTCAGATGAAGCCCACGTGGAAAGCAGTAGGAGATCAAGAAGCTCCATCTAC
AGAGGGGTCACAAGGCACCGAGGGACTGGAAGGTATGAAGCTCACCTGTGGGACAAGAACTGGCAGCACC
CGGTCCAGATCAAGAAAGGCAGGCAAGTTTACTTGGGAGCCTTTAATGATGAGTTGGACGCAGCACGAGC
TCATGACTTGGCTGCCCTTAAGTTCTGGGGTCCAGAGACAATTTTAAACTTCCCTGTGGAAATATATAGA
GAAGAGTACGAGGAGATGCAAACCGTGTCAAAGGAAGAGGTGCTGGCTTCTCTTAGGCGCAGGAGCAACG
GCTTTGCCAGAGGTACCTCTAAGTACCGTGGGGTGGCCAGGCATCACAAAAACGGCCGGTGGGAGGCCAG
GCTTGGCAAGGACTTTGGCTGCAAGTACATCTACTTGGGAACATACGCAACTCAAGAGGAGGCTGCCCAA
GCTTATGATTTAGCTGCTTTAGAATATAAAGGGCCAAATATAGTGACCAACTTTGCTAGCAGTGTCTATA
TGCATCGCCTACAGCCATTTATGCAGCTACTAGTGAAGCCTGGGACGGAGCCAGCACAAGAAGACCTCAG
TGTTATGCACATGGAAGCAACCGAGACAATTGATCAGACGGTGCCAAATGACGACCTGCCGGAGATCTCA
TGGACCTTCGACATGGACCATGACTTTGGTGTATATCCTCCTCTCGATGTCCCAATTGAGGATGATCTAC
AAGACATCTTGAATGATCTCAACTTGGAGGACAACATTGAGCACCTCTTTGAAGAGTTTGAGACCTTTGG
AGGCGATGAGAGTGGAAGTGATGGTTTGAGTGCAACAAAGGATGCCTAG
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ANEXO

Secuencia de aminoacidos, depositado en la base de datos de NCBI.

>AFH68065.1 AP2/EREBP transcription factor WRI1 [Cocos nuciferal]
MTLMKKKSPPSTPLPPSRSFSASPSSYAPLSSPNMIPVNKCKKSKPKQOKKAKNSDEAHVESSRRSRSSIY
RGVTRHRGTGRYEAHLWDKNWQHPVQIKKGRQVYLGAFNDELDAARAHDLAALKFWGPETILNFPVEIYR
EEYEEMQTVSKEEVLASLRRRSNGFARGTSKYRGVARHHKNGRWEARLGKDFGCKYIYLGTYATQEEAAQ
AYDLAALEYKGPNIVTNFASSVYMHRLQPFMQLLVKPGTEPAQEDLSVMHMEATETIDQTVPNDDLPEIS
WTFDMDHDFGVYPPLDVPIEDDLQDILNDLNLEDNIEHLFEEFETFGGDESGSDGLSATKDA
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ANEXO

Arbol filogenético de WRI1 correspondiente a especies monocotiledéneas

AHXTIG76.1 ethyleneresponse vanseripton factor WRI! Elais quineensis
AHXTIGTT.1 ethyleneresponse vanseripton factor WRI! Eleis quineensis
XP 010622620.1 ethylne.responsiv ranscriton factor WRI1 Elacis quineensis
AFHB8085 1 AP2IEREBP transeriion factor WRIT Cocos nuciera

KAG1326252 1 ehylene-responsive transeription factor WRIT Cocos nucifera

XP 0268511582 WRt

XP 010022935 1 wai

KAG1365649.1 ehylene responswe transcription factor WRIT Cocos nuciera

XP 010831490 1 ethylne responsive transcrigtion factor WRI1 Elaeis guneensis

XP 03B98Es04.1 ¥

XP 036979321.1 AP:

onv7ae2r.

XP 020101562 1 AP: 1

XP 0201015621 AP:

KAHTBS2083.1 AP

XP 020113716 1 rolundata

XP 042457813 1 ethylene-esponsive ranscripton factor WRIT-ik iscform X1 Zingber offcinale

XP 0424831611 elhylene responsive ranscrpton factor WRIT ke isoform X1 Zingiber offcnale

KAGBE25002.1 hypolhetical proein ZIOFF 014954 Zingber ofcinale

4|

X 024831621 @ o

XP 0424578151 o

XP 000411767.1 i
’—[ (CAG1831011.1 unnamed protein product Musa acuminata subsp. malaccensis

THUB88S2 1 hypatheticalprotein C4D50 MbOSI03840 Musa balbisiana

XP 042385901.1 ethylne-responsive transcrigtion factor WRI1-ike Zingiber offcinale

XP 042380858 1 ethylne-responsive transerigion factor WRI1-ike Zingiber offcinale

XP 009200661 2 PREDICTED: AP: malaccensis
(CAG1849048 1 unnarme proten product Musa acuminala subsp. malaccensis
[ XP 042384970.1 ethylene-responsive transcription factor WRI1-ike Zingiber offcinale

XP 042377810.1 elhylne:responsive transcription factor WRI1-tke Zingiber offcinale

KAGBS15318.1 hypolhetcal proein ZIOFF 025710 Zingiber oficinale

KaG2s1

72.1 hypothetcal protein PVAR13 SNG304781 Panicum virgatum

XP 030824645.1 AP:

XP 042302230.1 AP: X1 Zingiber offcinale

XP 042396004.1 AP:

KAHTBT231.1 AP

KAHTT2322.1 AP

XP 020119320 1 xt fotundata

AGIB2041 1 AP2-6 Erycina pusita

XP 020583920 1 elhylene.

KAHO457452.1 hypothetical protein EQ34 012767 Dendrobium chrysoloxum

XP 020680660.1

KAGS01777.1 hypothetical rotein KFK0S 016722 Dendrobium nable:
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ANEXO

Alineamiento de secuencias de aminoacidos de tres accesiones del factor de transcripcion
WRI1 de C. nucifera.

Description Scientific Name LT3 Em) 60 E hec e g
'p - Score Score Cover value Ident Len Accession
v v - v
AP2/EREBP transcription factor WRI1 [Cocos nucifera) Cocos nucifera 717 717 100% 00 100.00% 342 AFH680651
athylen. ive transcription factor WRI1 [Cocos nucifera) Cocos nucifera 611 611 99% 00 89.09% 309 KAG1338252.1
ethylene-responsive transcription factor WRI1 [Cocos nucifera) Cocos nucifera 380 380 89% 1e-127 6384% 374 KAG13655491
......... 10 cccccccc oW occccsssoaMeccocssscMWoicencee s

AFH68065_1 AP2 MTLMKKKSPP STPLPPSRSF SASPSSYAPL SSPNMIPVNK --CK-KSKPK
KAG1338252 1 et ~--MKKKSPP STPLPPSRSF SASPSSYAPL SSPNMIPVNK --CK-KSKPK
KAG1365549_1 et ~---MKKSPP SPPLPSSRSS SSSPSNHAPL SSSNVIPVNK PQSKSKSKPK

AFH68065_1 AP2 QKKAKNSDEA HVESSRRSRS SIYRGVTRHR GTGRYEAHLW DKNWQHPVQI
KAG1338252 1 et QKKAKNSDEA HVESSRRSRS SIYRGVTRHR GTGRYEAHLW DKNWQHPVQI
KAG1365549_1 et HKKAKNPDNA HSESIRR-RS SIYRGVTRHR WTGRFEAHLW DKNWQHPLHN

..... @ 0. ... 1200130 0L L. 150
AFH68065_1 AP2_ KKGRQVYLGA FNDELDAARA HDLAALKEWG PETILNFPVE IYREEYEEMQ
KAG1338252_1 et KKGRQ---GA FNDELDAARA HDLAALKEWG P!

KAG1365549_1 et KRGRQVYLGA YDAEVDAART HDLAALKFCG PEATLNFPVE MYTEECEEMQ

......... | | JRURpR R ¥ | JYApaap | [ . ST R Y .
AFH68065_1 AP2 TVSKEEVLAS LRRRSNGFAR GESEXRGUVARNHEENGRENEARIIGEDEGORYD
KAG1338252 1_et SMSKEEVENSHURRRSNGEARNGUIDESSY- - -~ --------~--
KAG1365549 1 et TMSREEWVAS LRRRSNGrARIGVSEYRGVARNEENNGRNEARIGIVIGYRYD

......... 2 oo snes s 2Wes os s v ndMWes o o s 5:800iis ais 5o nis o 20
AFHE68065_1 aAr2 FHGEYATOEENANCAYDIANDNEYKGENIVEN rassVYMHRL QPFMQLLVKP
KAG1338252 1 et —=~-~-~ ATOEEANOAYDIANDEYRGPNDVTN FASSVYMHRL QPFMQLLVKP
KAG1365549 1 et YLGTYETEEE AAQAYDLAAL QYKGPNAMTN FNSCLYVNCP QPCIKLPPKL

& B s 1 et 502005 5 i s 575 5 BMers) ok i win 5i2MMaci vis s s A IDae 55 s s 00
AFH68065_ 1 AP2 GTEPAQEDLS ------ VMHM EATETIDQTV PNDD-LPEIS W-TFDMDHDr
KAG1338252 1 et GTEPAQEDLS ~-=-=-=-~-- VMHM EATETIDQTV PNDD-LPEIS W-TFDMDHDr

KAG1365549_1 et EMEPGRKEFS PLQEARVVPM EPTESIDQTV SSDDILDTIS WSTSGMDDYF

cessssnas 3M0. .o 320. o000 e B Mo 350
ArH68065_1 AP2 GVYPPLDVPI --EDDLQDIL NDLNLEDNIE HLFEEFETFG ---GD---ES
KAG1338252_1 et GVYPPLDVPI --EDDLQDIL NDLNLEDNIE HLFEEFETFG ---GD---ES

KAG1365549_1 et DAYPVLDLTV GCSDDLYDLS NNIGFEDNIE HFFEGFETFG CSEGSLIREE

AFH68065 1 AP2 GSDGLSATKD A--=-=-===== ========-
KAG1338252 1 et GSDGLSATKD A---====== =====—==-
KAG1365549 1 et GQVKEAGVKE DMESQVNSIS YPLQISICS

O Dominio AP2 E Dominio AP2 B Motivo VYL
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