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RESUMEN

El xilema secundario es el componente mas abundante de la biomasa vegetal. Por tanto, conocer los genes que regulan su formacién
ayudarfa a disefnar estrategias para el mejoramiento genético de la madera. Asi, el objetivo de este trabajo fue realizar el andlisis
computacional de la estructura primaria y secundaria del factor de transcripcién (FT) TgNACOT de Tectona grandis, ademas de
evaluar su historia evolutiva, dominios conservados y expresién génica en tejidos lignificados de arboles de 12 y 60 afios. Para ello,
se realizé una evaluacién del potencial de interaccién ion-electrén (PIIE), mediante el método del espectro de la informacién (MEI)
utilizando la libreria SFAPS de R-Project, seguido del modelamiento estructural utilizando el software MODELLER y visualizado
mediante PyMol. Ademas, el andlisis de alineamiento de secuencia multiple y filogenia fue mediante el software Bioedit y MrBayes
respectivamente. También se evalué los niveles de sintesis del FT TgNACO7 mediante qRT-PCR. Como resultados, se evidencié que el
FT mantiene una estructura B-hoja antiparalela retorcida, que se compacta contra una a-hélice en la regién N-terminal, teniendo asi
tres dominios a hélice y siete dominios B plegada. Asimismo, mediante el MEI se demostré que tiene alrededor de cinco funciones
bioldgicas y mutaciones sobre los aminodcidos con mayor PIIE, lo que conlleva a evoluciones sobre las redes de regulacién genética.
Finalmente, el FT TgNACO1 podria presentar un papel fundamental en la organizacién y desarrollo de las partes que componen la
albura, como las células radiales de la zona cambial, los vasos, fibras y los anillos de crecimiento.

Palabras clave: estructura proteica, expresién génica, factor de transcripcién, método de espectro de la informacién, xilema
secundario.

ABSTRACT

Secondary xylem is the most abundant component of plant biomass. Therefore, knowing the genes that regulate its formation
would help to design strategies for wood genetic improvement. Thus, the objective of this work was to perform computational
analysis of the primary and secondary structure of the TgNACO7 transcription factor (FT) of Tectona grandis, and to evaluate its
evolutionary history, conserved domains and gene expression in lignified tissues of trees with 12 and 60 years old. For this, an ion-
electron interaction potential (IEP) was evaluated using the information-spectrum method (IEM) using the R-Project and SFAPS
library, followed by structural modeling using the MODELLER software and visualized by PyMol program. In addition, the analysis
of multiple sequence alignment and phylogeny was performed using Bioedit and MrBayes software, respectively. We also evaluated
the gRT-PCR levels of TgNACOT. As results, it was found that TgNACOT maintains a twisted antiparallel B-sheet structure, which is
compacted against an a-helix in the N-terminal region, having three a-helix domains and seven folded B-domains. Also, through the
IEM, it was demonstrated that it has about five biological functions, and mutations on amino acids with higher IEP, which leads to
evolutions on genetic regulation networks. Finally, the FT TgNACO7 could play an esential role in the organization and development
of the parts that make up the sapwood, such as the radial cells of the cambial zone, the vessels, fibers and the growth rings.
Keywords: gene expression, method of information spectrum, protein structure, secondary xylem, transcription factor.
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INTRODUCCION

Tectona grandis (teca) es un arbol tropical de importancia
econémica, ecoldgica y ambiental, debido a su madera
fina, rapido crecimiento y reduccién de emisiones de CO,,
siendo la teca una de las especies forestales mds plantada
a nivel mundial (Nunifu y Murchison, 1999; White, 2016).
Conocer los mecanismos de biosintesis de su madera es un
proceso molecular complejo que involucra a diversos genes
y factores ambientales como sequias, calor, inundaciones,
frio, sales y radiacién, que influencian la formacién del
xilema secundario (Zhongetal., 2011; Lin et al., 2014;). Por
otro lado, investigaciones a nivel genémico, transcriptémico
y proteémico en T. grandis buscan optimizar el incremento de
la biomasa y la calidad de su madera (Diningratetal., 2015;
Galeano et al., 2015). Es por ello que se van desarrollando
estudios genéticos en diferentes tejidos y etapas del
desarrollo vegetativo y generativo, mostrando posibles
vias transcripcionales implicadas en la xilogénesis en Teca
(Galeano et al., 2014; Mustari et al., 2016; Camel et al.,
2017), informacién de importancia desde las perspectivas
ecoldgicas, evolutivas e industriales (Camel et al., 2017).

Consecuentemente, estudios realizados con RNAseq en
T. grandis proponen familias de factores de transcripcidn
diferencialmente expresados relacionados con la regulacién
de procesos de biosintesis de la pared celular secundaria
y deposicién ectépica de celulosa, hemicelulosa y lignina
(Galeano et al., 2015; Mustari et al., 2016), mientras que
evaluaciones computacionales y experimentales sobre FTs
NAC muestran que son especificos de plantas, y a su vez
desempefian un rol importante en las respuestas al estrés
abidtico y a los procesos de formacién de la pared celular
secundaria (Yan et al., 2017), siendo capaces de inducir la
expresion génica de la ruta metabélica de fenilpropanoides
y monolignoles (Yang et al., 2011; Tang et al., 2015;).
Asimismo, investigaciones muestran que la especie primitiva
Klebsormidium flaccidum mantiene 3 FTs NAC, mientras que
Panicum virgatum presenta 425, siendo una de las plantas
con mayor cantidad de factores de transcripcién NAC (Hori
etal., 2014).

Por otro lado, la decodificacién funcional de la
estructura primaria, utilizando el método del espectro de la
informacién (Veljkovic et al., 1985; Deng y Huang, 2014),
ayuda a identificar dominios implicados en la interaccién
proteina-proteina y proteina-ADN (Veljkovic et al., 2009).
Este método asigna a cada aminodcido un potencial de
interaccién ion-electrén, lo que determina la propiedad
electrénica de la proteina mediante sefiales digitales de
frecuencias y amplitudes (Perovic et al., 2013; Veljkovic et al.,
2015), datos que ayudarian a explicar mejor los procesos
de redes de regulacién genética (Lin et al., 2014). Asimismo,
los modelamientos de la estructura secundaria mediante
homologias, permite realizar posibles hipétesis acerca de
la disposicién espacial de los aminodcidos y como éstas

pueden interactuar con otras moléculas (Eswar et al., 2006).
Para ello, se requiere de proteinas homdlogas modeladas a
partir de experimentos. Asi, la proteina 3ULX de Arabidopsis
thaliana se presenta como ortéloga a TgNACO7 (Chen
et al., 2011) y estd conformada de una estructura B-hoja
antiparalela retorcida, que se compacta contra una a-hélice
en la regién N-terminal. Consecuentemente, esta familia
de FT NAC se deriva originalmente de tres proteinas (de las
cuales toma la primera letra de cada una para formar sus
siglas): NAM (No Apical Meristem), ATAF 1-2 (Arabidopsis
Transcription Activation Factor), y CUC2 (Cup-Shaped Cotyledon);
ademds, esta familia se caracteriza por mantener dominios
conservados en la regién N-terminal para la adhesién al
ADN, mientras que su variabilidad de aminodcidos en
la regién C-terminal sirve para generar las diversas redes
de interaccién proteina - proteina y de ese modo generar
nuevas propiedades emergentes de las células (Maugarny et
al., 2016).

También, evaluaciones de ontologia génica muestran que
el gen VNI2 de A. thaliana es ortélogo a TgNACOT, FT que
estarfa implicado en la regulacién negativa de la formacién
de vasos xilemadticos y una activacién transcripcional frente
a estrés osmético, lo cual es una estrategia adaptativa que
permite una respuesta rapida a los cambios ambientales
(Yang et al., 2011; Ko et al., 2014). El gen VNI2 también
estarfa relacionado en la senescencia foliar, regulacién de los
periodos de floracién y morfogénesis, desarrollo de raices
laterales, movilizacién de nutrientes y maduracién del fruto,
ademds de regular la longevidad de la hoja a causa del 4cido
abscisico (ABA) (Seo y Park, 2011; Yang et al., 2011). Asf,
evaluar la expresion génica de FTs en diferentes tejidos ayuda
a conocer las posibles funciones en la cual estd inmersa. Asi,
el método de qRT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa
de la transcripcidn reversa en tiempo real) es uno de los mas
difundidos y confiables para cuantificar la transcripcién
de determinados genes en tejidos u érganos, ya que es
econémico, rapido, reproducible y fiable. Sin embargo, la
técnica requiere un procedimiento de normalizacién, siendo
asi que los genes enzimdticos TgUbg, TgEf-1 y TgCAD son
estables a nivel de su expresién, ademds de ser importantes
en la ruta metabdlica de fenilpropanoides en T. grandis
(Galeano et al., 2014). Asi, el objetivo de este trabajo fue
analizar la filogenia, propiedades y estructura proteica del
factor de transcripcién TgNACOT de T. grandis y cuantificar
su expresion génica en tejidos lignificados.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion del gen Factor de Transcripcion TgNACO1
Para la seleccién del FT TgNACO1, se utilizé la base de datos
de genes diferencialmente expresados (2413 transcritos)
que hacen parte del transcriptoma de T. grandis, la cual esta
depositada en el “Transcriptome Shotgun Assembly” (TSA
ndmero de acceso GDLT00000000), disponible en el NCBI
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Esta base de datos fue
obtenida por andlisis moleculares y de bioinformatica, la
expresién diferencial de los genes fue mediante el paquete
de R-Project (Dseq), el cual permitié filtrar genes de bases
de datos compuestas por cientos de miles de contigs, a
decenas de genes (Galeano etal., 2015).

Asimismo, estos transcritos fueron el punto de partida
para realizar una busqueda exhaustiva de factores de
transcripcién diferencialmente expresados de la familia NAC
realizando anotaciones manuales en el NCBI y haciendo uso
del software Blast2Go (https://www.blast2go.com/). Para
las anotaciones funcionales, se realizé andlisis de homologia
con las especies Arabidopsis thaliana y Populus trichocarpa,
las cuales son especies de plantas que poseen buenas
anotaciones funcionales; A. thaliana es una planta modelo y
P. trichocarpa es un arbol modelo.

De ese modo, se encontrd la secuencia del ARNm maduro
de un FT NAC, al que se le codificé como TgNACOT. La
identificacién de la regién CDS (secuencia codificadora, del
inglés coding sequence) fue realizada utilizando la herramienta
de andlisis graficos (Open Reading Frame Finder) (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/), y  posteriormente
se tradujo la regién codificadora a una secuencia de
aminodcidos mediante el traductor Expasy (http://web.
expasy.org/translate/).

Seleccién de la plantilla y modelamiento de la
estructura secundaria del FT TgNACO1

La estructura secundaria homéloga a la proteina TgNACOT se
obtuvo a partir de la bisqueda de alineacién local utilizando
“protein blast” y la base de datos del PDB (Protein Data
Bank). Ademas, se utilizé la proteina 3ULX como referencia
para el modelado de TgNACOT y posteriormente mostrar
algunas similitudes en la estructura, ademds de funciones
bioquimicas y bioldgicas. El andlisis de los motivos
conservados entre las secuencias de aminodcidos fue
mediante alineamiento de secuencias multiples utilizando
el software Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/
bioedit.html) y el algoritmo de alineamiento Muscle.

La obtencién del modelamiento de la estructura
secundaria de la proteina en formato “.pdb” fue mediante
el software MODELLER (https://salilab.org/modeller/).
Asimismo, para el modelado del FT TgNACOT se utilizé
la plantilla (del inglés template) de la proteina 3ULX que
tiene un ~59% de identidad aproximadamente, ademads
posee <100 residuos de aminodcidos. Consecuentemente,
MODELLER ubica las coordenadas atémicas del template,
calculando autométicamente un modelo que contiene todos
los 4tomos que no son de hidrégeno. Asimismo, se incluye
la asignacién de pliegues y alineacién de dos secuencias
de proteinas. Por otro lado, la visualizacién y edicién de la
estructura secundaria fue por medio del software de cédigo
abierto PyMol (https://www.pymol.org/).

Analisis del potencial de interaccién ion-electrén y
método del espectro de la informacion del FT TgNACO1
Los aminodcidos que conforman la secuencia del FT
TgNACO1 fueron evaluados mediante el uso del potencial
de interaccién ion-electrén (PIIE) (Tabla 1), con pardmetros
fisicos esenciales de las moléculas biolégicas, y que a su vez
estan relacionadas con la interaccién proteina-proteina /
proteina-ADN a mas de 100 A° de distancia. El pardmetro
PIIE fue utilizado como base del método de espectro de
informacién (MEI) para el andlisis de estructura primaria
y funcién de las proteinas. La regién de aminodcidos
biolégicamente activos, fue evaluado con el paquete SFAPS
(Deng y Huang, 2014), en el lenguaje de Programacién
R-Project. De ese modo, se realizé el analisis de MEI
cruzado para los FTs TgNACOT y T1ULX, ademds de evaluar
la estructura primaria de los FTs ortélogos que poseen
los cédigos “Ciclev10032865m”, “Potri.001G061200.2”
y “VNI2”, disponibles en el “Plant Transcription Factor
Database” (http:// planttfdb.cbi.pku.edu.cn/).

Alineamiento de secuencias multiples y arbol
filogenético del FT TgNACO1

El estudio de las divergencias evolutivas de los factores
de transcripcién NAC relacionados con los procesos
de biosintesis de xilema secundario y respuesta a estrés

Tabla 1. Valores del potencial de interaccién ion-electron (PIIE) de
aminodcidos, utilizado para estudiar el espectro de la informacién de
la estructura primaria de proteinas.

Aminoéacido Abreviatura Simbolo EIIP

Leucina Leu L 0
Isoleucina lle | 0
Asparigina Asn N 0,0036
Glicina Gly G 0,005
Acido glutdmico Glu E 0,0057
Valina Val \% 0,0058
Prolina Pro P 0,0198
Histidina His H 0,0242
Lisina Lys K 0,0371
Alanina Ala A 0,0373
Tirosina Tyr Y 0,0516
Triptofano Trp wW 0,0548
Glutamina Gln Q 0,0761
Metionina Met M 0,0823
Serina Ser S 0,0829
Cisteina Cys C 0,0829
Treonina Thr T 0,0941
Fenilalanina Phe F 0,0946
Arginina Arg R 0,0959
Acido aspartico Asp D 0,1263
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abidtico, puede ayudar a comprender mejor los procesos
de evolucién y adaptacién de las plantas. En consecuencia,
para analizar el alineamiento de secuencias multiples y arbol
filogenético del FT TgNACO1, se realizé una blsqueda de 18
genes ortélogos (que tuvieran como minimo un porcentaje
de similitud de 80 % con el FT TgNACO1 de T. grandis, ademas
de superar el umbral de 1e-95 para el e-value). Para dicho
proceso, se usé el buscador blast de la base de datos de
Factores de transcripcién en plantas (http://planttfdb.cbi.
pku.edu.cn/). Con estos genes, fue realizada la evaluacién
de dominios conservados. Posteriormente, los gréficos de
los alineamientos de secuencia se obtuvieron con ayuda
del software Bioedit, mientras que el andlisis filogenético
fue mediante la aplicacién del software MrBayes (http://
mrbayes.sourceforge.net/), el cual implementa andlisis
bayesianos con el método de simulacién Monte Carlo de
cadena de Markov (MCMC).

Analisis de expresién génica del gen FT TgNACO1 por
PCR en tiempo real

Fue extraido el ARNm de seis muestras (seis réplicas
biolégicas) de los érganos hoja y raiz de pléntulas de tres
meses producidas in vitro, que crecieron a partir de semillas
de plantaciones brasilefias de tecas de 12 afios de edad.
Ademds, se extrajo material genético (seis réplicas biolégicas)
de los tejidos xilema secundario de tallo de arboles de 12 y
60 afos, xilema secundario de rama de arboles de 12 afios.
Asimismo, se extrajo ARNm de la albura de arboles de 12
y 60 afios seglin métodos establecidos por (Galeano et al.,
2015). Ademés las plantaciones de teca de 12 y 60 afios se
encuentrana 500 metros de distanciay comparten las mismas
condiciones de radiacién solar, temperatura, precipitaciény
tipo de suelo. Posteriormente, tres muestras independientes
para qRT-PCR de cada érgano/tejido fueron mezcladas para
formar una muestra, obteniendo dos muestras por érgano/
tejido. Las dos muestras de ARNm fueron sintetizadas a
c¢DNA (usando un cebador oligo dT), con 1,0 ug de ARN.
Para este proceso se utilizé el kit SuperScript Il First-Strand
Synthesis System (Thermo Fisher Scientific) segun las
instrucciones del fabricante. La concentracién de cDNA se
determiné con el Ultrospec 2100 PRO espectrofotémetro
(Amersham Biosciences, EE.UU.). Los cebadores (primers)
para el tiempo real (también llamado qRT-PCR) se
disefiaron flanqueando la regién CDS del gen TgNACO1
(primer forward: 5’-GGTCAAACAGGGCTACAGTTTC-3’,
primer reverse: 5’-ACCAATI'CAAATCTCAC'I_I'GTGC-3’),
seguido de la determinacién de la curva estdndar con
varias diluciones de cDNA (Figura 6a) y la curva de melting
(Figura 6b). La mezcla de qRT-PCR contenia 125 ng de
cDNA de cada muestra, los cebadores a una concentracién
final de 50 mM cada uno, 12,5 pl de la SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, EE.UU.) para finalmente
completar el volumen con agua millipore a 25 pl. La
reaccién de cada gen se realizé por duplicado (repeticién

técnica). Las reacciones de PCR sin cDNA también se
realizaron como controles negativos para cada par de
cebadores (Galeano etal., 2014). Se realizaron las qRT-PCR
empleando el Sistema ™StepOnePlus (Applied Biosystems,
EE.UU.). Todas las reacciones de PCR se realizaron en las
siguientes condiciones: 2 mina 50 ° C,2mina 95°C,y45
ciclosde 155295 °Cy 1 mina65 ° Cen placas de reaccién
6pticas de 96 pocillos (Applied Biosystems, EE.UU.). La
muestra de hoja se utilizé como calibrador para normalizar
los valores entre diferentes platos y el gen TgEFTa como
control, por resultados satisfactorios previos al evaluar
expresion génica en teca (Galeano etal., 2015). Se llevaron a
cabo todos los andlisis estadisticos sobre las medias de los
datos en el programa R-Project con un nivel de confianza
del 95%, utilizando ademds la prueba F. El procedimiento de
comparacién de medias se llevé a cabo con la prueba LSD a
un nivel de confianza del 95 % (Galeano et al., 2015).

RESULTADOS

Seleccion del gen Factor de Transcripcion TgNACO1
Realizando la busqueda de factores de transcripcién de
la base de datos de genes diferencialmente expresados
del transcriptoma de T. grandis, y utilizando las especies
A. thaliana 'y P. trichocarpa para realizar las anotaciones
funcionales en el NCBI, se encontré un transcrito (entre los
2413 disponibles) con el nimero de acceso GDLT01000898
y cédigo “comp29050_c0_seq2”, que se aline6 con
secuencias de la familia NAC. Asi, a este gen se le dio el
nombre de factor de transcripciéon TgNACOT.

Modelamiento de la estructura secundaria y analisis de
método de espectro de la informacion del FT TgNACO1
Posterior a la traduccién de la secuencia del gen regulador
TgNACOT con la ayuda de Expasy, se identificaron, los
dominios funcionales NAM, ATAF y CUC. Ademads, este FT
tiene una secuencia de 164 aminodcidos y una estructura
general B-hoja antiparalela muy retorcida, que se compacta
contra una a-hélice en la regién N-terminal. Asimismo,
mantiene tres regiones a hélice y siete regiones 3 plegadas,
y la parte restante de la estructura consiste principalmente
en bucles (Fig. 1C).

Posteriormente, el andlisis de espectro de la informacién
consenso (EIC) entre los factores de transcripcién TgNACO1
y 3ULX, mostré dos picos de frecuencia “F” de 0,0585 y
0.1875 (Fig. 1B), que representan el componente de largo
alcance de la interaccién proteina-proteina / proteina-
ADN, implicados en la regulacién de la expresién génica de
la ruta metabdlica de fenilpropanoides y respuesta a estrés
abidtico en teca. Otro aspecto de las propiedades fisico-
quimicas de la interaccién ion-electrén es que los dominios
funcionales FRFHPTD y DPWDLP (Fig. 1A) son esenciales
en la regulacién génica y tienen la caracteristica de ser
conservados dentro de la familia NAC, sub dominio NAM
(Fig. 1A).
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Por otra parte, el andlisis de espectro de la informacién
de tres FTs ortélogos de TgNACOT (Ciclev10032865m,
Potri.001G061200.2 y VNI2), muestra picos diferentes,
debido a la diversidad de funciones biolégicas que
tienen los genes reguladores (Fig. 2). La decodificacién
de la informacién a partir del espectro de frecuencias y
amplitud de las secuencias proteicas de esos tres factores
de transcripcién (Fig. 2), muestran divergencia evolutiva,
siendo esto caracteristico de los FTs y genes implicados en
evolucién adaptativa de diversas funciones metabdlicas y la
regulacién de las mismas. Respecto al método del espectro
de la informacién (MEI), se observaron mutaciones en el
gen NAC que potencialmente alteran la amplitud del pico
dominante en F=0,0625, e influirian en la afinidad de unién
del factor de transcripcién con el promotor de otros genes
enzimdticos y otros FTs. Es importante sefialar también que
lainspeccién del espectro deinformacién (El) parael FT VNI2
individualmente, no muestra una amplitud en la F=0.0625,
pero sien las frecuencias F=0.0585y F=0.0703. De ese modo,
se encontré que cambios en las secuencias de aminoacidos
divergieron en funcién de esos picos de frecuencia (Fig. 2D).
Para identificar los cambios que contribuyen a la evolucién

del gen, se calculé la variacién de los cuatro genes en funcién
de espectro consenso, notando de ese modo que TgNACO7
y Ciclev10032665m de Citrus clementina comparten dos picos
de frecuencia, los cuales son F=0.0625 y F=0.1875 (Fig. 3).
Ademds, este Ultimo también es compartido con el FT VNI2
(Fig. 3). Por otro lado, se muestran dos picos dominantes,
para los FTs TgNACOT y Potri.001G061200.2, con F=0.0625
y F=0.2812, respectivamente (Fig. 2).

Asimismo, el espectro de la informacién consenso (EIC)
mostré que la preferencia de unién al receptor blanco
del FT TgNACO1 es F=0.0625 y lo comparten los factores
de transcripcién Ciclev10032865m,  Potri.001G061200.2
y TgNACO1 (Fig. 3). La segunda frecuencia con mayor
amplitud, que corresponde a F=0.3984, es compartido con
los FTs Ciclev10032865m y Potri.001G061200.2, mientras
que el pico de amplitud en la frecuencia F=0.1875 lo tienen
los genes Ciclev10032865m, Potri.001G061200.2 y TgNACO1
(Fig. 3). Asimismo, mediante el alineamiento muiltiple de
secuencias (Fig. 5), se observa que las mutaciones mads
comunes en los FTs NAC, y subdominio NAM, se encuentran
en los aminoécidos V29, V11, D50, S54, S63, 180, N86,
L102, K130y C132, lo que aumenta notablemente los picos

Figura 1. (A) Secuencia de residuos de aminodacidos de las proteinas TgNACOT y 3ULX, resaltando los dominios conservados en comdn. (B)
Andlisis del espectro de la informacién consenso entre los factores de transcripciéon TgNACO7 y 3ULX, se muestra dos picos de frecuencia F = 0.0585
y F=0.1875. (C) Modelacién proteica del factor de transcripcién TgNACOT, donde se muestra la estructura secundaria del FT, ademads de la regién

de aminodcidos, con gran potencial de interaccién ion-electron.
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Figura 2. (A) Espectro de la informacién (EI) de la secuencia del FT TgNACO1, (B) correlacién de amplitud y frecuencia de gen FT Ciclev10032865
de Citrus clementina, (C) (EI) del FT de la especie P. trichocarpa (Potri.001G081200.2), (D) (EI) del gen master regulador VINI2 de Arabidopsis thaliana.

Figura 3. Espectro de la informacién consenso entre el FT TgNACOT y 3 ortélogos (Ciclev10032865, Potri.001G081200.2 y VNI2), donde se

muestra cuatro picos dominantes de frecuencia.

de amplitud, y pueden desempefar un papel importante
en la aparicién de una nueva funcién en el gen. Ademds,
las mutaciones en la regién C-terminal podrian aumentar
o disminuir la amplitud en la frecuencia dominante, lo que
implicaria influir en la afinidad de unién al receptor.

Por estos resultados, se puede observar que las secuencias
blanco de interaccién (proteina-proteina / proteina-DNA)
son diversos. Ademds, observando la ortologia génica y los
resultados del método del espectro de la informacién, se
puede argumentar que los FTs comparten ciertas funciones
bioquimicas y biolégicas entre si.

Alineamiento de secuencias muiiltiples y arbol
filogenético del FT TgNACO1

Como resultados, los genes SMIL_00015837-RA_Salv de
Salvia miltiorrhiza 'y XP_011086848.1 de Sesamum indicum
son los mds préximos al gen TgNACOT de T. grandis (Fig. 4)

debido a su relacién con el orden Lamiales. Por otro lado, el
gen Potri.001G061200.2 de Populus trichocarpa correspondié
con el gen NAC de Salix purpurea (SapurV1A.0173s0020.3.p),
Gossypium raimondii (Gorai.012G125500.2), Theobroma cacao
(Thecc1EG008477t1), Manihot esculenta Manes.09G185300.1.p
y Juglans regia (WALNUT_00019442-RA) (Fig. 4), todos ellos
conservando los cinco dominios funcionales en la regién
N-terminal (Fig. 5).

Por otro lado, los genes Ciclev10032865m (Citrus
clementina) 'y orange1.1g031844m (Citrus sinensis), también
conservan cinco dominios funcionales al igual que
AT5G13180.1 (Arabidopsis thaliana) y KHN03193.1 (Glycine
max). Asimismo, el gen Prupe.1G220400.1.p estd relacionado
con XP_008222225.1 (Prunus mume), FANhyb_rscf00000097
(Fragaria ananassa), Pyrus bretschneideri (Pbr004500.1) 'y
XP_015881782.1 (Ziziphus jujubay).
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Figura 4. Arbol filogenético del FT TgNACOT de T. grandis y 18 genes ortSlogos, que tienen un porcentaje de similitud < 80 %, ademds de superar

el umbral de e-value 1e-95.

Figura 5. (A) Alineamiento de secuencias factores de transcripcién NAC ortélogos al gen TgNACO7T de Teca. B) Identificacién del dominio
funcional D-1y aminodcidos V20 y V11 que mutaron temporalmente. (C) Seleccién del dominio conservado D-2, presentando 2 aminodcidos D50
y S54 con mayor cambio evolutivo. (D) Secuencia conservada de aminodacidos D-3 y ubicacién en la estructura proteica de las 3 mutaciones mds
frecuentes, situados en N86, 180 y S63. (E) Dominio D-4 y cambios en el aminoacido L102. (F) Secuencia conservada D-5y cambios en la secuencia

primaria del dominio en los K130 y C132.

Adicionalmente, analizando los dominios conservados
de la familia de factor de transcripcién NAC, se
observa que los genes Ciclev10032865m, AT5G13180.1,
Potri.001G061200.2,  TgNACO1,  SMil_00015837-RA_Salv,
XP_011086848.1, orange1.1g031844m, Gorai.012G125500.2,
Manes.09G185300.1.p, XP_008222225.1, 30128.m009035,
Prupe.1G220400.1.p, Thecc1TEG008477t1, Pbr004500.1,
SapurV1A.0173s0020.3.p, WALNUT_00019442-
RA, XP_015881782.1, KHNO03193.1 y FANhyb_
rscf00000097.1.g00004.1 mantienen  cinco  dominios
conservados, viendo asi que el primer dominio D-1 tiene los

aminodcidos KNGVLRLPPGFRFHPTDEELVVQYLKRKY sin
diferencias marcadas entre las secuencias. Sin embargo, en la
posicién de los aminodcidos de Valina [V29-V11] se presentan
mdas mutaciones entre las secuencias alineadas (Fig. 5b). Por
otra parte, el dominio D-2 tiene conservada la secuencia
de aminoacidos PLPASIIPEVDVCKSDPWDLP, donde los
aminodcidos Acido aspartico [D50] y Serina [S54] mutaron
a través del tiempo, siendo claves, ya que tienen altos valores
de potencial de interaccién ion-electrén (Fig. 5¢). Asimismo,
resultados del dominio D-3 presentan a los aminodcidos
GDSEQERYFFSTREIKYPNGNRSNRAT como los mas
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conservados, aunque existen mutaciones en Serina [S63],
Isoleucina[I80]yAsparagina[N86](Fig. 5d). Elcuartodominio
D-4 conserva los trece aminodcidos SGYWKATGLDKQI, de
los cuales Leucina [L102], presenté mayores modificaciones
en los genes ortélogos a teca (Fig. 5e), mientras que en
el quinto dominio existen 31 aminodcidos conservados
(QIVGMKKTLVFYRGKPPKGCRTDWIMHEYRL), habiendo
mutaciones significativas en Lisina [K130] y Cisteina [C132]

(Fig. 5f).

Analisis de la expresion génica del factor de
transcripcion TgNACO1

Los primers disefiados para el gen NAC presentaron una
adecuada curva estdndar (Figura 6a) y de melting (Figura
6b). Asi, los 6rganos hoja y raiz de teca (provenientes de
material vegetal in vitro de 3 meses de edad), no presentan
niveles de expresién génica significativos para el gen NAC
cuando fueron comparados con los otros érganos y tejidos

(Fig. 6¢). La porcién mds externa de xilema secundario de
tallo de tecas de 60 y 12 afios presenté aproximadamente
16 veces mds expresion (Fig. 6¢), mientras que en el xilema
secundario de rama de teca de 12 afios mostré 30 veces
mds expresién, ambos cuando son comparados con hoja
(Tabla 2). Del andlisis de ANOVA, se muestra que el valor p
del test F es menor de 0,05, lo que representa una diferencia
estadistica significativa entre las medias de las siete variables,
con un 95 % de nivel de confianza (Tabla 3).

Para determinar cudles medias tienen diferencia significativa
unas con otras, se realizé la prueba LSD (prueba de medias) al
95 % de confianza estadistica. De ese modo, se encontraron
4 grupos, con una confianza estadistica del 95 %. El primer
grupo se compone de hoja y raiz, el segundo es de xilema
secundario de tallo en drboles de 12 y 60 afios, el tercero es de
xilema secundario de rama, mientras que el cuarto grupo estd
conformado por la expresién génica del FT TgNACOT en albura
de tallo de arboles de 12 y 60 afios de edad (Tabla 4).

Tabla 2. Medias de las muestras (tres réplicas bioldgicas y dos réplicas técnicas) del FT TgNACOT en hoja, raiz, xilema secundario de rama de
arboles de 12 afios, xilema secundario de tallo de arbol de 60 afios, xilema secundario de tallo de arbol de 12 afios, albura de arboles de 60 afios

y albura de arboles de 12 afios.

Tejido Gen Muestra1 Muestra2 Media Desv. Est

Hoja NAC 1 1 1 0

Raiz NAC 2,41 2,00 2,21 0,29
Tallo Xil. Sec 60a NAC 17,78 14,89 16,33 2,05
Tallo Xil. Sec 12a NAC 19,80 15,89 17,84 2,77
Rama Xil. Sec 12a NAC 29,40 33,32 31,36 2,77
Albura 60a NAC 46,47 53,55 50,01 5,01
Albura 12a NAC 55,74 43,34 49,54 8,77

Figura 6. (A) Curva Estandar del gen TgNACO1. (B) Curva de melting del gen TgNACO1. (C) Histograma con desviacién estandar de la expresién
génica del factor de transcripcién TgNACOT en los érganos hoja, raiz y tallo. Ademas, se presenta la diferencia estadistica (95% confianza) en la
expresion entre los diferentes tejidos y diferentes edades, con asterisco. Los valores del eje Y corresponden a la expresién relativa del gen.
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Tabla 3. Andlisis de varianza de expresién génica de gen factor de transcripciéon TgNACOT entre tejidos y muestras repetidas de hoja, raiz, xilema
secundario de rama de 12 afios, xilema secundario de tallo de arbol de 60 afios, xilema secundario de tallo de arbol de 12 afios, albura de drboles

de 60 afos y albura de drboles de 12 afios.

Suma de

Grados de

Cuadrado

Fuente cuadrados libertad medio TestF Valor p
Entre grupos 4962, 65 6 827,108 — —
Dentro de grupos 121,536 7 17,36 47,64 0,00001

Tabla 4. Analisis de medias mediante la prueba LSD entre tejidos (hoja, raiz, xilema secundario de rama, xilema secundario de tallo y albura)

que presentan expresion del gen TgNACOT.

Muestras

Prueba LSD 95%

Hoja a

Raiz a

Tallo60a

Tallo12a

Rama1l2a

Albura60a

Albura12a

Lo més interesante es que la albura del tallo de 4rboles
de T. grandis a los 12 y 60 afios presenté 50 veces mds
expresion del gen NAC cuando se compara con hoja y raiz,
y casi 35 veces mds expresion comparado con la porcién
externa de xilema secundario de tallo de ambas edades (Fig.
6). En consecuencia, los datos experimentales de expresién
génica del gen TgNACOT en los tejidos lignificados como
xilema secundaria de tallo, rama y albura de arboles de 12
y 60 afios, comprueban que el gen NAC esta relacionado
directamente con la formacién de lignina y acoplamiento
de monolignoles. Ademds, como NAC es un gen factor
de transcripcién, es probable que esté asociado con la
regulacién transcripcional de los genes miembros de la
via fenilpropanoides. Por otro lado, como el gen NAC no
muestra diferencias estadisticamente significativas entre las
edades de 60 y 12 afios, estos datos evidencian que este gen
no tiene funciones en la maduracién de la madera de teca
a lo largo de la sintesis de lignina. En consecuencia, el FT
NAC muestra mayor expresioén en albura (tejido compuesto
mayormente de xilema secundario), el cual juega un papel
fundamental en la organizacién y desarrollo de las partes
que componen este tejido, como las células radiales de la
zona cambial, los vasos, fibras y los anillos de crecimiento.

DISCUSION

Las plantas carecen de un sistema nervioso, y en reemplazo
a ello mantiene éptimos sistemas bioquimicos que regulan
espacial y temporalmente sus respuestas fisiolégicas (Chen
etal., 2011; Kim et al., 2016). Los estudios de la estructura
primaria y secundaria de la proteina que configura el FT
TgNACO71 ayudan a entender los procesos de evolucidn

y adaptacién de la teca al medio ambiente (Perovic et al.,
2013;Skjetal., 2014), siendo este gen un regulador maestro
de importantes rutas metabdlicas como la biosintesis de
xilema secundario y la respuesta a estrés abidtico, como fue
descrito recientemente (Camel et al., 2017). En el genoma
de las plantas, existen diversos genes NAC (Aude Maugarny,
Beatriz Goncalves, Stefan Jouannic, Michael Melkonian,
2016; Chenetal.,2011) que son considerados los principales
implicados en la respuesta frente al estrés abidtico, y
fueron caracterizados como esenciales en la transicion
de algas acudticas a plantas terrestres (Aude Maugarny,
Beatriz Goncalves, Stefan Jouannic, Michael Melkonian,
2016). Ademds, esta trayectoria de la evolucién puede
estar codificada en los aminodcidos con gran potencial de
interaccién ion-electrén. Segun los resultados del espectro
de la informacién (MEI) de este trabajo, los genes ortélogos
VNI2, Ciclev10032865m y Potri.001G061200.2 comparten
ciertas funciones, sin embargo cambios en los aminoacidos
V29, V11, D50, S54, S63, 180, N86, L102, K130 y C132
probablemente dieron nuevas propiedades bioldgicas a
los FTs. Este fenémeno ha sido descrito previamente (V.
Veljkovic, I. Cosic, B. Dimitrijevic, 1985; Veljkovic et al.,
2014). Asimismo, el mayor pico de frecuencia consenso
F=0.0625 muestra alta capacidad de interaccién molecular
y mutaciones puntuales sobre esa secuencia blanco, que
potencialmente conllevarian a nuevas redes de regulacién
genética.

En efecto, estudios recientes muestran que genes
ortélogos a TgNACO7, como VNI2 tienen muiltiples
funciones, como la respuesta frente a estrés salino, al acido
abscisico, desarrollo de xilema, senescencia y longevidad
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de las hojas, (Kim et al., 2016; Yang et al., 2011), los cuales
estarfan en funcién de los diferentes picos de frecuencias
del espectro de la informacién. Asimismo, mediante el uso
de la proteina modelo seleccionada (3ULX), se identificé
que los dominios conservados en la regién N-Terminal
de la proteina NAC pertenecen a la sub familia NAM (del
inglés No Apical Meristem), y esta regién estd implicada en
los procesos de desarrollo de la planta (Yang et al., 2011;
Aude Maugarny et al., 2016). Ademds, esta regién estd
relacionada con procesos catabdlicos, metabolismo de
carbohidratos, regulacién génica frente al estrés abidtico,
produccién de biopolimeros y procesos de xilogénesis
(Galeano et al., 2014). Por otro lado, con respecto a la
expresion génica del gen TgNACOT entre tejidos y edades
de la teca, se observé que existe mayor expresién en el
tejido albura (tanto en la edad de 12 como de 60 afos),
desempefiando un papel fundamental en la organizacién y
desarrollo de las partes que componen este tejido, como
las células radiales de la zona cambial, los vasos, fibras y
los anillos de crecimiento (Diningrat et al., 2015; Galeano
et al., 2015). Por otro lado, como el gen NAC no muestra
diferencias estadisticas significativas entre las edades de 60
y 12 afios, se evidencia asi que este gen no tiene funciones
en la maduracién de la madera de teca a lo largo de la
sintesis de lignina (Galeano et al., 2015). Contrario a este
gen, estudios previos encontraron una relacién significativa
de otros factores de transcripcién, como el TgMYB3 vy
TgMYB4 de teca que estdn relacionados con la maduracién
de esta especie (Galeano et al., 2015). Asi, es probable
que el gen TgNACOT tenga alguna regulacién positiva o
negativa en la expresién de otros factores de transcripcién
como los MYB de teca (Camel et al., 2017), ya que genes
de la familia NAC son tradicionalmente considerados como
reguladores maestro en la biosintesis de lignina (Galeano
etal., 2015b). Los resultados de este estudio son valiosos, ya
que permiten generar hipdtesis acerca de cémo los factores
de transcripcién encajan en los procesos de regulacidn
genética.

CONCLUSIONES

Con la secuencia del cDNA del gen TgNACOT (el cual es un
transcrito diferencialmente expresado, DERs, especifico de
tejido de xilema secundario de tallo), fue posible modelar la
estructura secundaria de la proteina y analizar la secuencia
de aminodcidos mediante el método de espectro de la
informacién, con el apoyo de las bases de datos. Asimismo, el
gen FT TgNACOT, se presume estar implicado en la formacién
de lignina y acoplamiento de monolignoles, por sus
dominios proteicos, los picos del espectro de la informacién
consenso (EIC), el dendrograma y los alineamientos.
Ademds, es posible que este gen esté implicado en la
regulacién transcripcional de genes miembros de la via
fenilpropanoides, ya que su expresién génica es mayor en
tejidos lignificados cuando es comparada con hoja de tecas

de tres meses de edad. Siendo asi, este FT podria jugar un
papel importante en la organizacién y desarrollo de las
partes que componen la albura, como las células radiales
de la zona cambial, los vasos, fibras y anillos de crecimiento.
Finalmente, observando los resultados de los alineamientos
que se complementan con la expresién génica, los motivos
del FT TgNACOT se mantienen conservados dentro de la
sub familia NAM, la cual es una informacién esencial que
abre puertas a otras investigaciones, para asi aumentar los
estudios funcionales de genes de interés en teca, arbol de
gran importancia biotecnoldgica.
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