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Resumen

Mammillaria bombycina (M. bombycina) es una cactacea que se distribuye en la
region central de México, en los ultimos afios ha sido objeto de estudio debido a su facil
adaptacion a las condiciones del cultivo in vitro, y reinsercién a su habitat natural, asi como
potencial de planta modelo para uso biotecnoldgico. En este trabajo se realizé el
transcriptoma de novo de M. bombycina bajo condiciones in vitro. Las muestras de RNA,
fueron secuenciadas por medio de RNA-seq a través del método Illumina, obteniendo un
promedio de 24 millones de lecturas limpias. A partir de la anotacion de las secuencias se
generaron 84,975 transcritos, de los cuales el 55 % de ellos son unigenes. Entre estos, se
identificd la presencia de 13 isoformas de genes que pertenecen a Glioxalasa I, Il y Ill. La
expresion qRT-PCR de MbGLYI-1, MbGLYII-2 y MbDJ-1 aumentaron su expresion bajo
condiciones in vitro y deshidratacion a 6 y 24 h. También se identificaron dos isoformas del
factor de transcripcion DREB y una isoforma CDPK, las cuales fueron caracterizadas y
validadas bajo la expresién génica de MbDREB1 y MbCDPK1, los cuales aumentaron
considerablemente su expresién bajo congelamiento (1'y 2 h) y con Acido abscisico (ABA)
a 15 miny 1 h. De igual manera se identificaron quince isoformas de genes que codifican a
a-expansinas y cinco para B-expansinas, las cuales se analizaron y caracterizaron de
manera bioinformatica, prediciendo que cada una de ellas esta de forma activa en la planta.
El ensamble de novo del transcriptoma de M. bombycina queda como modelo de estudio
para trabajos futuros en cactaceas, asi como también la posibilidad de obtener

herramientas génicas de interés en distintas areas de estudio.
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Abstract

Mammillaria bombycina (M. bombycina) is a cactus that is distributed in the central
region of Mexico. In recent years it has been the object of study due to its easy adaptation
to in vitro culture conditions, and reintegration into its natural habitat, as well as a potential
model plant for biotechnological use. In this work, the de novo transcriptome of M.
bombycina was performed under in vitro conditions. The RNA samples were sequenced by
RNA-seq using the Illlumina method, obtaining an average of 24 million clean reads. From
the annotation of the sequences, 84,975 transcripts were generated, of which 55% of them
are unigenes. Among these, the presence of 13 gene isoforms belonging to Glyoxalase |, Il
and lll was identified. The qRT-PCR expression of MbGLYI-1, MbGLYII-2 and MbDJ-1
increases its expression under in vitro conditions and dehydration at 6 and 24 h. Two
isoforms of the transcription factor DREB and one CDPK isoform were also identified, which
were characterized and validated under the gene expression of MbDREB1 and MbCDPK1,
which greatly increased their expression under freezing (1 and 2 h) and with abscisic acid.
(ABA)) at 15 min and 1 hour. Likewise, fifteen isoforms of genes encoding a-expansins and
five for B-expansins were identified, which were analyzed and characterized
bioinformatically, predicting that each of them is active in the plant. The de novo set of the
transcriptome of M. bombycina remains as a study model for future work in cacti, as well as

the possibility of obtaining genetic tools of interest in different study areas.
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1. Introduccion

En la actualidad los organismos vegetales estan expuestos a constantes cambios
en el ambiente, los cuales la mayoria de ellos son desfavorables o estresantes y
comprometen su crecimiento y desarrollo; la mayoria de las veces estos cambios incluyen
al estrés abidtico, por lo que buscar soluciones biotecnolégicas que ayuden a tolerar o
contrarrestar estos efectos en las plantas se ha convertido en un tema primordial en la
ciencia. Anteriormente la mayoria de los estudios realizados con relevancia cientifica se
hacian en especies modelo como Arabidopsis thaliana, Zea mays y Glycine max, entre otras
ya que, se consideraban especies modelo debido a que se creia que daban solucién a
problemas de distinta indole solo por el hecho de tener caracteristicas deseadas en el
ambito econémico o bien por su alta reproduccién y facil manejo a nivel de laboratorio.
August Krogh, (1929), mencioné que “para un gran numero de problemas, habra una

especie de eleccion, o unas pocas especies, a los cuales convenga estudiar”.

Sin embargo, en afos recientes se ha observado que esto no es asi, dado que los
problemas que aquejan a nuestro entorno superan las necesidades econdémicas. Esto se
refiere a que muchas especies modelo no dan respuestas a diferentes problematicas,
debido a que no mantienen su homeostasis bajo condiciones de aridez, no resisten altas
temperaturas ni al estrés hidrico, entre otros. Debido a estas limitantes, el uso de
organismos no modelo como son las especies extremofilas son de gran relevancia, ya que
dan un panorama general a situaciones en las cuales los organismos tienen capacidades

genéticas y metabdlicas distintas.

Las cactaceas son uno de los organismos que a través de los afios han presentado un
sistema desarrollado con un sin fin de respuestas y adaptaciones que les permiten
sobrevivir bajo distintos tipos de ambientes, esto gracias a los sensores de estrés y el papel
que juegan los organulos de estos organismos en la deteccion en respuesta a distintos
estimulos. Sin embargo, aun no se ha explotado el enorme potencial biotecnolégico que

estos organismos nos pueden brindar a nivel génico.

Un ejemplo de lo anterior es el uso de M. bombycina Quehl es una planta perteneciente a
la familia Cactaceae. Se localiza y es nativa del estado de Aguascalientes y a pesar de que
se le considera una planta no modelo, en la Universidad Auténoma de Aguascalientes se
han desarrollado varios proyectos en los cuales se ha adaptado a un sistema in vitro,
observado su facil y rapida reproduccion.
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Asi como también se han identificado y observado la actividad de genes responsables de
la expresion de la proteina LEA tipo 2, entre otros, por lo que el uso de la Secuenciacion de
Nueva Generacion (SNG) en este organismo, para la identificacion de genes relacionados
con algunas rutas reguladoras y funcionales en la especie bajo condiciones in vitro es

necesario para comprender como se esta comportando a nivel de expresion génica.

Cabe resaltar que en la actualidad hay genes y grupos de genes que no se han identificado
en cactaceas, en especifico en M. bombycina como son la familia génica de las Glioxalasas,
la expresion de factores de transcripcion tales cémo DREB y CDPK, genes que codifican a
subfamilias de las expansinas que tienen una gran relevancia en la deshidratacion y la

rehidratacion de las plantas.

Por estas razones en este trabajo se realiz6 el transcriptoma de novo de M. bombycina, asi
como las anotaciones de este bajo condiciones in vitro, permitiendo conocer de manera
integral la regulacion génica coordinada, su funcién y el trabajo de algunos grupos de genes
en conjunto bajo esta misma condicion particular.

Se analizaron y validaron algunos genes expresados bajo condiciones de estrés abibtico,
por lo que se observo la expresion aumentada de grupos de genes relacionados a la
proteccién y homeostasis celular en plantas como son la familia de genes que codifican a
glioxalasas de tipo |, Il y DJ-1, factores de transcripcién DREB y CDPK, asi como también
algunos grupos de genes que codifican para a-expansinas y B-expansinas. Esto como base
para la busqueda de genes potenciales y diferentes herramientas moleculares ayudando al
enriquecimiento de la informacién ya existente, teniendo asi, un panorama mas amplio de
como se esta comportando la planta bajo estas circunstancias, ademas de tener una

evidencia de que M. bombycina es ideal como modelo de estudio en cactaceas
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2. Antecedentes

2.1. Cactaceas

Las cactaceas pertenecen al reino Plantae, division Magnoliophyta, clase
Magnoliopsida, orden Caryophyllales y familia Cactaceae, son un grupo de
aproximadamente 1,450 especies, las cuales se dividen en aproximadamente cuatro
subfamilias Periskioideae, Opuntioideae, Maihuenioideae y Cactoideae; ésta ultima esta
constituida por un gran numero de géneros y especies, la cual se encuentra a lo largo del

continente americano (Anderson, 2001).

Las cactaceas poseen adaptaciones en su morfologia a partir de su necesidad de sobrevivir
a condiciones de aridez, un ejemplo de esta evolucion es la de la extrema suculencia en la
mayoria de sus organismos, resalta de una manera extenuante la presencia de estos

individuos en las regiones secas del mundo.

Son faciles de identificar a simple vista, a pesar de su extraordinaria diversidad de formas
de crecimiento; diferentes especies de cactus han sido estudiadas como modelos en
plantas anatémicas y estudios fisiolégicos, sin embargo, son pocos los estudios realizados
a nivel molecular, por lo que abren una brecha importante para entender como llevan a cabo
todos los procesos metabdlicos necesarios para sobrevivir a ambientes extremos
(Shishkova et al., 2008, Hernandez- Hernandez et al. 2011).

Uno de los géneros representantes de la subfamilia Cactoideae es el de Mammillaria, ya
que hasta la fecha lo componen 166 especies, destacando que alrededor del 90% de estas

se encuentran en nuestro pais (Hernandez et al. 2011)

Un ejemplo caracteristico y poco estudiado de la subfamilia antes mencionada, es
Mammillaria bombycina Quehl (M. bombycina), la cual, se encuentra en los estados de
Jalisco y Aguascalientes, crece en el matorral subtropical en el municipio de Calvillo (en el
suroeste de la entidad) y en selva baja caducifolia en el mismo municipio (Meza-Rangel et
al. 2014), asi como también en el Area Natural Protegida (ANP) Monumento Natural Cerro
del Muerto se encuentra ubicado en los municipios de Aguascalientes y Jesus Maria (Rivera
et al. 2018). Esta especie se encuentra sujeta a proteccion especial, debido a que el sobre
pastoreo, el cambio de uso de suelo que hay en la regidn y sobre todo la sobre explotacion
por su gran valor ornamental han mermado de forma considerable a esta especie (NOM-
059, 2010, Lustre et al. 2012).
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M. bombycina es una planta en forma de bulbo, con los apices ligeramente hundidos

cubiertos por pelos blancos, mide aproximadamente 20 cm de alto y 6 cm de diametro,

tiene axilas con lana blanca abundante y cerdas, en el apice esta lana cubre los

tubérculos, las areolas son redondeadas al principio con poca lana y después son

alargadas y desnudas, tienen espinas blancas cortas y espinas curvas marrones mucho
mas largas, rigidas y delgadas (CONABIO, 2008).

Las cactaceas son plantas que tienen un Metabolismo Acido de las Crasulaceas, al cual

también se le conoce como metabolismo CAM (por sus siglas en inglés), mecanismo que

ha surgido de la necesidad de disminuir la perdida de energia durante la fotorrespiracion,

el cual se caracteriza por tener dos etapas:

A)

La que se lleva a cabo durante la noche, en la que efectua la formacion del
aceptor primario del CO,, fosfoenol-piruvato (PEP) a partir de carbohidratos no
estructurales en las células fotosintéticas, también se genera la fijacion del CO;
por la enzima PEP carboxilasa (PEPC) en el citosol y sintesis del acido malico,
asi como el almacenaje del acido malico (como ion malato) en la vacuola central
de las células fotosintéticas.

Por esta razon la apertura de los estomas se da durante la noche, de esta
manera se minimiza la pérdida de agua por transpiracién, puesto que la
temperatura de los tejidos es mas baja y por tanto los gradientes de
concentracion de vapor de agua desde la hoja al aire son considerablemente
menores que los valores en el dia. Este mecanismo de concentracién de didxido
de carbono permite disminuir la probabilidad de que entre un Oz en el sitio activo
de la Ribulosa-1,5 bifosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco) por lo que la
eficiencia fotosintética es mayor, este tipo de plantas deben hacer frente al calor
extremo y a la sequia y mantener una toma neta de CO; durante todo el afio.
Durante el dia: se lleva a cabo la liberacion del malato de la vacuola hacia el
citosol, después descarboxilacion del malato en el citosol se comienza a liberar
de CO. y formacion de compuestos de tres carbonos (piruvato o PEP); se activa
la asimilacion del CO: liberado en los cloroplastos por la enzima Rubisco,
seguida por el ciclo de Calvin-Benson y la regeneracion de carbohidratos de
almaceén o gluconeogénesis.

La liberacién de malato de la vacuola durante el dia debe estar estrechamente

orientado al metabolismo para que coincida con la tasa de descarboxilacion de
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malato en el citoplasma y el flujo de carbono en la gluconeogénesis, sin
embargo, las especies con metabolismo tipo CAM se ha estudiado relativamente
poco a nivel molecular, sobre todo en la expresion génica que se lleva a cabo

durante estos procesos metabdlicos (Rodriguez et al. 2016).

21.1. Mammillaria bombycina como modelo de estudio

En la actualidad son muy pocas las especies a las que se les considera como
modelo de estudio, ya que, la mayoria de ellas tienen una gran importancia econémica, son
de facil manejo en el laboratorio, su crecimiento y desarrollo es relativamente rapido, entre
otros. Sin embargo, las caracteristicas gendmicas de estas especies distan de las

caracteristicas gendmicas ideales de un organismo modelo (Russell et al. 2017).

El uso de especies no modelo para su estudio en el area de la ciencia, es de gran
importancia, debido a que muchas de estas tienen un gran potencial biotecnoldgico, un
ejemplo de esto, son los trabajos que se han realizado por la Universidad Autonoma de
Aguascalientes en la especie M. bombycina, entre los que se encuentran los estudios
realizados por meza- Rangel y colaboradores en el afio 2014, en donde identificaron su
ubicacién geografica en el estado de Aguascalientes, asi como la importancia econémica y
ecoldgica de la misma, el relevante estudio molecular realizado por Hernandez- Camacho
y colaboradores (2016), en donde identificaron proteinas tipo LEA y vieron su expresién
bajo distintos tratamientos de estrés abidtico su propagacion in vitro, siendo este uno de los
mas importantes, ya que, M. bombycina es una especie que se encuentra sujeta a
protecciéon especial segun la legislacion ambiental federal mexicana debido a la
sobreexplotacion y saqueo (NOM-059, 2010). Por lo que tener a este organismo bajo
condiciones in vitro permite aprovechar todos los beneficios que nos brinda esta técnica
como es la conservacion de germoplasma, la propagacién masiva para el uso de las
plantulas en experimentos donde se utilice un gran numero de plantas, produccion de
metabolitos secundarios, mejoramiento genético y todo lo anterior bajo condiciones
controladas, de esta manera, las variables de los experimentos realizados en estos

organismos son muy reducidas (Hernandez et al. 2016).

Por esta razén el uso de M. bombycina es ideal para realizar el analisis del Transcriptoma
bajo condiciones in vitro y asi conocer algunos de los procesos y rutas metabodlicas que

este organismo utiliza para mantener su crecimiento y desarrollo bajo estas circunstancias,
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ademas de enriquecer la casi nula informacién que se tiene de organismos en cultivo in

vitro.

2.2. Transcriptoma

Cuando se habla del transcriptoma, se hace referencia al analisis de todos los
transcritos (MARN) presentes en una célula, tejido u érgano, en un tiempo y situacion
fisioldgica especifica en la que se encuentra el organismo, teniendo en consideraciéon que
a cada cambio de estimulo o condicién la expresién de los transcritos puede variar, esto
debido a que los genes se transcriben de manera individual, por lo que si el organismo en
cuestién recibe estimulos ya sean positivos o negativos, van a encender o apagar los genes
necesarios para mantener la homeostasis del mismo, iniciando o bloqueando la

transcripcién de cada uno de ellos (Rodriguez et al. 2018).

De este modo, la cantidad de moléculas transcritas es proporcional a la respuesta a una
condicion determinada en la cual un gen tiene una participacién importante. De igual
manera hay genes que permanecen apagados en la célula, sin embargo, bajo ciertos
estimulos o circunstancias particulares o atipicas estos genes recobran su actividad
iniciandose entonces asi la transcripcidon, de esta manera las respuestas a las preguntas
de donde, cébmo y cuando es generado un transcrito bajo una condicién dada es

fundamental para el entendimiento de la actividad biolégica de un gen (Bhowal et al. 2020).

Hoy en dia hoy se desconoce la funcion de la totalidad de genes involucrados en una
situacion especifica, radicando aqui la importancia del estudio amplio y sustancial del
transcriptoma del organismo de interés, permitiendo conocer de manera integral la
regulacion génica coordinada, su funcién y el trabajo de los grupos de genes en conjunto
bajo un misma condicion particular, o bien, observando de manera individual un solo gen
de interés conociendo los patrones empalme, modificaciones transcripcionales, entre otros
(Marguerat y Bahler, 2010).

La realizacion del transcriptoma completo consta de 4 etapas para que las secuencias

obtenidas de la secuenciacién masiva tomen relevancia y puedan traducirse en informacién

legible. En la primera etapa, se debe de definir de manera adecuada el organismo del cual

se va a obtener el material genético (en este caso mARN). La segunda etapa, es la division

de la muestra en bibliotecas o librerias de cDNA de un tamano determinado, en la cual se

le afiadiran un pequenio indice (barcoding) que permite la secuenciacion de varias muestras
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y un adaptador que permite que los fragmentos a secuenciar puedan adherirse al soporte
del secuenciador que se va a utilizar. La tercera etapa es la secuenciacion propia de la
muestra marcada y la cuarta y ultima etapa es el analisis bioinformatico post secuenciacion
de las secuencias obtenidas para poder realizar la interpretacion de los resultados
(Hernandez et al. 2019).

En la cuarta etapa es importante destacar que a partir de la tecnologia de RNA-seq se
puede aplicar para especies modelo o especies muy estudiadas, en las cuales se tiene
informacion gendmica previa, como puede ser un genoma de referencia, el cual, al obtener
las lecturas del secuenciador, primeramente, se realiza un mapeo, empatando las
secuencias obtenidas con las ya existentes (Shi et al. 2010, Voineagu et al. 2011). Sin
embargo, cuando se obtienen las lecturas secuenciadas de un organismo no modelo o bien,
de un organismo del cual no se obtiene ninguna informacién gendmica previa, se le
considera que se realizara un analisis transcriptéomico de novo, en el cual, al obtener las
lecturas previamente secuenciadas, primeramente se tiene que realizar un ensamble de las
secuencias cortas en transcripciones que van a permitir la reconstruccion completa, la
identificacion y clasificacion de todos los genes expresados bajo una condicion en
particular, visualizar los niveles de transcripcién de cada uno de ellos y separar isoformas
(Grabherr et al. 2011; Zhao et al. 2011).

Como un ejemplo de lo anterior, se encuentra el transcriptoma realizado por Ibarra y
Zamudio (2015) en el organismo Lophophora williamsii, en el que observaron el nivel de
expresion de varios genes involucrados en la produccién de mezcalina, involucra las
anotaciones del transcriptoma y la validacion de algunos genes de interés al cambio de una

circunstancia especifica.

De igual manera el trabajo realizado por Rodriguez et al (2018) en el que centraron su
investigacion en la expresion diferencial del Transcriptoma en la especie Pachycereus
pringlei, donde se analizé la regulacion génica en el crecimiento determinado de la raiz
primaria como consecuencia del agotamiento del meristemo apical (RAM), por lo que se
llevo a cabo la construccién del transcriptoma de novo en tres etapas del desarrollo de esta
especie, haciendo una comparacion de cada una de las diferencias de expresiéon
transcripcional del crecimiento primario del apice de la raiz para cada una de las etapas

mencionadas.
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2.3. Relevancia de la expresion génica plantas

Las plantas a través del tiempo han presentado un sistema desarrollado con un sin
fin de respuestas y adaptaciones que les permiten sobrevivir bajo distintas circunstancias,
un ejemplo de esto son los sensores de estrés y el papel que juega la funcion de los
organulos en la deteccion en respuesta a distintos estimulos (Luttge, 2004). Al cambiar la
condicion en la que se encuentra el organismo de una forma desfavorable, las plantas
presentan 2 sefales, en las cuales responden al estrés primario mientras que otros,
responden principalmente con sefiales secundarias. Las sefiales primarias se componen
principalmente del estrés osmotico, la segunda sefial se compone de varios y complejos
efectos, como son, estrés oxidativo, dafio a los componentes celulares como son los lipidos
de membrana, desnaturalizacion de proteinas y acidos nucleicos, disfuncion metabdlica,
etc, (Zhu JK, 2002). Sin embargo, los mecanismos gendémicos y moleculares no han sido

bien estudiados.

Los cambios que se generan en la planta producidos por cualquier tipo de estrés en el
plegamiento de proteinas se asocian a las sefiales generadas en los organulos en conjunto
como lo son el reticulo endoplasmico, cloroplasto, mitocondria, peroxisoma, nucleo y pared
celular, esto para regular la expresion de genes sensibles al estrés y restaurar la actividad

de aquellos que mantienen la homeostasis celular, como se muestra en la Figura 1.

Figura 1. Respuesta de organulos celulares ante el estrés. Las sefiales generadas por el
estrés de todos los organulos en conjunto para mantener la homeostasis celular, genera

una adaptacioén de la planta ante varios tipos de estrés (Zhu, 2016).
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La sefial inicial provocada por el estrés abidtico es percibida por receptores que se
encuentran en la membrana celular, que con la activacion inician o suprimen una cascada
de ftransduccion de senales de las células, mediante eventos de fosforilacion vy
desfosforilacion por medio de proteinas cinasas y fosfatasas (Zhu, 2016). Luego, la sefal
se retransmitiria a varias ubicaciones subcelulares como el nucleo en el que se activan
factores de transcripcion que inducen la expresion de grupos de genes especificos que
codifican proteinas que estan involucradas en la respuesta al estrés en diversos procesos
para ayudar a las plantas a sobrevivir bajo condiciones desfavorables Figura 2. (Xiong et
al. 2001; Zhu, 2016).

Figura 2. Respuesta génica bajo estrés en una planta in vitro. La respuesta generada a
partir de cualquier cambio o estimulo que se presente en el ambiente controlado (Xiong et
al. 2001).

Como se menciond anteriormente, los estimulos intra o extracelulares activan la regulacién
de la expresion de genes en la que se van a llevar a cabo dos etapas: la transcripcion y
traduccién del ARN (Figura 3).

La transcripcién es el primer paso de la expresion génica, tiene como fin hacer una copia
de la cadena molde del ADN de un gen para producir un ARN mensajero (mARN) con la

ayuda de las ARN polimerasas, se lleva a cabo en tres pasos: iniciacion, elongacién y
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terminacién, dando como resultado un pre-mARN, y después iniciar el procesamiento de
esté, para llegar al mMARN maduro, también llamado transcrito, el cual en el inicio de la
cadena va a tener una CAP 5’ y en el final una cadena de poli A, con el fin de darle
estabilidad a la molécula de ARNm (Liu et al. 2014). Aunado a esto se efectua el corte y
empalme de la secuencia, quitando todos los intrones (la parte no codificante) y empalmado
los exones (secuencias codificantes). Cabe resaltar que la transcripcién de cada gen se
lleva a cabo de manera independiente para cada uno de ellos; la cantidad de moléculas de
MARN producidos depende de la funcion y de la relevancia de este para cada respuesta
celular (Proudfoot et al. 2002).

Figura 3. Transcripcion del mMARN durante la transcripcion del ARN. La informacion
genética desde el DNA al RNA se sintetiza cambiando las bases de ribonucleétidos (A, U,
G y C), catalizada por la RNA polimerasa a partir de la secuencia del DNA, dando como
resultado un mRNA o transcrito (Proudfoot et al. 2002).

La importancia de descifrar la expresién génica de una planta bajo una cierta condicién

radica en comprender los mecanismos por los cuales regula y mantiene su crecimiento y

desarrollo. Estos mecanismos involucran la identificacion de grupos de genes, asi como su

modulacion, el numero de copias expresado de cada gen, la transcripcién, ademas de que

los mecanismos que controlan dicha expresion no se han estudiado con detalle, por lo que,

no se tiene la oportunidad de conocer como trabajan los genes en conjunto; como
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consecuencia, por muchos afos, se han utilizado un gran nimero de técnicas moleculares
que permiten la secuenciacion del genoma o una parte del mismo y su monitoreo a través
del tiempo ( Liu et al. 2014).

Una de las primeras técnicas utilizadas para la deteccion de moléculas de ARN es el
Northen blot, la cual hace posible la comprension de la funcion génica del organismo en
cuestién, en la que se genera un patron para la regulacién génica coordinada, permitiendo
conocer la funcién y trabajo de varios genes en conjunto bajo una condicién especifica, la
base de esta técnica es la electroforesis en gel, en la que se separan por tamano las
moléculas de ARN, después, los fragmentos de ARN que corrieron en el gel se transfieren
a una membraba, la cual, se expone a una sonda de ADN marcada con una etiqueta
quimica o radioactiva, por lo que si la sonda se une a la membrana, entonces se conocia

que la secuencia de ARN complementaria estaria presente en la muestra (He et al. 2013).

Otra de las técnicas utilizadas son los microarreglos, la cual permite que el analisis en
paralelo de la expresion cADN o ADN, explorando el transcriptoma y las diferencias
genomicas para distintos organismos para hacer mas sencillo el analisis de su metabolismo
bajo ciertas circunstancias, medir o cuantificar la expresion génica, identificar mutaciones
en genes especificos, etc. El principio se basa en la hibridacién de dos cadenas de material
genético, emparejandose entre si formando pares de bases de nucleétidos
complementarios, estas secuencias hibridas seran marcadas con fluorescencia en la cual,
la intensidad de sefal emitida depende de la cantidad de muestra objetivo-hibridada que se

unen a las sondas fluorescentes presentes en ese punto (Bhowal et al. 2018).

En la actualidad, existen diferentes tecnologias de secuenciacion de nueva generacion
(NGS por sus siglas en ingles) que han logrado un gran avance en la ciencia en los campos
de la gendmica y transcriptomica, ya que estas, permiten generar informacién con una gran
eficacia, altos rendimientos y a muy bajo costo, asi como también crear nuevos métodos
para el entendimiento detallado de la secuenciacion, permitiendo la comprensién mas a
fondo los procesos de expresidn génica un ejemplo de estas técnicas es el RNA-seq
(Bhowal et al. 2020).

2.4. RNA-seq
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La implementacion de la tecnologia de secuenciacion directa de ARN, se le conoce
como RNA-seq, la cual permite la caracterizacién casi completa de los mMARN que se
transcriben bajo un momento dado, se pueden obtener millones de lecturas cortas en
paralelo (segun la tecnologia que se utiliza), una de las caracteristicas mas relevantes de
esta técnica es que no se necesita un Genoma de referencia para obtener informacién.
(Torres et al. 2021).

El RNA-seq es un implemento transcriptémico de alto rendimiento que se caracterizan por
utilizar una combinacién de nuevas estrategias utilizando la secuenciacién directa del
ARNmMm, en los que intervienen distintos factores de los que depende el éxito de esta, como
lo son: la preparacion de muestras, secuenciaciéon, ademas de nuevos métodos de
alineamiento y ensamblaje, cabe resaltar que la secuenciacion masiva genera una gran

cantidad de datos, reduciendo costos y el tiempo del analisis (Ward et al. 2012).

El principio de esta técnica de secuenciacion genética cifrada en el ADN se debe a que la
informacién que contiene la célula en sus genes se expresa a través de mecanismos de
transcripcién y traduccion, a partir del cual se generan moléculas de ARNm y proteinas, los
mecanismos celulares como la replicacién, diferenciacion, division celular, etc. Dando como
resultado los caracteres macroscopicos tales como los rasgos fenotipicos, morfolégicos,
funcionales y de respuesta a estimulos, por lo que son producto de la expresién diferencial
de genes, esto debido a la activacion o represion de estos como respuesta a un estimulo

intra o extracelular (Proudfoot et al. 2002).

De este modo la regulacion de la transcripcion va a depender de la unidn de activadores o
represores en los elementos del promotor ubicados en la region 5 de la secuencia
codificante, ya que estos van a determinar la sintesis de ARNm que se va a producir durante
la transcripcidon, la cual va a estar constituida por los GTFIl (factores generales de

transcripcion) y la ARN polimerasa tipo Il (Ward et al. 2012).

Debido a lo anterior, se siguen una serie de pasos entre los cuales el de mayor importancia
es la extraccion del ARNm. Cabe destacar, que para proceder a realizar una secuenciacion
de buena calidad es crucial que la integridad de ARNm extraido sea la adecuada
asegurandose que no exista ARNr, ya que en presencia de este la construccion de la
biblioteca de cDNA para la secuenciacion se veria afectada, de este modo, las muestras
deben de ser analizadas mediante un electroferograma Agilent Bioanalyzer (Agilent

Technologies) para ver la distribucion de ARNm de alto peso molecular. Del mismo modo
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se utiliza el software de Agilent, que compara varias métricas de integridad de ARN y
proporciona un numero de integridad de ARN (RIN), las muestras con RIN superiores a
ocho generalmente se consideran de alta calidad, ademas que la concentracién minima

requerida de cada muestra debe de superar los 25 ng por cada 20 pl.

Existen dos métodos con los cuales se puede enriquecer la muestra de mARN: 1) PolyA-
capture, en la que la captura de ARN poliadenilado se lleva a cabo por la seleccion positiva
de los ARNm, siendo esta técnica una de las mas utilizadas; 2) ARNr-depletion que se
refiere a la eliminacion de rARN; una vez que se tenga enriquecido el mMARN se construyen
las bibliotecas de cDNA, las técnicas utilizadas en este proceso dependen de los intereses
que tenga el investigador; dependiendo del éxito de la extraccién y enriquecimiento del
MARN, es el éxito que se obtendra al realizar las construcciones de las bibliotecas de RNA,
en la cual la muestra se va a dividir en varias partes, a las que el tratamiento posterior
dependera del tipo de plataforma de secuenciacion que se va a utilizar (Rodriguez y
Shishkova, 2018).

2.5. Descripcion general de las plataformas de secuenciacion para RNA-seq

Existen varias plataformas en las que se puede realizar la secuenciacién como son
Roche/450, Solexa/lllimina, SOLid/Life Technologies, la eleccion de esta dependera de los
resultados que el investigador desee obtener, por ejemplo, se puede optar por secuencias
cortas o largas, a las cuales se les llaman lecturas, ademas de que se puede secuenciar de
dos tipos de formato diferente: las single-end o lecturas simples, cuando la secuenciacion
se realiza sélo en alguno de los extremos de cada fragmento y las paired-ends o lecturas
apareadas, cuando a partir del mismo fragmento se secuencian los dos extremos (Soto y
Lopez, 2012). De igual forma el investigador puede elegir entre dos vertientes para el
analisis del transcriptoma utilizando tecnologias de secuenciacion de nueva generacion, la
eleccién dependera nuevamente de los resultados que se deseen obtener, si se requiere
que los resultados tengan un genoma de referencia del organismo del cual se obtuvo la
muestra para que primero se puedan alinear las lecturas con las secuencias ya reportadas
y después se ensambla, una de las ventajas de esta via es que ademas de detectar eventos
de splicing alternativo del mARN; por el contrario, si no se tiene ningin genoma de
referencia, se le conoce como ensamble de novo, de este modo primero se ensambla y

luego se alinean las secuencias, entre otros (Jochen, 2013).
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En la actualidad las tres principales tecnologias de secuenciacién de bibliotecas de cDNA
son: por pirosecuenciacion, la secuenciacion en tiempo real de molécula unica o SMET-seq

y secuenciacion por sintesis, las cuales se describen a continuacion:

2.6. Pirosecuenciacion

Esta tecnologia desarrollada en el afio 2005 introducido a la industria por 454 Life
Sciences de Roche, se basa en la piroseceunciacion. De esta técnica se obtienen longitud
de secuencias de alrededor de 600pb, con un rendimiento de corrida de 0.45 GB, emplea
a la PCR en emulsién para la amplificacion de los fragmentos. La técnica radica en la
deteccién de un pirofosfato, dado que cada uno de ellos tiene adaptadores en los extremos
de cDNA, se van a unir a unas microperlas, las cuales tienen los oligonucleétidos unidos a
la superficie debido a que son secuencias complementarias a los adaptadores, por lo que
se obtienen un gran numero de moléculas idénticas que emiten altas intensidades de cada

sefnal de cada lectura (Ergan et al. 2012).

Al término del enriquecimiento de las micro perlas, cada una de ellas se van a depositar en
una placa PTP (PicoTiterPlate) en las que se va a llevar a cabo la desnaturalizacion en la
que intervienen enzimas como la ATP sulfurilasa, ADN polimerasa, luciferasa y apirasa
junto con los sustratos luciferina, adenosin-5-fosfosulafo (APS) y deoxinucleétido particular
(dNTP).

Este ultimo se agrega con el fin de que cuando la AND polimerasa incorpore el dNTP a la
nueva cadena que se esta generando, asi, libere un pirofosfato, el cual es convertido a
adenosin trifosfato (ATP). Esta reaccionara con la luciferasa y formara oxiluciferina por lo
que se produce luz, la cual va a ser equivalente a las cantidades de ATP que se produjeron
anteriormente (cantidad de nucleétidos incorporados) y la sefal sera detectada con una
camara CDD (charge coupled device) y sera analizada por el programa de la misma para
emitir la secuencia. Sin embargo, tiene algunas desventajas, como son la generacion de
homodimeros, inserciones y deleciones (Morozova et al. 2009, Ergan et al. 2012, Garzé6n et
al. 2012, Soto Sedano et al. 2012).
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2.7. Secuenciacion en tiempo real de molécula unica o SMET-seq

El fundamento de este método fue desarrollado por la empresa Pacific Biosciences,
genera una longitud de lecturas de 964 pb. En esta tecnologia no requiere la realizacion de
PCR. Sus principales aplicaciones son la secuenciacién de transcriptomas y la re-
secuenciacién de genomas, esto permite tener secuencias mas largas que otras
tecnologias.Sin embargo, los precios de esta técnica siguen siendo muy altos, otra de las
caracteristicas es que no genera clusters de secuenciacion y las secuencias obtenidas

tienen un formato BAM.

El principio de esta tecnologia radica en desarrollar la secuenciacion de molécula unica de
una molécula de ADN en una estructura que contiene una unica enzima de ADN polimerasa,
se realiza sobre un chip que esta formado de nano pozos, y que utiliza la guia de onda de
modo cero (ZMW).

Dentro de estos nano pozos se encuentra la DNA polimerasa activa, a la cual se le afiade
el ADN molde de cadena sencilla, en donde la ZMW permite que la luz penetre y exista un
espacio en el cual va a activar a la ADN polimerasa. La sefial que se emite de la
incorporacion de cada nucledtido a este espacio por medio de la ADN polimerasa es
detectada durante la sintesis de ADN, esto es posible debido a que cada una de las cuatro
bases nitrogenadas estdn marcadas con una molécula de naturaleza diferente de
fluorescencia que se une a cada grupo fosfato del nucleétido cuando se inserta en la cadena
de ADN. Asi, el fluoroforo-fosfato es liberado como resultado de la formacién del enlace
fosfodiéster durante la sintesis de la cadena de ADN, lo que permite la identificacion de
cada una de ellas durante la secuenciacion por sintesis (Morozova et al. 2009; Chaisson et
al. 2015).

2.8. Secuenciacion por sintesis

Esta plataforma fue desarrollada por Solexa y comercializada por la empresa
lllumina, esta tecnologia desarrolla la secuenciacion por sintesis utilizando como método
de amplificacion la PCR en puente. Tiene la caracteristica de generar secuencias cortas de
aproximadamente 75 — 100 pb con un rendimiento de corrida de 18 a 35 GB (Hernnandez
et al. 2019).
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El principio de esta técnica radica en la secuenciacion de librerias de cDNA, las cuales
tienen adaptadores (especificos para el equipo lllumina que se va a utilizar) en los extremos,
de tal forma que se unen a oligonucledtidos ligados a una celda de flujo, estos primers
pueden estar en sentido o anti sentido creando puentes que facilitan la amplificacién de las
secuencias generadas a las que se le llaman amplicones, de modo que estos se
mantendran adheridos a la celda de flujo hasta que comience la desnaturalizacién de los
mismos para permitir la amplificacion de la siguiente cadena de manera exponencial hasta
formar millones de cadenas llamadas clusters. Para que la sefial sea detectada, la
secuenciacién se lleva a cabo mediante la adicién de 3’-O-azidometil-dNTPs, que son
nucledtidos que tienen afiadido un fluoréforo especifico para unirse a cada base
nitrogenada y una modificacion en la posicién 3’ que tiene la funcion de detener la sintesis
cuando se adiciona un nucledtido a la cadena, cada vez que esto sucede, se excitan los
fluoréforos por la accion de un laser, que al mismo tiempo se obtienen cuatro imagenes,
cada una en la longitud a la cual emiten la luz los fluoréforos excitados, de esta manera se
pueden identificar los nucleétidos que se anaden a cada cluster en particular. Al terminar
de capturarse todas las imagenes, son removidos el nucleétido bloqueador y el fluoréforo
para un nuevo ciclo para una nueva sintesis, teniendo en cuenta que cada vez que se lleva
a cabo un ciclo baja su calidad, en otras palabras. La calidad de la lectura de bases se
disminuye de manera inversamente proporcional al numero de ciclos de secuenciacion; a
pesar de que esta plataforma es una de las mas usadas por los investigadores, tiene ciertas
desventajas como son: baja calidad en multiplexado de muestras, sustituciones, lecturas
cortas, entre otros; las secuencias obtenidas tienen el formato. fastqc, (Morozova et al.
2009; Soto-Sedano et al. 2012, Jochen, 2013, Rodriguez et al. 2018).

En este proyecto se utilizo esta tecnologia debido a las multiples ventajas, como son la alta
cobertura de secuenciacion, la eficacia y rapidez y los bajos costos, ademas de que al ser
una plataforma altamente utilizada en la actualidad, el tipo de adaptadores que se utilizan
para la creacion de las bibliotecas de cDNA secuenciado son compatibles con diferentes
programas de uso libre como FastQC, FastX tool kit, Trimommatic, Trynity, Trimotate, entre

otros soportados en los sistemas UNIX/LINUX.

2.9. Anadlisis Bioinformatico de las secuencias obtenidas de la plataforma
lllumina
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La enorme cantidad de informacion obtenida de las tecnologias de secuenciacion
masiva de datos requiere de herramientas bioinformaticas para su anotacion, identificacion
y cuantificacién de los genes presentes en el analisis transcriptomico de un organismo,
haciendo de este un trabajo multidisciplinario debido a que aplica conocimientos en
matematicas, biologia, estadistica, programacién (BASH, PHYTON, R, etc.), ya que la
mayoria de los programas estan basados en sistemas operativos como UNIX (Linux,
UBUNTU, etc.) son los mas apropiados para el manejo de los datos, ademas de que son
de cadigo libre. Sin embargo, ninguno de estos programas (FastQC, Trimmomatic, FastX-
toolkit, Fastp, Trinity, Velvet, Trinotate, etc.) tienen una interfaz grafica, por lo que el uso de
la terminal y el conocimiento le lenguaje Bash como compendio de comandos es
indispensable para tener éxito al hacer uso de estos programas bioinformaticos. Todo lo
anterior es con el fin de obtener resultados de alta calidad Y por el hecho de conocer los
datos obtenidos y hacer un buen uso de estas herramientas. Conjuntamente a los
requerimientos del software, también existen requerimientos esenciales para el hardware
debido a que para la simple instalacion de ciertos programas. Como ejemplo, estan los
ensambladores la mayoria de ellos requiere de 16 GB de memoria Ram, 4nucleos y 1 TB
de almacenamiento. Uno de Ilos repositorios mas utilizados es Biolinux
(http://environmentalomics.org/bio-linux/), basado en el sistema operativo Linux que hace
al investigador bioldgico el analisis de secuencias masivas de datos mas amigable, ya que,
tiene lenguajes y programas bioinformaticos que facilitan el manejo y comprension de gran
cantidad de datos (Hernandez et al. 2019).

De este modo como primer paso para dar tratamiento a las lecturas que se obtuvieron del
secuenciador deben de pasar por ciertos limites de calidad, debido a que aun tienen
secuencias que no son informativas y que al ensamblarlas pueden causar problemas de
error de contaminacion, estas secuencias basura pueden ser bases ambiguas, remanentes
de los adaptadores que no se pudieron remover durante la secuenciaciéon, lecturas
completas pueden estar sobrerrepresentadas como por ejemplo la duplicacién de PCR,

colas polyG, colas polyA, entre otros (Chen et al. 2018).

La herramienta bioinformatica FastQC es la mas utilizada para el control de calidad en los

datos de la secuencia sin procesar obtenidos de las plataformas de secuenciacion de alto

rendimiento. Sin embargo, sélo se puede procesar informacion con los formatos BAM, SAM

o FastQ. Las ventajas son muchas, por ejemplo, suministra una visién amplia de las

secuencias para poder identificar en que areas podria haber problemas de secuenciacioén,
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resume los gréficos y las tablas para su rapido analisis, entre los que se encuentran: la
calidad media para cada base, la calidad de la secuenciacion dependiendo del estado de
la celda de flujo (Flow cell), la calidad que presentan cada una de las secuencias, calidad
de contenido de secuencia base, porcentaje de la relacion G-C, Contenido de Bases N,
entre otros, ademas de que el formato en el que genera la informacién es HTML, (Anderson
et al. 2010).

El principio que usa el programa FastQC para evaluar las secuencias provenientes del
secuenciador, es a través del Nivel de calidad Phred (Phred quality score o Q), el cual se
define como la propiedad relacionada de forma logaritmica con las probabilidades de error
de las bases, Q= -10log;, P, (en donde P es la probabilidad de que la base secuenciada
sea la base en cuestion). Sin embargo, los parametros de calidad cambiaran dependiendo
de la plataforma en la que fueron secuenciados. En este estudio, solo tomaran relevancia
los rangos de calidad descritos para la plataforma de secuenciacién llumina. Ya que es el
formato en el que se obtienen las secuencias de esta plataforma es FastQ, por lo que el
formato codifica un rango de calidad de Phred es de 0 a 62 usando ASCII (Cédigo Estandar
Americano para Intercambio de Informacion) de 64 a 126 y en datos de lectura sin procesar
de 0 a 40; al término del analisis FastQC y al haber identificado cual es la parte de la
secuencia que debe de ser removida, se procede a hacer el timming (recorte), para ello se

pueden utilizar varias herramientas bioinformaticas como FastX-toolkit, Trimmomatic,
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Fastp, entre otros, como se observa en la Figura 4 (Anderson et al. 2010, Zhang et al. 2017,
Hernandez et al. 2019).

Una vez que se les ha dado el tratamiento adecuado a las secuencias, se procede a realizar
el ensamble del transcriptoma, para llevarlo a cabo, existen 2 estrategias computacionales,
la decision de usar alguna de ellas depende de las caracteristicas de las secuencias
obtenidas y de si se tienen un genoma de referencia o no. La primera estrategia, se realiza
un mapeo con el genoma de referencia antes de ensamblar el transcriptoma, entre los
programas mas utilizados se encuentran Scripture y Cufflinks (Trapnell et al. 2010, Guttman
etal. 2010). Mientras que, en la segunda, se ensambla el transcriptoma y después se realiza
el mapeo, la mayoria de los programas que se basan en este protocolo son algoritmos
graficos de Bruijn (existen sus excepciones), por ejemplo, ABySS, SOAPdenovo, Velvet,
Trinity, entre otros, (Birol et al. 2009, Li et al. 2009, Grabherr et al. 2011).

Ensamble del Transcriptoma

Figura 4. Diagrama en el que se muestra un ejemplo de la posible metodologia

a seguir para realizar el ensamble de un Transcriptoma de novo.

2.10. Ensamble de novo con el programa Trinity
En este proyecto para el ensamble de las secuencias a partir de los datos de RNA-

seq sin un genoma de referencia, se utilizd el algoritmo Trinity. Es uno de los mas utilizados
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debido a su facil manejo y a los excelentes resultados de ensamblaje. Se basa en realizar
graficos de Bruijn (es un grafico dirigido), que esta formado por un conjunto de vértices
conectados por bordes, donde los bordes tienen una direccién asociada a ellos, este
conjunto representa superposiciones entre secuencias de simbolos (Bruijn et al. 1946).A
grandes rasgos, este pipe line fragmenta las lecturas en k-mers o pequefias secuencias,
los cuales, a partir de un k-mer primordial comienza el ensamble de pequefias secuencias
llamadas contigs hasta que la secuencia ya no puede ser secuenciada (Strickler et al. 2012).
Holzer y Marz (2019), compararon varios programas ensambladores en cuanto a la
velocidad, calidad, manejo, entre otros puntos, y consideran al algoritmo Trinity como una
de las mejores opciones para realizar un ensamble de novo. De igual forma Rodriguez y
Shishkova (2018) mencionan las cualidades de Trinity, dejandolo ver como uno de los

recursos computacionales mas destacados.

El programa ensamblador Trinity basa su principio en la funcion de 3 software, Inchworm,

Chrysalis y Butterfly:

a) Inchworm: ensambla todos los contigs de manera eficiente, primeramente,
construye un catalogo de todos los k-mer posibles a partir de las lecturas obtenidas del
secuenciador. Posteriormente elimina los posibles errores que puedan existir, seguido de
esto se selecciona el k-mer que mas se repite en el catalogo para comenzar el ensamblaje
del conting sin tomar en cuenta los singleton (1 sola copia) y a los k-mer de baja

complejidad.

Después se amplia el k-mer inicial hacia cada direccion posible para asi encontrar
el k-mer mas amplio (con un ak-1 superpuesto con el conting terminal), una vez que este k-
mer ha sido utilizado para la extension queda eliminado del diccionario. Por loque extiende
esta secuencia en todas las direcciones posibles hasta que no se pueda ampliar mas. Al
final de esto, comienza la ampliacion con el siguiente k-mer mas copioso, repitiéndose asi
hasta que sean nulos los k-mer en el diccionario. Todos estos contigs preparan una
representacion completa del grafico de Bruijn basado en la superposicién de secuencias,
con cada k-mer unico en el conjunto, y las subsecuencias k - 1 que definen implicitamente
los bordes en el grafico (Grabherr et al. 2011, Rodriguez et al. 2018, GHdlzer et al. 2019).

b) Chrysalis: superpone los contigs generados por Inchworm en conjuntos que estan
conectados y de este modo construye graficos de Buirjn para cada uno de los componentes

(cada uno de ellos pertenece a una coleccion de contigs, algunas se derivan de formas de
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empalme alternativas o de genes paralogos), este médulo primeramente agrupa los contigs
en componentes de tal forma que cada uno de ellos estén conectados entre si, después va
a construir un grafico de Buirjn por cada componente (k-1 para los nodos y yk para identificar
a los bordes que conectan los nodos) y asigna cada borde del grafico de Buirjn con los k-
mer en la lectura original, para asi, fijar una lectura a cada componente con el cual empata
la mayor cantidad de k-mer (Grabherr et al. 2011, Rodriguez et al. 2018,GHdlzer et al.
2019).

c) Butterfly: Construye transcripciones lineales para cada grafico de Buirjn (generados
con las lecturas originales con los extremos emparejados), primero simplifica los graficos
de Buirjn fusionando nodos consecutivos, de modo que formaran secuencias mas largas,
para después llevar a cabo el procedimiento llamado puntuacion de ruta plausible, en donde
este maédulo identifica lecturas reales y pares de lectura (Grabherr et al. 2011, Rodriguez et
al. 2018, GHolzer et al. 2019).

2.11. Anotacion funcional del Transcriptoma de novo de M. bombycina con
el programa Trinotate

Trinotate es un compendio de herramientas para realizar la anotacién funcional de
transcriptomas ensamblados de novo, de organismos modelo pero que no tienen un
genoma de referencia o bien de organismos no modelo. Trinotate utiliza varias fuentes para
la anotacion funcional, incluida la busqueda de homologia con datos de secuencia ya
establecidos como es el BLAST o SwissProt, asi como permitir la identificacion del dominio
de proteinas con herramientas como HMMER y PFAM, ubicacion del péptido senal de
proteinas y prediccion del dominio transmembrana con los programas signalP o tmHMM, y
una de las herramientas mas relevantes es GO ya que permite determinar los procesos,
funciones y localizaciones que estan sobre-/sub-representadas en un grupo de genes. La
metodologia mas simple consiste en el procedimiento conocido como analisis de
enriquecimiento, calculado como el porcentaje de genes de una categoria GO determinada
que esta sobre-/sub-representada en un conjunto de genes, en relaciéon con un conjunto de
genes de referencia, desarrollando asi vocabularios biolégicos, aplicables a todas las
especies, con el propdsito de anotar los productos génicos de forma consistente en las
diferentes bases de datos (Barrell et al., 2009). Todos los datos de anotacion funcional que
resulten del analisis del transcriptoma se integran en una base de datos SQLite que permite

la busqueda rapida y eficiente de términos con cualidades especificas relacionadas.
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Un ejemplo de lo anterior es el trabajo de Sayadi (2016), en el que realizé el transcriptoma
de novo del escarabajo de la semilla Callosobruchus maculatus en tres de sus estadios
(larva, pupa y adulto). En donde utilizaron para la anotacion de cada uno de ellos la
herramienta bioinformatica Blast2GO vy el pipeline Trinotate, en donde obtuvieron en total,
33.216 genes putativos usando Blastx contra la base de datos Nr y 13.382 asignados a
34.100 términos de Ontologia Genética (GO). De igual forma clasificaron 5.475 genes
putativos en grupos ortdlogos (COG) y se predijeron 116 mapas de rutas metabdlicas en
funcion de la anotacion, mostrando asi que el analisis transcriptomico es un recurso
invaluable para mostrar un panorama amplio sobre como se esta comportando la especie

en tres de las etapas de su ciclo de vida.

2.12. Genes involucrados en algunas rutas reguladoras y funcionales en la
especie de M. bombycina bajo condiciones in vitro

La respuesta de las plantas a diferentes tipos de estrés o de estimulos generalmente estan
relacionados con el aumento o la disminucion de la expresion de genes especificos,

dependiendo de la naturaleza, duracion y severidad del estrés (Bartles et al. 2003).

Como se habia mencionado anteriormente el primer paso a la respuesta de cualquier
estimulo percibido por las plantas inicia con la transduccion de senales, especificamente
en el sensor del estrés, ya que, puede detectar cambios ambientales y transmitir,
especificamente, la senal inicial del estrés a los organelos celulares especificos para
traducir este estimulo, sin embargo, son muchos los componentes que se han identificado,
por lo que se desconoce como es que interactuan todas las moléculas entre si dentro de la
red de sefalizacion, a partir de que se percibe el estimulo comienzan a generarse moléculas
de sefializacion como es el Ca?*, inositoltrifosfato y especies reactivas de oxigeno (ERO),
seguido de esto los segundos mensajeros se activan, desencadenando una cascada de
senales que fosforilan los factores de transcripcion, haciendo que estos regulen la expresion
de un grupo de genes involucrados en la aclimatacion a cualquier estimulo o estrés
(Hirayama et al. 2010).

Por lo que en el transcriptoma de M. bombycina se podria encontrar genes pertenecientes
a la familia de las proteinas LEA (Late Embriogenesis Abundant Proteins), ya que su
expresion esta relacionada con la proteccién de la integridad celular y al mantenimiento de

la homeostasis idnica. Hernandez-Camacho y colaboradores (2016), identificaron el gen
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DH1N que codifica para una proteina LEA de tipo 2 en M. bombycina bajo distintos
tratamientos de estrés, observando que la actividad de este aumentaba conforme
aumentaban las condiciones desfavorables. Sin embargo, la familia de estas proteinas esta
conformada de aproximadamente por 7 tipos, por lo que su identificacion en esta especie

seria de gran relevancia para enriquecer la informacién ya existente.

Otro tipo de genes que se espera encontrar son los que codifican para las enzimas clave
en la biosintesis de osmolitos como son la prolina, las poliaminas y los compuestos
cuaternarios de amonio como es la glicina betaina, sacarosa, los polioles, los azucares,
alcoholes y otros oligosacaridos, asi como otros aminoacidos durante condiciones de estrés
ya que son presentan una funcidén relevante en el ajuste osmotico de la célula,

protegiéndolas de las especies reactivas de oxigeno (Rezaei et al. 2012)

También se podrian encontrar moléculas antioxidantes y enzimas que interactuan con ERO,
entre los antioxidantes mas importantes que regulan la homeostasis de ERO son el
ascorbato (ASC) y el glutation (GSH), ademas de taninos, flavonoides, a-tocoferol,
carotenoides y precursores de la lignina y las enzimas que interactuan con ERO las mas
destacadas son la superoxido dismutasa (SOD) siendo esta la unica enzima en las plantas
que dismuta el O las catalasas (CAT), varios tipos de peroxidasas, entre otros (Marti et al.
2009, Gill et al. 2010).

De igual manera, bajo condiciones de estrés abidtico se podrian identificar genes
responsables de la detoxificaciéon celular como son los genes que codifican a enzimas
glioxalasa, asi como también, genes que regulan la actividad de expresion de grupos de
genes que son clave para la proteccién celular como son los factores de transcripcion, de
igual manera, grupos de genes que estan involucrados en la deshidratacion y rehidratacion

de la planta.

2.12.1. Glioxalasas

El sistema enzimatico conformado por las glioxalasas es una via ubicua a la cual se
le considera esencial para la homeostasis celular, este sistema se compone de un grupo
de enzimas que cataliza la conversion del metilglioaxal a D-lactato (Kaur et al, 2016). Las
dos enzimas mas caracterizadas de este sistema son dos metaloenzimas, la glioxalasa |
(GLYI) (lactoilglutation liasa 4.4.1.5) y la glioxalasa Il (GLYII) (hidroxiacilglutation hidrolasa
3.1.2.6) (Ghosh et al. 2015). En conjunto, estas dos enzimas catalizan la isomerizacién del
a-cetoaldehido metilglioaxal (MG) a D-lactato utilizando glutation reducido (GSH) como
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cofactor, los sistemas vivos también poseen una actividad de glioxalasa Ill (GLYIIl) que
convierte directamente el MG a D -lactato sin necesidad de reducir el glutation en un unico
paso sin la intervencién de cofactor e independiente de iones metalicos para su actividad
(Figura 5) (Ghosh et al. 2016).

Las células de las plantas al estar bajo condiciones de estrés aumentan el metabolismo
primario, por lo que se traduce en la regulacion de las enzimas involucradas en la glucodlisis
y en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Umeda et al. 1994), dando como resultado el
aumento de velocidad de la glucdlisis, creando la pérdida de regulacion de esta via. Por lo
que se produce un aumento del flujo de las triosas fosfatos al igual que los niveles de MG,
Siendo asi que la via de las glioxalasas seria crucial para sobrellevar las condiciones de

estrés, ya que contribuiria a la reduccién de los niveles de MG (Yadav et al. 2005).

Otra de las propiedades que se le atribuyen a la via de las glioxalasas ademas de la
detoxificacién del MG, es la regeneracion de GSH ya que es un mecanismo adicional para
explicar el rol de este sistema en plantas durante la respuesta a estrés (Mustafiz et al. 2011).
El MG puede reaccionar de forma no enzimatica con el glutation reducido, formando el

hemitioacetal (HTA), de esta manera, el GSH es titulado del medio celular e inutilizado.
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Figura 5. Via de accién de la familia de las Glioxalasas. La via de las glioxalasas se
divide en dos etapas que involucra a las proteinas glyoxalasa | (GLY1) y glyoxalasa Il
(GLYI1I), la accién de estas en conjunto cataliza la conversion de metilglioxal (MG) en D-

lactato utilizando glutation (GSH) como cofactor (Creado con BioRender.com).

Por lo tanto, altos niveles de metilglioxal que se acumulan durante el estrés, ademas de ser
téxicos, podrian disminuir la concentraciéon celular del glutatién reducido, en contraste con
este mecanismo, la GLXIII es independiente de GSH, por lo cual la regeneracion de dicho

compuesto no seria su funcion mas importante (Ghosh et al. 2016).

Como se habia mencionado con anterioridad las enzimas Glyl y Glyll son metaloenzimas
dentro de las cuales, GLYI requiere de iones metalicos divalentes, principalmente Ni?* o
Zn?*para su activacion, esto de acuerdo con Jain et al 2016, sin embargo, anteriormente se
creia que el requerimiento de iones metalicos de la enzima GLYI| estaba vinculado a su
origen, siendo que GLYI de origen procariotico dependia de Ni?* y el GLYI de origen
eucariotico dependian de Zn?* (Sukdeo et al. 2007). Jain, M. y colaboradores (2016)

mencionaron que la clasificacion anterior no es valida como se muestra en la Figura 6.

ﬂ( Glioxalasa | H Glioxalasa | }—

120 aa 120 aa

- 140 - 142 aa

PLANTAS
A

Figura 6. Arquitectura de dominios de las Glioxalasas tipo | en plantas. Tipos de dominios
que pueden presentar Glyl dependiendo de la metaloenzima que tengan presente

(Creado con BioRender.com)

La enzima GLYIl también requiere de iones divalentes para su actividad. Las proteinas
GLYIl de procariotas poseen un centro de hierro y zinc (Schilling et al. 2003). De igual forma
se ha encontrado que la enzima GLYIl del arroz (OsGLYI1l-2) (Ghosh et al.2014) y
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Arabidopsis (AtGLYII-2) (Limphong et al. 2010) poseen un centro binuclear Zn / Fe. Kwon
y colaboradores (2013) mencionan que Ia actividad de la enzima GLYIIl muestra una
naturaleza independiente de iones metalicos como lo son el Cu?*, Fe?'y Zn?*, de hecho,
Subedi y colaboradores en el 2011 hicieron un estudio de la actividad de GLYIll de la
proteina Hsp31 de E. coli y se percataron que los ibnes metalicos tienen efectos inhibitorios
sobre esta, los autores propusieron que los efectos de los iones metalicos en la actividad

de GLYIII podrian deberse a un cambio en el estado de oxidacion de la enzima.

Las plantas poseen 3 tipos de dominios para Glyl, el cual va a depender de la metaloenzima
a la cual depende su activacion. La enzima Glyl que es dependiente de la metaloenzima
Ni2* tiene un dominio monomérico, analisis bioquimicos de las propiedades de OsGLY1-
11.2 sugieren que este dominio tiene 2 sitios activos, de los cuales solo uno es funcional
(Mustafiz et al. 2014). El segundo tipo de dominio de la enzima Gly1 es el que depende de
la metaloenzima Zn?*, es homodimérico y ya ha sido reportado en AtGLY1-2 en Arabidopsis
y BjGLY1 de B. juncea (Deswal et al. 1998). El tercer tipo de dominio presente el Gly1 es
una mezcla de los dos dominios anteriores, es decir, estas proteinas poseen un solo
dominio como el dependiente de Zn?*, sin embargo, el tamario de este dominio esta entre
115-125 aminoacidos el cual es caracteristico del dominio dependiente deNi?*, a pesar de

que ya esta identificada aun no se conoce su actividad.

La secuencia de aminoacidos de las proteinas de Glyll de diferentes especies de plantas,
revelan que se compone de un domino metallo-B-lactamasa, y otro dominio que
corresponde a un hidroxiglutation hidrolasa C-terminal (HAGH-C), el tamafho de este
depende de la especie, sin embargo, tienen la misma arquitectura como se muestra en la
Figura 7 (Gosh et al. 2016).

PLANTAS —[ Metalo-Beta-Lactamasa '

> -+ L

158 - 164 aa 81 -84 aa

Figura 7. Estructura del dominio de Glioxalasa tipo Il. Dominios presentes en la estructura
génica de las glioxalasas tipo Il, en donde se observa un dominio Metalo-beta-lactamasa

(verde) y un dominio HAGH-C (Azul) (Creado con BioRender.com).
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Estudios en la proteina DJ.1 en arroz y en Arabidopsis revelan que esta proteina esta
formada de dos dominios en tandem DJ-1/Pfpl, estos podrian haberse creado debido a

eventos de duplicacion de genes como se muestra en la Figura 8 (Gosh et al. 2016).

Figura 8. Arquitectura de dominios presentes en las Glioxalasas tipo Ill. En donde se
observan los dominios DJ1/Pfp1 en tandem caracteristicos de esta proteina (Creado con

BioRender.com).

En los organismos vegetales, el papel que juega la via de las glioxalasas se ha relacionado
a varias funciones celulares. Sin embargo, los mecanismos de tolerancia al estrés se
considera su papel mas destacado (Kaur et al. 2014), ya que se sabe que los niveles de
MG en las plantas aumentan en condiciones de estrés abidtico, y la via de la glioxalasas,
al desintoxicar la MG, proporciona tolerancia al estrés en las plantas (Yadav et al. 2005).
Varios investigadores han demostrado que las plantas que sobre expresan los genes de la
via de las glioxalasas les confieren una mayor tolerancia contra la sequia, salinidad,
presencia de metales pesados, etc., esto con base en plantas transformadas con ambos
genes GLYI y GLYII, ya que funcionan mejor que las plantas transformadas con GLYI o
GLYIl (Singla-Pareek et al. 2003). Ghosh y colaboradores en 2014 trabajaron con plantas
de arroz, los genes de glioxalasas caracterizados de estos organismos OsGLYI-11.2 y

OsGLYII-2 también demostraron desempefar un papel favorable en la tolerancia al estrés.

Lin y colaboradores (2010) trabajaron con hojas de tabaco que sobre expresan el gen
TaGLYI del trigo y mostraron una mayor actividad de este gen por lo que llegaron a la
conclusion de que le confiere tolerancia al estrés por ZnCl, en comparacién con las hojas
control. Por otra parte, en estudios realizados en Arabidopsis, en los cuales la disminucién
de la actividad o bien la pérdida del gen AtGLYI-2, que codifica una enzima GLYI estimulada
bajo el estrés con Zn?*, le confiere sensibilidad a MG y NaCl a las plantas, utilizando dosis

muy pequenas de MG le causan un retraso grave al crecimiento y desarrollo de Arabidopsis
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(Kaur et al. 2015). Yang, G. y colaboradores (2016) identificaron la proteina GLYI en la
especie B. napus a la que denominaron BnGLYI13, demostraron que esta participa en la
termotolerancia de las semillas, ya que sus niveles de proteinas aumentaron

significativamente en respuesta al estrés por calor y frio en la levadura.

2.12.1.1. Importanciay biosintesis de metilglioaxal

En las plantas el metilglioaxal (MG,) CHsCOCHO se produce de forma inevitable a
partir de varios intermediarios metabdlicos involucrados en los principales procesos
celulares, como son la fotosintesis, la glucdlisis, el metabolismo de las proteinas y la
peroxidacion de lipidos, especialmente en condiciones estresantes (Thornalley et al.
2003).La ruta principal de produccion de MG implica la descomposicién no enzimatica de
los isdmeros triosa fosfato dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido-3-fosfato (GAP)
que se producen principalmente a partir de la via de la glucélisis en condiciones tanto
normales como de estrés. Sin embargo, ademas de las fuentes glucoliticas, la
autooxidacion de cuerpos ceténicos y azucares, la reaccion de Maillard entre azucares
reductores y aminoacidos, y la peroxidacion de lipidos también contribuyen a la formacion
no enzimatica de MG (Marasinghe et al. 2005). Recientemente, Kaur y colaboradores
(2014) comentan que los niveles de MG aumentaban en las células vegetales debido al
estrés, la generacién de ROS incrementaba directamente debido a la presencia de MG o
indirectamente debido a la formacién de AGEs (Advanced Glycation End-Products). Yadav
y colaboradores (2005) argumentan que, bajo condiciones de un metabolismo normal, la

planta mantiene niveles bajos de MG (30 — 75 uM).

Sin embargo, cuanto en la planta se presenta un estrés abiético y su metabolismo se
compromete, se incrementa la concentracién de MG. Asi mismo lo mencionan Nahar y
colaboradores (2015), quienes realizaron experimentos con Mung bean (Vigna radiata L.),
en los cuales indujeron estrés por sequia y observaron que el nivel de MG aumentaba en
relacion con la produccion de ROS. El incremento de MG incrementd del mismo modo en

especies como calabaza (Cucurbita méaxima L) y tabaco (Nicotina tabacum L.), bajo estrés
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por salinidad, entre otros experimentos del mismo tipo, por lo que esto indica que las plantas

bajo estrés abidtico comunmente incrementan los niveles de MG.

El MG es un q, - dicarbonilo, el cual puede tener dos funciones dentro de la célula, como
agente de glicacion y como xenotdxico. Se compone de dos grupos funcionales: un grupo
aldehido y un grupo cetonico (Leoncini, 1979). El grupo dicarbonilo que forma parte de la
molécula del MG funciona como un potente agente de glicacién, ya que modifica los grupos
amino de las proteinas, ADN o ARN formando proteinas y nucledtidos AGEs (Rabbani et
al., 2014), estos AGEs son modificaciones moleculares disfuncionales, los cuales disocian
las estructuras de las proteinas y su actividad bioldgica, asi como también distorsiona la

integridad gendmica (Thornalley et al. 2003).

Los sitios especificos en los que se puede producir el MG son el citosol, cloroplasto y
mitocondria. Sin embargo, el sitio en el que se produce el MG depende del tipo de célula,
tejido u érgano, ademas del estado fisioldgico y ambiente en el que se encuentre la planta
(Kaur et al. 2015).

Figura 9. Formacion del metilglioaxal a partir de varias rutas metabdlicas. El MG se
produce principalmente como producto del metabolismo de los carbohidratos, proteinas y
los lipidos y se degrada para formar D-lactato mediante la accién de las enzimas Glyl y
Glyll, utilizando como cofactor el GSH. Sin embargo, Glylll, no utilizando glutation (GSH)

como cofactor (Creado con BioRender.com)
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2.12.2. Factores de Transcripciéon

Cuando la planta se encuentra bajo estrés, no depende de una sola via reguladora
de la homeostasis celular, si no que enciende varias rutas a la vez, ya que, gracias a los
receptores de estas sefiales de estrés, se crea una necesidad fisiolégica en la planta,
generando una respuesta transcripcional desencadenando una respuesta que involucra la
sintesis de una gran cantidad de proteinas quinasas (Sowdhamini, 2014). Dando como
resultado el encendido y apagado de algunos receptores de estrés, la activacion de algunos

factores de transcripcion, entre otros (Yamaguchi et al. 2006).

Los factores de transcripcién (TF, por sus siglas en inglés) estan involucrados y que tienen
un papel crucial en varias rutas reguladoras de la homeostasis en las plantas. Estos tienen
la funcién de regular la transduccion de sefales en la planta, modificando el nivel de
expresion de genes que codifican a grupos de proteinas relacionadas con la respuesta al

estrés abiotico (Malhotra et al. 2014).

Hay varios tipos de familias de TF que estan presentes en el transcriptoma de M.
bombycina, entre los que encontramos bZIP, MYC, MYB, NAC, WRKY y DREB a los que
se les considera como los principales reguladores génicos de plantas en presencia de

cualquier tipo de estrés abidtico (Malhotra et al. 2014).

2.12.2.1. Factor de Transcripcion DREB

Los genes conocidos como factores de transcripcion de union a elementos sensibles
a la deshidratacion (DREB), son conocidos como uno de los genes reguladores
transcripcionales que son responsables a la tolerancia del estrés abidtico (Golldack et al.
2011). En su estructura génica se encuentra a la familia TF APETALA2/Factor de unién
sensible a etileno (AP2/ERF), en el que se encuentra un unico dominio AP2 el cual esta
involucrado en la codificacion de proteinas involucradas principalmente en las respuestas
ante la presencia de ABA (Acido abscisico), en la respuesta en presencia de etileno, estrés

bidtico y abiotico (Agarwal et al. 2010).
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El TF DREB se ha reportado en distintos trabajos en varias especies de plantas como A.
thaliana, en el cual se han identificado varias isoformas del gen entre los que se encuentran
DREB1, DREB1A, DREB2A (Rehman et al.,, 2015). En Oryza sativa se han realizado
analisis de expresidén en presencia de varios tipos de estrés en los genes OsDREB2s,
OsDREB2A, OsDREB2B, OsDREB2C, OsDREB2E y OsABI4 (Matsukura et al. 2010).

2.12.2.2. Factor de Transcripcion CDPK

El factor de transcripcion de transcripcion CDPK, es miembro de la familia de cinasas
de serina/treonina dependientes de Calcio (CDPK), y de acuerdo con recientes evidencias,
se sugiere que las CDPK estan relacionadas a la respuesta a factores abidticos. De igual
manera son reguladoras importantes de sefalizaciones de rutas mediadas por hormonas.
(Nie et al. 2015)

De acuerdo con el estudio de Saijo (2000), menciona que la sobreexpresion de una CDPK
confiere tolerancia de temperaturas bajas y sequia en plantas de arroz. Ademas, de
acuerdo con Nie y Wang (2015), se han encontrado evidencias de la relacion de diferentes
subfamilias de CDPK que, entre otras cosas, tienen funciones contra el estrés por sequia,
la sefalizacion de la luz y respuesta al estrés por temperaturas bajas, sin embargo, la mas
importante y la que interesa a nuestra investigacion debido al enfoque a la respuesta a
factores abioticos, es la encontrada que las CDPK1 y CDPK activadas constitutivamente,

alteran la expresién de genes de respuesta a estrés.

2.12.3. Subfamilias de a-expansinas y B-expansinas

Las expansinas son proteinas no hidroliticas que estan relacionadas directamente
con la pared celular al que se le atribuyen diversas funciones fisiolégicas como es la
maduracién de frutos, el crecimiento y desarrollo, el aflojamiento y el agrandamiento celular
de una manera dependiente del pH y estan involucradas en el crecimiento de las plantas y
las respuestas al estrés abiético segun estudios relevantes, ademas de que también tienen
un papel relevante en algunos procesos biolégicos en la planta como son el factor de
virulencia, alergeno del polen y potenciador de la actividad de celulasas en la planta
(Cosgrove et al. 2017).
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En la planta, las expansinas estaban involucradas en la relajacién de la pared celular, que
libera la tensidon mecanica del polimero de la pared celular al romper el enlace no covalente
que une el microfilamento y hace que algunos polisacaridos se deslicen bajo presion de
turgencia, propiciando asi aflojamiento de la pared y la extensién celulares. Posteriormente,
las expansinas se encontraron ampliamente en tejidos de plantas en crecimiento y frutos
maduros. También se encuentran proteinas relacionadas en organismos no vegetales como
bacterias, hongos, moluscos y nematodos que pueden ayudar a digerir la biomasa vegetal
(Kang-Ming et al. 2020).

Las expansinas durante la maduracién de frutos ocurren algunos cambios fisioldgicos,
bioquimicos y estructurales, entre estos destacan la produccion de azucares solubles,
sintesis de pigmentos y compuestos volatiles, e hidrolisis de polisacaridos de
almacenamiento; en consecuencia, el fruto sufre un ablandamiento que determina la calidad
y vida después de la cosecha, ya que la maduracion del fruto requiere multiples enzimas
que actuen sinérgicamente al modificar la pared celular, actia primero sobre la pared
celular, promueve el ablandamiento y la extension de la pared (Morales et al. 2013). Existen
multiples estudios de estas proteinas y su presencia en diversas especies vegetales.
Ademas, ya se ha descrito su funcion biolégica y por ende su importancia en los procesos
llevados a cabo por las plantas. Como se menciona en un estudio realizado por Quiroz-
Castafieda y Folch (2011), las expansinas son proteinas que estan involucradas en la
remodelacién de la pared celular vegetal, ellas inducen la extensibilidad y el relajamiento
de la tension en las paredes celulares de las plantas. Estudios indican que las expansinas
estarian participando en distintos eventos que van desde la germinacion hasta la
maduraciéon de frutos, asi como en la polinizacion y la respuesta de crecimiento en

condiciones de inundacion.

En cuanto a las caracteristicas bioldgicas de las expansinas estas proteinas constan de dos
dominios y estan antecedidas por un péptido senal, esto con base en el analisis filogenético
de sus secuencias, actualmente se agrupan cuatro familias de expansinas: a- expansinas
(EXPA), B-expansinas (EXPB), proteinas tipo expansinas “A” (EXLA) y tipo “B” (EXLB)
(Sampedro et al. 2005).

Una caracteristica de las expansinas es que comparten solamente un 20-40 % de identidad

entre las diferentes familias de estas proteinas. El dominio 1 de las expansinas mantiene

un alto grado de conservacion y ademas tiene homologia distante con la familia 45 de las
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glicosil-hidrolasas (GH45), familia que comprende principalmente endoglucanasas
fungicas. Segun investigadores el motivo estructural clasico de las endoglucanasas de la
familia 45 (un barril-B de 6 cadenas presentando un surco de unién al substrato en el

dominio catalitico) deberia estar presente en las expansinas (Tovar, 2017).

Recientemente, se han descrito proteinas denominadas expansinas que podrian jugar un
papel importante en la hidrdlisis de celulosa y materiales lignoceluldsicos. La busqueda de
nuevas proteinas con caracteristicas que mejoren procesos biotecnolégicos como la
produccién de bioetanol de segunda generacion es un area que continda en crecimiento.
(Tovar, 2017)

La identificacion de estas proteinas en el transcriptoma de novo de M. bombycina es de
gran relevancia, ya que no hay mucha informacién acerca de la funcién de estas en
cactaceas y cual es el papel que tienen en funciones especificas, sin embargo, se puede
inferir que las expansinas caracterizadas a lo largo de este estudio compartiran propiedades

de esta familia, mismas que ya se han reportado en otras especies.
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3. Justificacion

Las cactaceas son plantas que se caracterizan por tener modificaciones en sus estructuras
vegetativas como areolas, tallos suculentos y hojas reducidas a espinas, algunas de ellas presentan
una gran diversidad de flores muy llamativas en tamafios, formas y colores, siendo un gran atractivo
como plantas ornamentales y debido a su gran capacidad adaptativa a diversos ambientes, hay un
gran interés por descifrar a nivel génico como es que mantienen su homeostasis. Un ejemplo de
esto es que, en los ultimos afios, se han realizado varios proyectos en la cactacea M.
bombycina, en el estado de Aguascalientes, colocandola como una posible especie que se
podria utilizar como modelo de estudio en cactaceas. Sin embargo, no se conoce de forma
integral la expresion génica coordinada que se esta llevando a cabo en esta planta bajo
condiciones in vitro, siendo asi, una de las principales necesidades para la obtencion de
herramientas moleculares para su uso en futuras investigaciones,

Debido a lo anterior, en el presente trabajo se planted la secuenciacion del
transcriptoma de novo de M. bombycina mediante el uso de la Secuenciacién de Nueva
Generacion (SNG), para la identificacion de los genes que se expresan bajo condiciones in
vitro e identificar genes relacionados con algunas rutas reguladoras y funcionales y en un
futuro sean genes potencialmente biotecnoldgicos para la modificacion de plantas de
interés agricola confiriendo resistencia contra diferentes factores bidticos y abidticos,
ademas de tener una evidencia relevante de que M. bombycina es ideal como modelo de

estudio en cactaceas.
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4. Hipotesis

A partir del Transcriptoma de M. bombycina, se podran identificar transcritos relacionados
con algunas rutas reguladoras y funcionales en la especie bajo condiciones in vitro,
permitiendo entender los posibles procesos biolégicos y moleculares que regulan esta

caracteristica, como son los genes Gly.
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5. Objetivos

5.1. Objetivos generales
-Generar el transcriptoma de novo de M. bombycina bajo condiciones in vitro e identificar y

analisis de expresion de los genes Gly bajo condiciones de estrés.

5.2. Objetivos especificos
-Generar el Transcriptoma de novo de la especie M. bombycina bajo condiciones in vitro.

-Anotar funcionalmente los transcritos de la especie M. bombycina bajo condiciones in
vitro.

- Identificar la posible presencia de los genes Gly I, Gly Il y Gly Ill, en el Transcriptoma de

M. bombycina.

-Validar la expresién de algunos genes que estén involucrados en la regulacion de la
homeostasis de M. bombycina bajo tratamientos por desecacién a distintos tiempos de

exposicion.
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6. Materiales y métodos

6.1. Obtencién del Material Vegetal

Las plantulas de M. Bombycina se obtuvieron del Banco de Germoplasma in vitro
de la Unidad de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Autdbnoma de Aguascalientes.
El material vegetal se propagd en el medio de cultivo Murashige and Skoog (MS)
(Murashige y Skoog, 1962) preparado segun las especificaciones sefaladas en el

anexo B.1; para lograr la generacion de brotes al medio MS se le agreg6 1 ul de BA.

6.2. Extraccion de RNA

El RNA total de M. bombycina se extrajo por triplicado con el reactivo TRIzol
(Invitrogen). Las muestras colectadas se homogenizaron con ayuda de nitrégeno liquido y
un mortero con pistilo. Una vez que las muestras alcanzaron la consistencia de un polvo
muy fino, se colocd un volumen aproximado de 500 ul de material vegetal pulverizado en
un microtubo de 1.5 ml. Enseguida se agregaron 1000 pul de TRIzol (Invitrogen). Las
mezclas se homogenizaron rapidamente en un vortex y se dejaron reposar a temperatura
ambiente durante 2 min. Al término, se agregaron 200 pul de cloroformo a cada tubo y se
mezclaron manualmente por agitacion por 20s. Los tubos se incubaron a temperatura
ambiente por 5 min. y se centrifugaron a 4°C en una microcentrifuga refrigerada a 16.2g
(13,000 rpm) durante 15 min.

Después de la centrifugacion, los tubos se colocaron en hielo y se removié cuidadosamente
la fase superior (acuosa) de la mezcla, colocandola en un tubo limpio de 1.5 ml. Al
sobrenadante se agregaron 1000 pul de isopropanol, se mezclé manualmente por inversién
y se incubd a temperatura ambiente por 30 min. Enseguida se centrifugé a 16.2 g (13,000
rpm) a 4°C, por 20 min. El sobrenadante se separ6 por decantacion, y la pastilla de RNA
formada en el fondo del tubo se enjuagé con 1000 ul de solucion de etanol al 80%, se
centrifugo para eliminar el liquido de lavado y se dejo reposar. Cada pastilla se resuspendio

en 30 ul de agua DEPC, se cuantificé en nanodrop y se almacené a -80°C.
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6.3. RNA-seq

Las librerias de cDNA normalizadas fueron secuenciadas por el método de Sintesis en
un equipo lllumina Next-Seq 500, en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM (Universidad
Autonoma de México), en Cuernavaca, Morelos. Mediante esta técnica se generaron

archivos tipo. fastq, los cuales contienen la informacién de pequenas lecturas.

6.4. Analisis FastQC, Trimming y filtrado de las secuencias obtenidas

Se utilizd la herramienta FastQC, obtenida de [Babraham Institute, 2000]
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.), para evaluar la calidad de datos crudos de
secuenciacion de alto rendimiento. Al término del analisis con el software FastQC de las
secuencias obtenidas del SNG, se realizé un Trimming y filtrado con cuatro herramientas
bioinformaticas, uno de ellos es FastX toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/), el
cual, brinda varias herramientas con las cuales a través de una linea de comandos
podremos eliminar lecturas de baja calidad e incluso eliminar la contaminacién de algun
adaptador que no se haya eliminado en la secuenciacion a través de la verificacion de la
calidad con FastQC.

También se utilizé el programa Trimmomatic
http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic, este es una herramienta que realiza
multiples procesos, se basa en una linea de comandos los cuales pueden eliminar

adaptadores y recortar secuencias lllumina (fastq),

Otro de los programas utilizados es Fastp http://opengene.org/fastp/fastp, es un compendio
de herramientas que incluye las funciones de FASTQC, Cutadapt, Trimmomatic y AfterQC,
a pesar de que realiza funciones de distinta naturaleza, la velocidad con la que procesa la
informacién es mucho mayor a cualquiera de sus pares. Una de las ventajas de esta
herramienta es el preprocesamiento de identificador molecular unico (UMI), recorte de cola
polyG por lectura y division de salida. Fastp también proporciona informes de control de
calidad para datos pre y post filtrados dentro de una sola pagina HTML, por lo que se omite

el realizar un analisis nuevo en FastQC (Shifu et al. 2018).

De igual forma se utilizé el programa CLC Genomics, que a diferencia de los programas
anteriores, esta basado en una interfaz grafica (https://digitalinsights.qiagen.com), lo que

hace muy sencillo su manejo, en el cual, se pueden realizar el Recorte de calidad basado
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en puntajes de calidad, recorte de ambigledad para recortar, por ejemplo, tramos de Ns,
adaptador de recorte, Recorte de base para eliminar un nimero especifico de bases en el
extremo de 3 'o 5' de las lecturas y el recorte de longitud para eliminar lecturas mas cortas

o0 mas largas que un umbral especificado.

6.5. Ensamble del Transcriptoma de novo con el programa Trinity

Para evaluar la calidad de datos crudos de secuenciacion de alto rendimiento se
utilizé la herramienta FastQC, (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc),
después se llevé a cabo un Trimming y filirado de las lecturas con el programa Fastp
(http://opengene.org/fastp/fastp), seguido nuevamente de un analisis FastQC a las lecturas
resultantes. La normalizacion digital y el ensamblaje del transcriptoma de novo se llevaron
a cabo utilizando el software Trinity 2.0.5 con un tamano k-mer predeterminado de 25 en el
que se concatenaron los datos de RNA-Seq de todas las muestras para generar un unico

conjunto Trinity (Grabherr et al. 2011).

6.6. Anotacion funcional del Transcriptoma de novo con Trinotate

Para anotar los genes putativos ensamblados con el programa Trinity se realizo un
blastx en varias bases de datos, entre ellas, NCBI (no redundante) (Nr)
(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/), la base de datos Swissprot-Uniprot, Enciclopedia de genes
y genomas de Kyoto (KEGG), con un valor de corte de E establecido en 10~°. Los marcos
de lectura abierta de genes (ORF) se predijeron utilizando Transdecoder v.2.0.1 con un
valor de corte E de 10~° (http://transdecoder.sourceforge.net/). Para complementar la
anotacion funcional se utilizé el pipeline Trinotate (https://trinotate.github.io/), a través de
varios softwares como son Hmmer v.3.1b1, Tmhmm v.2, SignalP v.4.1, GOseq y eggnog
v.3.0.

6.7. Genes relacionados con el estrés abioético
6.7.1. Analisis bioinformatico en Glioxalasas |, Il y DJ-1

La identificacion de las secuencias de genes putativos de Glyl, GLyll y Glylll fueron

obtenidas a partir de las anotaciones del transcriptoma de M. bombycina y se confirmaron
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mediante blastx en NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). La identificacién de los dominios
se realizd en la Base de datos Pfam (http://pfam.xfam.org/) y Prosite

(https://prosite.expasy.org).

La construccién de arboles filogenéticos sin raices se realizé con otras secuencias de
aminoacidos del dominio de lactoilglutation liasa N-terminal (PF00903) de proteinas
similares a GLYI: Vitis vinifera (VvGLY), Oryza sativa (OsGLY), Arabidopsis thaliana
(AtGLY), Glicine Max (GmGLY) y Medicago truncatula (MtGLY), Brassica juncea y del
humano utilizando el programa MEGA version 7 (Kumar et al., 2016) con el método
Neighbor-Joining y 1000 réplicas de bootstrap (Kumar et al, 2016). Se realizé el mismo
procedimiento para proteinas similares a GLYII. El arbol filogenético para las secuencias
putativas con el dominio DJ-1 / Pfpl (PF01965) N-terminal y C-terminal de M. bombycina,
se realizé en conjunto de las secuencias de Oryza sativa (OsGLY), Arabidopsis thaliana
(AtGLY), junto con el dominio DJ-1 / Pfpl de humano, utilizando el mismo método. El
alineamiento multiple de las secuencias se llevé a cabo utilizando ClustalW (Larkin et al.,

2007) y se visualizé con Jalview (Waterhouse et al. 2009).

La localizacion  subcelular se predijo con el programa WOolfPSORT
[hitps://www.genscript.com/wolf-psort.html] (Horton et al., 2007). El andlisis fisicoquimico
de las secuencias putativas en aminoacidos de Glyl, Glyll y Glylll se realizé con la
herramienta ProtParam (https://web.expasy.org>protparam) (Gasteiger et al. 2005). El
disefo de la arquitectura de los dominios se realizé con DOG 2.0 (http://dog.biocuckoo.org)
(Jian, 2009).

La estructura  secundaria  se realiz6  con el programa PSIPRED
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk>psipred) (Jones, 1999). La prediccion de las estructuras
tridimensionales y de la estructura terciaria de las secuencias putativas de aa se realiz6 con
el software CPHmodels 3.2 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/), mientras

que la estructura 3D se realiz6 en UCSF Chimera version 1.14 (Pettersen et al., 2004).

6.7.2. Analisis bioinformatico en factores de transcripcion DREB y CDPK

La identificacion de las secuencias de genes putativos de los factores de
transcripcion DREB y CDPK fueron obtenidas a partir de las anotaciones del transcriptoma

de M. bombycina y se confirmaron mediante blastx en NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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La identificacion de los dominios se realizé en la Base de datos Pfam (http://pfam.xfam.org/)

y Prosite (https://prosite.expasy.org).

El alineamiento multiple de las secuencias se llevo a cabo utilizando ClustalW (Larkin et al.

2007) y se visualiz6 con Jalview (Waterhouse et al. 2009).

La localizacion  subcelular se predijo con el programa WoIfPSORT
[hitps://www.genscript.com/wolf-psort.html] (Horton et al., 2007). El analisis fisicoquimico
de las secuencias putativas en aminoacidos de MbDREB y MbCDPK se realizé con la

herramienta ProtParam (https://web.expasy.org>protparam) (Gasteiger et al. 2005).

6.7.3. Analisis Bioinformatico de genes de a-expansinas y B-expansinas en
M. bombycina

La identificacion de las secuencias de genes putativos de las subfamilias de o-
expansinas y B-expansinas fueron obtenidas a partir de las anotaciones del transcriptoma
de M. bombycina y se confirmaron mediante blastx en NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
La identificacion de los dominios se realiz6 en la Base de datos Pfam (http://pfam.xfam.org/)

y Prosite (https://prosite.expasy.org).

El alineamiento multiple de las secuencias se llevo a cabo utilizando ClustalW (Larkin et al.,

2007) y se visualizé con Jalview (Waterhouse et al. 2009).

La localizacion  subcelular se predijo con el programa WOoIfPSORT
[hitps://www.genscript.com/wolf-psort.html] (Horton et al., 2007). El analisis fisicoquimico
de las secuencias putativas en aminoacidos de MbEXPA y MbEXPB se realizé con la

herramienta ProtParam (https://web.expasy.org>protparam) (Gasteiger et al. 2005).

6.8. Validacion de la expresion de los genes relacionados con estrés
osmético de M. bombycinain vitro, basal y bajo estrés.

A partir de las secuencias obtenidas en el transcriptoma para las glioxalasas, se
disefaron oligonucleétidos para GLYI, GLYIl y GLYIll (Tabla 1). El disefio de cada uno de
los oligonucledtidos se llevd a cabo a partir del analisis bioinformatico realizado a cada una
de las isoformas de las secuencias que se les consideré completas y posiblemente activas.
Para Glyl se disefiaron 4 pares de cebadores para algunas de las isoformas de las

secuencias encontradas bajo distintos criterios (MbGLY1-1, MbGLY1-3, MbGLY1-4 y
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MbGLY1-7), En el caso de las isoformas de las secuencias de Glyll se disefaron 2 pares
de cebadores (MbGLY2-1 y MbGLY2-3) y para el gen Glylll sélo se disefié 1 par de
oligonucledtidos MbDJ-1, debido a que sélo se encontré una isoforma para ese gen. Se

utilizara como gen de referencia el 25S de Tomate (Dennis et al. 2018).

Se utilizaron plantulas de M. Bombycina de 4 cm de alto y 1 afio de haberse propagado
en medio MS. Para cada uno de los tratamientos se utilizO material vegetal por
triplicado, en el caso del control se utilizé la plantula in vitro, para el tratamiento 1 se
usaron plantulas en invernadero, para el tratamiento 2 se sometieron plantulas in vitro
a deshidratacion por 6 h (Ds 6 h) y para el tratamiento 3 se usaron plantulas in vitro a

las que se les sometid deshidratacion por 24 h.

El RNA total de M. bombycina se extrajo por triplicado con el reactivo TRIzol (Invitrogen)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. La sintesis de cDNA se llevé a cabo con el

kit Radiant 1- step siguiendo las recomendaciones del fabricante.

6.9. Analisis estadistico de la expresion de los genes relacionados con
estrés abiético de M. bombycinain vitro, basal y bajo estrés.

El analisis de expresion se realizé en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noreste (CIBNOR) en La Paz, Baja California Sur en el laboratorio de Ecologia Microbiana
Molecular, en donde se llevé a cabo la amplificacién de los transcritos con la siguiente
mezcla de reacciéon: 5.0 yL de SYBER Green (Mezcla maestra de RT-PCR, Applied
Biosystem, Carlsbad, CA, USA), 0.3 uM de cada oligonucleétido, 10 ng de cDNA, 3 uM de
agua en una reaccion con volumen total de 10uL. Las condiciones de amplificacion fueron:
80 ciclos de 95°C (15 seg), (60°C (1min), 95°C (30seg) y 60°C (15 seg) en el equipo Applied
Biosystems 7500 Fast Real-Time 2.0.

El analisis estadistico de la expresion de los genes gly |, gly Il y gly Il bajo condiciones in

vitro, invernadero y por desecaciéon 6 y 24 hrs.
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6.10. Esquema general de la metodologia de la etapa 2: Validacion de algunos
genes expresados como respuesta ante estrés osmético.

Genes involucrados en la respuesta ante
estrés osmotico.

gRT-PCR de los genes de interés (Gly,
Factores de transcripcion ) en M. bombicyna
bajo tratamientos de estrés osmotico.

Analisis estadistico.
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Tabla 1. Induccion con Congelamiento

Control Tratamiento Tratamiento
1 2
0 min 1h 2h

Tabla 2. Induccion con ABA

Control Tratamiento Tratamiento
1 2

0 min 15 min 1h

(Hernandez et al., 2017)



7. Resultados

7.1. Propagacion de M. bombycina
Se propagaron 256 explantes de M. bombycina in vitro, distribuidos en 32 frascos de cultivo,
de los cuales el 15.62 % de los explantes de contaminaron (5 frascos). En la Figura 10, se

observa algunas de las cactaceas de M. bombycina en medio MS.

Figura 10. Cultivo in vitro de la especie M. bombycina. Cultivo in vitro de M. bombycina en
medio MS + 1 mg de BA.

7.2. Extraccion de RNA de M. bombycina

Para verificar la integridad de extraccion de RNA se llevé a cabo el andlisis de las
muestras de RNA total a una concentracion de 4ug/20uL de M. bombycina por medio de un
electroferograma RIN, En la Figura 11, en el inciso A) Electroforesis realizada a cada una
de las muestras en los carriles 2-9 marcados por MB1-MB8, en donde se observa que cada
una de las bandas que indican las subunidades ribosomales se encuentran integras, sin
barridos. En el inciso B) se observa el electroferograma de cada una de las muestras, en
dénde se identifican los dos picos caracteristicos de cada una de las subunidades
ribosomales sin contaminantes, en el cual se corrobora que todas las muestras tienen un

valor RIN > 4. Por lo que estos resultados indican que las muestras son viables, por lo que
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se procedié a su secuenciacion en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM, campus

Cuernavaca.

Figura 11. Electroforesis Y Cuantificacion del RNA total de M. bombycina. A) Gel de
Electroforesis: Verificacion de la integridad de las subunidades ribosomales 60s y 25s del
RNA total de M. bombycina: carriles: 1: Ladder, 2-9: MB1 — MB8 (1ul), B)

Electroferograma RIN >4 en cada una de las muestras (Mb1 — MB8).

7.3. Informacién de la secuenciaciéon

La secuenciacion se realizé en el equipo lllumina Next Seg-500, con una
configuracién de 2 X 75 ciclos para cada una de las librerias de cDNA que se realizaron a
partir de la muestra por triplicado de M. bombycina en condiciones in vitro, en la Tabla 3, se
observa la cantidad de informacion obtenida de cada una de las librerias en GB (Giga
Bytes), la cantidad de lecturas obtenidas, asi como también el % de GC para cada una de

ellas.

Tabla 3. Informacién obtenida de la secuenciacion realizada en el equipo Next Seq 500, en

el que se utilizo una configuracion de 2X75 ciclos.
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MB1R1 1.4 6,089,759 76 49

MB1R2 1.25 6,089,759 76 50
MB2R1 1.92 9,289,382 76 51
MB2R2 1.92 9,289,382 76 53
MB3R1 1.79 8,667,632 76 52
MB3R2 1.79 8,667,632 76 53

7.4. Analisis FastQC, Trimming y filtrado de las secuencias obtenidas

La evaluacion de la calidad de datos crudos de secuenciacion de alto rendimiento
mediante la herramienta FastQC mostré un alto puntaje de calidad Phred en cada una de
las secuencias obtenidas. Al inicio de las secuencias de observé un pequefio sesgo en las
primeras 15 bases en las lecturas para cada una de las muestras, como se muestra en el
ejemplo de la Figura 12. Para comprobar si este sesgo potencial se debié a que no se
eliminaron las secuencias del adaptador del paso de secuenciacién a bases de baja calidad,

se hizo uso de varios softwares para limpiar las lecturas.

Figura 12. Analisis FastQC de lecturas obtenidas de la secuenciacion de M. bombycina.
A) Gréfica que indica la puntuacién de calidad de cada una de las lecturas. B)

Electroferograma que indica la calidad de cada una de las bases por lectura.

Para esto, se realizé un Trimming y filtrado con tres herramientas bioinformaticas con el
objetivo de generar un ensamble de mayor calidad (Tabla 4). Con la herramienta FastX se
obtuvo 6,547,132 en promedio. Con el programa CLC Genomics (CLC) se obtuvieron en

promedio un total de 6,441, 866 de lecturas.
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Tabla 4. Tabla comparativa de los resultados obtenidos del recorte de secuencias con los

programas FastX Toolkit, FastP y CLC Genomics.

Lecturas Longitud %GC Lecturas Longitud %GC Lecturas Longitud
MB1R1 5440656 76 49 6015549 15-76 49 5334646 64
MB1R2 4884523 76 49 5583001 15-76 49 4790460 64
MB2R1 8020082 76 50 8885020 15-76 50 7844352 64
MB2R2 6961841 76 50 7924826 15-76 50 6824453 64
MB3R1 7436816 76 50 8019521 15-76 49 7436815 65
MB3R2 6538879 76 49 7373640 15-76 49 6420472 64

El programa Fastp a diferencia de las herramientas bioinformaticas para realizar recorte de
secuencias, mostré varias ventajas, como son: el control de calidad, recorte de
adaptadores, filtrado de calidad, poda de calidad por lectura y muchas otras operaciones
con un solo escaneo de los datos FASTQ como se muestra en la Tabla 4, en donde se
observa los porcentajes de secuencias retenidas con cada uno de los programas de recorte.
Otro de los puntos que de manera muy particular de las secuencias de M. bombycina y que
se pudo solucionar con gran eficacia es el recorte automatico de PolyG, ya que, es un
problema comun observado en lllumina NextSeq y Serie NovaSeq. Esto debido a que se
basan en la quimica de dos colores, utilizan dos luces diferentes rojo y verde para
representar cuatro bases: una base con solo una senal de luz roja detectada se identifica
cémo Citocina (C); una base con solo una senal de luz verde detectada se identifica a la
Timina (T); una base con ambos la luz roja y verde detectada se identifica a la Adenina (A);

y una base sin luz detecta a la Guanina (G).

Tabla 5. Tabla comparativa de los porcentajes retenidos de los resultados obtenidos del

recorte de secuencias con los programas FastX Toolkit, FastP y CLC Genomics.

MB1 6,089,759 89% 98.7% 87.6%
MB2 9,289,382 86.33% 95.6% 84.4%
MB3 8,667,632 85.7% 92.52% 85.7%
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7.5. Ensamble de novo de M. bombycina con el programa Trinity

El ensamble de novo de M. bombycina se llevd a cabo utilizando el ensamblador
Trinity a los 3 Trimming realizados (Tabla 5). Las lecturas filtradas se concatenaron en
extremos emparejados (en archivos unicos 'left.fq' y 'right.fq', respectivamente), por lo que
se normalizaron digitalmente y se ensamblaron de novo con un k-mer predeterminado de
25. Al observar los resultados del ensamble con el programa ContingX, se descartaron los
resultados obtenidos de las secuencias tratadas con los programas FastXtoolKit y CLC
Genomics debido a que se perdia una gran cantidad de informacion (Anexo C), por lo que

solo se utilizaron los resultados obtenidos con el programa FastP.

Se obtuvieron un total de 78,412,335 bases ensambladas, traducidas a un total de 79,881
transcripciones generadas por Trinity (Tabla 6), de las cuales 47,406 corresponden a genes
unicos, con base en las longitudes de los contigs del transcriptoma ensamblados. Se calculd
la estadistica de longitud Nx convencional, en la que se obtuvo que al menos el 50% de los
nucledtidos del ensamble se encuentran en contigs que tienen al menos 1574 bases de

longitud, con un promedio de 981 bases por conting.

En cuanto a las isoformas mas largas o representativas por gen, se generaron un total de
37,675,612 bases ensambladas, de las cuales observamos que al menos el 50% de los
nucleotidos se encuentran en conting que tienen al menos 1417 bases de longitud, con un

promedio de 794 bases.

Tabla 6. Resumen estadistico de los resultados obtenidos del ensamble con el programa

Trinity.
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Total trinity 'genes’
Total trinity transcripts

Percent GC

Stats based on ALL transcript contigs
Contig N10
Contig N20
Contig N30
Contig N40

Contig N50

Median contig length

Average contig

Total assembled bases

Stats based on ONLY LONGEST ISOFORM per 'GENE'
Contig N10

Contig N20

Contig N30

Contig N40

Contig N50
Median contig length

Average contig

Total assembled bases

7.6. Anotacion funcional del ensamble del transcriptoma con el programa

Trinotate

Los marcos de lectura abiertos de genes (ORF) se predijeron utilizando
Transdecoder v.2.0.1 (http://transdecoder.sourceforge.net/). A partir de esto todos los
genes putativos ensamblados (genes putativos), se buscaron en varias bases de datos (la
base de datos de proteinas NCBI (no redundante) (Nr) (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/), base
de datos Swissprot-Uniprot, Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto (KEGG), GO
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79881

44.22

3539
2742
2227
1870

1,574
641
981.61

78,412,335

3337
2547
2077
1730
1417
418

794.74
37,675,612



(Ontologia genética), EggNog e InterproScan) utilizando BlastX con un valor de corte de

e 3.

En la tabla 7 se observan los resultados obtenidos a partir de la base de datos Trinotate.xls.
en la cual se obtuvieron un total de 84975 id para cada uno de los transcritos obtenidos, de
los que se generaron 47,406 hits a los que se les asignd un id Unico para cada gen, de
estos 44,629 se les pudo asignar un id para la proteina a la que codifican a las que a 32,539
de ellas se les pudo asignar una coordenada unica. En cuanto a los resultados obtenidos
por Blastx podemos ver que se generaron 43,640 hits con la base de datos con la que se
comparé de los cuales 38,175 son hits para genes unicos, de igual manera se obtuvieron
los resultados para el Blastp de los que se obtuvo un total de 34,192 hits de los cuales se
asignaron 28,201 hits. Se obtuvieron 25,403 hits para rutas metabdlicas unicas de Pfam
para el total de genes asignados. También se asignaron 988 hits para proteinas ortélogas

de las cuales 205 hits unicos.

Tabla 7. Resumen estadistico de las anotaciones del transcriptoma de M. bombycina con

el programa Trinotate.

gene_id 47406 84975
transcript_id 79881 84975
prot_id 44629 44629
prot_coords 32539 44629
TmHMM 1729 44629
sprot_Top_BLASTX_hit 38175 43640
gene_ontology BLASTX 9638 42361
Kegg 11468 39241
sprot_Top_BLASTP_hit 28201 34192
gene_ontology BLASTP 8947 33218
Pfam 25403 30825
gene_ontology_Pfam 1547 19238
SignalP 1284 2115

eggnog 205 988

Se utilizé TrinotateR para obtener los graficos de la anotacion, este es un paquete con
funciones para manipular el producto final de Trinotate, de la cual se produjo la sig.

Informacion:
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-Clasificacion de funcién eggNOG

Mediante la base de datos eggNOG se obtuvo la clasificacion funcionalidad de las proteinas
ortologas. En este estudio, se asignaron 988 genes a 17 clasificaciones eggNOG, entre las
cuales la clasificacion de traduccion, estructura ribosomal y biogénesis es la que obtuvo un

numero mayor de hits (Figura 13)

Figura 13. Clasificacion de datos eggNOG. En el que se obtuvo la clasificacion

funcionalidad de las proteinas ortélogas del ensamble de novo de M. bombycina.
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-Clasificacion de términos Go

En total, 43,640 hits para términos GO se asignaron a 38175 hits para genes unicos
(genes con Nr blast hits). La mayoria de los términos de GO se asignaron al componente
celular, seguida de la funcién molecular y por ultimo para proceso biolégico. Los términos
se derivaron de 99 grupos funcionales diferentes (Figura 14). Dentro de la funcién
molecular, la mayor proporcién se asigno a las categorias de uniéon a iones metalicos y
union a ATP; dentro de los procesos biolégicos a la regulacion de la transcripcion del ADN
y en cuanto el proceso celular a componentes de membrana y citosol. Los términos GO se
infirieron utilizando la anotacién de genes que tenia coincidencias de blast con proteinas
pertenecientes a la base de datos UniprotKB. UniprotKB es una base de datos bien

anotada, compuesta por secciones de registros anotadas manual y automaticamente. Estos
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resultados implican que la anotacion GO esta impulsada principalmente por coincidencias

de blast que se encuentran en las bases de datos de UniprotKB.

Figura 14. Clasificacion de los términos GO del transcriptoma de M bombycina. Términos

GO asignados al componente celular, funcion molecular y proceso bioldgico.

La distribucion de hits en la base de datos Nr mostré la mayoria de ellos con Arabidopsis
thaliana. El segundo taxén mas afin a las anotaciones obtenidas fue Oryza sativa y de ahi
con otras plantas que, aunque no son muy similares entre si, se encontraban en el
repositorio. Los hits restantes a los cuales no se les encontré un match en especifico
pueden ser debido a contaminaciones o0 a genes que no han sido bien caracterizados
(Figura 15).
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Figura 15. Distribucion de hits en la base de datos Nr del transcriptoma de M. bombycina.
Distribucion de hits de las secuencias obtenidas del transcriptoma de M. bombycina con

secuencias ya reportadas de otras especies ya secuenciadas.

7.7. Analisis de los genes Glioxalasas
A partir de los analisis obtenidos de la anotacion funcional del transcriptoma de novo
de M. bombycina se identificaron los genes pertenecientes a la familia de las Glioxalasas,

los cuales estan clasificados en el término GO de componente celular (Tabla 7).
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Dando como resultado para Glyl doce isoformas, de las cuales sélo diez presentaban los
dominios caracteristicos, para Glyll se obtuvieron cinco isoformas, de las cuales cuatro
presentaban los dominios caracteristicos de las glioxalasas tipo Il. Para Glylll se
identificaron tres isoformas, de las cuales sélo una secuencia presentaba los dominios

caracteristicos de las glioxalasas tipo lll.

Como inicio del analisis, se identificaron a partir de las anotaciones del transcriptoma de
novo M. bombycina la relacién de genes tipo glioxalasa con las rutas metabdlicas que
asignaba la base de datos KEGG (Tabla 8). Como se observa observar el la Figura 16, en
el que se identificaron cada una de las vias en el metabolismo del piruvato, especificamente

en la descomposicion del metilglioxal (MG) a D-Lactato.

Tabla 8. Tabla de informacion complementaria de los transcritos obtenidos de los genes de

la familia de las Glioxalasas.

TRINITY_DN466 TRINITY _DN4660_cO g1 i1  LGUL_SCHPO*Q:9-  spo:SPBC12C2.12¢c'KO:K01

0 138 759
TRINITY_DN143  TRINITY_DN14362 c0_g1 i1 LGUL_CICARMQ:50-  cam:101505694 KO:K01759
62 173
TRINITY_DN14362_c0_g1_i2 LGUL_SOYBNAQ:4-  gmx:547667 KO:K01759
186
TRINITY_DN14362_c0_g1 i3 LGUL_SOYBNAQ:53- gmx:547667 KO:K01759
235
TRINITY_DN14362_c0_g1_i4 LGUL_SOYBNAQ:53- gmx:547667 KO:K01759
235
TRINITY_DN14362_c0_g1 i5 LGUL_SOYBNAQ:53- gmx:547667 KO:K01759
235
TRINITY_DN14362_c0_g1_i6 LGUL_SOYBNAQ:4-  gmx:547667 KO:K01759
186
TRINITY_DN14362_c0_g1_i7 LGUL_SOYBNAQ:53- gmx:547667 KO:K01759
235
TRINITY_DN784 TRINITY_DN7846_c0 g1 i1 LGUC_ARATHAQ:1-  ath:AT1G67280°KO:K01759
6 252
TRINITY_DN153  TRINITY_DN15304_cO_g1_i1 GLX1_ARATHAQ:109 ath:AT1G11840°KO:K01759
04 -975
TRINITY_DN15304_c0 g1 i2 GLX1 ARATHAQ:1-  ath:AT1G11840°KO:K01759
287
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TRINITY_DN985
9
TRINITY_DN146
89
TRINITY_DN153
47
TRINITY_DN985
9

TRINITY_DN101
40
TRINITY_DN136
81
TRINITY_DN165
56

TRINITY_DN15304_c0_g2_i1

TRINITY_DN9859_c0_g1_i2.
p1
TRINITY_DN14689_c0_g1_i3
.p1
TRINITY_DN15347_c0_g1_i3
.p1
TRINITY_DN9859_c0_g1_i1.
p1
TRINITY_DN9859_c0_g1_i2.
p1
TRINITY_DN10140_c0_g1_i1
.p1
TRINITY_DN13681_c0_g1_i.
p1
TRINITY_DN16556_c2_g1_i1
.p1

GLX1_ARATH"Q:8-
289
GLO2C_ARATH"Q:4
17-88
GLO2N_ARATH"Q:1
44-1046
GLO2C_ARATH"Q:9
83-210
GLO2N_ARATH"Q:6
9-1004
GLO2N_ARATH"Q:2
7-965

DJ1D_ARATH"Q:155
9-387
DJ1B_ARATH"Q:159
-1406
DJ1C_ARATH"Q:169
5-541

ath:AT1G11840°'KO:K01759

ath:AT2G31350°'KO:K01069

ath:AT2G31350°'K0O:K01069

ath:AT2G31350°'KO:K01069

ath:AT2G31350°'K0O:K01069

ath:AT2G31350°'KO:K01069

ath:AT3G02720°KO:K18881

ath:AT1G53280°KO:K03152

ath:AT4G34020

En los recuadros rojos se identifican a los genes pertenecientes a la familia de las
glioxalasas, con los numeros de identificacion 4.4.1.5, 3.1.2.6 y 42.1.130, para Glyl, Glyll y
Glylll respectivamente, los cuales se obtuvieron de la anotacién del transcriptoma de M.

bombycina (Figura 16).
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Figura 16. Analisis KEGG de los genes Glyoxalasa del transcriptoma de novo de M.
bombycina. Identificacion de los genes pertenecientes a la familia de las glioxalasas
involucradas en la descomposicion del metilglioxal en D-Lactato, los cuales estan
marcados en rojo (4.4.1.5, 3.1.2.6 y 42.1.130).

7.8. Caracterizacion y analisis bioinformatico de proteinas putativas que
corresponden a Glioxalasas de tipo |, Il y lll (Glyl, Glyll y Glylll) en M.
bombycina.

7.8.1. Analisis de la arquitectura de los dominios de las proteinas putativas
de MbGLYI, MbGLYIll y MbGLYIIl

Todas las proteinas similares predichas para Glioxalasas putativas en M. bombycina
se analizaron usando Pfam para identificar los dominios conservados, para el caso de
MbGLY]I se identifico el/los dominios (segun sea el caso Zn?* o Ni?*) glioxalasa (PF00903),
de igual forma para MbGLYII se identificaron secuencias parciales de GLYII en las cuales
se identificd el dominio HAGH-C que es un sitio de union al sustrato que generalmente se
encuentra en el extremo C-terminal de las proteinas GLYII junto con el dominio catalitico
metalo-beta-lactamasa y para el caso de MbGLYIll se identificaron dos dominios DJ-1/ Pfpl

caracteristicos de las glioxalasas de tipo lll.

De las doce isoformas obtenidas para Glyl, unicamente diez tienen la presencia de por lo

menos un dominio de glioxalasa conservado (PF00903), los andlisis revelaron que todas

las proteinas con caracteristicas de Glioxalasa | (MbGlyl) tienen al menos un dominio GLY],

mientras que algunas de ellas tienen dos. Las proteinas MbGLYI_1, MbGLYI_2 y

MbGLYI_3 cuentan con un solo dominio Glioxalasa (PFO0903) de aproximadamente 147
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aa. Siete de las secuencias contenian dos dominios GLY| consecutivos, de los cuales cada

uno de ellos de una longitud de 124 aa aproximadamente (Tabla 7).

Las 10 secuencias MbGLYI con al menos un dominio Glioxalasa se alinearon con el
programa MEGA7 (Clustal W), con las secuencias de Arabidopsis thaliana, Glycina max,
Vitis vinifera, Oriza sativa y Hommo sapiens. En la Figura 17 se observa que las proteinas
se dividen en dos categorias, aquellas que tiene las regiones especificas para la isoforma
dependiente de Zn?*. (MbGLYI_1, MbGLYI_2 y MbGLYI_3), que estan enmarcadas en los
recuadros rojos. Por otra parte, aquellas secuencias que tienen ausencia de estas
secuencias (marcadas en recuadro rojo) se les considera que son las isoformas
dependientes de Ni?* (MbGLY!_4 - MbGLYI_10). Independientemente del metal al que se
unen, cada una de las secuencias cuenta con los 4 sitios que caracterizan a las Glioxalasas
(HQ/E/HQ/E), que son el sitio activo de la proteina, el sitio de union al metal, el sitio de

union a Glutatién (GSH) y la interfaz del dimero.
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Figura 17. Alineamiento multiple de secuencias de dominios GLYI. En los recuadros rojos
estan marcadas las regiones especificas en la secuencia que indican la presencia del ion
Zn**. En los recuadros azules se encuentran marcados los recuadros que indican los

motivos conservados en las secuencias de MbGLY]I.

Las secuencias de dominios de las proteinas MbGLYI|_1- MbGLYI_10, presentan los cuatro
sitios de union de metales conservados de proteinas GLYI los cuales se representan con
un enmarcado negro y con el simbolo #, mientras que la regién especifica para la isoforma

dependiente de Zn?* se marcé con un recuadro rojo.

Otra de las maneras de confirmar la clasificaciéon de las proteinas putativas de MbGLYI es
por el tamano de sus dominios, como podemos observar en la Tabla 9 las secuencias de
GLYI dependientes de Zn?* tienen un Unico dominio mas largo (mas de 140 aa) que los
dependientes de Ni**, los cuales cuentan con 2 dominios de alrededor de 120 aa y tienen

ausencia de las regiones caracteristicas de la unién a Zn?* en sus secuencias.

Tabla 9. Clasificacién de las proteinas putativas de MbGLY!| por el tamafio de sus dominios

y presencia de motivos.
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Inici  Fin Long.

MbGLYI_1 77 224 147 + + + + Zn?* Presente
MbGLYI_2 77 224 147 + i i + Zn?t Presente
MbGLYI_3 28 175 147 + + + + Zn?* Presente
MbGLYI_4 101 225 124 + + + + Ni%* Presente

231 355 124

MbGLYI_5 1 124 123 + + + + Ni** Presente
130 254 124

MbGLYI_6 1 124 123 + + + + Ni** Presente
130 154 124

MbGLYI_7 94 218 124 + + + + Ni** Presente
224 348 124

MbGLYI_8 23 147 124 + + + + Ni?* Presente
153 281 128

MbGLYI_9 23 147 124 + + + + Ni?* Presente
153 281 128

MbGLYI_10 23 147 124 + + + + Ni?* Presente
153 281 128

Para el caso de Glyll las proteinas putativas que se encontraron en el transcriptoma de M.
bombycina unicamente eran secuencias parciales, sin embargo, contenian el dominio
metalo-beta-lactamasa (PF00753). Se realizé un alineamiento multiple (Figura 18), de las
secuencias de interés junto con las secuencias de otras plantas, incluidas A. thaliana, Vitis
vinifera, G. max, entre otras. Se identificaron los sitios de unién de metales conservados
presente en la familia de las metalo-B-lactamasas, que requieren de Zn?
(THXHXDH/H/D/H), un sitio activo (C/GHT) y siete sitios de union de GSH conservados
(CIK(R)/F(Y)/YIN/R/IK), a este alineamiento también se le incluyd la secuencia humana
(Hommo sapiens). Como se observa en la Tabla 10, las secuencias contienen un motivo de
unién a metales altamente conservado (THXHXDH) que también esta presente en la familia

de las metalo-B-lactamasas, que requieren Zn (Il)
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Figura 18. Alineamientos de secuencia de proteinas parciales GLYII. En los recuadros se
muestran los dominios y motivos conservados caracteristicos de las GLYII alineadas con

secuencias de proteinas de longitud completa de otras plantas.

Tabla 10. Clasificacion de las proteinas putativas de MbGLYIl por el tamafio y

caracteristicas de sus dominios y motivos.

Protein Dominio Dominio (PF16123) Sitio Sitio
a unién a unién a
Inicio Fin Long. Inicio Fin Long. ' metal

MbGLY 91 249 197 250 334 80 + + +
_1

MbGLY 78 236 197 237 321 80 + + +
2

MbGLY 106 263 197 264 348 80 + + +
.3

MbGLY 42 206 197 207 288 80 & + &
I_4

En el caso de la Glioxalasa de DJ-1 se identificaron tres secuencias de isoformas putativas

para MbDJ-1, sin embargo, después de realizar los primeros analisis pudimos observar que
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Unicamente una de las secuencias contaba con los dos dominios caracteristicos DJ-1 / Pfpl,
por lo que sdlo se utilizé esa secuencia para el alineamiento multiple (Figura 19) e
identificacion de la triada catalitica caracteristica de este dominio como podemos observar
en la Tabla 11.

Tabla 11. Clasificacion de las proteinas putativas de MbDJ-1 por el tamafio y caracteristicas

de sus dominios y motivos.

Proteina Dominio (PF00903) Triada catalitica del sitio Activo = Aminoac
' idos
esencial
es
MbDJ-1 8 193 185 + 2 + Presente
201 386 185

Figura 19. Alineamiento de secuencia de proteinas DJ-1. En los recuadros se indican los
motivos caracteristicos de las proteinas DJ-1, alineadas con secuencias de proteinas de

longitud completa de otras plantas.
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Para tener una idea mas concreta de la estructura de cada una de las proteinas de interés,
se disend la arquitectura presente en MbGLYI, MbGLYIl y MbGLYIll de los dominios de
cada una de las isoformas pertenecientes a GLYI, GLYIl y GLYDJ-1. En la Figura 20 se
observa a las proteinas pertenecientes a GLY| en color azul que las tres primeras
secuencias tienen union al ion Ni%*, debido a que en su secuencia Unicamente tienen
presentes 1 dominio, mientras que, en las secuencias de la cuatro a la diez, contienen dos
dominios caracteristicos de las proteinas que tienen unién al ion Zn?*. Para MbGLY]I, cada
una de las secuencias contienen los dos dominios caracteristicos de estas proteinas, que
son el metalo-B-lactamasa y el hidroxiacilglutatién hidrolasa. Mientras que en las
seceuncias de proteinas pertenecientes a MbDJ-1, la secuencia presenta dos dominios en
tandem de DJ-1/Pfp1.

Figura 20. Arquitectura de los Dominios conservados de MbGLYI, MbGLYIl y MbDJ-1 de
M. bombycina.

7.8.2 Dendrograma de las proteinas putativas MbGLYI, MbGLYIl y MbDJ1

El arbol muestra dos subfamilias, de acuerdo al tipo de metal al que se unen las proteinas
(Zn?* 6 Ni%*). muestra que MbGLY!I-3, MbGLYI-4, MbGLYI-5 y MbGLYI-6 se posicionan en
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el primer grupo, quedando muy cercanas a las isoformas VvGlyl_1y VvGlyl_4 de la especie
Vitis vinifera MbGLYI-7 y MbGLYI-8 en la primera subfamila, quedando estrechamente
relacionadas a las isoformas de GmGLYI_10 y GmGLYI_21 de Glicina max y MbGLYI-1y
MbGLYI-2. En la la segunda subfamilia qudan cercanas a las isoformas de OsGLYI-8,
AtGLYI-2, AtGLYI-12, VVGLYI-2, GmGLYI_16, GmGLYI_14 y GmGLYI_15. Esta formacion
de grupos se dio debido a que las glioxalasas se clasifican de acuerdo al sitio de unién al
metal, asi como la diferencia ciertos de grupos de aa que conforman al dominio, quedando

cercanas a aquellas proteinas que han sido bien caracterizadas (Figura 21).

Para el analisis filogenético para la proteina putativa MbDJ-1, en relacién con las proteinas
bien caracterizadas de las especies A. thaliana, O. sativa, G. max, M. truncatula y V. vinifera
(Islam et al.2018), se pudo identificar que MbDJ-1, esta estrechamente relacionada con la
isoforma AtDJ1D de la especie A. thaliana, que se conoce que es una chaperona molecular

inducible por calor (Figura 21)

Figura 21. Andlisis de conglomerados de MbGLYI, MbGLYIl y MbDJ1. Se observan tres
grupos; en CI (naranja) se pueden observar las secuencias de proteinas que pertenecen a
MbGLY]I, que a su vez se dividen en dependientes de Ni** y Zn?*. El grupo ClI (amarillo) y

el ClII (verde).
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7.8.3 Caracterizacion fisicoquimica de las proteinas putativas de
Gioxalasa de tipo I, Il y lll en la especie M. bombycina

Los resultados obtenidos de la caracterizacion de las proteinas MbGLYI (Tabla 12),
en la cual se puede observar la longitud del transcrito que oscila entre los 1023 pb y
2457 pb, la longitud del CDS que va de 708 pb a 1092 pb, el tamafio de las proteinas

de 235 aa hasta los 300 aa, El Punto isoeléctrico y la localizacion celular.

Tabla12. Caracterizacion fisicoquimica y localizacion celular de las proteinas MbGLY],

Proteina kDa Pl

putativa
MbGLYI-1  TRINITY_DN14362_c0_g1_i4 1161 708 235 26.35703  8.82  Chlo ®, nucl’
MbGLYI-2 TRINITY_DN14362_c0_g1_i7 1023 564 187 20.88262 543  Chlo
MbGLYI-3 TRINITY_DN14567_c0_g1_i2 1701 1092 363 40.21782  6.64  Chlo®, mit°
MbGLYI-4 TRINITY_DN14567_c0_g1_i5 2457 792 263 29.53397  5.13  Nucl?, cyt’,
MbGLYI-5 TRINITY_DN14567_c0_g2_i1 1400 1071 356 39.31778 580  Chlo?®®,
MbGLYI-6  TRINITY_DN15304_c0_g1_i1 1219 870 289 32.68124 532  Nucl* Nucl°
MbGLYI-7 TRINITY_DN15304_c0_g1_i2 1024 903 300 33.65052 570  Cyto?°
MbGLYI-8 TRINITY_DN15304_c0_g2 i1 1386 870 289 3243995 526  Cyto?°
MbGLYII_1 TRINITY_DN9859 c0_g1_i1 1112 NA 334 37.19777  8.72  Chlo ?mito ©
MbGLYII_2 TRINITY_DN9859 c0_g1_i2 1073 NA 321 35.72691 8.45  Chlo?®, mito®
MbGLYII_3 TRINITY_DN14689 c0_g1_i3 1306 NA 348 38.42322  7.30  Chlo?, cyto®

Nucl®

MbGLYII_4 TRINITY_DN15347_c0_g1_i3 1079 NA 290 32.34300 6.55  Cyto?, mit°

MbDJ-1 TRINITY_DN10140_c0_g1_i1 1617 1177 392 41974.14 5.57 Cyto?°

MbGLYIl'y MbDJ1.

Abreviaturas: CDS secuencia del DNA codificante, NA no aplica, kDa kilo Daltons, pI punto
isoeléctrico, Chlo cloroplasto, Cyto citoplasma. La prediccion de la localizacion fue en: a: Wolf
Psort, b: Localizer y c: CELLO, el pl y el peso molecular en el programa ProtParam.

7.8.4 Modelado hipotéticas de las proteinas putativas de Gioxalasas

El modelado hipotético de las proteinas 3D de las secuencias pertenecientes a MbGLY],

MBGLYIl y MbDJ-1, en el cual se puede observar en la Figura 22 las ocho secuencias
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putativas para MbGLYI (MbGLYI-1 a MbGLYI-8) encontradas en el transcriptoma de M.
bombicyna, en las imagenes A, B y C, se identifican en color rojo la regidon de aminoacidos
que le confiere a la proteina la capacidad de union al ion Zn?*. En las figuras D, E, F, G, H,
| y J, la secuencia difiere bastante, ya que tienen la ausencia de las secuencias de union a
Zn?* (zona roja), por lo tanto, se unen al ion Ni?*, ademas de que estan compuestos por dos
subunidades que son el dominio PF00903. Para el caso de MbGlyll (MbGLYIl_1 a
MbGLYII_4), en las figuras K, L, My N, se pueden observar los sitios de union THHHYD de
color naranja, GTH de color rojo y el sitio CGKLF de color amarillo caracteristicos de esta
proteina. En el inciso N de la Figura 22 se muestra la proteina putativa de MbDJ-1, en donde
se pueden observar las dos subunidades de los dominios en tdandem DJ1-D/Pfpl, en donde

cada uno de ellos se identifica la triada catalitica caracteristica de esta proteina.

Figura 22. Estructuras 3D de las proteinas putativas de MbGLYI, MbGLYIl y MbDJ-1 de
M. bombycina. Generadas por modelado de la homologia de las estructuras terciarias de
las proteinas putativas de GLYI, GLYIl y GLYIII de A. thaliana con el programa
CPHmodels 3.2.

7.8.5 Analisis de expresién de los genes relacionados con estrés abiético

La expresion del gen MbGLYI-1 en el tratamiento en el tratamiento Ds a 24 h se observa
un aumento en la expresion en un 185% en comparacion al control, mientras que la expresion
de MbGLYI-3, MbGLYI-4 y MbGLYI-7 disminuyé en todos los tratamientos en comparacion al

control. En el caso de MbGLYII-1 se presentd una mayor expresién en los tratamientos ex
-77 -



vitro y Ds 24 h en comparacion al control. La expresién en MbGLYII-3 es significativamente
mas bajo em en todos los tratamientos con respecto a MbGLYIIl-1 y no hay una diferencia
significativa con respecto al control. En el caso de MbDJ-1 la expresion se mantuvo para los
tratamientos ex vitro y Ds 24 h respecto al control, sin embargo, en el tratamiento Ds 6 h hubo

una disminucion significativa de la expresion respecto al mismo.
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Figura 23. Analisis de expresion de los genes MbGLYI, MbGLYIl y MbDJ-1. La expresion
del gen MbGLYI-1 a las 24 hr se vié aumentada en un 185% en comparacion al control.
Mientras que las los genes MbGLYI-4, MbGLYI-6 y MbGLYI-9 no se prensentd una
diferencia de expresion entre tratamientos ni con el control. El gen MbGLYII-1 tuvo una
expresion mayor en los tratamientos ex vitro y Ds 24h sin embargo el gen MbGLY!II-3 tuvo
una nula expresion en los tratamientos respecto al control. EI gen MbGLYDJ1-1 no tiene

una diferencia significativa en la expresién respecto al control.

7.9 Caracterizacion y Analisis Bioinformatico de proteinas putativas que
corresponden a Factores de Transcripcion DREB en M. bombycina.

7.9.1 Analisis de la arquitectura de los dominios de las proteinas putativas
de MbDREB1 y MbCDPK1

Todas las proteinas similares predichas para los factores de transcripcion DREB y
CDPK putativas en M. bombycina se analizaron usando Pfam para identificar los dominios
conservados. Se identificaron los dominios YRG/RAHD caracteristicos de las proteinas

DREB como se muestra en la Figura 24.
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Figura 24. Alineamiento multiple de secuencias de proteinas putativas MbDREB.
Comparacién de secuencias del factor de transcripcién DREB, con secuencias de proteinas

de longitud completa de otras plantas.

De igual manera el alineamiento multiple que se observa en la Figura 25, se identificaron
los motivos conservados en la secuencia del gen CDPK, se identificaron los motivos |
(GXGXXXG), Il (K), VI (DLK) y VII (DFG), en los recuadros de color rojo, de esta manera

se verificd la funcionalidad de la proteina.

Figura 25. Alineamiento multiple de secuencias de proteinas putativas MbCDPK.
Comparacioén de secuencias del factor de transcripcion CDPK con secuencias de proteinas

de longitud completa de otras plantas.

Se realizé la arquitectura de dominios de las proteinas putativas MbDREB1, MbDREB2 y
MbCDPK1, de esta manera podemos tener una idea mas clara, de la arquitectura de cada
uno de los dominios, asi como también el papel que juegan en la funcién de la proteina. En
la secuencia de MbDREB1 y MbDREBZ2 se observa la presencia del dominio caracteristico
de estas proteinas AP2/ERF (Figura 26). Mientras que en la secuencia MbCDPK1 se
observan dos dominios, el primero que pertenece a una proteina kinasa y el segundo al
dominio EF-Hand.
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Figura 26. Arquitectura de Dominios conservados de MbDREB1, MbDREB2 y MbCDPK1.

7.9.2 Caracterizacion fisicoquimica de las proteinas putativas de
MbDREB1 y MbDREB2

Se realizd la caracterizacion fisicoquimica de las proteinas MbDREB1, MbDREB2 y
MbCDPK1. En la tabla 13 se puede observar la longitud del transcrito de 720, 687 y 1782
pb respectivamente, la longitud del CDS de 243, 232 y 597 pb respectivamente, el tamano
de las proteinas de 240 y 229 aa. Las 2 proteinas MbDREB1 y MbDREB2 se encuentran

en el nucleo. La proteina que pertenece a MbCDPK1 se encuentra en cloroplasto.

Tabla 12. Caracterizacién fisicoquimica y localizacion celular de las proteinas MbDREB1 y
MbDREB2.

Tabla 13. Lista de los genes putativos DREB y CDPK encontrados en el transcriptoma de Mb.

Nombre Transcritos Longitud CDS (pb) Proteina Localizacién
del gen del Longitud kDa pl celular
transcrito (aa)
(pb)
MbDREB1  >TRINITY_DN13609 @ 720 243 240 26315.18 5.39 Ndcleo
_c0_g1_i1.p1
MbDREB2 >TRINITY_DN13609 687 232 229 24930.61 5.01 Nucleo
_c0_g1_i2
MbCDPK1  >TRINITY_DN11945 1782 597 594 65946.98 5.26 Cloroplasto
_c0_g2_i1.p1
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7.9.3 Modelado 3D hipotético de las proteinas putativas de factores de
transcripciéon DREB y CDPK

El modelado de la homologia de las estructuras terciarias de las proteinas putativas que
corresponden a los factores de transcripcion DREB y CDPK identificados en el
transcriptoma de M. bombycina. Se obtuvieron 2 modelados 3D a partir del templete de la
estructura cristalina de AtERF96 (5WX9.1) de A. thaliana MbDREB1 (A) y MbDREB2 (B)
(Figura 27). Para la proteina putativa de MbCDPK1 se obtuvo 1 modelado a partir del
templete 4yga.4.A de A. thaliana (C)

Figura 27. Estructuras 3D de las proteinas putativas de factores de transcripcion DREB y
CDPK. Donde: a) MbDREB1, B) MbDREB2 y C) MbCDPK1 de M. bombycina, generadas a
partir de la homologia de las estructuras terciarias de A. thaliana con el programa
CPHmodels 3.

7.9.4 Analisis de la expresion de los genes de factores de transcripcion
DREB y CDPK bajo estrés por frio y ABA en M. bombycina in vitro.

El analisis de expresién del gen MbDREB1 tiene un aumento significativo en presencia de
estrés por frio a 1y 2 hr, ya que se observa un aumento del 180% y 420% respectivamente.
Y este mismo gen en presencia de estrés por ABA a .15y 1 hr aumenta 150% y 160% con

respecto al control, teniendo en cuenta que se encuentra normalizado a cero (Figura 28).
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En el caso del gen CDPK en presencia de estrés por frio a 1 y 2 hr, se observa un aumento
en la expresion de 60% y 220% respectivamente, mientras que este mismo gen en presencia

de ABA a .15y 1 hraumenta 170% y 230% respectivamente con respecto al control.

Figura 28. Analisis de expresién de los genes MbDREB1 y MbCDPK1 en M. bombycina.
bajo tratamientos de estrés por frio y ABA.

7.10 Caracterizacion y analisis bioinformatico de proteinas putativas que
corresponden a las subfamilias a-expansinas y B-expansinas en M.
bombycina.

7.10.1 Alineamiento multiple y analisis de la arquitectura de los dominios y
motivos de las proteinas putativas de a-expansinas (MbEXPA) y B-
expansinas (EXPB).

Se realizé el alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos para cada
subfamilia de las a-expansinas, con las secuencias homodlogas de Jitomate (Solanum
lycopersicum), Maiz (Zea mays) y Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), en el cual se
observaron las regiones conservadas caracteristicas de estas proteinas en los que se

identifican en recuadros negros los sitios conservados en cada subfamilia. Los Triptéfanos
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(W) conservados en EXPA: uno anterior al dominio 1 en el N-terminal (posicién 46) y cuatro
en el dominio 2 hacia el carboxilo terminal (posiciones 221, 228, 232 y 265). Con un rombo
(#), las cisteinas encargadas de formar los puentes disulfuro (posiciones 67, 95, 103, 112,
145 y 179). Se observaron los motivos conservados caracteristicos de EXPA para las
secuencias reportadas que son: TFWYG, GGACGYG, HFD (el sitio catalitico), WGQ vy
LSFpVT. Ademas de las regiones ATFYG, TAALS (inicio del dominio DPBB), RVPC,
GGWCNPP, RVPC (término del dominio DPBB), RFTINGHS (inicio del dominio Alérgeno
del pélen). Bajo la clasificacion de las expansinas, el primer motivo a identificar fue el HFD,
pues solo esta presente en EXPA y EXPB, por lo cual, quedan completamente descartadas
las EXLA y EXLB. Ademas, motivos que solo aparecen en EXPA son TAALS, GGACGYG

y RFTINGHS con esos aminoacidos en ese orden (Figura 29 y Figura 30).

Figura 29. Alineamiento multiple de a-expansinas (EXPA). Se identificaron con un
asterisco (*), se identificaron Triptéfanos conservados (W); con un rombo (¢), las Cisteinas

(C) encargadas de formar los puentes disulfuro.
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Figura 30. Alineamiento multiple de B-expansinas (EXPB). Se identificaron con un asterisco
(*), se identificaron Triptéfanos conservados (W); con un rombo (¢), las Cisteinas (C)

encargadas de formar los puentes disulfuro.

Para identificar a cada tipo de subfamilias de expansinas se obtuvieron los dominios
conservados y se resumieron los resultados en los que se observa la arquitectura y los
datos de los elementos de interés en la Tabla 14. Los rangos y longitudes de la péptido
sefial, de los dominios y de los puentes disulfuro; de estos ultimos se omite la longitud

debido a que no representan un rango, sino un enlace entre dos aminoacidos.

-84 -



Tabla 13. Arquitectura de dominios de las a- expansinas y (3-expansinas de M. bombycina.

Péptido Sefal 1 19 19

Dominio 1 68 153 86

Dominio 2 164 241 78

MbEXPA1.1 Puente disulfuro 1 54 82 N/A
Puente disulfuro 2 85 158 N/A

Puente disulfuro 3 90 97 N/A

Péptido Sefal 1 19 19

Dominio 1 68 153 86

Dominio 2 164 241 78

MbEXPA1.2 Puente disulfuro 1 54 82 N/A
Puente disulfuro 2 85 158 N/A

Puente disulfuro 3 90 97 N/A

Péptido Sefal 1 22 22

Dominio 1 67 152 86

Dominio 2 163 240 78
MbEXPA1.4 Puente disulfuro 1 53 81 N/A
Puente disulfuro 2 84 157 N/A
Puente disulfuro 3 89 96 N/A
Péptido Sefal N/A N/A N/A

Dominio 1 63 148 86

Dominio 2 159 236 78
MbEXPA1.7 Puente disulfuro 1 49 77 N/A
Puente disulfuro 2 80 153 N/A
Puente disulfuro 3 85 92 N/A

Péptido Sefal 1 21 21

Dominio 1 66 151 86

Dominio 2 162 239 78
MbEXPA2.2 Puente disulfuro 1 52 80 N/A
Puente disulfuro 2 83 156 N/A
Puente disulfuro 3 88 95 N/A

Péptido Sefal 1 22 22

Dominio 1 68 153 86

Dominio 2 164 241 78
MbEXPA4.2 Puente disulfuro 1 54 82 N/A
Puente disulfuro 2 85 158 N/A
Puente disulfuro 3 90 97 N/A
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MbEXPA4.3

MbEXPA4.4

MbEXPAS.1

MbEXPAS.2

MbEXPAS.3

MbEXPAS.4

Péptido Senal
Dominio 1
Dominio 2

Puente disulfuro 1
Puente disulfuro 2
Puente disulfuro 3

Péptido Sefal
Dominio 1
Dominio 2

Puente disulfuro 1
Puente disulfuro 2
Puente disulfuro 3

Péptido Sefal
Dominio 1
Dominio 2

Puente disulfuro 1
Puente disulfuro 2
Puente disulfuro 3

Péptido Sefal
Dominio 1
Dominio 2

Puente disulfuro 1
Puente disulfuro 2
Puente disulfuro 3

Péptido Sefal
Dominio 1
Dominio 2

Puente disulfuro 1
Puente disulfuro 2
Puente disulfuro 3

Péptido Sefal
Dominio 1
Dominio 2

Puente disulfuro 1
Puente disulfuro 2
Puente disulfuro 3

Péptido Sefal

Dominio 1

Dominio 2
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68
166
54
85
90

68
166
54
85
90

66
162
52
83
88
N/A
63
159
49
80
85

66
162
52
83
88
N/A
63
159
49
80
85

170

22
155
143
82
160
97
22
155
243
82
160
97
25
151
239
80
156
95
N/A
148
236
77
153
92
25
151
239
80
156
95
N/A
148
236
77
153
92
36
159
247

22
88
78
N/A
N/A
N/A
22
88
78
N/A
N/A
N/A
25
86
78
N/A
N/A
N/A
N/A
86
78
N/A
N/A
N/A
25
86
78
N/A
N/A
N/A
N/A
86
78
N/A
N/A
N/A
36
87
78



MbEXPA13

MbEXPA20

MbEXPA29

MbEXPB1.1

MbEXPB1.2

MbEXPB1.3

MbEXPB3.1

Puente disulfuro 1
Puente disulfuro 2

Puente disulfuro 3

Péptido Sefal
Dominio 1
Dominio 2

Puente disulfuro 1
Puente disulfuro 2
Puente disulfuro 3

Péptido Sefal
Dominio 1
Dominio 2

Puente disulfuro 1
Puente disulfuro 2
Puente disulfuro 3

Péptido Sefal
Dominio 1
Dominio 2

Puente disulfuro 1
Puente disulfuro 2
Puente disulfuro 3

Péptido Sefal
Dominio 1
Dominio 2

Puente disulfuro 1
Puente disulfuro 2
Puente disulfuro 3

Péptido Sefal
Dominio 1
Dominio 2

Puente disulfuro 1
Puente disulfuro 2
Puente disulfuro 3

Péptido Sefal
Dominio 1
Dominio 2

Puente disulfuro 1

Puente disulfuro 2
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59
90
95

69
167
55
86
91

64
163
58
81
86

71
159
56
88
93

71
159
56
88
93

71
159
56
88
93

69
163
54
86

87
164
102

20
156
244
83
161
98
23
152
240
78
157
85
31
147
244
85
152
98
31
147
244
85
152
98
31
147
244
85
152
98
22
151
244
83
156

N/A
N/A
N/A

20
96
77
N/A
N/A
N/A
23
88
77
N/A
N/A
N/A
31
77
86
N/A
N/A
N/A
31
77
86
N/A
N/A
N/A
31
77
86
N/A
N/A
N/A
22
83
82
N/A
N/A



Puente disulfuro 3 91 97 N/A

Péptido Senal 1 22 22

Dominio 1 69 151 83

Dominio 2 163 244 82

MbEXPB3.2 Puente disulfuro 1 54 83 N/A
Puente disulfuro 2 86 156 N/A

Puente disulfuro 3 91 97 N/A

Se obtuvieron seis secuencias de los motivos conservados para cada una de las secuencias
de las subfamilias de a-expansinas y 3 secuencias consenso para la subfamilia de B-
expansinas en las proteinas de Mammillaria bombycina. En la Figura 31, se muestran los

motivos unicamente de este organismo sin los homadlogos.
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Figura 31. Motivos encontrados entre las subfamilias de a-expansinas y B-expansinas de
M. bombycina. En el recuadro se observan las secuencias de cada uno de los motivos

presentes en las subfamilias a- expansinas y - expansinas.

Cada una de las secuencias de los motivos obtenidos se verificod a que dominio pertenece
como se muestra en la Tabla 15. Donde se observa que pertenecen a alérgenos y a la

secuencia del dominio DPBB, pertenecientes a las subfamilias de las a y B-expansinas.

Tabla 14. Informacion detallada de motivos encontrados.

Motivo Longitud Secuencia Dominio
(a.a.) HMMER
1 29 WCNPPLQHFDLSZPAFLKIAQYRAGIVPV DPBB
2 50 GIRFTINGHSYFNLVLITNVAGAGDVHAVSVKGSRTGW Alérgeno
QPMSRNWGQNWQ
3 29 WVDAHATFYGGGDASGTMGGACGYGNLYS N/A
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4 21 ALSTALFNBGLGCGACYZIRC DPBB
29 QSLSFRVTTSDGRTVTSNNIVPANWQFGQ Alérgeno
6 21 SIIVTATNFCPPNYALPNDNG DPBB

7.10.2 Caracterizacién fisicoquimica de las proteinas putativas de las
subfamilias a- expansinas y B-expansinas.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion de las proteinas MbEXPA y MbEXPB
(Tabla 16), en la cual se puede observar la longitud del transcrito que oscila entre los 750
pb y 1524 pb, la longitud del CDS que va de 660 pb a 786 pb, el tamafio de las proteinas

de 250 aa hasta los 262 aa, El Punto isoeléctrico y la localizacion celular.
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Tabla 15. Analisis fisicoquimico y localizacion celular de los transcritos de las subfamilias
de a-expansinas y B-expansinas en M. bombycina.

Expansina Transcrito Longitud Longitud Peso CDS Punto Localizacién
(pb) (a.a.) molecular = (pb) isoeléctrico celular
(kDa)
MbEXPA1.1 >TRINITY_DN16283_c3_g1_i1 1404 256 27.04936 = 768 9.00 Chlo? Extr®
MbEXPA1.2 >TRINITY_DN16283_c3_g1_i2 1524 256 27.04936 = 768 9.00 Chlo? Extr®
MbEXPA1.4 >TRINITY_DN16283_c3_g1_i6 1387 255 26.86119 765 8.55 Extr2°
MbEXPA1.7 >TRINITY_DN16606_c1_g2_i2 1134 250 26.92522 = 750 8.59 Nucl® Extre
MbEXPA2.2 >TRINITY_DN16606_c1_g2_i4 971 253 26.68788 759 8.58 Nucl? Chlo®
Extre
MbEXPA4.2 >TRINITY_DN16283_c3_g1_i5 1466 257 28.07281 771 9.58 Chlo? Extr®
MbEXPA4.3 >TRINITY_DN16283_c3_g1_i7 1472 259 28.29420 777 9.34 Chlo? Extr®
MbEXPA4.4 >TRINITY_DN16283_c3_g2_i3 1007 259 28.04193 777 9.24 Extra°
MbEXPAS8.1 >TRINITY_DN16606_c1_g1_i1 1061 253 27.25276 678 9.08 Nucl?® Extr©
MbEXPAS.2 >TRINITY_DN16606_c1_g2_i3 1033 250 26.68785 678 8.07 Nucl?® Extr©
MbEXPA8.3 >TRINITY_DN16606_c1_g1_i1.p1 759 253 27.25276 678 9.08 Nucl?® Extr©
MbEXPA8.4 >TRINITY_DN16606_c1_g2_i3.p1 750 250 26.68785 678 8.07 Nucl?® Extr©
MbEXPA13 >TRINITY_DN5999 c0_g1_i1 1030 262 28.21606 = 786 8.40 Chlo®P Extre
MbEXPA20 1153 260 28281.72 780 5.03 Extr2°

>TRINITY_DN3370_c0_g1_i2

MbEXPA29 >TRINITY_DN16606_c0_g1_i2 1416 256 27652.41 768 9.10 Extra-©
MbEXPB1.1 > TRINITY_DN9214_c0_g1_i1 982 261 28.44764 = 693 5.35 Extra® Perip®
MbEXPB1.2 >TRINITY_DN9214_c0_g1_i1 982 261 28.44764 = 693 5.35 Extr2® Perip®
MbEXPB1.3  >TRINITY_DN9214_c0_g1_i1.p1 783 261 28.44764 = 693 5.35 Extr*® Perip®
MbEXPB3.1 >TRINITY_DN17684_c1_g1_i1 1205 261 28.51954 660 8.05 Extr2>Cytop°
Perip*°
MbEXPB3.2 >TRINITY_DN17684_c1_g1_i1.p1 783 261 28.51954 660 8.5 Extra®:
°Cytop*
Perip°

*La prediccion de la localizaciéon fue en Wolf Psort (**a), Localizer (**b) y CELLO (**c).

7.10.3 Modelado 3D hipotético de las proteinas putativas de las
subfamilias a-expansinas y -expansinas.

Estructuras 3D de las proteinas putativas de MbEXPA8.1 y MbEXPB1.1 de M.
bombycina. Generadas por modelado de la homologia de las estructuras terciarias de las
proteinas putativas de la estructura cristalina de Phl p 1 (1N10, Phleum pratense), un
importante alérgeno de polen de hierba de Timothy en el programa CPHmodels 3.2. En la
Figura 32 en el inciso A) MbEXPAS8.1, se observa en color naranja el dominio DPBB, en

azul el dominio Alérgeno del polen, en rosa se destaca el péptido sefal y en verde se
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aprecia la presencia de puentes disulfuro. B) MbEXPB1.1, estructura disefiada a partir del
templete 2HCZ (Zea mays), de color: Naranja, dominio 1 DPBB; Azul, dominio 2 Alérgeno

del Pdlen; Verde, parejas de puentes disulfuro

Figura 32. Estructura 3D de las proteinas putativas de las subfamilias de a-expansinas y
B-expansinas. A) MbEXPAS8.1, alineada al templado 1N10, en color naranja se observa
marcado el dominio 1, en azul el dominio 2, en rosa se destaca el péptido sefal y en verde
se aprecia la presencia de puentes disulfuro. B) MbEXPB1.1 alineada al templado 2HCZ,

de color: Naranja, dominio 1 DPBB; Azul, dominio 2 Alérgeno del Pdlen; Verde, parejas de

puentes disulfuro.
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8 Discusion

En la actualidad el manejo de herramientas de secuenciacion masiva como el RNA-seq
son de gran importancia, debido a la basta cantidad de informaciéon que se obtiene en
comparacion a otros métodos como los microarreglos, ademas de que no se requiere de
un conocimiento previo de las secuencias de RNA mensajeros, se puede detectar la
transcripcion desde niveles muy bajos, en un tiempo relativamente corto, a costos bajos,

entre otros beneficios (Zhao et al. 2014).

Lo anterior se refleja en la gran cantidad de trabajos realizados en los ultimos afios por los
investigadores, como lo menciona Rodriguez et al (2018), en el que analizaron el aumento
del numero de publicaciones que utilizan RNA-seq y que se encuentran indizadas por
PubMed. La busqueda se realizd restringiéndose a las publicaciones de estudios de
expresion génica que incluyen RNA-seq en el titulo o el resumen, observaron que, en el
afno 2009, las publicaciones con las caracteristicas antes mencionadas eran menos de 500,

mientras que en el afo 2017 rebasaban las 3500 publicaciones.

Debido a los multiples beneficios de esta técnica, en este trabajo se realizaron las
anotaciones del Transcriptoma de M. bombycina, debido a que no existe ningun analisis
previo de secuenciacion de nueva generacién en esta especie. Por lo que se considera
relevante analizar los transcritos que se estan generando en condiciones in vitro, tomando
como base la importancia de utilizar técnicas que permitan el estudio de organismos de los
que no se tienen conocimientos previos de secuenciacion (sin un genoma de referencia) a
los que se les considera no modelo., que radica en que se pueden estudiar procesos
biolégicos que son inaccesibles cuando se estudian especies a las que se les considera
modelo, como lo son A. Thaliana, Z. mays, G. max, entre otros. La importancia econémica
o bien por el facil manejo de estas en el laboratorio, por lo que el uso de especies no modelo
como son las especies extremoéfilas podrian ayudar a enfrentar problemas derivados del
cambio climatico, la destruccion del habitat y las poblaciones humanas en expansion, entre
otros, (Gladfelter, 2015).

Apartir de explantes in vitro de M. bombycina, se extrajo el material biolégico (ARN) a una
concentracién de 4ug/20uL, obteniendo un valor RIN > 4, indicando una buena integridad
ademas de que los electroferogramas indican que no tiene contaminantes para cada una

de las muestras analizadas.
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Se secuenciaron muestras por triplicado de M. bombycina en condiciones in vitro en el
equipo lllimina Next Seq-500. De aqui, se obtuvieron entre 6 y 9 millones de lecturas, con
una longitud de secuencia de 76 pb, por lo que los datos obtenidos en el transcriptoma de
M. bombycina coinciden en cantidad y calidad con otras investigaciones como es el trabajo

realizado en la especie Hylocereus polyrhizus (Xu et al. 2019).

Sin embargo, a medida que la secuenciacién por sintesis procede a la secuencia de los
ultimos ciclos, la fuerza de la sefal de cada grupo de ADN se vuelve mas débil de manera
progresiva. Este problema hace que algunas bases como son T y C sean mal interpretadas
como G en las colas de lectura, esto genera un error de secuenciacion conocido como cola
polyG. (Shifu et al. 2018). Por esta razon el resultado de las secuencias obtenidas del
programa Fastp fueron los utilizados para el ensamble, representando el 95% aprox. de las
lecturas obtenidas por el secuenciador fueron retenidas para su posterior ensamble (Li et
al. 2015).

Son muchas las ventajas de utilizar esta plataforma de secuenciacion como es que las
longitudes de las lecturas obtenidas sean cortas, el alto numero de lecturas generadas
incrementaran la cobertura y permitira extender la secuencia hasta poder, en algunos
casos, obtener la secuencia de todo el transcrito, ademas de que su costo es relativamente

bajo y el tiempo de secuenciacién es muy corto (Soto Sedano et al., 2012).

Otra de las ventajas de secuenciar en plataformas Illumina, es que al ser una de las mas
utilizadas por la comunidad cientifica, las herramientas bioinformaticas compatibles para
realizar el pretratamiento (trimming y filtrado) que se les da a las secuencias obtenidas son

muchas y son de acceso libre al utilizar una plataforma UNIX (Shifu et al. 2018).

Después de realizar el ensamble con el programa Trinity se obtuvieron un total de
78,412,335 pb, mas, de las que obtuvieron en otras especies como Dimocarpus longan (Lai
et al. 2013), Camellia sinensis (Shi et al. 2011), Gossypium hirsutu (Wang et al. 2010) y

Amaranthus tricolor (Liu et al. 2014), entre otros.

Al realizar el analisis de ContigNX se obtuvo que por o menos el 50% de los unigenes
obtenidos contaban con una longitud de 1,574 pb, estos resultados corroboran que los
datos de secuenciacion son de cantidad y calidad suficientes para garantizar la precision

del ensamblaje de la secuencia, de igual forma demuestran que la tecnologia de
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secuenciacion lllumina NEXTSeq 500 puede ser una herramienta eficaz para el

descubrimiento de genes en organismos no modelo (Bhowal et al. 2018).

Las anotaciones del transcriptoma de novo de M. bombycina se realizaron en condiciones
in vitro debido a que no existian analisis previos de secuenciacién de nueva generacion en
esta especie. Por lo tanto, M. bombycina se propone como planta modelo para su estudio

en cactaceas.

Se obtuvieron un total de 84 975 transcripciones encontradas en bases de datos publicas,
como se muestra en la Tabla 6. De los cuales se obtuvieron 47 406 unigenes (el 55 % son
unicas) y la mayoria de estas provienen de A. thaliana (Figura 15). Se obtuvieron resultados
similares a Dimocarpus longan (Lai et al. 2013), donde de 13 muestras, los autores
generaron 64 876 258 lecturas limpias; sin embargo, solo obtuvieron 68.925 unigenes. De
igual forma, en Agave sisalana (Sarwar et al. 2019) se obtuvieron 276,8 millones de lecturas
de 9 muestras, registrandose 93.141 genes, de los cuales 67.328 son unigenes. Por lo
tanto, si se hace una comparacion entre las transcripciones encontradas y los unigenes
encontrados a partir de ellos se observa que las anotaciones del transcriptoma de M.

bombycina de novo es un analisis sélido y de buena calidad.

Al realizar el analisis de las anotaciones obtenidas, se identificd la presencia de la familia
de las Glioxalasas, la cual tiene una importante participacién en la desintoxicaciéon del
metilglioxal (MG). EI MG es un subproducto metabdlico de varios procesos celulares como
son la fotosintesis, la glucdlisis, el metabolismo de las proteinas y la peroxidacién de lipidos
(Thornalley et al. 2003). Sin embargo, cuando la planta se encuentra bajo condiciones
estresantes la cantidad de MG en las células se eleva considerablemente (Yadav et al.
2005), dafiando las células ya que es un agente glicante, que causa cambios negativos
irreversibles a proteinas, lipidos y acidos nucleicos, dando como resultado modificaciones

en los componentes celulares de la planta (Kaur et al. 2015).

Para contrarrestar la intoxicacion que el MG pueda generar en la célula, la familia de las
glioxalasas puede actuar a través de dos vias; la primera via estda compuesta por la accién
de dos glioxalasas (metaloenzimas). La primera es la glioxalasa | (GLYI) y la segunda
glioxalasa Il (GLYIl). La accion sinérgica de ambas cumple la funciéon de convertir MG en
D-lactato, y posteriormente se metaboliza a piruvato por D-lactato deshidrogenasa (D-LDH)

(Bhowal et al. 2020). La segunda via de descomposicion de MG es independiente de
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metaloenzimas, a la cual se le conoce como glioxalasa Ill (DJ-1), la cual actia de una

manera directa para convertir el MG a D-Lactato deshidrogenasa (Li et al. 2019).

Kaur et al (2014), menciona que debido a la capacidad de desintoxicacion del MG por la
accion de las glioxalasas seria apropiado denominar al MG y a las glioxalasas como
posibles biomarcadores de tolerancia al estrés en plantas, por esta razon en los ultimos
afnos se ha visto una gran cantidad de trabajos centrados en identificar la accioén de las
glioxalasas en las plantas, como es Arabidopsis thaliana, Vitis vinifera (Bhowal et al. 2020),
Medicago truncatula (Gosh et al. 2017), Oryza sativa (Mustafiz et al. 2011), Glycine max
(Gosh et al. 2016), entre otros. Sin embargo, en la familia Cactaceae es casi nula, por lo
que aqui radica la importancia de ubicar a esta familia enzimatica en el transcriptoma de M.

bombycina.

De las diferentes isoformas que se encontraron en el transcriptoma de M. bombycina,
unicamente diez tenian por lo menos un dominio caracteristico de las Gly de tipo 1, por lo
que primeramente se analizaron cada una de ellas, observando que MbGLYI1_1, MbGLYI_2
y MbGLYI_3 unicamente tenian un dominio de aproximadamente 140 aa (Figura 20). Las
secuencias MbGLYI 4 — MbGLY 10 estaban conformadas por dos dominios de
aproximadamente 120 aa cada uno de ellos (Figura 20), coincidiendo con otras especies
de plantas como son Arabidopsis thaliana, Oryza sativa (Mustafiz et al., 2011), Glycine max
(Gosh et al., 2016), Medicago truncatula (Gosh et al. 2017) y Vitis vinifera (Bhowal et al.
2020).

Las secuencias del dominio GLYI de todas las proteinas putativas de MbGLY!I se alinearon
con las de las proteinas de otras plantas bien caracterizadas (Figura 17), dando como
resultado que MbGLYI_1, MbGLYI_2 y MbGLY!_3 tienen union al ion metalico Zn?* (Figura
20) es homodimérico (cuenta con un solo dominio PF00903) y ya ha sido reportado en
AtGLY1-2 en Arabidopsis y BjGLY1 de B juncea (Deswal et al. 1998).

De acuerdo con la alineaciéon, las proteinas MbGLYI_1, MbGLYl_2 y MbGLYI_3
dependiente de Zn?* tiene un tramo adicional de 12 aa (Figura 17), que esta completamente
ausente en las proteinas MbGLYI_4 — MbGLY1_10 dependientes de Ni** como es el caso

de las proteinas de GLYI de O. sativa como lo menciona Mustafiz et al (2011).

Mientras que las proteinas MbGLYI_4 — MbGLYI_10 tienen union al ion metalico Ni?*,

cuentan con dos dominios PF00903, de acuerdo con analisis bioquimicos de las
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propiedades de OsGLY1-11.2 sugieren que este dominio tiene 2 sitios activos, de los cuales

solo uno es funcional (Mustafiz et al. 2014).

La importancia de identificar las proteinas putativas de MbGLY| es que pertenecen a Zn?*
o Ni?* es que dependiendo de la clasificacion de la afinidad de cada una de las secuencias
es crucial para poder caracterizar las proteinas, debido a que se ha descubierto que la
actividad enzimatica de las proteinas GLYI depende de los iones metalicos (Kaur et al.
2013). Un ejemplo de esto se puede observar en el trabajo realizado por Batth et al (2020)
en donde mencionan que las proteinas AtGLY12 dependientes de Zn?* es la principal

enzima responsable de la desintoxicacion de MG vy la tolerancia al estrés por salinidad.

Para identificar si cada una de las proteinas putativas de GLY| son activas, las secuencias
de MbGLYI_1 MbGLYI_10 se clasificaron como se puede observar en la Tabla 9, en donde
las diez secuencias encontradas se clasificaron como similares a GLYI activas, esto
independientemente del ion metalico al que se unen, ya que cada una de ellas cuenta con
los 4 sitios de unidn conservados necesarios para la actividad de la glioxalasa: el sitio activo,
el sitio de union al metal, el sitio de unién de GSH vy la interfaz del dimero, comparandolas
en el alineamiento multiple con proteinas bien caracterizadas (material suplementario)
como son VvGLYI (Bhowal et al. 2020)., OsGLYI (Mustafiz et al. 2011), y MtGLYI(Gosh et
al. 2017).

En el caso de las proteinas putativas clasificadas como MbGLYII, se identificaron cuatro
secuencias, las cuales presentaban los dominios Metalo-beta-lactamasa (PF00753) e
Hidroxiacil glutation hidrolasa C-terminal (PF16123), ademas de los sitios de unidn
caracteristicos para que a esta proteina se le considere activa: el sitio de unién a metales
(THXHXDH), wun sitio activo(C/GHT) y siete sitios de wunion conservados
(C/K(R)F(Y)/YIN/R/K) como se puede observar en el alineamiento multiple (Figura 18) en
el que se compard con las secuencias bien caracterizadas de Arabidopsis thaliana
(Limphong, 2009), Oryza sativa (Mustafiz et al. 2011), Glycine max (Gosh et al. 2016),
Medicago truncatula (Gosh et al. 2017) y Vitis vinifera (Bhowal et al. 2020).

La identificacion del sitio THXHXDH tiene una relevancia alta en la actividad de la proteina

debido a su participacion en la unién al ion zinc como lo menciona Saxena et al (2005) en

donde concluyen que la expresion de Bjglyll bajo diversas condiciones de estrés abidtico

mostrd que esta regulada positivamente por la salinidad, el estrés por metales pesados y

ABA. De igual forma Yadav et al (2007) reportan que en el analisis de la transcripcién en
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arroz mostrd que la expresion del gen Osglyll se estimula en 15 minutos en respuesta a
diversas tensiones abidticas, asi como al tratamiento con acido abscisico o acido salicilico.
La via de desintoxicacion del MG en donde participan conjuntamente las GLY| y GLYIl se
ha relacionado fuertemente con la tolerancia a estrés abiotico cédmo lo es en el trabajo de
Singla-Pareek et al (2003), en donde mencionan que la sobreexpresion de GLYI + GLYII
en conjunto confiere una mejor tolerancia a la salinidad en plantas de tabaco (Brassica

juncea).

En cuanto a las proteinas putativas MbGLYIIl, sélo una de ellas; MbGLYIIl_1 mostré ser
activa, ya que, al realizar el analisis de la arquitectura de los dominios present6 los
fragmentos en tandem de la region DJ-1/ Pfpl, por lo que soélo se utilizé esa secuencia para
el alineamiento multiple (Figura 19) e identificacién de la triada catalitica Asp (Glu) -His-Cys
conservada en su sitio activo (Quigley et al. 2003). Es importante destacar que las proteinas
que tienen el dominio DJ-1 / Pfpl se le atribuyen otras funciones fisioldgicas, ya que, ademas
de descomponer el MG en un solo paso en D-Lactato sin necesidad de reducir GSH, como
son la regulacién de la transcripcion Clements et al., 2006), la estimulacién de enzimas con

relevancia en la accion antioxidante (Xu et al. 2010), entre otras.

Una vez realizado los analisis de alineamiento multiple y las relaciones filogenéticas de la
proteina putativa MbGLYDJ-1 con otras proteinas bien caracterizadas se encontré que es
muy parecida a la isoforma AtDJ1D de A. thaliana que se identifico primeramente como una
chaperona molecular que es inducible por calor (Subedi et al. 2011), lo que permite predecir

su funcion en la especie M. bombicyna (Figura 21).

A pesar de que la via de la glioxalasa dependiente del glutation, (glioxalasa Il/ll), se le
considera que es la ruta mas importante para la desintoxicacion de MG (MacLean et al.
1998; Kaur et al. 2014), se debe tener en cuenta que para que este sistema funcione el
nivel de GSH disponible debe estar en cierta cantidad. Sin embargo, esta disponibilidad es
variable debido a las condiciones en las que se encuentra la planta, sobre todo en la

accesibilidad que tiene a la glucosa en un medio minimo (Subedi et al. 2011).

La accién de la glioxalasa Il puede tener una actividad bastante buena bajo condiciones en

donde la fuente de carbono sea limitate, como se puede observar en el trabajo realizado

por Benov et al (2014), en donde demostraron que la actividad de la glioxalasa | y Il en E.

coli, era constitutiva independientemente de la fase de crecimiento en la que se encontraba,

mientras que la glioxalasa lll alcanzaba su maxima expresion durante la fase estacionaria.
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Esto abre una gran brecha para la investigacion de la proteina DJ1-D en plantas, como una
probable solucion para cultivos de interés agronémico que se encuentren en condiciones

de suelos deficientes.

También se caracterizaron en el transcriptoma de novo los factores de transcripcién DREB
y CDPK que tienen una gran relevancia en el mantenimiento de la homeostasis en la planta
cuando se encuentra bajo estrés ambiental. Se identificaron dos isoformas para el gen
MbDREB y una isoforma MbCDPK, los cuales en este trabajo se postulan como proteinas
activas ya que cada uno de ellos tienen los dominios y motivos conservados caracteristicos

de estos dos genes (Figura 21)

Se ha observado en distintos trabajos la sobre expresion de estos genes en otras plantas,
como lo es Ipomoea batatas, en presencia de deshidratacion, frio, condiciones de alta
salinidad y cadmio. Por ejemplo, en el gen swDREB1 en la especie Ipomoea batatas, se
sobre expreso tanto en tallos como en raices (Kim et al. 2007). En lo que respecta a CDPK,
Se han reportado trabajos relacionados con diferentes subfamilias de CDPK que tienen
funciones contra el estrés por sequia, la sefializacion de la luz y respuesta al estrés por
temperaturas bajas. Sin embargo, la mas importante y la que interesa a nuestra
investigacion debido al enfoque a la respuesta a factores abiéticos, son CDPK1 y CDPK ya
que son activadas constitutivamente y alteran la expresion de genes de respuesta a estrés
(Nie et al. 2015).

En los analisis de expresion mediante tiempo real de estos genes, se observo que el gen
MbDREB tiene un aumento considerable en el estrés por frioa 1y 2 h con 180 y 240% de
expresion respectivamente, esto considerando que el control estd normalizado a cero
(Figura 28). Sin embargo, en el estrés por ABA no se observa un aumento significativo con
respecto al control. De acuerdo con Hirayama y Shinozaki (2010), el factor de transcripcion
DREB es una de las piezas clave frente a la respuesta al frio, ya que logra aumentar de
manera considerable y a regular la homeostasis de varios grupos de genes que favorecen

la estabilidad de membranas celulares frente a lesiones provocadas por el congelamiento.

En el caso del gen CDPK en presencia de estrés por frioa 1y 2 h, se observé un aumento en

la expresion de 60% y 220% respectivamente, mientras que este mismo gen en presencia de

ABA a .15y 1 h aumenta 170% y 230% respectivamente con respecto al control. Pandey

(2011) menciona los genes CDPK aumentan su expresion en presencia de estrés abidtico

debido a que esta formada por proteinas que regulan la fosforilacion de residuos
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serina/treonina de proteinas especificas con las células. Un ejemplo de esto es el incremento
de la expresion de estos genes en plantas transgénicas de tomate en presencia de estrés
abidtico (Pineda et al. 2012)

Se identificaron veinte secuencias que codifican a dos subfamilias de expansinas, de las
cuales quince pertenecen a a-expansinas y cinco a [(3-expansinas. Las expansinas son
proteinas que modifican la pared celular de los tejidos vegetales. A cada una de las
secuencias de expansinas encontradas en el transcriptoma, se le realizé un andlisis
bioinformatico. Kan-Ming et al (2020), mencionan que las expansinas deben de contener 2
dominios, el primero es el DPBB, que codifica para dominio N-terminal que tiene una
estructura de barril § de doble, que es un alérgeno de polen y el dominio GH45 que codifica
a las endoglucanasas glucdsido hidrolasas, Dominios que tienen las secuencias MbEXPA

y MbEXPB, los cuales se pueden observar en la tabla 14.

En la Figura 29, se observa el alineamiento mdultiple de estas con las de Z. mays y A.
thaliana, se observa que se obtuvieron seis secuencias de los motivos conservados para
cada una de las secuencias de las subfamilias de a-expansinas y 3 secuencias consenso
para la subfamilia de p-expansinas (Tabla 15) encontrados en todas las expansinas. De
igual marera cada una de la arquitectura de los dominios estan representados en la Figura
31, en dénde se identifica la diferencia entre las a-expansinas que tienen en su estructura
6 motivos y las B-expansinas que tienen en su arquitectura Unicamente 3 dominios, asi

como lo menciona Cosgrove en (2017).

Se realizdé el andlisis fisicoquimico de las secuencias (Tabla 16) y un modelado 3D
hipotético de las a-expansinas y B-expansinas. En la figura 32, inciso A, se observa la
proteina hipotética MbEXPAS8.1, de color Naranja el dominio 1 DPBB; de Azul el dominio 2
Alérgeno del Pdlen; Verde, parejas de puentes disulfuro, a partir del templete 1N10, la cual
se obtuvo a partir de la estructura cristalina de Phl p 1, que codifica a un alérgeno de polen

de hierba de Timothy (Phleum pratense).

En la figura 32, inciso B, se observa que el modelado de MbEXPAS8.1 en color naranja esta
el dominio DPBB, en azul el dominio Alérgeno del polen, en rosa se destaca el péptido sefial
y en verde se aprecia la presencia de puentes disulfuro. Para la proteina MbEXPB1.1 se
obtuvo el disefio a partir del templete 2HCZ, la cual se obtuvo a partir de la estructura
cristalina de EXPB1, una B-expansina y alérgeno de polen del grupo 1 del maiz (Zea mays

La importancia de su identificacion radica en que estan involucradas en varios procesos
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fisioldgicos importantes en la planta para su éptimo desarrollo, por ejemplo, la plasticidad
celular, apertura y cierre estomatico, maduracién del fruto, procesos de abscisién, entre

otros (Cosgrove, 2012).
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9 Conclusiones

Se genero el transcriptoma de M. bombycina bajo condiciones in vitro donde se obtuvieron
47406 secuencias de genes y los cuales fueron depositados en la base de datos SRA de
NCBI con el numero de acceso PRINA764261. En este transcriptoma, se identificaron y se
estudiaron bioinformaticamente genes para glioxalasas, algunos factores de transcripciéon

y de expansinas.

En lo que respecta a las glioxalasas, se identificaron dieciseis secuencias; diez para
MbGLYI y cinco para GLYIl y una para MbDJ-1. El analisis de expresion génica revel6é que
la MbGLYI_1, MbGLYII_1 y MbDJ-1 bajo los tratamientos de estrés abidtico, tienen un

aumento en la expresion con respecto al control.

Para los factores de transcripcién, se identificaron y analizaron tres secuencias que
codifican para los factores DREB y CDPK. En el analisis de expresion por qRT-PCR, se
observé un aumento en la expresion del gen MbDREB1 y MbCDPK1 bajo tratamientos de
estrés por frio y en presencia de ABA.

En lo referente a las expansinas, se identificaron veinte secuencias que codifican para
las subfamilias de a y B-expansinas. El analisis bioinformatico revelé que cumplen con todas

las caracteristicas de las a y -expansinas.
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11 Anexo

Medio de cultivo Murashige y Skoog (MS):

Tabla 16. Preparacién de las soluciones concentradas para el medio MS.

SOLUCION REACTIVO CANTIDAD
SOLUCION A Cloruro de calcio (CaCl2-2H20) 2209
Concentracion: 1000X.

Volumen: 50 mL

SOLUCION B. Yoduro de potasio (KI) 41.50 mg
Concentraciéon: 1000X. Cloruro de cobalto (CoCl2-6 H20) 1.25 mg
Volumen: 50 mL

SOLUCION C. Fosfato monobasico de K (KH2PO4) 3.40g
Concentracion: 400 X. Ac. borico (H3BO3) 0.124 g
Volumen: 50 mL Molibdato de sodio (NaMoO4) 0.005g
SOLUCION D. Sulfato de magnesio (MgS04-7H20) 7409
Concentracién: 400 X. Sulfato de manganeso (MnS04-H20) 0.340g
Volumen: 50 mL Sulfato de zinc (ZnS04-7H20) 0.172 g
Sulfato de cobre (CuS0O4-5 H20) 0.50 mg
SOLUCION E. Sulfato ferroso (FeSO4-7H20) 0.557 g
Concentracion: 200 X. EDTA disodico (Na2EDTA) 0.745 g
Volumen: 100 mL
SOLUCION F. Glicina 20.00 mg
Concentracién 100 X. Piridoxina HCI 5.00 mg
Volumen: 100 mL Ac. nicotinico 5.00 mg
Tiamina HCI 1.00 mg
Mio inositol 1.00 g

En la Solucion E Disolver ambos componentes por separado, para lo cual puede
Observaciones requerirse calor. Agregar poco a poco la solucién de Fe a la de EDTA y aforar. Debe

de quedar de color amarillo sin precipitados.

Almacenar estas soluciones en frascos limpios (lavados y enjuagados con agua

destilada) y en refrigeracion.
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Para preparar 1 litro de medio MS se agregan las siguientes cantidades de las soluciones

anteriormente preparadas:

SOLUCION VOLUMEN M
A 1

B 1

C 2.5

D 2.5

E 5

F 10

Posteriormente se pesan y afiaden 30.0 g de sacarosa, 1.90 g de Nitrato de potasio y 1.65
g de Nitrato de amonio. Se ajusta el pH del medio a 5.7 con NaOH o HCI 0.1 N. Se afora a
1 L con agua destilada y se afaden 8 g/L de Agar como gelificante. El gelificante se disuelve
calentando el medio en horno de microondas y agitando posteriormente. EI medio se
distribuye en frascos de cultivo (dependiendo de su capacidad) se tapan y esterilizan a 121

°C por 20 min.

A1 Estadistica basica en transcriptoma

En los datos estadisticos basicos se encuentra la informacion general de la
secuencia obtenida. En la Figura 33 se muestra una comparacién de los resultados
obtenidos, la cual nos indica que en ambas secuencias el sistema utilizado fue lllumina, se
obtuvieron 6,089,759 de lecturas con 0 secuencias de mala calidad, que la longitud de cada
una de las secuencias es de 76 bases, la uUnica diferencia que existe es el contenido es el

%GC, ya que, como se observa en el inciso A tiene un %49 y en el inciso B 50%.

Figura 33. Estadistica basica. comparacion de la secuenciacion: A; pertenece a la muestra
MB1_S11_R1_001 y B; pertenece a la muestra MB1_S11_R2_001.
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ANEXO C. Analisis ContingX

Resultados obtenidos del analisis de ContingX para cada uno de los ensambles realizados.
Trinity.fasta FastX

B R R R R
## Counts of transcripts, etc.
TR R R R
Total trinity 'genes': 45743

Total trinity transcripts: 74777
Percent GC: 44.30

TR
Stats based on ALL transcript contigs:
TR R

Contig N10: 3509
Contig N20: 2658
Contig N30: 2158
Contig N40: 1821
Contig N50: 1530

Median contig length: 632

Average contig: 962.33

Total assembled bases: 71960190
HHHHHER R R R R R
## Stats based on ONLY LONGEST ISOFORM per 'GENE':
HHH R R R R R

Contig N10: 3290
Contig N20: 2492
Contig N30: 2038
Contig N40: 1701
Contig N50: 1401

Median contig length: 424

Average contig: 793.19
Total assembled bases: 36283076

Trinity.fasta Trimfilter

HHHHHHEHHHHH
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## Counts of transcripts, etc.
TR R R R
Total trinity 'genes': 40884

Total trinity transcripts: 61126
Percent GC: 44.72

R R R R
Stats based on ALL transcript contigs:
R R R R R

Contig N10: 3131
Contig N20: 2400
Contig N30: 1964
Contig N40: 1651
Contig N50: 1380

Median contig length: 584
Average contig: 883.93
Total assembled bases: 54030836

HEHEE R GRS R R R R R
## Stats based on ONLY LONGEST ISOFORM per 'GENE':
HEEEE R B R S R R

Contig N10: 2995
Contig N20: 2279
Contig N30: 1864
Contig N40: 1553
Contig N50: 1273

Median contig length: 445

Average contig: 769.36
Total assembled bases: 31454395
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Tabla 18. Disefno de oligonucleotidos para los genes Glioxalasa Glyl, Glyll, Glylll y el gen
de referencia 25S, se puede observar el nombre del oligonucledtido, la secuencia de la que
se compone Vv la temperatura a la aue amplifica.

Oligonucledtido  Secuencia ™
T FMbGIyL1 CTATTTCTTCGTTITAGGTGE &0
RMbGlyl4 GAGAACAACTGAAACCGAT
FMbGlyl.4 TCTAATAAAGGCCAAAGGGG &0
RMbGlyl.4 CACAATGGCTCAGGTGTAGS
Glyl —
FMbGlyl6 ATCTAATARAGGCCAAAGGS 57
RMbGlyl6 TAACTTGGCACAATGGCTCA
FMbGlyl.9 AATGGTTGAAGACATTCGTG &0
- RMbGlyl.9 ATTACTTGGCAGAGTGGETTC
] FMbGly2.1 CGTCCTTAACAGATGAGACA 1)
RMbGly2.1 TACTGCGTARATGAGCTACG
Glyll -
FMbGIy2.3 AGCCGACTAGAGTTTATTGT &0
RMbGly2.3 CAATGGTTGAAGGAACAGTT
FMbGly3.1 GGAGCCGGAGCCAATAGACC &0
Glylll =

RMbGly3.1 TCACTCAGAATGTTACACGGATGE
F255 CGTAAGGCGTAAGGAAGCTG 59

Referencia L. R255 TCGGAGGGAACCAGCTACTA
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De Novo Transcriptome of Mammillaria bombycina (Cactaceae) under In Vitro
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