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ABREVIATURAS 

 

5’UTR: Región 5 prima no traducida (5’ Untranslated Region, por sus siglas en inglés). 

 

3’UTR: Región 3 prima no traducida (3’ Untranslated Region, por sus siglas en inglés). 

 

A. thaliana: Arabidopsis thaliana 

  

AtBD_MSA: base de datos que contiene el análisis de los 86 genes de A. thaliana identificados como 

portadores de motivos MSA por las plataformas MatInspector, PlantCARE, MAST y MCAST. 

 

AtBD_Menges: Lista de los 155 genes reportados por Menges y colaboradores (2005). 

  

AtBD_prom-5´UTR: base de datos que contiene el análisis de los fragmentos constituidos por 2000 

pb río arriba del sitio TSS y la secuencia del 5´UTR de los genes en AtBD_Menges. 

 

AtDB_Up: base de datos “Upstream sequences” Arabidopsis thaliana.TAIR10.37 de meme-suite, que 

contiene el análisis de un conjunto de 285,977 secuencias con una longitud entre 201 y 1201 pb. 
 

ch: cromátidas hermanas  

 

G2: fase Gap 2. 

 

M: Mitosis. 

 

MSA: Motivo activador específico de la mitosis (Mitosis Specific Activatior, por sus siglas en inglés). 

 

mt: microtúbulos. 

 

P. vulgaris: Phaseolus vulgaris  

 

PPB: La banda Preprofase (Preprophase Band por sus siglas en inglés) 

 

pb: pares de bases 

 

PvBD_MSA: base de datos que contiene el análisis de 73 genes de P. vulgaris identificados como 

portadores de motivos MSA por las plataformas MatInspector, PlantCARE, MAST y MCAST. 

 

PvBD_prom-5´UTR: base de datos que contiene el análisis de los fragmentos constituídos por 2000 

pb río arriba del sitio TSS y la secuencia del 5´UTR de los 187 genes de P. vulgaris identificados (159 

homólogos a los genes de la base de datos AtBD_MSA y 28 genes identificados en el análisis de 

PvDB_Up).  

 

PvDB_Up: base de datos “Upstream sequences” Phaseolus vulgaris.PhaVulg1 0.38 de meme- suite 

que contiene el análisis de un conjunto de 175,879 secuencias de ADN con una longitud entre 152 y 

1201 pb. 

 

SIT: Sitio de inicio de la Traducción 
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STT: Sitio de terminación de la Traducción (codón de paro) 

 

TSS: sitio de inicio de la Transcripción (Transcription Start Site, por sus siglas en inglés). 
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RESUMEN 

La citocinesis en células vegetales depende de la formación de una maquinaria única de estas células, 

denominada fragmoplasto, cuya función es la reorganización de los microtúbulos para formar una red 

citocinética en el centro de la célula en división. Este andamiaje sirve de guía para que vesículas 

derivadas de Golgi se desplacen al punto medio en el plano de división y se fusionen para da lugar a 

la una estructura membranosa conocida como placa celular. La sintaxina KNOLLE es esencial para la 

fusión vesicular citocinética. La transcripción y traducción del gen KNOLLE tiene lugar durante las 

fases G2/M y M del ciclo celular, respectivamente. La transcripción dependiente de ciclo celular está 

regulada por la actividad del promotor KNOLLE que en Arabidopsis thaliana y Phaseolus vulgaris 

(P. vulgaris) se detecta específicamente en células en división. Se postula que la especificidad pudiera 

estar determinada por los motivos MSA (siglas en inglés de Mitosis Specific Activator) presentes en 

tandem en el extremo proximal del promotor de KNOLLE de P. vulgaris y A. thaliana. Con el 

propósito de aportar elementos que refuercen esta hipótesis y disponer de un promotor específico de 

células en división, en esta tesis se plantea el diseño de un promotor sintético tipo prom35S-MSA, 

cuya actividad espacio-temporal sea específica de células mitóticas. Para demostrar que la 

especificidad funcional de los motivos MSA es independiente del 5’UTR de PvKNOLLE, se diseñaron 

dos versiones del promotor sintético: prom35S-MSA::5’UTR_PvKNOLLE y, como control, 

prom35S-MSA::5’UTR_Omega Leader, ya que la secuencia 5’UTR_Omega Leader no presenta 

elementos de regulación. Ambas versiones de promotor sintético fueron construidas, el análisis de su 

actividad será tema de un futuro proyecto. 

Un segundo objetivo de esta tesis fue la búsqueda bioinformática de motivos MSA en genes de A. 

thaliana y de P. vulgaris. Las secuencias analizadas corresponden a fragmentos que contienen 2000 

pb de la secuencia río arriba del sitio de inicio de la transcripción y la secuencia 5’UTR de cada gen. 

Las herramientas bioinformáticas utilizadas fueron PlantCARE, MAST y MCAST. Para facilitar su 

análisis, la información obtenida fue ordenada en una serie de bases de datos, lo que permitió 

identificar 54 y 73 genes de A. thaliana y P. vulgaris, respectivamente, portadores de motivos MSA.  

70 de los 100 motivos MSA presentes en los 73 genes de P. vulgaris se localizan en la secuencia del 

promotor, de los cuales 52% están distribuidos en el extremo proximal (en un fragmento de 500 pb río 

arriba del sitio de inicio de la transcripción). Los resultados en un análisis bioinformático de búsqueda 

de dominios conservados presentes en la secuencia de las proteínas codificadas por los genes de P. 

vulgaris identificados sugiere que la mayoría de estos genes tienen una función relacionada con los 

procesos de ciclo celular. 
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ABSTRACT 

Cytokinesis in plant cells depends on the formation of a unique machinery, called the phragmoplast, 

whose function is the reorganization of microtubules to form a cytokinetic network at the center of the 

dividing cell. This scaffold serves as a guide for Golgi-derived vesicles to move to the midpoint in the 

plane of division and fuse, to give rise to the membranous structure known as the cell plate. The 

syntaxin KNOLLE is essential for the cytokinetic vesicle fusion. Transcription and translation of the 

KNOLLE gene takes place during the G2/M and M phases of the cell cycle, respectively. Cell cycle-

dependent transcription is regulated by the activity of the KNOLLE promoter, which in Arabidopsis 

thaliana and Phaseolus vulgaris is specifically detected in dividing cells. It is postulated that the 

specificity could be determined by the Mitosis Specific Activator (MSA) motifs present in tandem at 

the proximal end of the KNOLLE promoter in P. vulgaris and A. thaliana. In order to provide elements 

that reinforce this hypothesis and to have a specific promoter for dividing cells, this thesis the design 

of a synthetic promoter prom35S-MSA type is proposed, whose spatio-temporal activity is specific 

for mitotic cells. To demonstrate that the functional specificity of the MSA motifs is independent of 

the PvKNOLLE 5'UTR sequence, two versions of the synthetic promoter were designed: prom35S-

MSA::5'UTR_PvKNOLLE and, as a control, prom35S-MSA::5'UTR_Omega Leader, since the 

5'UTR_Omega Leader sequence has no regulatory elements. Both synthetic promoter versions were 

constructed, but the analysis of their activity will be the subject of a future project. 

A second objective of this thesis was the bioinformatic search for A. thaliana and P. vulgaris genes 

containing MSA motifs. The sequences analyzed correspond to fragments of 2,000 pb located 

upstream of the transcription start site and the 5'UTR sequence of each gene. The bioinformatics tools 

used were PlantCARE, MAST and MCAST. To facilitate their analysis, the information obtained was 

sorted into a series of databases, which allowed the identification of 54 and 73 genes of A. thaliana 

and P. vulgaris, respectively, carrying MSA motifs. 70 out of the 100 MSA motifs present in the 73 

genes from P. vulgaris are located in the promoter sequence, of which 52% are distributed at the 

proximal end (in a 500 bp fragment upstream of the transcription start site). Results from a 

bioinformatic analysis searching for conserved domains present in the peptide sequence encoded by 

the identified P. vulgaris genes suggests that most of these genes have a function related to cell cycle 

processes. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La relación simbiótica entre los rizobios y las leguminosas resulta en una estructura denominada 

nódulo, en cuyo entorno anaeróbico se albergan bacterias rizobiales responsables de la actividad del 

complejo multienzimático denominada nitrogenasa, encargado de la fijación de nitrógeno. 

         1.1 Generalidades de la simbiosis leguminosa:rizobio 

           1.1.1 Rizobia, bacterias fijadoras de nitrógeno  

 La mayoría de los organismos son incapaces de asimilar la principal fuente de nitrógeno en la tierra, 

el nitrógeno molecular (N2), el cual constituye aproximadamente el 75% del aire atmosférico, así que 

deben incorporar el nitrógeno a partir de compuestos como el nitrato y el amonio, o de fuentes 

orgánicas. Los únicos seres vivos capaces de asimilar el nitrógeno molecular, es decir, realizan la 

fijación biológica de nitrógeno, son los microorganismos conocidos como diazótrofos. 

Las bacterias diazótrofas conocidas como rizobio, pertenecientes a la familia Rhizobiaceae, son 

aerobias, Gram negativas, con forma de bacilo y presentan flagelos; pueden vivir de forma libre en 

suelo o en la cercanía de raíces (rizósfera). Otra propiedad de los rizobia es que pueden establecer una 

interacción simbiótica con leguminosas. Esta relación simbiótica es de tipo especie-específica, es 

decir, cada especie de rizobio se asocia con una especie de leguminosa. Por ejemplo, Medicago 

truncatula establece simbiosis con bacterias del género Sinorhizobium, mientras que el endosimbionte 

de Glycine max es Bradyrhizobium meliloti, el de Lotus japonicus es Mesorhizobium loti, y Phaseolus 

vulgaris tiene como simbionte principal a Rhizobium etli, aunque también puede hacer simbiosis con 

R. tropici (Martínez-Romero y cols., 1991). Recientemente, se ha reportado que bacterias no-rizobiales 

tipo Burkholderia (Ralstonia taiwanensis, hoy Cupriavidus taiwanensis) son capaces de generar 

nódulos fijadores de nitrógeno en la leguminosa Mimosa (Andrews y Andrews, 2017). Cabe 

mencionar que el tipo de nódulo que se desarrolla (determinado o indeterminado, ver inciso 1.1.4) 

depende del tipo de leguminosa. 

 

           1.1.2 La familia Fabaceae o Leguminosae 

Las leguminosas pertenecen a la familia Fabaceae o Leguminosae, la tercera familia más grande de 

las angiospermas y la segunda en importancia agrícola y económica. Varias especies de leguminosas 

han sido domesticadas para el consumo humano, por ejemplo, lenteja (Lens esculenta), frijol común, 

(P. vulgaris); chícharo, (Pisum sativum), entre otras. Las características morfológicas de las 

leguminosas van desde tener hojas simples a compuestas siendo pinadas, bipinadas, unifoliadas, 
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trifoliadas, o como un simple zarcillo, con estípulas o desarrollando espinas. Tienen órganos florales 

tipo actimorfo y zigomorfo, con un solo carpelo superior; pero la característica morfológica principal 

es su fruto: en vainas de dos a varias semillas (Cardoso y cols., 2009). 

           1.1.3 Phaseolus vulgaris como modelo de estudio 

El frijol común corresponde a uno de los cultivos más antiguos y de mayor importancia económica y 

nutricional a nivel mundial, por lo que juega un papel importante en la dieta de los habitantes, sobre 

todo en México, Centro y Sudamérica (Jacinto y cols., 1996) 

La caracterización de su cualidad nutricional ha demostrado que estas leguminosas tienen un alto 

contenido proteico, de carbohidratos y aminoácidos como L-triptófano y L-metionina, además de 

poseer fitoquímicos como polifenoles, fibra, inhibidores de tripsina y lectinas (Ulloa y cols., 2011). 

Por su importancia dentro de la dieta humana se han optimizado las condiciones de cultivo y se ha 

trabajado en la obtención de mejores plantas en cuanto a período vegetativo, producción y tamaño de 

la semilla, resistencia al ambiente y mayor calidad nutricional. Por otro lado, el estudio genómico y 

transcripcional de algunas leguminosas ha sido un aporte en el desarrollo de plantas transgénicas. 

           1.1.4 Generalidades del desarrollo del nódulo fijador de nitrógeno 

Una de las características evolutivas más interesantes de las leguminosas es el proceso adaptativo que 

dio lugar al programa de desarrollo de la estructura simbiótica denominada nódulo fijador de 

nitrógeno, el que se desarrolla de novo en la raíz de la leguminosa. Existen dos tipos de nódulos, los 

indeterminados, que se caracterizan por tener forma ovalada y actividad meristemática persistente en 

el ápice, y son típicos de la nodulación en la leguminosa modelo Medicago truncatula. Los nódulos 

determinados, típicos de la planta modelo L. japonicus, G. max (soya) y P. vulgaris (frijol común), 

presentan una forma esférica con actividad meristemática en la etapa de maduración (Ferguson y cols., 

2010). 

La formación del nódulo conlleva la coordinación de una serie de procesos celulares complejos que 

determinan la infección y la organogénesis del nódulo (Oldroyd y Downie, 2008), como se ilustra en 

la Figura 1 y se describe a continuación: 

1. El inicio está orquestado por un diálogo molecular entre la bacteria y las células epidermales 

diferenciadas a pelos radicales, en el que la proteína bacteriana NodD percibe los flavonoides 

exudados por la raíz hacia la rizósfera, como consecuencia se activa la expresión de genes rizobiales 

nod, responsables de la síntesis y secreción de compuestos lipoquitoligosacáridos conocidos como 

factores Nod (FN). 
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La especificidad en la relación simbiótica está determinada, por un lado, por el tipo de flavonoide 

reconocido por el rizobio endosimbionte, por ejemplo, el flavonoide naringenina exudado por P. 

vulgaris es el reconocido por R. etli (Martínez-Romero y cols, 1991; Liu y Murray, 2016) 

Los factores Nod tienen un esqueleto de 4-6 grupos de N-acetilglucosamina en cuyo extremo no-

reductor contienen un ácido graso de 16-20 carbonos e insaturación variable, así como la presencia de 

radicales tipo fucosil, arabinosa, metilo, grupos sulfato, carbamilo (carbamoilo), entre otros, que en su 

conjunto determinan la especificidad de los FN por la leguminosa compatible modificaciones 

dependiendo de la especie de rizobio (Hirsch y cols., 1992).  

2. Los FN son reconocidos por los receptores tipo cinasa con dominios LysM (NFR1 y NFR5 en L. 

japonicus o LYK3 y NFP en M. truncatula) presentes en la membrana plasmática de pelos radicales 

en crecimiento (Figura 1a). La percepción de los FN desencadena una serie de cambios en el pelo 

radical como son el influjo y eflujo de calcio, despolarización de la membrana plasmática, 

alcalinización del pH intracelular, rearreglos del citoesqueleto, expresión de genes de nodulinas 

tempranas, deformación y enroscamiento del ápice del pelo radical, en cuyo pliegue quedan atrapadas 

las bacterias (Cárdenas y cols., 2002). A este espacio se le denomina cámara de infección (Figura 1b). 

3. En la cámara de infección, las bacterias forman una microcolonia e inducen la invaginación de la 

pared celular y membrana plasmática del pelo radical, dando lugar a una estructura tubular, 

apoplástica, transcelular, llamada hilo de infección (HI, por sus siglas). El HI se extiende hacia la base 

del pelo radical (Figura 1c) y es el conducto por donde las bacterias entran a la raíz y se dirigen hacia 

el córtex (Figura 1d). 

4. Simultáneo a la formación y al avance del HI, se reactiva el ciclo celular de las células corticales en 

el sitio de infección. En los nódulos indeterminados son las células del periciclo y córtex interno las 

que comienzan la división celular, mientras que en los determinados las células corticales adyacentes 

al pelo radical son las que la reinician. La constante actividad meristemática da lugar a la formación 

de un primordio de nódulo (Figura 2). 

5. El HI se ramifica y avanza hacia las células del primordio del nódulo. Las bacterias son vertidas 

desde el hilo de infección hacia el interior de las células del tejido central del nódulo en formación 

(nódulo joven, Figura 2) mediante un proceso parecido a la endocitosis. En este entorno, la bacteria 

está contenida en una estructura subcelular conocida como simbiosoma, en donde se diferencian a 

bacteroides, los cuales expresan el complejo nitrogensasa que les confiere la capacidad de fijar 

nitrógeno (Mora y cols., 2005) 

6. El nódulo maduro presenta un sistema vascular que conecta al nódulo con la vasculatura de la raíz. 
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Figura 1. Esquema que ilustra las etapas en la formación del hilo de infección. a) Percepción de factores de 

nodulación (Modificado de Cárdenas y cols., 2006). b) Enroscamiento del pelo radical, formación de 

microcolonia en pliegue. c) formación de hilo de infección. d) reactivación del ciclo celular (Sánchez-López, 

R., esquema no publicado)  

 

 

 

Figura 2. Esquema de formación de un nódulo determinado. Versión modificada de Ferguson y colaboradores 

(2010) 

 

         1.2 Ciclo celular en células vegetales 

En organismos pluricelulares, como plantas y animales, la división celular lleva al crecimiento del 

organismo, y la reparación de tejidos y órganos (Raven y cols., 2005). En la raíz, la división celular se 

observa en la zona del meristemo apical (RAM, siglas en inglés de Root Apical Meristem), así como 

durante la formación de una raíz lateral y del nódulo fijador de nitrógeno.  
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El ciclo celular consiste en la multiplicación de las células, al duplicar su contenido genético y dividirlo 

en dos células hijas, dando lugar a nuevas células similares en estructura y función a la célula parental 

(Alberts y cols., 2002) y se divide en etapas: interfase que comprende las fases G1, S y G2, etapa de 

mitosis (M), en la que hay división nuclear, y citocinesis, en la que tiene lugar la división 

citoplasmática (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Esquema de las fases que constituyen el ciclo celular (Tomada de Alberts y cols., 2002).  

 

           1.2.1 Interfase  

La interfase corresponde a la etapa de crecimiento celular y de replicación del material genético para 

la posterior división celular, y está organizada en 3 fases sucesivas: G1, S y G2. En la fase G1, la 

célula produce organelos y componentes citoplasmáticos que sean suficientes para las dos células 

hijas, es decir, la célula está metabólicamente activa. En esta fase tiene lugar uno de los puntos de 

control de la división (“checkpoint”). Durante la fase S ocurre la replicación del contenido genético y 

se sintetizan proteínas asociadas al ADN. La fase G2 es el segundo punto de control en el que la célula 

verifica que la síntesis de ADN haya concluido, que no exista daño en ADN y si fuese el caso lo repara. 

En esta fase sólo se transcriben y traducen los genes de la maquinaria responsable de la mitosis y 

citocinesis. 
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Tabla 1. La interfase se divide en tres fases sucesivas: G1, S y G2  

Fase Función 

G1 
La célula aumenta su tamaño, sintetiza más enzimas, ribosomas, 

organelos, moléculas citoplasmáticas y estructuras. 

S Replicación de ADN, tubulina y síntesis de histonas. 

G2 
Control de que no haya daño en el ADN, y eventualmente su reparación, 

y transcripción de genes de la maquinaría de mitosis y citocinesis. 

 

           1.2.2 Mitosis 

La mitosis, que inicia al concluir la fase G2, es el proceso de división nuclear y repartición equitativa 

del material genético en cada núcleo. Esta etapa se divide en 4 fases: profase, metafase, anafase y 

telofase, cuyas características se recapitulan en la Tabla 2, y se indican las propias de la división de 

células vegetales. 

 

Tabla 2. Fases de la mitosis en células animales y vegetales 

 

Etapa Función 

Profase 

La cromatina se condensa en cromosomas, se 

desensambla la envoltura nuclear e inicia la 

reorganización de microtúbulos. En células 

vegetales los microtúbulos se ordenan paralelos 

al plano de la división celular y forman la banda 

de la pre-profase (PPB, por sus siglas en inglés) 

Metafase 

Se forma el huso mitótico y se reorganizan los 

microtúbulos (mt). En células vegetales los mt se 

organizan perpendiculares al plano de la división 

celular.   

Anafase 

Los cromosomas se direccionan hacia los polos 

opuestos. En células vegetales da inicio la 

formación del fragmoplasto. 

Telofase 

Se reensambla la envoltura nuclear. En células 

vegetales en esta etapa se inicia la formación de 

la placa celular. 

   

   

           1.2.3 Citocinesis vegetal y formación del fragmoplasto 

En este proceso celular tiene lugar la distribución de organelos y componentes citoplasmáticos entre 

las dos células hijas. 
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La citocinesis en células vegetales se caracteriza por la organización de una maquinaria única de estas 

células, conocida como fragmoplasto, cuya función es el desarrollo coordinado de la placa celular en 

la zona central del plano ecuatorial de la célula en división. Otra característica de la citocinesis vegetal 

es que el retículo endoplásmico y el aparato de Golgi no se desensamblan y el tráfico vesicular se 

mantiene activo (Austin y cols., 2005) 

Durante la fase G2, los microtúbulos pasan de tener una distribución cortical a un arreglo en forma de 

anillo, anclado a la membrana plasmática en el plano de la división celular, que rodea al núcleo, 

llamado banda de preprofase (PPB, Preprophase Band por sus siglas en inglés). La PPB empieza a 

desaparecer cuando se establecen los husos mitóticos durante la metafase.  Entre la anafase tardía y la 

telofase temprana, los microtúbulos forman una estructura tipo barril, denominada fragmoplasto, que 

se ubica entre los dos núcleos (Figura 4), y da soporte al inicio de la formación de la placa celular 

durante la citocinesis El fragmoplasto está compuesto por un arreglo de microtúbulos antiparalelos, 

cuyos extremos más (“plus”) se orientan hacia la zona central y están organizados de manera 

perpendicular al plano de la división. El retículo endoplásmico, el aparato de Golgi y vesículas 

derivadas del Golgi que portan el material de la pared celular y membrana requeridos para la formación 

de la placa celular son reclutadas en la zona central del fragmoplasto. La formación de la placa celular 

se origina por la continua fusión de estas vesículas en el punto central del fragmoplasto, creando una 

estructura membranosa tipo sáculo que se extiende de manera radial hasta fusionarse con la membrana 

plasmática de la célula madre, dando lugar a dos células hijas independientes (Seguí-Simarro y cols. 

2004). Entre los genes asociados a la formación de la placa celular se encuentran KEULE, Dynamin-

related protein 1 y 2, las sintaxinas SNAP33 y KNOLLE.  

En el grupo de investigación donde se desarrolló este proyecto, se utiliza KNOLLE como marcador 

molecular para visualizar la citocinesis y estudiar la dinámica entre la formación del HI y la división 

celular en el sitio de infección con rizobia. Para tal propósito se diseñó el cassette de expresión 

promPvKNOLLE::YFP-PvKNOLLE.  
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Figura 4. Reconstrucción a partir de tomografía por microscopía electrónica de la formación del fragmoplasto. 

a) Migración de las cromátidas hermanas (ch), y se alinean los microtúbulos (mt) perpendiculares al plano de 

la división celular. Se reclutan vesículas derivadas de Golgi (v). b) Se organiza el fragmoplasto en el plano de 

la división celular y la fusión de vesículas derivadas de Golgi, para iniciar la formación de la placa celular. c) 

Los núcleos (n) se ensamblan y separan hacia los polos opuestos al plano de la división, la placa celular (cp) 

crece desde el centro hacia la periferia de la célula en división. d) Los microtúbulos se desensamblan en el sitio 

de crecimiento de la placa. e) La placa celular se fusiona a la membrana parental (cw) para dar lugar a la 

separación de las células hijas. (Tomada de Austin y cols. 2005). 

 

         1.3 Estructura del promotor de un gen eucariótico  

De manera general, un gen eucariótico que codifica para una proteína está organizado de la siguiente 

manera: 

- la secuencia que se transcribe que consta de exones separados por intrones. El proceso de maduración 

del transcrito implica la eliminación de la secuencia de los intrones (“splicing”). El primer intrón 

contiene la secuencia 5’ no traducida o 5’UTR (por sus siglas en inglés de Untranslated Region) y el 

nucleótido en la posición 5’ corresponde al sitio de inicio de la transcripción del gen (TSS por siglas 

en inglés Transcription Initiation Site). Río abajo, e inmediata al extremo 3’ de la región 5’UTR se 

encuentra el sitio de inicio de la traducción o SIT, y corresponde al primer codón AUG y suele estar 

en el primer exón. La secuencia entre el SIT y el sitio de terminación de la traducción (o STT) es la 
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que codifica para la secuencia aminoacídica. La secuencia que se encuentra río abajo del STT se 

conoce como la región 3’no traducida o 3’ UTR 

- la región río arriba del TSS comprende la secuencia promotora cuya función es la regulación de la 

transcripción del gen. 

           1.3.1 Características de los promotores de transcripción de genes eucarióticos 

El promotor contiene las secuencias que actúan como sitios de unión de la ARN polimerasa y de 

factores de transcripción que activan o inhiben la transcripción de un gen de manera espacio-temporal 

(Andersson y Sandelin, 2019; Geertz y cols., 2010; Goñi, J. R., 2007) 

En general, la secuencia promotora de genes eucarióticos tiene las siguientes partes (Guglielmo y cols., 

2016, Haberle y cols. 2018):  

1- Núcleo del promotor o promotor mínimo, que en células animales está localizado entre -35 y -10 

pb del sitio de inicio de la transcripción (+1 o TSS, por sus siglas en inglés), incluye los elementos 

necesarios para el inicio de la transcripción, entre los cuales están el elemento BRE (siglas en inglés 

de B recognition element) que es reconocido por el factor de transcripción TFIIB, el elemento MTE 

(siglas en inglés de Motif Ten Element), la caja TATA o Hogness, la caja CCAAT, entre otros (Wang 

y cols., 2006). Algunos promotores pueden no contener la caja TATA, es decir son “TATA-less” (Zuo 

y cols., 2011). 

2- Secuencias reguladoras proximales al núcleo del promotor, a las que se unen factores de 

transcripción que promueven el ensamblaje del complejo de iniciación de la transcripción. 

3- Secuencias reguladoras distales, las cuales modulan la actividad del núcleo del promotor y pueden 

ser de dos tipos (Liu y Stewart Jr. 2016): 

   a) Potenciadores (del inglés “enhancers”), son secuencias de acción en cis o trans que pueden ser 

distales o proximales al núcleo del promotor, cuya función es aumentar la tasa de transcripción 

   b) Inhibidores (del inglés “inhibitors), son secuencias de acción en cis o trans a las que se les unen 

proteínas cuya función es la represión o reducción del nivel de transcripción. 

 

La caracterización de la actividad de promotores permitió la identificación de una serie de elementos 

de regulación, cuyas secuencias han sido registradas en bases de datos. Por lo que se han desarrollado 

herramientas bioinformáticas que utilizan estrategias de búsqueda de secuencias para facilitar la 

identificación de posibles elementos de regulación en secuencias de promotor (Bailey y cols., 2009). 
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           1.3.2 Tipos de promotores 

Dependiendo de su actividad, los promotores se clasifican en (Dey y cols., 2015): 

- Promotores constitutivos, cuya actividad es continua en la mayoría de los tejidos del organismo 

e independiente de mecanismos de regulación de la transcripción. Dependiendo del promotor, 

su actividad puede ser alta o baja.  

- Promotores inducibles, son activados en respuesta a estímulos específicos como las hormonas, 

glucosa, estrés, metales pesados, entre otros.  

- Promotores específicos de tejido o estadio, promueven la transcripción en tejidos particulares 

o en ciertos estadios de desarrollo del organismo 

- Promotores sintéticos, estos promotores no existen en la naturaleza, sino que son diseñados 

con el propósito de que la actividad del núcleo del promotor esté bajo el control de un elemento 

específico y acorde al tipo de expresión que se busca obtener en respuesta a estímulo o una 

condición espacio-temporal. (Guglielmo y cols., 2016). El diseño de promotores sintéticos 

puede incluir dos o más elementos de regulación con el fin de que sean activos en respuesta a 

una combinación de estímulos o condiciones, a estos promotores se les conoce como 

promotores quiméricos (Venter y cols., 2007). 

          1.3.3 Promotor constitutivo 35S  

El promotor constitutivo conocido como 35S (prom35S) proviene del virus del mosaico de la coliflor 

o CaMV (por siglas en inglés de Cauliflower mosaic virus; Benfey y cols., 1989, 1990ab; Bhullar y 

cols., 2007), de la familia Caulimoviridae. El genoma de este pararetrovirus está compuesto de 8,024 

pares de bases (pb) de ADN cadena doble circular, y codifica para 6 marcos abiertos de lectura (ORFs). 

La transcripción se lleva a cabo a partir de dos promotores localizados en regiones intergénicas, y 

genera un ARN mensajero monocistrónico (19S) y un policistrónico (35S) que comprende 5 de los 

ORFs (Covey y Hull, 1981). El promotor 35S corresponde al fragmento de 343 pb río arriba del SIT 

del ARN mensajero 35S (Odell y cols., 1985) y presenta una eficiente actividad promotora de la 

transcripción en embrión, tallo, raíz y flor de A. thaliana, tabaco, algodón, entre otras dicotiledóneas 

(Odell y cols., 1985; Benfey y cols., 1989, 1990a, 1990b; Bhullar y cols., 2007). La organización 

funcional de este promotor fue descifrada mediante análisis de la actividad de fragmentos generados 

por eliminiación seriada de secuencias, iniciando por el extremo 5’ (en inglés 5’-end deletions) del 

promotor. La actividad de cada fragmento fue estimada por fusión transcripcional con la secuencia 

codificante de los reporteros luciferasa (LUC) de luciérnaga, o beta-glucoronidasa (GUS) de E. coli 

(Benfey y cols., 1989, 1990a, 1990b; Bhullar y cols., 2007). El análisis mostró la organización 
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modular del promotor, que comprende la región A (-90 a +1) o núcleo del promotor, la cual contiene 

las cajas TATA y CCAAT, y la región B (-343 a -90), la cual a su vez está dividida en 5 subdominios: 

B1 (-108 a -90), B2 (-155 a -108), B3 (-208 a -155), B4 (-301 to -208) y B5 (-343 to -301). La 

combinación de los subdominios de la región B le confiere a la región A una actividad promotora 

sinérgica en la variedad de tejidos vegetales analizados (Benfey y cols., 1989, 1990a, 1990b; Bhullar y 

cols., 2007).  

El uso del promotor 35S, en combinación con la generación de plantas transgénicas por transformación 

mediada por A. tumefaciens o A. rhizogenes, han abierto las puertas a la expresión heteróloga de 

proteínas en un sinnúmero de proyectos de investigación básica, en el diseño de promotores sintéticos 

específicos de plantas y en el desarrollo de la agrobiotecnología (Dey y cols., 2015; Liu y Stewart Jr, 

2016; Aysha y cols., 2018; Amack y Antunes, 2020). 
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2. ANTECEDENTES 

        2.1 Proteínas de la familia SNARE 

Las membranas biológicas tienen varias funciones, como: separar el contenido celular del exterior, 

permitir la compartimentalización dentro de la célula, además también están involucradas en varios 

eventos celulares como son la señalización celular, el transporte de iones, la endocitosis y exocitosis, 

etc. Algunos de estos eventos involucran etapas de tráfico y fusión de vesículas para el transporte de 

lípidos y proteínas, lo que implica fusión de membranas. Este es un proceso en el que dos bicapas 

lipídicas convergen en una, y se logra mediante la aproximación de la membrana donadora y la que 

acepta. No obstante, las fuerzas de repulsión electroestática entre dos membranas con la misma carga 

son energéticamente desfavorables, por lo que la fusión de membranas requiere la participación de 

una maquinaria de proteínas entre las que se encuentran las denominadas SNARE (Soluble NSF 

Sensitive Factor Attachment Protein) (Han y cols., 2017). 

Las proteínas SNARE conforman una super familia que contiene un dominio evolutivamente 

conservado de 60 a 70 aminoácidos que consiste en repetidos de siete residuos, con estructura alfa-

hélice (dominio SNARE) que favorece la interacción “coil-coil” entre proteínas SNARE. Algunas 

SNARE presentan un dominio transmembranal (TMD, por sus siglas en inglés). La interacción “coil-

coil” entre las proteínas SNARE de la vesícula donadora y la vesícula aceptora facilita la actividad 

fusogénica entre las membranas. (Laufman y cols., 2013). 

Las proteínas SNARE pueden ser clasificadas bajo dos criterios: su localización y sus dominios 

estructurales, y por la presencia de residuos conservados de arginina o glutamina:  

- Proteínas v-SNARE y t-SNARE. Nomenclatura originalmente asignada a estas proteínas. v-

SNARE hace referencia a la proteína localizada en la membrana de la vesícula donadora 

(“vesicle”), mientras que t-SNARE es la localizada en la membrana aceptora (“target”). 

(Bonifacino y cols., 2004) 

- Proteínas Q-SNARE y R-SNARE. Es una reclasificación que toma en cuenta la organización 

del extremo N-terminal y la presencia de un residuo conservado que puede ser arginina (R) o 

glutamina (Q). Además, las Q-SNARE pueden ser divididas en tres subgrupos: Qa (sintaxina 

1), Qb y Qc. Las SNARE del tipo sintaxina pertenecen al subgrupo Qa y se caracterizan por 

tener en el extremo N-terminal tres α-hélices (Habc) separadas del dominio SNARE por una 

secuencia conectora (Hong y cols., 2005) 
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         2.2 La sintaxina KNOLLE, específica de citocinesis en células vegetales 

La sintaxina tipo Q-SNARE, conocida como KNOLLE o SYP111 está codificada por el gen 

KNOLLE, vocablo que en alemán significa tubérculo, que describe el fenotipo de la plántula de la 

mutante de Arabidopsis thaliana (Mayer y cols., 1991). Las mutantes knolle presentan una citocinesis 

deficiente, con células alargadas y paredes celulares incompletas, así como la acumulación de 

vesículas sin fusionar (Mayer y cols., 1991; Touihri y cols, 2011). 

 

Al identificar y caracterizar el gen KNOLLE, se determinó que este gen está involucrado en procesos 

de fusión de vesículas durante la formación de la placa celular en la citocinesis vegetal. Además, se 

encontró que el gen KNOLLE se transcribe de manera dependiente del ciclo celular, específicamente 

en la interfase G2/M, mientras que la proteína se traduce en la fase M. Así mismo se demostró que los 

anticuerpos anti-AtKNOLLE inmunodetectan esta sintaxina asociada a la placa celular, pero es 

indetectable al concluir la citocinesis (Lukowitz y cols, 1996; Lauber y cols, 1997; Touihri y cols, 

2011). 

En el grupo de investigación donde se desarrolló este proyecto, se utiliza KNOLLE como marcador 

molecular para visualizar la citocinesis y estudiar la dinámica entre la formación del HI y la división 

celular en el sitio de infección con rizobia (proyecto de doctorado de la M.C. Elizabeth Monroy 

Morales, en proceso). Para tal propósito se diseñó el cassette de expresión YFP-PvKNOLLE bajo el 

control del promotor endógeno promPvKNOLLE, previamente caracterizado (Tesis de licenciatura de 

Emmanuel Guzmán Ayala, 2015). Ya que este promotor es el tema de la presente tesis, a continuación, 

se recapitulan las características de su actividad. 

         2.3 El promotor del gen PvKNOLLE 

El análisis bioinformático del genoma de P. vulgaris en la plataforma Phytozome (The Plant Genomics 

Resource) permitió identificar el gen KNOLLE (Phvul.004G077900) y obtener información sobre su 

organización y secuencias del transcrito maduro y la proteína KNOLLE. Si bien en Phytozome el TSS 

no está indicado, se asume que corresponde al primer nucleótido del 5’UTR.  

Con el propósito de caracterizar el promotor de PvKNOLLE, se amplificó un fragmento de 1.8 kb río 

arriba del SIT del gen PvKNOLLE, es decir, incluye los 140 pb de la región 5’UTR, y se clonó en 

fusión transcripcional con los marcadores GFP-GUS para generar la construcción pBGFWS7-

promPvKNOLLE::5’UTR_PvKNOLLE-GFP-GUS. El patrón espacio-temporal de la actividad del 

promotor fue caracterizado en raíces transgénicas de P. vulgaris pre- y post-inoculación con R. tropici. 

Este estudio demostró que el promotor es activo específicamente en células en división en el 
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meristemo apical de la raíz, así como en células meristemáticas durante la organogénesis del 

nódulo (Tesis de licenciatura Emmanuel Ayala Guzmán, 2015).  Por otro lado, el análisis de la 

secuencia de promPvKNOLLE reveló la presencia de tres copias del elemento tipo MSA en un 

fragmento de 86 pb proximal al TSS.  

         2.4 Motivo MSA 

El motivo MSA (siglas en inglés de Mitosis Specific Activator) ha sido reportado como un elemento 

de regulación en cis, específico de genes expresados en la fase G2/M del ciclo celular en células 

vegetales. Este motivo fue identificado al caracterizar la actividad del promotor del gen de la ciclina 

CycB1 (CYM) de Catharanthus roseus (Ito y cols., 1998). En el análisis se utilizaron versiones cortas 

del promotor, generadas por substitución seriada de pares de bases o eliminación seriada de fragmentos 

de promotor. La actividad de cada versión de promotor fue determinada en muestras de células de 

tabaco BY2 cosechadas en las diferentes etapas del ciclo celular. Por un lado, este estudio demostró 

que el fragmento de 203 pb localizado en el extremo 3’ del promotor CYM es suficiente para conferir 

la actividad de promotor específica de la fase G2/M en células vegetales (Ito y cols., 1998). Por otro 

lado, se encontró que este fragmento presenta una región con cuatro repetidos de 11 nt, cuya secuencia 

consenso es (T/C)C(T/C)AACGG(T/C)(T/C)A, que al ser insertados en tándem en el extremo 3’ del 

promotor constitutivo 35S, le confiere una actividad específica en la fase G2/M, similar a la observada 

en el promotor CYM, de donde surgió la nomenclatura MSA (Ito y cols., 1998).  La búsqueda 

sistemática de elementos de regulación en genes de ciclo celular ha demostrado que el motivo MSA 

está presente en el promotor de aproximadamente 80 genes asociados a ciclo celular en A. thaliana y 

Nicotiana tabacum, entre los que se encuentran los genes de ciclina tipo B, cinesinas, KNOLLE, 

proteína asociada a microtúbulos, cinasas tipo Aurora, entre otros (Ito y cols., 1998; Ito, 2005 Menges 

y cols., 2005; Kato y cols., 2009). Otro dato interesante es la similitud entre la secuencia del motivo 

MSA y el sitio de reconocimiento de los factores de transcripción tipo MYB (MYB3R1 y MYB3R4 

en A. thaliana y NtmybA1, NtmybA2 y NtmybB en N. bentamiana) cuya secuencia consenso es 

(A/T/C)N(T/C)AACGG(T/C)(T/C)AN(A/T)(A/T)T, que conserva el pentámero invariable también 

encontrado en la secuencia MSA. (Haga y cols., 2011; Ito y cols., 2001). Se postula que los ortólogos 

de NtmybA1 y NtmybA2 son reguladores positivos de la función de los motivos MSA, mientras que 

NtmybB tiene actividad de represor (Ito y cols., 2001; Haga y cols., 2007; Haga y cols., 2011). 

El este trabajo de tesis se plantea el diseño de un promotor sintético cuyo único elemento de regulación 

en cis es el motivo MSA y la búsqueda bioinformática de genes cuyo promotor presente motivos MSA.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

Uno de los aspectos relevantes en la caracterización de un promotor es determinar la relación funcional 

entre los elementos de regulación presentes en su secuencia y su actividad espacio-temporal. En el 

caso de los promotores KNOLLE de A. thaliana y P. vulgaris, su actividad sólo ha sido caracterizada 

en el contexto de especificidad en células en división, la cual parece estar regulada por el elemento en 

cis, el motivo MSA. No se excluye que otras regiones del promotor regulen aspectos relacionados con 

la función del gen KNOLLE.  

La especificidad funcional del motivo MSA es de particular interés si el propósito es dirigir la 

expresión heteróloga de marcadores moleculares o RNAi, específicamente en células mitóticas. Tal es 

el caso de proyectos de nuestro grupo, enfocados en el estudio de la dinámica entre la división celular 

y el avance del hilo de infección en raíces de P. vulgaris inoculadas con rizobia. En este contexto, un 

promotor sintético tipo prom35S-MSA pudiera ser la herramienta molecular que cumple con este 

requisito.  

Por otro lado, el gen PvKNOLLE nos ha permitido estudiar la dinámica entre citocinesis y el avance 

del HI. Como siguiente paso, nos interesa extender este estudio a las etapas pre-citocinéticas del ciclo 

celular. Con este propósito, otra de las estrategias planteadas en este trabajo combinó el uso de 

herramientas bioinformáticas y la secuencia consenso del motivo MSA para identificar genes 

potencialmente específicos de la interfase G2/M del ciclo celular, cuya función pudiera favorecer su 

uso como marcadores moleculares específicos de las fases de la mitosis.   
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4. HIPÓTESIS 

 

1) La inserción de los motivos MSA en el extremo 5’ proximal del promotor constitutivo 35S le 

permitirá a este promotor sintético tener una actividad específica en células mitóticas.  

 

2) La búsqueda bioinformática de motivos MSA en la secuencia río arriba del SIT en genes de A. 

thaliana y P. vulgaris favorecerá la identificación de genes específicos de la interfase G2/M del ciclo 

celular. 
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5. OBJETIVO GENERAL 

Diseñar un promotor sintético tipo prom35S-MSA con actividad en células vegetales en mitosis e 

identificar genes de A. thaliana y P. vulgaris cuyo promotor tiene motivos MSA. 

 

 

         5.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Construir los cassettes prom35S-MSA::5’UTR_PvKNOLLE y prom35S-MSA::5’UTR_Omega 

Leader, y clonarlos en fusión transcripcional con el marcador quimérico GFP-GUS en el vector de 

expresión en plantas pBGWFS7, para generar los plásmidos pBGWFS7-prom35S-

MSA::5’UTR_PvKNOLLE y pBGWFS7-prom35S-MSA::5’UTR_OmegaLeader. 

 

2. Generar clonas de A. rhizogenes K599 que porten pBGWFS7-prom35S-MSA::5’UTR_PvKNOLLE 

o pBGWFS7-prom35S-MSA::5’UTR_OmegaLeader. 

 

3. Identificar genes de A. thaliana y P. vulgaris cuyo promotor presenta motivos MSA 

 

4. Analizar la distribución de los motivos MSA en los promotores identificados. 

 

5. Definir la posible función de los genes identificados 
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

 

Recombinación de los fragmentos prom35S-

MSA-Omega leader y prom35S-MSA-5’UTR 

en el vector pBGWFS7 para generar 

pBGWFS7-prom35S-

MSA::5’UTR_PvKNOLLE y pBGWFS7-

prom35S-MSA::5’UTR_OmegaLeader 

Construcción de los plásmidos: 

pENTR-prom35S-

MSA::5’UTR_PvKNOLLE y pENTR-

prom35S-MSA:: 5’UTR_OmegaLeader 

Transformación de Agrobacterium rhizogenes 

K599 con pBGWFS7-prom35S-

MSA::5’UTR_PvKNOLLE y pBGWFS7-

prom35S-MSA::5’UTR_OmegaLeader 

 e identificación de clonas para su posterior 

caracterización 

 

Identificación in silico del SIT en 

genes de ciclo celular en A. thaliana 

y P. vulgaris. 

Búsqueda de motivos MSA en las 

secuencias río arriba del SIT en 

genes de ciclo celular y en bases de 

datos de A. thaliana y P. vulgaris 

Análisis de la distribución de los 

motivos MSA en los genes de A. 

thaliana y P. vulgaris identificados. 
 

Definir la posible función de los 

genes con motivos MSA por análisis 

de dominios funcionales en la 

secuencia peptídica. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

          7.1 Plásmidos disponibles en el laboratorio 

Los plásmidos pENTR-prom35S-5'UTR_OmegaLeader (3,044 pb), pENTR-XhoI-MSA-

XhoI (2,677 pb) y pENTR-XhoI-MSA-5'UTR_PvKNOLLE-AscI (2,831 pb) fueron 

construidos en un trabajo previo (Leopoldo Carrera y Rosana Sánchez, resultados no 

publicados). En pENTR-prom35S-5'UTR_OmegaLeader, la secuencia del promotor 35S está 

en fusión transcripcional con la secuencia 5´líder del virus del mosaico del tabaco (Gallie y 

cols., 1988). El plásmido pENTR-XhoI-MSA-XhoI porta un fragmento de 97 pb que 

corresponde a la región con tres repeticiones MSA del promotor PvKNOLLE (86 pb) 

flanqueada por sitios XhoI, cuya secuencia se incluyó en los oligonucleótidos específicos 

utilizados para su amplificación por PCR. En pENTR-XhoI-MSA-5'UTR_PvKNOLLE-

AscI, fragmento MSA está en fusión transcripcional con la secuencia 5’UTR de PvKNOLLE. 

El vector pBGWFS7 permite la inserción y caracterización de la región promotora de un gen 

en fusión transcripcional con secuencia codificante de la proteína quimérica GFP-GUS. La 

actividad del promotor se revela mediante las actividades fluorescente (GFP) y enzimática 

de beta-glucoronidasa (GUS, que hidroliza sustrato cromogénico).  

          7.2 Reacciones con enzimas de restricción, fosfatasa y ligasa  

Para la escisión de fragmentos y la preparación del plásmido aceptor (con base pENTR) en 

la clonación correspondiente, se utilizaron enzimas de restricción de la gama FastDigest 

(ThermoScientific) y la fosfatasa alcalina FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase 

(ThermoScientific), cuyas condiciones de incubación son compatibles (buffer FastDigest y 

temperatura; ThermoScientific). Para la etapa de ligación, se utilizó el kit comercial Rapid 

DNA Ligation Kit (ThermoScientific). Para la mezcla de ligación se utilizó una relación 

molar 3:1 (inserto:vector) en un volumen final de 20 µl y un tiempo de reacción de 5 min a 

22 oC. Se tomaron 5-10 µl de mezcla de ligación para transformar en E. coli TOP 10 

quimiocompetentes. La identificación de clonas de interés se realizó por ensayos de PCR en 

colonia. 
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        7.3 Reacción de clonación por recombinación  

La clonación de insertos en el vector pBGWFS7 se realizó por recombinación utilizando la 

mezcla enzimática LR Clonase II de la metodología Gateway (Invitrogen). La mezcla de 

recombinación fue transformada en E. coli TOP10 quimiocomententes, con selección en 

medio LB con espectinomicina 200 µg/ml. La selección de clonas positivas se realizó por el 

método de PCR en colonia.  

       7.4 Transformación en E. coli TOP10 quimiocompetentes 

Se mezcló 5-10 µl reacción de ligación con 50 µl de bacterias quimiocompetentes disponibles 

en el laboratorio. La mezcla se dejó 30 min en hielo y después se dio un choque térmico a 

42oC/ por 45 segundos. Se agregaron 800 µl de medio LB líquido y se incubó a 37oC durante 

1 hora. Se sembraron 100 o 900 µl de la suspensión bacteriana en cajas Petri con medio LB 

sólido con kanamicina (100 µg/ml). La incubación se realizó a 37oC durante 16 horas. 

        7.5 PCR en colonia 

Las colonias analizadas fueron resuspendidas en 50 µl de agua tetradestilada estéril y lisadas 

mediante 3 ciclos de congelación (-80°C) y ebullición (100°C) seguidas de vórtex. El lisado 

se centrifugó a 14000 rpm y se recupera el sobrenadante. La mezcla de reacción de PCR 

contiene: dNTP’s 0.2 mM, el par de oligonucleótidos gene-específicos (0.4 µM), buffer 5X, 

1.5 U de Taq DNA Polymerasa Recombinante (Thermo Scientific) y 1 µl del sobrenadante 

(templado). Las condiciones de reacción son: un ciclo de 30 seg a 98oC, 35 ciclos a 98oC/10 

seg, 55oC/15 seg, 72 oC/45-60 seg. Los productos de PCR fueron analizados por 

electroforesis en gel de agarosa 1%. Para la extracción de plásmido de las clonas identificadas 

como positivas se utilizó el kit comercial ZymoPure II Plasmid miniprep kit. Para confirmar 

la identidad del inserto, el plásmido purificado fue enviado a la Unidad de Síntesis y 

Secuenciación del IBT-UNAM para su secuenciación. 

        7.6 Transformación en A. rhizogenes K599 electrocompetentes  

Para transformar A. rhizogenes K599, se mezcló 50-100 ng de plásmidos basados en 

pBgWFS7 con 50 µl de bacterias electrocompetentes. La mezcla se dejó 10 min en hielo, en 

seguida se pasó a la celda de electroporación y se sometió a un campo eléctrico utilizando un 

electroporador.  Posteriormente se pasaron las bacterias a 900 µl de medio LB y se incubaron 
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a 30°C con agitación por 2 horas, para luego plaquear la suspensión en medio LB sólido con 

espectinomicina 200µg/mL e incubar a 30˚C durante 48 horas. La identificación de clonas 

positivas se hizo por PCR en colonia y secuenciación. 

        7.7 Preparación de A. rhizogenes K599 electrocompetentes 

Se partió de un precultivo de 30 ml en medio LB líquido (sin antibiótico) inoculando con una 

asada de A. rhizogenes K599 (cepa preservada a -70oC en glicerol al 40%) e incubando por 

aprox 16h a 30oC con agitación. Se tomaron 3 ml del precultivo para inocular 30 ml de medio 

LB líquido (sin antibiótico) y se incubó a 30oC con agitación hasta obtener una DO600 de 0.5-

0.6. Se pasó 1.4 ml de cultivo a un tubo Eppendorf de 1.5 ml estériles y se centrifugó a 9,000 

rpm durante 1 min a 24 oC. Se descartó el sobrenadante y las bacterias se resuspendieron en 

1ml de H2O tetradestilada estéril (a 24 oC). La suspensión bacteriana se centrifugó a 9,000 

rpm durante 1 min a 24 oC. Este paso se repitió una vez.  

Por último, las bacterias se resuspendieron suavemente en 50 μl de glicerol al 10% estéril (a 

24 oC), se etiqueta el tubo y guarda a -70oC.  

 7.8 Herramientas bioinformáticas para la búsqueda de motivos MSA  

La búsqueda de secuencias de A. thaliana y P. vulgaris se realizó en el portal Phytozome. 

Las secuencias fueron convertidas al formato FASTA utilizando la herramienta en línea 

EMBOSS Seqret en el portal del Instituto Europeo de Bioinformática del Laboratorio 

Europeo de Biología Molecular (EMBL-EBI).  

A continuación, se describen las plataformas que se utilizaron para la búsqueda de motivos 

MSA: 

 - PlantCARE (Cis Acting Regulatory Elements), disponible en el sitio en línea 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/ (Lescot y cols., 2002). 

La opción “Search for CARE” en este portal permite la búsqueda de motivos de regulación 

en cis, anotados en una base de datos del sitio y conformada por motivos reportados en la 

literatura, incluyendo el motivo MSA (reportado como MSA-like). Las secuencias a analizar 

son proporcionadas en formato FASTA vía una ventana de captura. La plataforma envía 

correo electrónico con los resultados en un archivo HTML en el que los motivos encontrados 

se ilustran en la Figura 5: 
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Figura 5. Representación de los resultados obtenidos por la plataforma PlantCARE. 

 

Al presionar el signo “+” en el motivo de interés se despliega la información correspondiente, 

como se ilustra a continuación: 

 

 

 

Site name Organism Position Strand Matrix 

score 
Sequence Function 

MSA-like 
Catharanthus 

roseus 
1922 - 9 (T/C)C(T/C)AACGG(T/C) 

(T/C)A 

Cis-acting element 

involved in cell 

cycle regulation 

 

 - MAST (Motif Alignment & Search Tool) disponible en el sitio en línea 

http://memesuite.org/tools/mast (Bailey y Gribskov, 1998)  

 
Es una de las herramientas de búsqueda de motivos (“motif scanning”) incluidas en el portal 

MEME-suite (http://meme-suite.org/). MAST realiza la búsqueda de uno o más motivos 

(secuencia de nucleótidos o aminoácidos) en una secuencia de interés, o bien en una base de 

datos de secuencias. La plataforma permite que los motivos sean proporcionados en formato 

MSA-like 

http://memesuite.org/tools/mast
http://meme-suite.org/
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tipo MEME Minimal Motif Format (formato texto en ASCII) y lo convierte en formato 

MEME Motif Format (matriz de probabilidad dependiente de posición), un requisito para 

procesar la búsqueda. MAST calcula la probabilidad de coincidencia de cada posición en la 

secuencia de interés respecto a la posición en un motivo (valor p), así como el valor de 

probabilidad p de coincidencia combinada en un conjunto de motivos que se describen 

colectivamente. Como referencia MAST también reporta la probabilidad de coincidencia de 

cada posición en un grupo de motivos encontrada en las secuencias de una base de datos 

(valor E) y corresponde al producto del valor p combinado (que considera la probabilidad 

conjunta de encontrar más de un motivo) por el número de secuencias en la base de datos. 

Los resultados se clasifican de acuerdo con el valor E, resultando en la identificación de las 

secuencias con la mejor coincidencia al motivo proporcionado. La interfase en la que se 

realiza la búsqueda es muy sencilla, se proporciona la secuencia del motivo a buscar 

(recuadro Input the motifs) y la secuencia problema (Input the sequences) o bien la base de 

datos donde se quiere buscar el motivo (seleccionar una de la opción que se despliegan en 

recuadro “Input the sequences”, y el genoma del organismo de interés). A continuación, se 

ilustran ambas opciones (Figura 6 y 7) 
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Figura 6. Representación de la plataforma MAST. 

 

Además, tiene como opción el análisis de las secuencias río arriba del sitio TSS de todos 

los genes de un organismo. En nuestro caso se seleccionó la base de datos “Upstream 

Sequences: plants”, como se ilustra a continuación (Figura 7): 

 

Figura 7. Representación de la base de datos “Upstream Sequences: plants” 

 

 

La plataforma despliega los resultados que incluyen la posición y número de motivos 

encontrados, la probabilidad estadística de cada uno y en qué hebra (+ o -) del ADN se 

encuentran, así como una representación gráfica de la posición del motivo en la secuencia 

analizada. Los resultados pueden ser descargados y guardados. A continuación, se ilustra el 

despliegue gráfico de resultados (Figura 8).  
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Figura 8. Representación gráfica de los resultados obtenidos por las plataformas MAST y MCAST. 

 

 

 - MCAST (Motif Cluster Alignment and Search Tool), disponible en el sitio en 

línea http://meme-suite.org/tools/mcast (Bailey y Noble, 2003)  

Es una herramienta similar a MAST, pero MCAST se caracteriza por la búsqueda de grupos 

de un mismo motivo (“Cluster Motif Scanning”) en una secuencia de interés, o bien en una 

base de datos de secuencias. Uno de los parámetros a definir en la búsqueda con MCAST es 

el largo máximo de separación entre cada motivo, a indicar en recuadro “Advanced options”. 

Los resultados son presentados en el mismo formato que en MAST. 

        7.9 Herramientas bioinformáticas para la búsqueda de posibles homólogos a genes 

de A. thaliana en P. vulgaris 

Para esta búsqueda se utilizó la herramienta BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool, 

por sus siglas en inglés) y la base de datos del proteoma de P. vulgaris en el portal Phytozome. 

Como templado en la búsqueda (“query”) se utilizaron las secuencias en aminoácidos 

codificadas por los genes de A. thaliana identificados.  

 

 

http://meme-suite.org/tools/mcast
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8. RESULTADOS 

       8.1 Diseño del promotor sintético prom35S-MSA en fusión transcripcional con una 

secuencia 5’UTR.   

Para evaluar la función de los motivos MSA proximales al TSS de PvKNOLLE como 

reguladores de la actividad de promotor específica de células en división, en este trabajo se 

propone el diseño del promotor sintético prom35S-MSA, cuya actividad se espera sea similar 

a la de promPvKNOLLE reportada por Emmanuel Ayala Guzmán (2015). En este punto, es 

importante puntualizar que la actividad de promPvKNOLLE se caracterizó utilizando el 

cassette promPvKNOLLE::5’UTR_PvKNOLLE, lo que dejó abierta la posibilidad de que el 

5’UTR de PvKNOLLE contribuya a la regulación de la expresión del gen. Por lo tanto, en el 

diseño de promotor sintético resulta pertinente realizar un análisis comparativo entre la 

actividad de prom35S-MSA en fusión transcripcional con la región 5’UTR de PvKNOLLE 

(prom35S-MSA::5’UTR_5’UTR-PvKNOLLE, véase Figura 9a), y la actividad del cassette 

prom35S-MSA::5’UTR_Omega-Leader (véase Figura 9b), en donde el 5’UTR_Omega-

Leader corresponde al extremo 5’UTR del virus de ARN del mosaico de tabaco (TMV; Gallie 

y cos., 1998), no contiene elementos de regulación y es suficiente para una eficiente 

traducción de ARNm (Gallie y col., 2002). Las secuencias de prom35S y 5’UTR_Omega-

Leader (367 y 68 pb, respectivamente) provienen del cassette 

prom35S::5’UTR_OmegaLeader presente en el vector de expresión en plantas 

pEarleyGate104.  Como control en el análisis de especificidad de la actividad de promotor, 

se planteó utilizar el cassette prom35S::5’UTR_OmegaLeader, cuya actividad es constitutiva 

(Figura 9c). 
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Figura 9. Representación gráfica de los cassettes diseñados en este trabajo clonados en fusión 

transcripcional con la secuencia codificante del reportero quimérico GFP-GUS en el vector 

pBGWFS7: a) prom35S-MSA::5’UTR_PvKNOLLE; c) prom35S-MSA::5’UTR_OmegaLeader y c) 

prom35S::5’UTR_OmegaLeader. * Inserción por reacción de clonación por recombinación 

 

        8.2 Construcción de los plásmidos pBGWFS7-prom35MSA::5’UTR_PvKNOLLE 

y pBGWFS7-prom35S-MSA::5’UTR_OmegaLeader 

pBGWFS7 es un vector de expresión en plantas, diseñado para caracterizar la actividad del 

promotor de interés en fusión transcripcional con la secuencia codificante de la proteína 

quimérica reportera GFP-GUS. Es un vector del sistema de recombinación in vitro 

(Gateway®, Invitrogen) que utiliza la mezcla enzimática LR Clonase™ II (Invitrogen; véase 

Figura 10) e implica dos pasos de clonación, 1) clonación del fragmento de ADN en un vector 

de entrada, en este caso el vector pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen), y 2) la recombinación 
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sitio específica del inserto clonado en el vector de entrada que se recombina con el vector 

destino, en este caso pBGWFS7. 

 

Figura 10. Representación de la recombinación in vitro sitio específica del sistema Gateway® 

(Invitrogen). 

 

      8.2.1 Construcción del plásmido pENTR-prom35S- MSA::5’UTR_PvKNOLLE 

Para generar esta construcción, los plásmidos pENTR-XhoI-MSA-5’UTR_PvKNOLLE-

AscI y pENTR-prom35S::5’UTR-OmegaLeader fueron digeridos con las enzimas de 

restricción XhoI y AscI, en presencia de fosfatasa alcalina (véase Materiales y Métodos y 

Figura 9). La digestión del plásmido pENTR-XhoI-MSA-5’UTR_PvKNOLLE-AscI generó 

dos fragmentos: uno de 2,572 y otro de 259 pb, mientras que el plásmido pENTR-

prom35S::OmegaLeader produjo dos fragmentos: uno de 2,938 y otro de 106 pb. Los 

fragmentos de interés (259 pb y 2,938 pb, respectivamente) fueron purificados y ligados 

utilizando la enzima T4 ADN ligasa (Rapid DNA Ligation kit). La mezcla de ligación fue 

transformada en E. coli TOP10. Para la identificación de las clonas que portan pENTR-

prom35S-MSA::5’UTR_PvKNOLLE se utilizó el método de PCR en colonia. Los resultados 

se presentan en la Figura 11. La secuenciación de los plásmidos de las clonas 11 y 12 

confirmó la identidad de la construcción de pENTR-prom35S- MSA::5’UTR_PvKNOLLE. 

Para las siguientes etapas de clonación se utilizó a la clona 11. 
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Figura 11. Análisis electroforético de PCR en colonia. Las reacciones de PCR se realizaron utilizando 

los oligonucleótidos pEarly 35S Fw y M13 Rv. El producto esperado es de 794 pb, que corresponde 

a la amplificación del fragmento prom35S MSA::5'UTR_PvKNOLLE. Carriles 1-12, producto de 

PCR en colonia. Los recuadros en rojo marcan las clonas seleccionadas, 11 y 12. MPM, marcador de 

peso molecular (GeneRuler™1 kb Plus DNA Ladder, Thermo Scientific). Como referencia se indica 

el tamaño de algunos fragmentos en pb. 

 

         8.2.2 Construcción del plásmido pENTR-prom35S-MSA::5’UTR_OmegaLeader 

A partir del plásmido pENTR-XhoI-MSA-XhoI (véase Materiales y Métodos) se escindió el 

fragmento XhoI-MSA-XhoI de 97 pb por digestión con la enzima XhoI. En paralelo, el 

plásmido pENTR-prom35S::OmegaLeader se linearizó por digestión con XhoI en presencia 

de fosfatasa alcalina. Posteriormente, el fragmento XhoI-MSA-XhoI y el plásmido 

linearizado pENTR-prom35S::OmegaLeader fueron ligados utilizando la enzima T4 ADN 

ligasa (Rapid DNA Ligation kit), para generar el plásmido pENTR-prom35S-

MSA::5’UTR_OmegaLeader. Para la identificación de las clonas que portan el plásmido 

generado se utilizó el método de PCR en colonia utilizando a los oligonucleótidos M13 Fw 

y M13, específicos de la secuencia pENTR™/D-TOPO®. El tamaño del producto esperado 

es de 880 pb. La Figura 12 muestra los resultados obtenidos. Se encontró que las clonas 2, 4, 

5, 6 y 7 portan el fragmento esperado, por lo que enviaron a secuenciación. Los resultados 

mostraron que las clonas 2, 5 y 6 tienen el cassette prom35S-MSA::5’UTR_OmegaLeader, 

en el cual el fragmento MSA tiene la orientación correcta.  
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Figura 12. Análisis electroforético de productos de PCR en colonia para identificar las clonas que 

portan pENTR-prom35S-MSA::5’UTR_OmegaLeader. Carriles 1-10, productos de PCR en colonia 

de clonas 1-10. El tamaño del producto esperado es de 880 pb. Carril +, producto de PCR utilizando 

pENTR-XhoI-MSA-5'UTR_PvKNOLLE como templado (amplificación de fragmento de 575 pb, 

indicado con *). Todas las reacciones de PCR se realizaron utilizando los oligonucleótidos M13 Fw 

y M13 Rv. Los recuadros en rojo marcan las clonas seleccionadas y enviadas para secuenciación: 2, 

4-7. MPM, marcador de peso molecular (GeneRuler™1 kb Plus DNA Ladder, Thermo Scientific), 

como referencia se indica el tamaño de algunos fragmentos en pb. 

         8.2.3 Recombinación de prom35S-MSA::5’UTR_PvKNOLLE, prom35S-

MSA::5’UTR_OmegaLeader y prom35S::5’UTR_OmegaLeader en pBGWFS7 

La mezcla de recombinación entre el inserto en el plásmido donador pENTR-prom35S-

MSA::5’UTR_PvKNOLLE (clona 11), pENTR-prom35S-MSA::5’UTR_OmegaLeader 

(clona 5) o pENTR-prom35S::5’UTR_OmegaLeader (clona 3) y el plásmido aceptor 

pBGWFS7 fue transformada E. coli DH5 y las colonias resultantes fueron analizadas por 

PCR en colonia utilizando los pares oligonucleótidos específicos indicados en la Figura 13

 

Figura 13. Análisis electroforético de PCR en colonia para identificar las clonas de E. coli que portan 

las construcciones a, pBGFWS7-prom35S-MSA::5’UTR_PvKNOLLE; b, pBGFWS7-prom35S-

MSA::5’UTR_OmegaLeader; y c, pBGFWS7-prom35S::5’UTR_OmegaLeader. a y c) Carriles 1-13, 

productos de PCR en colonia. b) Carriles 1-7, productos de PCR en colonia. Los productos de 

amplificación esperados son de 803 pb (a), 371 pb (b) y 649 pb (c). Las reacciones de PCR se 

realizaron usando los pares de oligonucleótidos pEarley 35S Fw y GFP3 Rv (a, c) o MSA Fw y GFP3 

Rv (b). Los recuadros en rojo marcan las clonas seleccionadas y secuenciadas. MPM, marcador de 

peso molecular (GeneRuler™1 kb Plus DNA Ladder, Thermo Scientific), como referencia se indica 

el tamaño de algunos fragmentos en pb. 
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El análisis por PCR en colonia mostró que la eficiencia de la recombinación fue exitosa (ver 

Figura 13) y la secuenciación confirmó que los plásmidos pBGFWS7-prom35S-

MSA::5’UTR_PvKNOLLE (clonas 1-4), pBGFWS7-prom35S-

MSA::5’UTR_OmegaLeader (clonas 3-4) y pBGFWS7-prom35S-::5’UTR-OmegaLeader 

(clonas 1-4) tienen la inserción y la secuencia esperada. 

  8.2.4 Electroporación de los plásmidos pBGFWS7-prom35S-

MSA::5’UTR_PvKNOLLE, pBGFWS7-prom35S-MSA::5’UTR_OmegaLeader o  

pBGFWS7-prom35S::5’UTR_OmegaLeader en A. rhizogenes K599 

Los plásmidos electroporados fueron pBGFWS7-prom35S-MSA::5’UTR_PvKNOLLE 

(clonas 1 y 4), pBGFWS7-prom35S-MSA::5’UTR_OmegaLeader clonas 3 y 4 y pBGFWS7-

prom35S::5’UTR_OmegaLeader (clona 1). La Figura 14 muestra el análisis de PCR en 

colonia de las clonas seleccionadas. La nomenclatura asignada a las clonas inicia con el 

nombre del plásmido, un primer dígito que corresponde al número de la clona E. coli, a partir 

de la que se aisló el plásmido a electroporar y un segundo dígito que indica el número de la 

clona en A. rhizogenes K599.  

 

 

Figura 14. Análisis electroforético de PCR en colonia para identificar las clonas de A. rhizogenes 

K599 que portan: a) plásmido pBGFWS7-prom35S-MSA::5’UTR_PvKNOLLE; b) pBGFWS7-

prom35S MSA::5’UTR_OmegaLeader; y c) pBGFWS7-prom35::5’UTR_OmegaLeader. Las 

reacciones de PCR se realizaron usando los pares de oligonucleótidos MSA Fw GFP3 Rv (a, b), 

pEarly 35S Fw y GFP3 Rv (c). Los productos de amplificación esperados son de 427 pb (a), 371 pb 

(b) y 649 pb (c). Carrilles: clonas analizadas. (+) Control positivo, reacción de PCR utilizando como 

templado el plásmido pBGWFS7 35 S MSA 5´UTR_PvKNOLLE (a), pBGFWS7-prom35S 

MSA::5’UTR_OmegaLeader (b) o pBGFWS7-prom35::5’UTR_OmegaLeader (c). (-) Control 

negativo: reacción en ausencia de templado. MPM, marcador de peso molecular (GeneRuler™1 kb 

Plus DNA Ladder, Thermo Scientific). Como referencia se indica el tamaño de algunos fragmentos 

en pb. 
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Para determinar cuáles de las clonas en A. rhizogenes K599 tienen la capacidad de generar 

raíces transgénicas, se seleccionaron las siguientes: 

- A. rhizogenes 599 pBGFWS7-prom35S::MSA:5’UTR_PvKNOLLE clonas 1.2, 1.3, 1.4, 

1.5, 4.1, 4.2, 4.3 y 4.7 

-  A. rhizogenes 599 pBGFWS7-prom35S::MSA:5’UTR_OmegaLeader clonas 3.1, 3.2, 3.13, 

3.16, 3.19, 4.1, 4.2, 4.3, 4.4 y 4.5 

- A. rhizogenes 599 pBGFWS7-prom35S::5’UTR_OmegaLeader clonas 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6 

y 1.8. 

        8.3 Búsqueda de genes del ciclo celular en el genoma de P. vulgaris, cuyos 

promotores presenten motivos MSA 

         8.3.1 Búsqueda de genes de ciclo celular en A. thaliana e identificación de motivos 

MSA en secuencias de promotor 

Para identificar motivos MSA en los promotores de los genes de P. vulgaris, se utilizó como 

referencia los 155 genes descritos por Menges y colaboradores (2005). Estos autores 

describen un análisis por microarreglos de muestras de ARN aislado a partir de células de A. 

thaliana cosechadas a diferentes tiempos post-sincronización de afidicolina, un inhibidor de 

las subunidades  y  de la ADN polimerasa, o en ayuno de sacarosa. El análisis reportó 155 

genes relacionados con el ciclo celular. A este conjunto de genes lo hemos denominado 

AtBD_Menges (Base de datos de genes de A. thaliana en Menges). Menges y colaboradores 

(2005) utilizaron la plataforma en línea MatInspetor y la secuencia de búsqueda o “query” 

YCYAACGGYY para determinar cuáles de los 155 genes presentan motivos MSA en los 

500 pb de secuencia río arriba del SIT. La Tabla 3 presenta algunos de los genes reportados 

por Menges y colaboradores (2005) y el número de motivos MSA encontrados. La lista 

completa de AtBD_Menges se puede consultar en el Anexo Tabla A1. Los autores 

concluyeron que sólo un 41% (64 de 155) de los genes analizados contenían motivos MSA. 
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Tabla 3.  Genes en la base de datos AtBD_Menges 

 

A. thaliana 

(ID) 
Sinónimo MSA 

At1g08560 
syntaxin-related 

protein KNOLLE 
3 

At3g11520 CYCB1;3 3 

At2g17620 CYCB2;1 3 

At2g26760 CYCB1;4 4 

At5g06150 CYCB1;2 1 

At5g64960 CDKC;2 _ 

At1g73690 CDKD;1 _ 

At1g18040 CDKD;3 _ 

At5g63370 CDKG;1 _ 

 

Se indican el número de acceso o identificación (ID) y sinónimo de los genes de A. thaliana 

reportados por Menges y colaboradores (2005). La columna MSA indica el número de motivos MSA 

identificados por los autores utilizando la plataforma en línea MatInspector; el signo “-“ significa que 

no se encontró el motivo MSA. El sinónimo o nombre del gen fue asignado de acuerdo con la 

nomenclatura descrita en Vandepoele y cols. (2002). El Anexo Tabla A1 incluye la lista de los 155 

genes reportados en Menges y colaboradores (2005). 

 

Debido a que la plataforma MatInspector no es de acceso libre y con el propósito de 

familiarizarnos con los criterios de búsqueda de genes y motivos de secuencia, se estableció 

una ruta de análisis (“pipeline”) tomando como referencia los genes de A. thaliana. La 

estrategia fue la siguiente: 1) identificación de genes, 2) identificación de la secuencia río 

arriba del sitio de inicio de la traducción y 3) búsqueda de motivos MSA utilizando diversas 

plataformas bioinformáticas. 

           8.3.2 Identificación in silico de la secuencia de genes de A. thaliana 

Para obtener las secuencias de los 155 genes en AtBD_Menges se utilizó el ID de cada gen 

como criterio de búsqueda en Phytozome (siglas en inglés de Plant Comparative Genomics 

portal of Energy´s Joint Genome Institute; https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#), 

un portal que contiene las secuencias genómicas de una variedad de plantas incluyendo A. 

thaliana y P. vulgaris. Además, permite la identificación de secuencias río arriba del codón 

de inicio de la traducción. 
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De acuerdo a Chung y colaboradores (2006), en A. thaliana el tamaño de la secuencia 5’UTR 

oscila entre 50-500 pb. Por lo que en este proyecto se optó por crear una base de datos en 

formato FASTA, la cual denominamos AtBD_prom-5´UTR, que contiene la secuencia de un 

fragmento (prom-5'UTR) constituido por 2000 pb río arriba del sitio TSS y la del 5´UTR de 

cada uno de los genes en AtBD_Menges. En AtBD_prom-5´UTR, el promedio de prom-

5´UTR es de 2,232 pb. 

           8.3.3 Búsqueda de motivos MSA en secuencias promotoras en A. thaliana 

Se exploró una gama de plataformas en línea diseñadas con el propósito de buscar secuencias 

de motivos o elementos de regulación, así como sitios de unión a factores de transcripción. 

Las plataformas exploradas fueron:  

PlantCARE (Cis Acting Regulatory Elements) 

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/), 

PLACE (https://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/?action=newplace), 

Plantpan (http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TFBSinfo.php?matrix=TFmatrixID_0357) 

Integbio (https://integbio.jp/dbcatalog/en/record/nbdc00168), 

Softberrry Motif Finder 

(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=multirun&group=programs&subgroup=moti

fexp&advanced=on), 

MAST (http://memesuite.org/tools/mast), 

MCAST (http://meme-suite.org/tools/mcast), 

Plantpromoterdb (http://ppdb.agr.gifuu.ac.jp/ppdb/cgi-bin/index.cgi) 

Con el fin de explorar cuál de estas plataformas nos permitiría identificar motivos MSA, se 

utilizó la secuencia de AtKNOLLE (ID At1g08560) incluida en AtBD_prom-5´UTR. De 

acuerdo a lo reportado por Menges y cols. (2005) este gen contiene 3 motivos MSA, como 

se indica en la Tabla 3. Las plataformas que detectaron la presencia de motivos MSA en la 

secuencia prom-5´UTR de AtKNOLLE (At1g08560) fueron PlantCARE, MAST y MCAST. 

Por lo que se decidió que estas plataformas serían utilizadas para el análisis de los 155 

fragmentos en AtBD_prom-5´UTR. La Tabla 4 ilustra algunos de los resultados obtenidos.  

 

 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/
https://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/?action=newplace
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TFBSinfo.php?matrix=TFmatrixID_0357
https://integbio.jp/dbcatalog/en/record/nbdc00168
http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=multirun&group=programs&subgroup=motifexp&advanced=on
http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=multirun&group=programs&subgroup=motifexp&advanced=on
http://memesuite.org/tools/mast
http://meme-suite.org/tools/mcast
http://ppdb.agr.gifuu.ac.jp/ppdb/cgi-bin/index.cgi
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Tabla 4. Análisis de promotores en AtBD_prom-5´UTR utilizando las plataformas PlantCARE, 

MAST y MCAST 

 

A.thaliana 

(ID) 
 MatInspector PlantCARE MAST MCAST 

At1g08560 3 1 1 1 

At3g11520 3 1 1 1 

At2g17620 3 1 1 1 

At2g26760 4 1 2 2 

At5g06150 5 3 3 3 

At5g64960 -  - - - 

At1g18040 - 1 1 1 

At5g63370 - 1 2 2 

 

El número indicado en cada columna corresponde al número de motivos MSA encontrados por cada 

plataforma. El signo “-“ significa que no se encontró el motivo MSA. El Anexo Tabla A2 incluye 

todos los resultados obtenidos en este análisis. Como referencia se incluyen los resultados reportados 

por Menges y colaboradores (2005), utilizando MatInspector.  

 

Este análisis permitió identificar un total de 46 genes portadores de motivos MSA que se 

desglosan de la siguiente manera: 

- De los 64 genes reportados como portadores de MSA por Menges y colaboradores (2005), 

PlantCARE identificó 25, los cuales también están reportados por MAST y MCAST en una 

lista de 33 genes. Cabe mencionar que MAST y MCAST identifican los mismos fragmentos 

en AtBD_prom-5´UTR como portadoras de motivos MSA. 

- Las tres plataformas fueron capaces de reportar la presencia de motivos MSA en 13 nuevos 

genes (Tabla 5), es decir, no detectados por MatInspector (Menges y cols., 2005). De los 

cuales PlantCARE permitió localizar 8, mientras que MAST y MCAST identificaron 

PlantCARE, es decir, hay un gen (At4g10010) que presenta motivo MSA e identificado por 

PlantCARE que no fue detectado por MAST y MCAST. 
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Tabla 5. Nuevos genes de A. thaliana con motivos MSA identificados en AtBD_prom-5´UTR 

  

 

El número indicado en cada columna corresponde al número de motivos MSA encontrados por cada 

plataforma. El signo “-“ significa que no se encontró el motivo MSA. El Anexo Tabla A2 incluye 

estos resultados.  

 

La diferencia entre los resultados reportados por Menges y colaboradores (2005) utilizando 

MatInspector y los encontrados con PlantCARE, MAST y MCAST posiblemente se deba a 

que la longitud y origen de las secuencias analizadas con MatInspector fue de 500 pb (río 

arriba del SIT) mientras que en el análisis con PlantCARE, MAST y MCAST se utilizaron 

fragmentos prom_5’UTR con un promedio de 2,232 pb. Otra posible explicación está 

asociada a los algoritmos y las bases de datos utilizados en cada plataforma. 

Es de mencionar que mientras que PlantCARE identifica cuales de los elementos de 

regulación en cis reportados en la literatura (incluyendo el motivo MSA) están presentes en 

la secuencia analizada, las plataformas MAST y MCAST ofrecen la posibilidad de realizar 

la búsqueda de un motivo en particular, tanto en la secuencia de interés como en las 

secuencias en bases de datos a las que tienen acceso estas plataformas. Entre estas bases de 

datos se encuentran “Upstream Sequences”. Estas comprenden secuencias río arriba del SIT 

A. thaliana (ID)  MatInspector  PlantCARE MAST  MCAST 

At4g10010 - 1 - - 

At1g73690 - 1 1 1 

At1g18040 - 1 1 1 

At5g63370 - 1 2 2 

At5g11300 - 1 1 1 

At1g18370 - 1 1 1 

At5g13840 - 4 2 2 

At2g33560 - 1 1 1 

At3g50630 - - 1 1 

At1g49620 - - 1 1 

At5g67270 - - 1 1 

At1g75920 - - 1 1 

At1g61450 - - 1 1 
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de los genes presentes en el genoma de un organismo, por ejemplo, en el de A. thaliana, P. 

vulgaris, entre otros. La base de datos “Upstream Sequences, Arabidopsis 

thaliana.TAIR10.37”, es un conjunto de 285,977 secuencias con una longitud entre 201 y 

1201 pb (con un promedio de 453 pb), la cual en este trabajo denominamos como AtDB_Up. 

La base de datos “Upstream sequences, Phaseolus vulgaris.PhaVulg1 0.38” es un conjunto 

de 175,879 secuencias con una longitud entre 152 y 1201 pb (con un promedio de 662 pb), 

la cual en este trabajo denominamos como PvDB_Up. 

El análisis de la base de datos AtDB_Up utilizando MAST reportó la presencia de motivos 

MSA en 2 genes que no se encontraban en AtBD_prom-5´UTR. Al realizar un análisis similar 

con MCAST se encontraron 7 genes con motivos MSA de los cuales 6 no estaban presentes 

en AtBD_prom-5´UTR, como se muestra en la Tabla 6. Por lo que estos genes fueron 

añadidos a una base de datos que denominamos AtBD_MSA (véase Tabla A4 en el Anexo) 

que contiene un total de 86 genes, incluyendo los 64 genes con motivos MSA reportados por 

Menges y colaboradores (2005), y los 54 genes de A. thaliana en los que las plataformas 

PlantCARE, MAST y MCAST han encontrado un motivo MSA.  

 

Tabla 6. Genes con motivos MSA identificados en AtBD_Up utilizando MAST y MCAST 

 

 

 

 

 

 

 

 

El número indica la presencia de motivos MSA. El Anexo Tabla A4 incluye estos resultados. Como 

referencia se incluyen los resultados con MatInspector en Menges y colaboradores (2005).  

 

A.thaliana (ID) MatInspector MCAST MAST 

At1g33930 _ 0 2 

At1g76320 _ 3 4 

At1g76310 2 3 3 

At1g77660 _ 2 3 

At1g79340 _ 2 2 

At5g65580 _ 2 2 

At3g05110 _ 3 3 

At3g51150 _ 1 0 

At3g47750 _ 1 0 
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En total, PlantCARE identificó 38 genes con motivos MSA, mientras que fueron 52 y 51 los 

genes detectados por MAST y MCAST, respectivamente. Sólo uno de los 38 genes 

identificados por PlantCARE no fue reconocido por las plataformas MAST y MCAST. A su 

vez, de los 52 genes detectados por MAST, 50 fueron identificados por MCAST. Es de 

mencionar que los 2 genes portadores de motivos MSA no identificados por MCAST, 

tampoco fueron reconocidos por PlantCARE. Por otro lado, uno de los 51 genes detectados 

por MCAST no fue identificado por MAST, ni por PlantCARE.  

           8.3.4 Búsqueda de motivos MSA en genes de P. vulgaris 

Para identificar los genes en P. vulgaris que portan motivos MSA se aplicó una estrategia 

que combina los siguientes pasos: 1) Búsqueda de genes homólogos a los genes descritos en 

la base de datos AtBD_MSA, 2) Búsqueda de genes con motivos MSA en la base de datos 

PvBD_Up utilizando MAST y MCAST, y 3) Confirmación de la presencia de los motivos 

MSA en los genes identificados, utilizando las plataformas PlantCARE, MAST y MCAST. 

           8.3.5 Búsqueda de genes de P. vulgaris homólogos a los genes descritos en la base 

de datos AtBD_MSA 

Para identificar los genes de P. vulgaris homólogos a los de A. thaliana que presentan 

motivos MSA, se hizo una búsqueda tipo BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool, por 

sus siglas en inglés) en el proteoma de P. vulgaris en Phytozome, utilizando como secuencia 

de búsqueda (“query”) la secuencia peptídica codificada por cada uno de los genes reportados 

en AtBD_MSA. Hay que tener en cuenta que algunos de los genes en esta base de datos 

pertenecen a familias o subfamilias génicas en las que el número de miembros puede variar 

según el organismo. Por lo que en la búsqueda del posible homólogo de cada uno de los genes 

en AtBD_MSA se identificaron varias proteínas de P. vulgaris que pertenecen a la misma 

subfamilia. La Tabla 7 incluye algunos resultados representativos de los genes de P. vulgaris 

identificados en esta búsqueda, entre los cuales se resaltan genes de P. vulgaris identificados 

como homólogos de genes de A. thaliana que pertenecen a una subfamilia, estos genes (IDs) 

de P. vulgaris están repetidos. De donde, Se prestó especial atención en depurar la lista de 

genes identificados en P. vulgaris para evitar repeticiones. Por otro lado, algunas de las 

proteínas codificadas por genes en AtBD_MSA no presentaron homología con proteínas de 
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P. vulgaris. En el Anexo Tabla A5 se recapitula la lista de los 159 genes de P. vulgaris 

identificados. 

Tabla 7. Genes de P. vulgaris identificados 

como posibles homólogos de genes en AtBD_MSA 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
Se indican el número de acceso ID, número de identificación de cada gen; Sinónimo, nombre del gen 

de acuerdo con la nomenclatura descrita en Vandepoele y cols. (2002). 1, 2, 3, 4, ID de genes repetidos. 
En el Anexo Tabla A5 se recapitula la lista de los 159 genes de P. vulgaris identificados. 

 

            

 8.3.6 Búsqueda de genes con motivos MSA en la base de datos PvBD_Up 

utilizando MAST y MCAST 

Por otro lado, se analizó la base de datos denominada PvDB_Up con MAST y MCAST. 

Ambas plataformas detectan los mismos 34 genes con motivos MSA, de los cuales 6 ya 

A. thaliana P. vulgaris 

ID   Sinónimo ID 

At1g08560  KNOLLE Phvul.004G077900 

At5g06150 CYCB1;2 

Phvul.001G119700 1 

Phvul.008G203300 2 

Phvul.001G119800 3 

At3g11520 CYCB1;3 

Phvul.001G119700 1 

Phvul.008G203300 2 

Phvul.001G119800 3 

At2g26760 CYCB1;4 
Phvul.001G119700 1 

Phvul.008G203300 2 

At2g17620 CYCB2;1 
Phvul.002G115100 

Phvul.009G115900 

At1g73690 CDKD;1 
Phvul.004G152000 4 

Phvul.002G326800 

At1g18040 CDKD;3 Phvul.004G152000 4 

At5g63370 CDKG;1 
Phvul.002G175700 

Phvul.003G209300 
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habían sido identificados en el análisis reportado en el inciso 8.3.5. Los 28 genes nuevos 

están enlistados en el Anexo Tabla A6. Con estas dos estrategias se obtuvo un total de 187 

genes de P. vulgaris, los cuales se enlistan en el Anexo Tabla A7.  

          8.3.7 Identificación de los motivos MSA en los 187 genes de P. vulgaris utilizando 

las plataformas PlantCARE, MAST y MCAST 

Con el propósito de realizar un análisis similar al que se llevó a cabo en las bases de datos de 

A. thaliana generadas en este trabajo, se identificó la secuencia de 2000 pb río arriba del SIT 

de cada uno de los 187 genes de P. vulgaris encontrados como portadores de motivos MSA. 

Los resultados obtenidos constituyen la base de datos denominada PvBD_prom-5’UTR 

(Tabla A7), en la cual la longitud promedio de las secuencias 5´UTR es de 232 pb.  

El análisis de la base de datos PvBD_prom-5’UTR en la plataforma PlantCARE permitió 

identificar 42 genes con motivos MSA, mientras que fueron 63 y 57 los detectados por MAST 

y MCAST, respectivamente. 41 de los genes identificados por PlantCARE también están en 

la lista de los detectados por MAST, al igual que 35 genes de los reportados por MCAST 

(véase Tabla A7). De los 57 genes detectados por MCAST, 48 también fueron identificados 

por MAST por lo tanto hay 9 genes identificados por MCAST los cuales no fueron 

identificados por PlantCARE ni por MAST. De los 63 genes identificados por MAST, sólo 

uno no fue identificado por PlantCARE ni MCAST.  

En resumen, en la Tabla A7 se indican los 73 genes de P. vulgaris que contienen motivos 

MSA, los cuales constituyen la base de datos PvBD_MSA. 
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Tabla 8. Análisis de PvBD_prom-5´UTR 

en las plataformas PlantCARE, MAST y MCAST 

 

P. vulgaris (ID) PlantCARE MAST MCAST 

Phvul.004G077900 

KNOLLE 
1 2 2 

Phvul.001G119700 1 2 3 

Phvul.008G203300 2 1 4 

Phvul.001G119800 2 2 2 

Phvul.002G115100 1 1 2 

Phvul.009G115900 - - - 

Phvul.004G152000 - - - 

Phvul.002G326800 - - - 

Phvul.002G175700 - - - 

Phvul.003G209300 - - - 

 

Se indican el número de acceso ID, número de identificación de cada gen, el número indicado en cada 
columna corresponde al número de motivos MSA encontrados por cada plataforma. En el Anexo 

Tabla A7 se recapitula la lista de los 187 genes de P. vulgaris y los motivos MSA identificados. El 

signo “-“ significa que no se encontró el motivo MSA 

  

           8.3.8 Análisis de los motivos MSA en genes de A. thaliana y P. vulgaris 

El análisis de las bases de datos AtBD_MSA y PvBD_MSA mostró que PlantCARE, MAST 

y MCAST identifican el mismo número de motivos MSA en 20 (32%) o 14 (19%) de los 

genes con motivos MSA, respectivamente, es decir, en A. thaliana las tres plataformas 

identifican 13 genes con 1 motivo MSA, 6 con dos y 1 con tres (Tabla 8). Mientras que en 

P. vulgaris las tres plataformas identifican 9 genes con 1 motivo, 5 con dos y 1 con tres 

(Tabla 8). Por otro lado, cuando un motivo es identificado por más de una plataforma su 

posición siempre coincide, por lo tanto, detectan el mismo motivo. 

Estos resultados llevaron a investigar la distribución de la posición de los motivos MSA en 

AtBD_MSA y PvBD_MSA respecto al sitio TSS indicado en los transcriptomas de A. 

thaliana y P. vulgaris en Phytozome. Las Tablas A9 y A10 recapitulan la posición de cada 

motivo MSA en genes de A. thaliana y P. vulgaris en AtBD_MSA y PvBD_MSA, 

respectivamente. Para determinar la distribución de frecuencia de la posición de los motivos 
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MSA en la secuencia de promotor, se utilizó un rango de 500 pb, es decir, fragmentos 

ubicados entre los nucleótidos -1 y -500, -501 y -1000, -1001 y -1500, -1501 y -2000 respecto 

al sitio TSS (+1). Así mismo, para el análisis de distribución de motivos MSA en la secuencia 

anotada como 5’UTR se analizaron los fragmentos entre las posiciones +1 a +100 y +101 a 

+500. Como se ilustra en la Figura 15, de los 100 motivos MSA presentes en los 73 genes de 

la base de datos PvBD_MSA, 52 de los motivos se encuentran en el fragmento de 500 pb río 

arriba al TSS y hay 8 y 10 motivos en los fragmentos más distales. Por otro lado, se 

encontraron 17 motivos ubicados en el fragmento de 100 pb proximal al nucleótido +1 del 

5´UTR de algunos genes y 5 adicionales en el fragmento distal (100-500 pb río abajo del 

TSS).  Estos datos demuestran que el 70% de los los motivos MSA están presentes en el 

promotor del gen, en su mayoría (52%) en una posición proximal al TSS. 

 

Tabla 9. Resultados ilustrativos del análisis de la posición 

de los motivos MSA con respecto al sitio TSS (+1) 

 

P. vulgaris (ID) 
Número de 

MSA 

Posición con 

respecto a TSS 

(+1)  

Phvul.001G061200 1 -112 

Phvul.001G075000 1 -404 

Phvul.001G119700 2 
-93 

-17 

Phvul.001G119800 2 
42 

-1821 

Phvul.002G115100 1 -53 

Phvul.004G034600 2 
24 

65 

Phvul.004G077900 2 
-80 

-52 

Phvul.007G041900 1 7 

Phvul.008G076000 1 -619 

Phvul.008G203300 1 -68 

Phvul.011G125100 1 -112 
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Se muestra el ID de cada gen, el número indicado en cada columna corresponde al número de motivos 

MSA encontrados y la posición de cada uno con respecto al sitio TSS, los signos (-) y (+) indican la 

posición río arriba o río abajo del TSS, respectivamente. En el Anexo Tabla A8 se recapitula la 

posición de los motivos MSA encontrados en los 73 genes de P. vulgaris. 

 

 

Gráfica 1. Distribución de frecuencia de las posiciones de los motivos MSA en genes de A. thaliana 

(A) y P. vulgaris (B). con respecto al sitio TSS (+1). en los 73 genes de P. vulgaris. La Tabla A8 en 

el Anexo recapitula la posición de los motivos MSA encontrados. 

   8.4 Posible función de los genes de P. vulgaris portadores de motivos MSA. 

Como punto de partida, se planteó la identificación de dominios en la secuencia peptídica 

codificada por los 73 genes en PvDB_MSA utilizando la opción de búsqueda en la base de 

datos de familias de proteínas Pfam.  

La Tabla 10 muestra algunos de los resultados obtenidos, entre los que se encuentran los 

dominios SNARE o sintaxina, “Myb-like DNA-binding”, ciclina N-terminal y C-terminal, 

entre otros. El Anexo A9 contiene la lista completa de los dominios de los 73 genes de P. 

vulgaris. La interpretación de los resultados en Pfam requiere un análisis más exhaustivo. 
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Tabla 10. Resultados ilustrativos del análisis de los dominios encontrados por Pfam en cada uno de 

los genes de P. vulgaris identificados como portadores de MSA 

 

P. vulgaris (ID) Dominio Pfam 

Phvul.004G077900 

KNOLLE 
Syntaxin / SNARE domain 

Phvul.001G119700  Cyclin, N-terminal domain/   Cyclin, C-terminal domain 

Phvul.008G203300  Cyclin, N-terminal domain/    Cyclin, C-terminal domain 

Phvul.001G119800 Cyclin, N-terminal domain/   Cyclin, C-terminal domain 

Phvul.002G115100  Cyclin, N-terminal domain/   Cyclin, C-terminal domain 

Phvul.004G034600  Targeting protein for Xklp2 (TPX2) 

Phvul.007G041900 B3 DNA binding domain 

Phvul.008G076000  Microtubule associated protein (MAP65/ASE1 family) 

Phvul.011G125100  Reticulon 

Phvul.001G075000 alpha/beta hydrolase fold 

Phvul.001G061200  Myb-like DNA-binding domain 

 
 El Anexo Tabla A9 contiene la lista de los 73 genes de P. vulgaris y el dominio Pfam identificado 

en la secuencia peptídica correspondiente. 
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9. DISCUSIÓN 

Durante la organogénesis del nódulo existe una reactivación del ciclo celular de las células 

corticales en el sitio de infección con rizobia. Esta constante actividad meristemática da lugar 

a la formación de un primordio de nódulo que madura hasta convertirse en un nódulo fijador 

de nitrógeno. En este contexto, la identificación de genes de ciclo celular y su caracterización 

funcional brinda la oportunidad de generar herramientas moleculares para el estudio de la 

dinámica de la infección y organogénesis del nódulo, y otros temas de biología del desarrollo 

que involucran etapas de división celular. El gen KNOLLE, esencial para la formación de la 

placa celular durante la etapa citocinética de la división celular en células vegetales, es una 

de estas herramientas. 

Este proyecto derivó de la caracterización de la actividad del promotor del gen KNOLLE de 

P. vulgaris (promPvKNOLLE) en raíces pre- y post-inoculadas con rizobia, lo que permitió 

confirmar el potencial de este gen para visualizar células en división, específicamente durante 

la citocinesis (Tesis de licenciatura de Emmanuel Ayala Guzmán, 2015). El análisis de la 

secuencia de promPvKNOLLE permitió constatar la presencia de motivos MSA, 

previamente identificados en el promotor del gen ortólogo KNOLLE en A. thaliana y en 

otros genes de ciclo celular en células vegetales como CycB1 de C. roseus, AtNACK1/HK, 

AtCycB1;1, AtCycB1;112, CDC20.1, entre otros (Ito y cols. 1998; Haga y cols. 2007; Kato y 

cols. 2009). La caracterización funcional de los motivos MSA sugiere que estos motivos 

confieren un actividad espacio-temporal específica de las fases G2/M. Esta especificidad 

ofrece un gran potencial como herramienta molecular para la expresión de proteínas de 

interés en células en división y la identificación de genes que pudieran estar involucrados en 

ciclo celular. Con estas directrices se planteó el diseño de un promotor sintético específico 

de células en división y la identificación de genes de mitosis.  

 

Diseño de un promotor sintético específico de células en división 

Una de las estrategias fundamentales en la caracterización funcional de genes ha sido la 

identificación y análisis de los elementos que regulan la actividad del promotor del gen de 

interés, en cis y trans que contribuyen a regular la actividad del promotor del gen de interés. 

Si bien, el promotor de un gen puede presentar la secuencia consenso de uno o más elementos 

de regulación, la actividad funcional de cada motivo debe ser demostrada experimentalmente. 
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Entre las estrategias aplicadas se encuentra la caracterización de versiones del promotor 

generadas por eliminación seriada de fragmentos que contengan el motivo en estudio, por 

mutagénesis seriada o sitio dirigida, por inserción seriada de secuencias (en inglés linker-

scanning), eliminación del motivo de interés, entre otras. 

Otra alternativa es analizar la actividad de un promotor sintético, es decir un promotor 

constitutivo en fusión con la secuencia de motivo o elemento de regulación de interés. Con 

esta metodología se ha validado la función del elemento de respuesta a auxina (AuxRE, siglas 

en inglés) al caracterizar la actividad del promotor sintético prom35S-(AuxRE)8X, mejor 

conocido como promotor DR5, uno de los más ampliamente utilizados en plantas.  

 Un promotor sintético es un promotor quimérico en el que la secuencia de un promotor 

mínimo o núcleo de promotor con actividad constitutiva se combina con la secuencia de un 

elemento de regulación en cis que le proporciona una cierta especificidad (Liu y Stewart Jr, 

2016; Aysha y cols., 2018). Uno de los núcleos de promotor más utilizado en plantas es el 

fragmento -340 a +1 del promotor 35S, el cual presenta una fuerte actividad constitutiva en 

raíz, hoja, tallo y flor (Benfey y cols., 1990). Sobre esta base se han construido promotores 

sintéticos específicos de plantas, cuyo único elemento regulador es una secuencia de 

respuesta a hormona, de respuesta a estrés, o inducible por algún otro factor de estimulación 

(“enhancer”), entre los que se encuentran los promotores sintétivos DR5, TCS , 4X RSRE 

(inducible por estrés en general, siglas en inglés de rapid stress response element), 4X GCC 

(inducible por ácido jasmónico) y 4X ROSE 1 (inducible por especies de oxígeno reactivo, 

siglas en inglés de ROS inducible element), entre otros  (Dey y cols., 2015; Liu y Stewart Jr, 

2016; Aysha y cols., 2018).  

Tomando ventaja de la especificidad de los motivos MSA, en este trabajo de tesis se propuso 

el diseño del promotor sintético (prom35S-MSA), cuya actividad se espera sea específica de 

células en división y así disponer de una herramienta molecular para identificar células 

mitóticas en células vegetales. En prom35S-MSA, el fragmento –340 a -1 del prom35S está 

en fusión con los tres repetidos del motivo MSA del promotor PvKNOLLE.  Así mismo, con 

el propósito de investigar si la secuencia 5’UTR de PvKNOLLE tiene un papel en la 

regulación de la expresión de este gen, se construyeron dos cassettes en los que prom35S-

MSA está en fusión transcripcional con secuencia 5’UTR de PvKNOLLE (prom35S-

MSA::5’UTR_PvKNOLLE) o con la secuencia 5’UTR conocida como OmegaLeader, para 
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generar prom35S-MSA::OmegaLeader. El fragmento OmegaLeader, proviene del virus del 

mosaico de tabaco y promueve una traducción eficiente pero no contiene elementos de 

regulación en cis (Gallie y cols., 1988, 2002).  Para visualizar la especificidad de la actividad 

de los cassettes diseñados fueron clonados en fusión transcripcional con la secuencia 

codificante de GUS. Las construcciones correspondientes han sido transformadas en A. 

rhizogenes K599 y quedan en espera de ser utilizadas para generar raíces transgénicas y 

caracterizar la actividad de los promotores sintéticos diseñados.  

 

Identificación de genes de P. vulgaris, cuyos promotores presenten motivos MSA 

Por otro lado, dada la especificidad que confieren los motivos MSA a la actividad de 

promotor en células en la fase G2/M del ciclo celular (Ito y cols., 1998)., era de esperar que, 

al igual que en el genoma A. thaliana (Menges y cols., 2005), el motivo MSA estuviera 

presente en el promotor de un grupo de genes asociados al ciclo celular en P. vulgaris.  

El estudio realizado por Menges y colaboradores (2005) reportó la identificación de 155 

genes de A. thaliana cuya expresión aumenta durante la fase G2/M del ciclo celular. El 

análisis bioinformático (en la plataforma MatInspector) de 500 pb de secuencia río arriba del 

SIT de estos genes demostró que 64 de estos genes portan repetidos del elemento de 

regulación en cis MSA (Ito y cols., 1998).  

Para identificar los genes de P. vulgaris que portan motivos MSA, y dado que la plataforma 

MatInspector no es una herramienta de acceso abierto, en esta tesis se exploró el uso de las 

plataformas PlantCARE, MAST y MCAST. Para validar estas herramientas, se optó por 

analizar la secuencia de fragmentos constituidos por 2000 pb río arriba del TSS y el 5’UTR 

de los 155 genes reportados por Menges y colaboradores (2005). PlantCARE, MAST y 

MCAST identificaron como portadores de MSA a 46 (30%) de los 155 genes, de los cuales 

13 no habían sido identificados por MatInspector.  Una posible explicación a la diferencia 

entre lo reportado por MatInspector y lo encontrado con PlantCARE, MAST y MCAST 

pudiera estar asociada, por un lado, a la longitud de la secuencia analizada (500 pb versus 

más de 2000 pb). Por otro lado, en esta tesis se utilizaron como “query” los 11 nucleótidos 

de la secuencia consenso del motivo MSA (YCYAACGGYYA), mientras en el análisis con 

MatInspector la secuencia usada es de 10 nucleótidos y omite la adenina invariable en el 

extremo 3´ del motivo (Menges y cols., 2005), lo que quizás explica la identificación de un 
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mayor número de genes. Es de resaltar que 5 de los 11 nucleótidos del motivo MSA 

(nucleótidos subrayados) constituyen el “core” del motivo MSA, pero también corresponden 

a la secuencia consenso de unión de algunos factores de transcripción tipo Myb (Ito y cols., 

1998). La búsqueda la realizaron en una base de datos con secuencias de unión a factores de 

transcripción, por lo que quizás no discrimina entre motivos MSA y secuencias reconocidas 

por Myb. Mientras que el análisis en la plataforma PlantCARE reporta de forma individual 

la identificación de motivos presentes en la secuencia de interés y distingue entre motivos 

Myb y MSA (Lescot y cols., 2002). Una de las características de MAST y MCAST es que 

no permiten substituciones inespecíficas (“mismatches”) ni la inclusión de espacios o “gaps” 

(Bailey y Gribskov, 1998). Una diferencia entre estas dos plataformas es que MCAST 

incluye otro parámetro, la búsqueda de grupos (“clusters”) del motivo de interés, separados 

por una distancia máxima. En el caso de secuencias nucleotídicas, la plataforma MCAST 

define esta distancia por “default” como igual o menor a 50 nt, o bien el usuario la establece. 

Este parámetro resulta relevante si se toma en cuenta que en análisis previos se llegó a la 

conclusión de que los motivos MSA pueden estar repetidos hasta en 4-5 copias y suelen estar 

en tándem (Ito y cols.1998; Kato y cols., 2009). El conjunto de estas características permite 

pensar que los algoritmos de búsqueda de PlantCARE, MAST y MCAST pudieran ser más 

robustos que los de MatInspector en la identificación de motivos MSA. De hecho, 

PlantCARE, MAST y MCAST han sido ampliamente utilizadas para la búsqueda global de 

elementos de regulación en cis en genes y genomas de A. thaliana, N. tabacum, M. 

truncatula, entre otros.  (Baruah y cols., 2020; Gao y cols., 2019; Liu y Stewart Jr, 2016; Liu 

y cols., 2019; Aysha y cols., 2018; Pen y cols., 2016) 

También se aprovechó la opción de MAST y MCAST que utiliza la base de datos “Upstream 

Sequences” (meme-suite.org), constituida por las secuencias río arriba del codón de inicio en 

los genes de un organismo en particular. En este ejercicio se identificaron 8 nuevos genes de 

A. thaliana portadores de MSA, no identificados por Menges y cols., (2005). En un análisis 

similar con 187 genes de P. vulgaris, PlantCARE, MAST y MCAST identificaron 73 genes 

como portadores de MSA, 43 genes homólogos de los genes de A. thaliana descritos en este 

trabajo y 28 genes adicionales incluidos en la base de datos “Upstream sequences” de P. 

vulgaris.  
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Por otro lado, uno de los elementos que valida el uso de PlantCARE, MAST y MCAST para 

buscar genes con motivos MSA se refiere a que, en algunos genes, las tres plataformas 

identifican el mismo número de estos elementos, con una distribución en tándem y en su 

mayoría (52 %) se ubican en el fragmento -500 a -1 pb proximal al TSS, un patrón similar al 

de motivos MSA en genes de N. tabacum cuya expresión es regulada por el factor de 

transcripción NtmybA2 (Kato y cols., 2009).  

En un intento por definir la posible relación funcional entre estos genes y el ciclo celular en 

células vegetales, se analizó la arquitectura y organización de los dominios en la estructura 

primaria de las proteínas producto de los genes de P. vulgaris identificados. Este análisis 

sugiere que estas pertenecen a diferentes subfamilias de proteínas en las que algunos 

miembros tienen funciones relacionadas con ciclo celular: ciclinas (Murray, 2004), cinesinas 

(Audett y Maresca, 2018), cinasas, fosfatasas (protein fosfatasa tipo 2C y Tirosin-fosfatasa; 

Fuchs y cols, 2012; Shankar y cols., 2015), inhibidor de cinasa dependiente de ciclina (Kumar 

y Larkin, 2017), factores de transcripción (Myb y bZip; Dubos y cols., 2010; Dröge-Laser y 

cols., 2018), proteínas asociadas a la maquinaria de traducción, componentes de cinetocoro 

(CENP-T y Mad3/BUB1; Nishino y cols., 2012; Leontiou y cols., 2019), proteínas 

reguladoras del ensamblaje del huso (MAP65/ASE1 y HORMA domain; Rosenberg y 

Corbett, 2015; She y cols., 2019), proteína asociada a microtúbulo TPX2 (Wadsworth, 2015), 

entre otras. Si bien es relevante confirmar si la expresión de estos genes y sus productos es 

específica en la fase G2/M del ciclo celular, así como la especificidad de la actividad de 

promotor, la función de los genes identificados refuerza la propuesta de que la presencia de 

dominios MSA en el promotor es una herramienta para distinguir genes potencialmente 

relacionados con ciclo celular.  
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10. CONCLUSIONES 

- Se generaron dos construcciones que permitirán evaluar la función de los motivos MSA en 

la actividad del promotor sintético 

- La lista de genes de A. thaliana cuyos promotores tienen motivos MSA es más extensa que 

lo reportado en Menges y cols., (2005). En este trabajo se describe la identificación de 54 

genes portadores de MSA, de los cuales 21 genes adicionales, no reportados en el análisis de 

Menges y cols., (2005).  

- En P. vulgaris se identificaron 73 de 187 genes homólogos a los de A. thaliana como 

portadores de motivos MSA. 

- Los resultados presentados en la presente investigación confirman que las plataformas 

PlantCARE, MAST y MCAST son herramientas útiles en la búsqueda de motivos MSA. 

- La plataforma MAST es la plataforma más adecuada para la búsqueda de motivos MSA de 

acuerdo con los resultados obtenidos en este proyecto; sin embargo, una búsqueda con las 

demás plataformas pudiera enriquecer los resultados. 

- Los motivos MSA de los genes de P. vulgaris se encuentran principalmente en la región 

promotora y ocupan posiciones proximales al sitio TSS a encontrarse en la región promotora, 

en las regiones proximales al sitio TSS, es decir en la región promotora. 
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11. PERSPECTIVAS 

 

El siguiente reto será demostrar que los genes identificados son específicos y, quizás 

esenciales para que la célula inicie y concluya las etapas de mitosis y citocinesis del ciclo 

celular.  

 

Igualmente, sería interesante aplicar por métodos bioquímicos para identificar qué factores 

de transcripción de P. vulgaris se unen a los motivos MSA e investigar su posible función 

durante la división celular. 
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13. ANEXOS 

 

 
Tabla A1. Genes en AtBD_Menges 

 A. thaliana (ID) Sinónimo MSA 

1 At1g02730 cellulose synthase catalytic subunit, putative 6 

2 At5g15510 TPX2 (targeting protein for Xklp2) protein family 5 

3 At1g03780 TPX2/ TARGETING PROTEIN FOR XKLP2 4 

4 At2g25060 early nodulin-like predicted GPI-anchored protein 4 

5 At2g26760 CYCB1;4 4 

6 At3g02640 Transmembrane protein 4 

7 At3g51280 
Tetratricopeptide repeat (TPR)-

like superfamily protein 
4 

8 At1g08560 syntaxin-related protein KNOLLE 3 

9 At1g44110 CYCA1;1 3 

10 At1g50490 UBC20/ UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME 20 3 

11 At1g59540 kinesin 3 

12 At1g72250 kinesin 3 

13 At2g17620 CYCB2;1 3 

14 At3g03090 sugar transporter-like 3 

15 At3g11520 CYCB1;3 3 

16 At3g19590 
BUB3.1/ BUB (BUDDING UNINHIBITED BY 

BENZYMIDAZOL) 3.1 
3 

17 At3g23670 kinesin 3 

18 At4g35620 CYCB2;2 3 

19 At5g02370 kinesin 3 

20 At5g11510 AtMYB3R4 3 

21 At5g23910 kinesin 3 

22 At5g36710 Transmembrane protein 3 

23 At5g51600 PLE/ PLEIADE 3 

24 At5g55830 L-Lectin kinase 3 

25 At5g66230 Chalcone-flavanone isomerase family protein 3 

26 At1g34355 PS1/ PARALLEL SPINDLE 1 2 

27 At1g76310 CYCB2;4 2 

28 At2g16270 Transmembrane protein 2 

29 At2g20590 RTN17/ RETICULON 17 2 

30 At2g22610 kinesin 2 

31 At2g38160 BPP4/ BASIC PROLINE-RICH PROTEIN4 2 

32 At2g44190 EDE1/ ENDOSPERM DEFECTIVE 1 2 
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33 At2g47500 kinesin 2 

34 At3g12870 Transmembrane protein 2 

35 At3g23890 topoisomerase II 2 

36 At3g25980 putative mitotic checkpoint protein; MAD2-like 2 

37 At3g27330 zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein 2 

38 At3g55660 ROPGEF6/ ROP 2 

39 At4g05520 EHD2/ EPS15 HOMOLOGY 2 

40 At4g11080 3xHMG-box1/ 3XHIGH MOBILITY GROUP-BOX1 2 

41 At4g15830 expressed protein 2 

42 At4g23800 98b like protein, HMG; ABF2-like 2 

43 At4g28430 RTN18/ RETICULON 18 2 

44 At4g33260 WD-repeat protein; CDC20-like 2 

45 At4g33400 Dem -like protein 2 

46 At5g45700 Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD) 2 

47 At5g48310 
RASD1/ RESPONSIVENESS TO ABA SALT AND 

DROUGHT 1 
2 

48 At1g20930 CDKB2;2 1 

49 At1g23790 dicer-like protein (DUF936) 1 

50 At1g33940 Serine/Threonine-kinase ULK4-like protein 1 

51 At1g69400 mitotic checkpoint protein, putative 1 

52 At2g28620 kinesin 1 

53 At3g03130 lisH domain-like protein 1 

54 At3g14190 expressed protein 1 

55 At3g20150 kinesin 1 

56 At3g26050 TPX2 (targeting protein for Xklp2) protein family 1 

57 At3g60840 microtubule-associated protein; AtMAP65-4 1 

58 At4g02800 GRIP/coiled-coil protein; 1 

59 AT4G22860 TPXL3/ TPX2-LIKE PROTEIN 3 1 

60 At4g26660 kinesin-like 1 

61 At4g32830 Aurora-like kinase 2; ALK2 1 

62 At5g06150 CYCB1;2 1 

63 At5g55520 kinesin-like 1 

64 At5g60930 kinesin 1 

65 At1g02970 WEE1   - 

66 At1g03740 CKL6   - 

67 At1g09600 CKL11   - 

68 At1g14750 SDS   - 

69 At1g15570 CYCA2;3   - 

70 At1g16330 CYCB3;1   - 

71 At1g18040 CDKD;3   - 
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72 At1g18370 kinesin (AtNACK1); HINKEL   - 

73 At1g18670 CKL3   - 

74 At1g20590 CYCB2;5   - 

75 At1g20610 CYCB2;3   - 

76 At1g27630 CYCT;1   - 

77 At1g33770 CKL14   - 

78 At1g34460 CYCB1;5   - 

79 At1g47210 CYCA3;2   - 

80 At1g47220 CYCA3;3   - 

81 At1g47230 CYCA3;4   - 

82 At1g47870 E2Fc   - 

83 At1g49620 KRP7   - 

84 At1g53050 CKL15   - 

85 At1g54610 CKL9   - 

86 At1g57700 CKL10   - 

87 At1g61450 unknown protein   - 

88 At1g66750 CDKD;2   - 

89 At1g67580 CDKG;2   - 

90 At1g70210 CYCD1;1   - 

91 At1g71530 CKL12   - 

92 At1g73690 CDKD;1   - 

93 At1g74330 CKL2   - 

94 At1g75920 family II lipase EXL5 (EXL5)   - 

95 At1g76540 CDKB2;1   - 

96 At1g77390 CYCA1;2   - 

97 At1g80370 CYCA2;4   - 

98 At2g22490 CYCD2;1   - 

99 At2g23430 KRP1   - 

100 At2g25880 Aurora-like kinase 1; ALK1   - 

101 At2g26430 CYCL;1   - 

102 At2g27960 CKS1   - 

103 At2g27970 CKS2   - 

104 At2g32710 KRP4   - 

105 At2g33560 expressed protein; BUBR1-like?   - 

106 At2g36010 E2Fa   - 

107 At2g38620 CDKB1;2   - 

108 At3g01330 DEL3   - 

109 At3g05050 CKL8   - 

110 At3g12280 Rb   - 
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111 At3g24810 KRP5   - 

112 At3g48160 DEL1   - 

113 At3g50070 CYCD3;3   - 

114 At3g50630 KRP2   - 

115 At3g54180 CDKB1;1   - 

116 At4g01730 DHHC-type zinc finger family protein;   - 

117 At4g03270 CYCD6;1   - 

118 At4g05190 kinesin   - 

119 At4g10010 CKL13   - 

120 At4g22860 TPXL3/ TPX2-LIKE PROTEIN 3   - 

121 At4g22940 CKL4   - 

122 At4g28230 Q9M0I4-1  
  - 

123 At4g28980 CDKF;1   - 

124 At4g34090 CYL1   - 

125 At4g34160 CYCD3;1   - 

126 At4g37490 CYCB1;1   - 

127 At4g37630 CYCD5;1   - 

128 At5g02110 CYCD7;1   - 

129 At5g02470 DPa   - 

130 At5g03415 DPb   - 

131 At5g03455 CDC25   - 

132 At5g10270 CDKC;1   - 

133 At5g10440 CYCD4;2   - 

134 At5g11300 CYCA2;2   - 

135 At5g13840 CCS52b; cell cycle switch protein   - 

136 At5g14960 DEL2   - 

137 At5g17160 aspartic/glutamic acid-rich protein   - 

138 At5g22220 E2Fb   - 

139 At5g25380 CYCA2;1   - 

140 At5g27620 CYCH;1   - 

141 At5g33300 chromosome-associated kinesin-like protein   - 

142 At5g39420 CKL1   - 

143 At5g43080 CYCA3;1   - 

144 At5g44290 CKL5   - 

145 At5g48630 CYCC1;2   - 

146 At5g48640 CYCC1;1   - 

147 At5g48820 KRP3   - 

148 At5g50860 CKL7   - 

149 At5g62550 unknown protein   - 

http://www.uniprot.org/uniprot/Q9M0I4-1
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150 At5g63370 CDKG;1   - 

151 At5g63610 CDKE;1   - 

152 At5g64960 CDKC;2   - 

153 At5g65420 CYCD4;1   - 

154 At5g67260 CYCD3;2   - 

155 At5g67270 microtubule-associated protein EB1-like protein   - 
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Tabla A2: AtBD_prom-5´UTR 

 A.thaliana (ID) MatInspector PlantCARE MAST MCAST 

1 At5g13840 - 4 2 2 

2 At5g06150 5 3 3 3 

3 At5g15510 5 2 3 3 

4 At1g76310 2 2 3 3 

5 At1g03780 4 2 2 2 

6 At2g25060 4 2 2 2 

7 At3g26050 1 2 2 2 

8 At4g28230 1 2 2 2 

9 At1g44110 3 2 1 1 

10 At3g23670 3 2 1 1 

11 At4g35620 3 2 1 1 

12 At4g15830 2 2 1 1 

13 At1g23790 1 2 1 1 

14 At2g26760 4 1 2 2 

15 At1g50490 3 1 2 2 

16 At2g20590 2 1 2 2 

17 At5g45700 2 1 2 2 

18 At4g02800 1 1 2 2 

19 At5g63370 - 1 2 2 

20 At1g08560 3 1 1 1 

21 At2g17620 3 1 1 1 

22 At3g11520 3 1 1 1 

23 At5g02370 3 1 1 1 

24 At5g66230 3 1 1 1 

25 At2g38160 2 1 1 1 

26 At3g14190 1 1 1 1 

27 At5g55520 1 1 1 1 

28 At1g18040 - 1 1 1 

29 At1g18370 - 1 1 1 

30 At1g73690 - 1 1 1 

31 At2g33560 - 1 1 1 

32 At5g11300 - 1 1 1 

33 At4g10010 - 1 - - 

34 At3g19590 3 - 2 2 
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35 At1g02730 6 - 1 1 

36 At3g02640 4 - 1 1 

37 At2g16270 2 - 1 1 

38 At3g23890 2 - 1 1 

39 At3g25980 2 - 1 1 

40 At3g55660 2 - 1 1 

41 At3g03130 1 - 1 1 

42 At1g49620 - - 1 1 

43 At1g61450 - - 1 1 

44 At1g75920 - - 1 1 

45 At3g50630 - - 1 1 

46 At5g67270 - - 1 1 

47 At3g51280 4 - - - 

48 At1g59540 3 - - - 

49 At1g72250 3 - - - 

50 At3g03090 3 - - - 

51 At5g11510 3 - - - 

52 At5g23910 3 - - - 

53 At5g36710 3 - - - 

54 At5g51600 3 - - - 

55 At5g55830 3 - - - 

56 At1g34355 2 - - - 

57 At2g22610 2 - - - 

58 At2g44190 2 - - - 

59 At2g47500 2 - - - 

60 At3g12870 2 - - - 

61 At3g27330 2 - - - 

62 At4g05520 2 - - - 

63 At4g11080 2 - - - 

64 At4g23800 2 - - - 

65 At4g28430 2 - - - 

66 At4g33260 2 - - - 

67 At4g33400 2 - - - 

68 At5g48310 2 - - - 

69 At1g20930 1 - - - 

70 At1g33940 1 - - - 

71 At1g69400 1 - - - 

72 At2g28620 1 - - - 

73 At3g20150 1 - - - 
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74 At3g60840 1 - - - 

75 AT4g22860 1 - - - 

76 At4g26660 1 - - - 

77 At4g32830 1 - - - 

78 At5g60930 1 - - - 

79 At1g02970 - - - - 

80 At1g03740 - - - - 

81 At1g09600 - - - - 

82 At1g14750 - - - - 

83 At1g15570 - - - - 

84 At1g16330 - - - - 

85 At1g18670 - - - - 

86 At1g20590 - - - - 

87 At1g20610 - - - - 

88 At1g27630 - - - - 

89 At1g33770 - - - - 

90 At1g34460 - - - - 

91 At1g47210 - - - - 

92 At1g47220 - - - - 

93 At1g47230 - - - - 

94 At1g47870 - - - - 

95 At1g53050 - - - - 

96 At1g54610 - - - - 

97 At1g57700 - - - - 

98 At1g66750 - - - - 

99 At1g67580 - - - - 

100 At1g70210 - - - - 

101 At1g71530 - - - - 

102 At1g74330 - - - - 

103 At1g76540 - - - - 

104 At1g77390 - - - - 

105 At1g80370 - - - - 

106 At2g22490 - - - - 

107 At2g23430 - - - - 

108 At2g25880 - - - - 

109 At2g26430 - - - - 

110 At2g27960 - - - - 

111 At2g27970 - - - - 

112 At2g32710 - - - - 
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113 At2g36010 - - - - 

114 At2g38620 - - - - 

115 At3g01330 - - - - 

116 At3g05050 - - - - 

117 At3g12280 - - - - 

118 At3g24810 - - - - 

119 At3g48160 - - - - 

120 At3g50070 - - - - 

121 At3g54180 - - - - 

122 At4g01730 - - - - 

123 At4g03270 - - - - 

124 At4g05190 - - - - 

125 At4g22860 - - - - 

126 At4g22940 - - - - 

127 At4g28980 - - - - 

128 At4g34090 - - - - 

129 At4g34160 - - - - 

130 At4g37490 - - - - 

131 At4g37630 - - - - 

132 At5g02110 - - - - 

133 At5g02470 - - - - 

134 At5g03415 - - - - 

135 At5g03455 - - - - 

136 At5g10270 - - - - 

137 At5g10440 - - - - 

138 At5g14960 - - - - 

139 At5g17160 - - - - 

140 At5g22220 - - - - 

141 At5g25380 - - - - 

142 At5g27620 - - - - 

143 At5g33300 - - - - 

144 At5g39420 - - - - 

145 At5g43080 - - - - 

146 At5g44290 - - - - 

147 At5g48630 - - - - 

148 At5g48640 - - - - 

149 At5g48820 - - - - 

150 At5g50860 - - - - 

151 At5g62550 - - - - 
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152 At5g63610 - - - - 

153 At5g64960 - - - - 

154 At5g65420 - - - - 

155 At5g67260 - - - - 
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Tabla A4: AtBD_MSA 

 A.thaliana (ID) MatInspector PlantCARE MAST MCAST 

1 At5g13840 - 4 2 2 

2 At1g76320 - 3 3 4 

3 At5g06150 5 3 3 3 

4 At5g15510 5 2 3 3 

5 At1g76310 2 2 3 3 

6 At3g05110 - 2 3 3 

7 At1g77660 - 2 2 3 

8 At2g25060 4 2 2 2 

9 At1g03780 4 2 2 2 

10 At3g26050 1 2 2 2 

11 At4g28230 1 2 2 2 

12 At1g79340 - 2 2 2 

13 At5g65580 - 2 2 2 

14 At1g44110 3 2 1 1 

15 At4g35620 3 2 1 1 

16 At3g23670 3 2 1 1 

17 At4g15830 2 2 1 1 

18 At1g23790 1 2 1 1 

19 At2g26760 4 1 2 2 

20 At1g50490 3 1 2 2 

21 At2g20590 2 1 2 2 

22 At5g45700 2 1 2 2 

23 At4g02800 1 1 2 2 

24 At5g63370 - 1 2 2 

25 At3g11520 3 1 1 1 

26 At2g17620 3 1 1 1 

27 At1g08560 3 1 1 1 

28 At5g02370 3 1 1 1 

29 At5g66230 3 1 1 1 

30 At2g38160 2 1 1 1 

31 At5g55520 1 1 1 1 

32 At3g14190 1 1 1 1 

33 At1g73690 - 1 1 1 



   
 

 77 

34 At1g18040 - 1 1 1 

35 At5g11300 - 1 1 1 

36 At1g18370 - 1 1 1 

37 At2g33560 - 1 1 1 

38 At4g10010 - 1     

39 At3g19590 3   - 2 2 

40 At1g02730 6   - 1 1 

41 At3g02640 4   - 1 1 

42 At3g25980 2   - 1 1 

43 At3g23890 2   - 1 1 

44 At3g55660 2   - 1 1 

45 At2g16270 2   - 1 1 

46 At3g03130 1   - 1 1 

47 At3g50630 -   - 1 1 

48 At1g49620 -   - 1 1 

49 At5g67270 -   - 1 1 

50 At1g75920 -   - 1 1 

51 At1g61450 - - 1 1 

52 At3g51150 -  - 1   - 

53 At3g47750 -   - 1   - 

54 At1g33930 -   - -  2 

55 At3g51280 4   -  -   - 

56 At5g55830 3   -   -   - 

57 At5g11510 3   -   -   - 

58 At5g23910 3   -   -   - 

59 At1g59540 3   -   -   - 

60 At1g72250 3   -   -   - 

61 At5g51600 3   -   -   - 

62 At3g03090 3   -   -   - 

63 At5g36710 3   -   -   - 

64 At2g22610 2   -   -   - 

65 At2g47500 2   -   -   - 

66 At4g11080 2   -   -   - 

67 At4g23800 2   -   -   - 

68 At4g33400 2   -   -   - 

69 At4g28430 2   -   -   - 

70 At2g44190 2   -   -   - 

71 At1g34355 2   -   -   - 

72 At3g27330 2   -   -   - 
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73 At4g33260 2   -   -   - 

74 At3g12870 2   -   -   - 

75 At5g48310 2   -   -   - 

76 At4g05520 2   -   -   - 

77 At1g20930 1   -   -   - 

78 At3g20150 1   -   -   - 

79 At5g60930 1   -   -   - 

80 At2g28620 1   -   -   - 

81 At4g26660 1   -   -   - 

82 At4g32830 1   -   -   - 

83 At3g60840 1   -   -   - 

84 At1g69400 1   -   -   - 

85 At1g33940 1   -   -   - 

86 At4g22860 1   -   -   - 
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Tabla A5: Genes de P. vulgaris homólogos en AtBD_MSA 

 P. vulgaris (ID) PlantCARE MAST MCAST 

1 Phvul.003g072900 3 3 3 

2 Phvul.001g119700 2 2 2 

3 Phvul.003g244700 2 2 2 

4 Phvul.004g165000 2 2 2 

5 Phvul.008g200100 2 1 4 

6 Phvul.001g226700 2 1 1 

7 Phvul.009g115900 2 1 1 

8 Phvul.001g071600 1 2 3 

9 Phvul.002g119900 1 2 2 

10 Phvul.004g034700 1 2 2 

11 Phvul.001g241800 1 2 1 

12 Phvul.005g071900 1 2 1 

13 Phvul.002g106300 1 1 2 

14 Phvul.004g113600 1 1 2 

15 Phvul.003g002000 1 1 1 

16 Phvul.004g152000 1 1 1 

17 Phvul.006g087700 1 1 1 

18 Phvul.008g142300 1 1 1 

19 Phvul.011g020700 1 1 1 

20 Phvul.001g055400 1 1  - 

21 Phvul.002g015300 1 1  - 

22 Phvul.006g059300 1 1  - 

23 Phvul.007g263100 1 1  - 

24 Phvul.008g281800 1 1  - 

25 Phvul.008g289400 1 1  - 

26 Phvul.007g044700 1  -  - 

27 Phvul.003g295400  - 2 2 

28 Phvul.011g125100  - 2 2 

29 Phvul.001g130300  - 2 1 

30 Phvul.004g034600  - 2 1 

31 Phvul.001g232800  - 1 1 

32 Phvul.003g082600  - 1 1 
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33 Phvul.003g265600  - 1 1 

34 Phvul.004g084400  - 1 1 

35 Phvul.009g097500  - 1 1 

36 Phvul.011g101700  - 1 1 

37 Phvul.001g258100  - 1  - 

38 Phvul.001g261200  - 1  - 

39 Phvul.003g262100  - 1  - 

40 Phvul.004g077900  - 1  - 

41 Phvul.004g080000  - 1  - 

42 Phvul.006g052700  - 1  - 

43 Phvul.006g171200  - 1  - 

44 Phvul.008g062600  - 1  - 

45 Phvul.008g272600  - 1  - 

46 Phvul.001g000500  -  -  - 

47 Phvul.001g004200  -  -  - 

48 Phvul.001g004300  -  -  - 

49 Phvul.001g024200  -  -  - 

50 Phvul.001g029600  -  -  - 

51 Phvul.001g052600  -  -  - 

52 Phvul.001g061200  -  -  - 

53 Phvul.001g119800  -  -  - 

54 Phvul.001g151000  -  -  - 

55 Phvul.001g191500  -  -  - 

56 Phvul.001g198300  -  -  - 

57 Phvul.001g210500  -  -  - 

58 Phvul.001g234200  -  -  - 

59 Phvul.001g238500  -  -  - 

60 Phvul.001g258800  -  -  - 

61 Phvul.001g264500  -  -  - 

62 Phvul.002g019500  -  -  - 

63 Phvul.002g034800  -  -  - 

64 Phvul.002g037700  -  -  - 

65 Phvul.002g071800  -  -  - 

66 Phvul.002g078300  -  -  - 

67 Phvul.002g115100  -  -  - 

68 Phvul.002g145000  -  -  - 

69 Phvul.002g152300  -  -  - 

70 Phvul.002g153000  -  -  - 

71 Phvul.002g175700  -  -  - 
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72 Phvul.002g214900  -  -  - 

73 Phvul.002g289700  -  -  - 

74 Phvul.002g296500  -  -  - 

75 Phvul.002g296700  -  -  - 

76 Phvul.002g326800  -  -  - 

77 Phvul.003g009000  -  -  - 

78 Phvul.003g078900  -  -  - 

79 Phvul.003g119700  -  -  - 

80 Phvul.003g127400  -  -  - 

81 Phvul.003g209300  -  -  - 

82 Phvul.003g213700  -  -  - 

83 Phvul.003g216700  -  -  - 

84 Phvul.003g241500  -  -  - 

85 Phvul.003g264900  -  -  - 

86 Phvul.003g293500  -  -  - 

87 Phvul.004g113500  -  -  - 

88 Phvul.004g127100  -  -  - 

89 Phvul.004g154300  -  -  - 

90 Phvul.004g157000  -  -  - 

91 Phvul.005g017100  -  -  - 

92 Phvul.005g024200  -  -  - 

93 Phvul.005g046100  -  -  - 

94 Phvul.005g054500  -  -  - 

95 Phvul.005g101200  -  -  - 

96 Phvul.005g168700  -  -  - 

97 Phvul.006g048500  -  -  - 

98 Phvul.006g057900  -  -  - 

99 Phvul.006g134011  -  -  - 

100 Phvul.006g144500  -  -  - 

101 Phvul.006g160500  -  -  - 

102 Phvul.006g220500  -  -  - 

103 Phvul.007g044000  -  -  - 

104 Phvul.007g078200  -  -  - 

105 Phvul.007g107300  -  -  - 

106 Phvul.007g111500  -  -  - 

107 Phvul.007g159100  -  -  - 

108 Phvul.007g179900  -  -  - 

109 Phvul.007g183600  -  -  - 

110 Phvul.007g199000  -  -  - 



   
 

 82 

111 Phvul.007g217400  -  -  - 

112 Phvul.007g262900  -  -  - 

113 Phvul.008g051600  -  -  - 

114 Phvul.008g076000  -  -  - 

115 Phvul.008g113800  -  -  - 

116 Phvul.008g117700  -  -  - 

117 Phvul.008g117800  -  -  - 

118 Phvul.008g125600  -  -  - 

119 Phvul.008g181800  -  -  - 

120 Phvul.008g203300  -  -  - 

121 Phvul.008g228400  -  -  - 

122 Phvul.008g239600  -  -  - 

123 Phvul.008g253500  -  -  - 

124 Phvul.008g271300  -  -  - 

125 Phvul.008g274700  -  -  - 

126 Phvul.008g279300  -  -  - 

127 Phvul.009g033300  -  -  - 

128 Phvul.009g065000  -  -  - 

129 Phvul.009g067100  -  -  - 

130 Phvul.009g086700  -  -  - 

131 Phvul.009g090100  -  -  - 

132 Phvul.009g094200  -  -  - 

133 Phvul.009g106700  -  -  - 

134 Phvul.009g112600  -  -  - 

135 Phvul.009g128200  -  -  - 

136 Phvul.009g205100  -  -  - 

137 Phvul.009g242700  -  -  - 

138 Phvul.009g248300  -  -  - 

139 Phvul.010g005400  -  -  - 

140 Phvul.010g015800  -  -  - 

141 Phvul.010g048600  -  -  - 

142 Phvul.010g098700  -  -  - 

143 Phvul.010g148900  -  -  - 

144 Phvul.010g151900  -  -  - 

145 Phvul.011g012300  -  -  - 

146 Phvul.011g020100  -  -  - 

147 Phvul.011g021300  -  -  - 

148 Phvul.011g023800  -  -  - 

149 Phvul.011g025500  -  -  - 
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150 Phvul.011g061800  -  -  - 

151 Phvul.011g070000  -  -  - 

152 Phvul.011g101500  -  -  - 

153 Phvul.011g125500  -  -  - 

154 Phvul.011g180300  -  -  - 

155 Phvul.011g196700  -  -  - 

156 Phvul.011g211500  -  -  - 

157 Phvul.005g139100  -  -  - 

158 Phvul.007g133100  -  -  - 

159 Phvul.005g149300  -  -  - 
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Tabla A6. Genes en PvBD_Up 

 P. vulgaris (ID) MAST MCAST 

1 Phvul.008g006700 4 5 

2 Phvul.003g123000 2 3 

3 Phvul.005g172300 2 3 

4 Phvul.002g132500 2 2 

5 Phvul.002g268100 2 2 

6 Phvul.005g086300 2 2 

7 Phvul.009g123000 2 2 

8 Phvul.009g236800 2 2 

9 Phvul.010g143900 2 2 

10 Phvul.006g029200 2 1 

11 Phvul.001g096900 1 2 

12 Phvul.002g094500 1 2 

13 Phvul.003g145900 1 2 

14 Phvul.007g0419001 1 2 

15 Phvul.001g075000 1 1 

16 Phvul.001g183900 1 1 

17 Phvul.005g179400 1 1 

18 Phvul.007g096300 1 1 

19 Phvul.010g133100 1 1 

20 Phvul.006g161200   - 3 

21 Phvul.008g171000   - 2 

22 Phvul.001g061300   - 1 

23 Phvul.002g010100   - 1 

24 Phvul.003g082500   - 1 

25 Phvul.003g237900   - 1 

26 Phvul.003g289800   - 1 

27 Phvul.007g060700   - 1 

28 Phvul.007g175000   - 1 
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Tabla A7. Análisis de PvBD_prom-5´UTR 

 P. vulgaris (ID) PlantCARE MAST MCAST 

1 Phvul.003g072900 3 3 3 

2 Phvul.009g236800 3 2 2 

3 Phvul.003g123000 2 2 3 

4 Phvul.001g119700 2 2 2 

5 Phvul.003g244700 2 2 2 

6 Phvul.004g165000 2 2 2 

7 Phvul.002g132500 2 2 2 

8 Phvul.009g123000 2 2 2 

9 Phvul.006g029200 2 2 1 

10 Phvul.008g200100 2 1 4 

11 Phvul.002g094500 2 1 2 

12 Phvul.001g226700 2 1 1 

13 Phvul.009g115900 2 1 1 

14 Phvul.001g071600 1 2 3 

15 Phvul.002g119900 1 2 2 

16 Phvul.004g034700 1 2 2 

17 Phvul.002g268100 1 2 2 

18 Phvul.005g086300 1 2 2 

19 Phvul.010g143900 1 2 2 

20 Phvul.001g241800 1 2 1 

21 Phvul.005g071900 1 2 1 

22 Phvul.002g106300 1 1 2 

23 Phvul.004g113600 1 1 2 

24 Phvul.001g096900 1 1 2 

25 Phvul.003g145900 1 1 2 

26 Phvul.007g0419001 1 1 2 

27 Phvul.003g002000 1 1 1 

28 Phvul.004g152000 1 1 1 

29 Phvul.006g087700 1 1 1 

30 Phvul.008g142300 1 1 1 
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31 Phvul.011g020700 1 1 1 

32 Phvul.001g183900 1 1 1 

33 Phvul.005g179400 1 1 1 

34 Phvul.007g096300 1 1 1 

35 Phvul.010g133100 1 1 1 

36 Phvul.001g055400 1 1 -  

37 Phvul.002g015300 1 1  - 

38 Phvul.006g059300 1 1  - 

39 Phvul.007g263100 1 1  - 

40 Phvul.008g281800 1 1  - 

41 Phvul.008g289400 1 1  - 

42 Phvul.007g044700 1 -   - 

43 Phvul.008g006700  - 4 5 

44 Phvul.005g172300  - 2 3 

45 Phvul.003g295400  - 2 2 

46 Phvul.011g125100  - 2 2 

47 Phvul.001g130300  - 2 1 

48 Phvul.004g034600  - 2 1 

49 Phvul.001g232800  - 1 1 

50 Phvul.003g082600  - 1 1 

51 Phvul.003g265600  - 1 1 

52 Phvul.004g084400  - 1 1 

53 Phvul.009g097500  - 1 1 

54 Phvul.011g101700  - 1 1 

55 Phvul.001g075000  - 1 1 

56 Phvul.001g258100  - 1  - 

57 Phvul.001g261200  - 1  - 

58 Phvul.003g262100  - 1  - 

59 Phvul.004g077900  - 1  - 

60 Phvul.004g080000  - 1  - 

61 Phvul.006g052700  - 1  - 

62 Phvul.006g171200  - 1  - 

63 Phvul.008g062600  - 1  - 

64 Phvul.008g272600  - 1  - 

65 Phvul.006g161200  -  - 3 

66 Phvul.008g171000  -  - 2 

67 Phvul.001g061300  -  - 1 

68 Phvul.002g010100  -  - 1 

69 Phvul.003g082500  -  - 1 
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70 Phvul.003g237900  -  - 1 

71 Phvul.003g289800  -  - 1 

72 Phvul.007g060700  -  - 1 

73 Phvul.007g175000  -  - 1 

74 Phvul.001g000500  -  -  - 

75 Phvul.001g004200  -  -  - 

76 Phvul.001g004300  -  - -  

77 Phvul.001g024200  -  -  - 

78 Phvul.001g029600  -  -  - 

79 Phvul.001g052600  -  -  - 

80 Phvul.001g061200  -  -  - 

81 Phvul.001g119800  -  -  - 

82 Phvul.001g151000  -  -  - 

83 Phvul.001g191500  -  -  - 

84 Phvul.001g198300  -  -  - 

85 Phvul.001g210500  -  -  - 

86 Phvul.001g234200  -  -  - 

87 Phvul.001g238500  -  -  - 

88 Phvul.001g258800  -  -  - 

89 Phvul.001g264500  -  -  - 

90 Phvul.002g019500  -  -  - 

91 Phvul.002g034800  -  -  - 

92 Phvul.002g037700  -  -  - 

93 Phvul.002g071800  -  -  - 

94 Phvul.002g078300  -  -  - 

95 Phvul.002g115100  -  -  - 

96 Phvul.002g145000  -  -  - 

97 Phvul.002g152300  -  -  - 

98 Phvul.002g153000  -  -  - 

99 Phvul.002g175700  -  -  - 

100 Phvul.002g214900  -  -  - 

101 Phvul.002g289700  -  -  - 

102 Phvul.002g296500  -  -  - 

103 Phvul.002g296700  -  -  - 

104 Phvul.002g326800  -  -  - 

105 Phvul.003g009000  -  -  - 

106 Phvul.003g078900  -  -  - 

107 Phvul.003g119700  -  -  - 

108 Phvul.003g127400  -  -  - 
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109 Phvul.003g209300  -  -  - 

110 Phvul.003g213700  -  -  - 

111 Phvul.003g216700  -  -  - 

112 Phvul.003g241500  -  -  - 

113 Phvul.003g264900  -  -  - 

114 Phvul.003g293500  -  -  - 

115 Phvul.004g113500  -  -  - 

116 Phvul.004g127100  -  -  - 

117 Phvul.004g154300  -  -  - 

118 Phvul.004g157000  -  -  - 

119 Phvul.005g017100  -  -  - 

120 Phvul.005g024200  -  -  - 

121 Phvul.005g046100  -  -  - 

122 Phvul.005g054500  -  -  - 

123 Phvul.005g101200  -  -  - 

124 Phvul.005g168700  -  -  - 

125 Phvul.006g048500  -  -  - 

126 Phvul.006g057900  -  -  - 

127 Phvul.006g134011  -  -  - 

128 Phvul.006g144500  -  -  - 

129 Phvul.006g160500  -  -  - 

130 Phvul.006g220500  -  -  - 

131 Phvul.007g044000  -  -  - 

132 Phvul.007g078200  -  -  - 

133 Phvul.007g107300  -  -  - 

134 Phvul.007g111500  -  -  - 

135 Phvul.007g159100  -  -  - 

136 Phvul.007g179900  -  -  - 

137 Phvul.007g183600  -  -  - 

138 Phvul.007g199000  -  -  - 

139 Phvul.007g217400  -  -  - 

140 Phvul.007g262900  -  -  - 

141 Phvul.008g051600  -  -  - 

142 Phvul.008g076000  -  -  - 

143 Phvul.008g113800  -  -  - 

144 Phvul.008g117700  -  -  - 

145 Phvul.008g117800  -  -  - 

146 Phvul.008g125600  -  -  - 

147 Phvul.008g181800  -  -  - 
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148 Phvul.008g203300  -  -  - 

149 Phvul.008g228400  -  -  - 

150 Phvul.008g239600  -  -  - 

151 Phvul.008g253500  -  -  - 

152 Phvul.008g271300  -  -  - 

153 Phvul.008g274700  -  -  - 

154 Phvul.008g279300  -  -  - 

155 Phvul.009g033300  -  -  - 

156 Phvul.009g065000  -  -  - 

157 Phvul.009g067100  -  -  - 

158 Phvul.009g086700  -  -  - 

159 Phvul.009g090100  -  -  - 

160 Phvul.009g094200  -  -  - 

161 Phvul.009g106700  -  -  - 

162 Phvul.009g112600  -  -  - 

163 Phvul.009g128200  -  -  - 

164 Phvul.009g205100  -  -  - 

165 Phvul.009g242700  -  -  - 

166 Phvul.009g248300  -  -  - 

167 Phvul.010g005400  -  -  - 

168 Phvul.010g015800  -  -  - 

169 Phvul.010g048600  -  -  - 

170 Phvul.010g098700  -  -  - 

171 Phvul.010g148900  -  -  - 

172 Phvul.010g151900  -  -  - 

173 Phvul.011g012300  -  -  - 

174 Phvul.011g020100  -  -  - 

175 Phvul.011g021300  -  -  - 

176 Phvul.011g023800  -  -  - 

177 Phvul.011g025500  -  -  - 

178 Phvul.011g061800  -  -  - 

179 Phvul.011g070000  -  -  - 

180 Phvul.011g101500  -  -  - 

181 Phvul.011g125500  -  -  - 

182 Phvul.011g180300  -  -  - 

183 Phvul.011g196700  -  -  - 

184 Phvul.011g211500  -  -  - 

185 Phvul.L002157  -  -  - 

186 Phvul.L002172  -  -  - 
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187 Phvul.L010943  -  -  - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Tabla A8. Posición de los motivos MSA con respecto al TSS 

(+1) 

ID P. vulgaris 
Número de 

MSA 

Posición con respecto a TSS 

(+1)  

Phvul.003g009000 1 -14 

Phvul.004g154300 1 -71 

Phvul.001g096900 1 420 

Phvul.001g183900 1 -37 

Phvul.002g094500 2 
-263 

-265 

Phvul.002g132500 2 
-710 

-507 

Phvul.002g268100 1 -101 

Phvul.003g123000 2 
-123 

-180 

Phvul.003g145900 1 -57 

Phvul.005g086300 1 -157 

Phvul.005g172300 1 -23 

Phvul.005g179400 1 1 

Phvul.006g029200 2 
50 

-63 

Phvul.007g041900 1 7 

Phvul.007g096300 1 -102 

Phvul.009g123000 2 
-57 

-93 

Phvul.009g236800 3 

54 

56 

30 

Phvul.010g133100 1 -972 

Phvul.010g143900 1 -122 
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Phvul.001g119800 2 
42 

-1821 

Phvul.002g145000 2 
-39 

-13 

Phvul.004g077900 2 
-80 

-52 

Phvul.002g115100 1 -53 

Phvul.001g119700 2 
-93 

-17 

Phvul.008g203300 1 -68 

Phvul.008g181800 1 -128 

Phvul.009g128200 1 -282 

Phvul.001g061200 1 -112 

Phvul.006g087700 1 -302 

Phvul.006g057900 1 -1341 

Phvul.011g021300 1 -61 

Phvul.005g101200 2 
-1177 

-17 

Phvul.001g232800 1 -68 

Phvul.001g258100 2 
-817 

-452 

Phvul.005g017100 2 
-199 

-138 

Phvul.008g076000 1 -619 

Phvul.009g033300 1 -34 

Phvul.011g125100 1 -112 

Phvul.004g080000 1 -361 

Phvul.001g151000 2 
-1575 

-1295 

Phvul.004g084400 1 -22 

Phvul.001g258800 1 -109 

Phvul.003g119700 1 -560 

Phvul.009g106700 1 246 

Phvul.001g234200 1 -1462 

Phvul.003g262100 2 
-86 

-27 

Phvul.006g134011 1 1 

Phvul.001g264500 1 38 

Phvul.002g019500 1 -136 

Phvul.003g078900 3 
-31 

-3 
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16 

Phvul.004g127100 1 20 

Phvul.004g034700 2 
-1313 

-100 

Phvul.004g113500 1 2 

Phvul.003g264900 1 -40 

Phvul.004g034600 2 
24 

65 

Phvul.003g293500 1 -142 

Phvul.008g274700 1 -140 

Phvul.008g051600 1 -114 

Phvul.008g289400 1 -75 

Phvul.006g220500 1 95 

Phvul.011g125500 2 
12 

27 

Phvul.001g075000 1 -404 

Phvul.008g006700 4 

129 

155 

181 

233 

Phvul.001g061300 1 -1906 

Phvul.002g010100 1 -1670 

Phvul.003g082500 1 -984 

Phvul.003g237900 1 -1241 

Phvul.003g289800 1 -957 

Phvul.006g161200 3 

-1980 

-1967 

-1915 

Phvul.007g060700 1 -998 

Phvul.007g175000 1 -949 

Phvul.008g171000 2 
-1091 

-1071 

Phvul.007g078200 1 -1481 
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Tabla A9. Dominios Pfam proteínas genes PvDB-MSA 

  P. vulgaris (ID) Pfam 

1 Phvul.001g061200     Myb-like DNA-binding domain 

2 Phvul.001g061300     Protein phosphatase 2C 

3 Phvul.001g075000     alpha/beta hydrolase fold 

4 Phvul.001g096900     GDA1/CD39 (nucleoside phosphatase) family 

5 Phvul.001g119700 Cyclin, N-terminal domain/   Cyclin, C-terminal domain 

6 Phvul.001g119800 Cyclin, N-terminal domain/   Cyclin, C-terminal domain 

7 Phvul.001g151000 UNCHARACTERIZED 

8 Phvul.001g183900 

 RNA recognition motif. (a.k.a. RRM, RBD, or RNP domain)/ Poly-

adenylate binding protein, unique domain 

9 Phvul.001g232800  Eukaryotic translation initiation factor eIF2A 

10 Phvul.001g234200 Protein kinase domain/    Legume lectin domain 

11 Phvul.001g258100 kinesin-like protein 

12 Phvul.001g258800 HORMA domain 

13 Phvul.001g264500 Kinesin motor domain/ Kinesin-related 

14 Phvul.002g010100     Uncharacterized conserved protein (DUF2215) 

15 Phvul.002g019500     Cyclin-dependent kinase inhibitor 

16 Phvul.002g094500     Cytochrome P450 

17 Phvul.002g115100 Cyclin, N-terminal domain/   Cyclin, C-terminal domain 

18 Phvul.002g132500 

Myb-like DNA-binding domain/    MYB-CC type transfactor, 

LHEQLE motif 

19 Phvul.002g145000 

Kinesin motor domain/    Di-

glucose binding within endoplasmic reticulum 

20 Phvul.002g268100 UNCHARACTERIZED 

21 Phvul.003g009000 Mad3/BUB1 homology region 1 

22 Phvul.003g078900 UNCHARACTERIZED 

23 Phvul.003g082500 Tyrosine phosphatase family/Tyrosine phosphatase family 

24 Phvul.003g119700 Kinesin motor domain/    Kinesin motor 
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25 Phvul.003g123000 UNCHARACTERIZED 

26 Phvul.003g145900 Centromere kinetochore component CENP-T histone fold 

27 Phvul.003g237900 Alpha/beta hydrolase family 

28 Phvul.003g262100 UNCHARACTERIZED 

29 Phvul.003g264900 TPR repeat 

30 Phvul.003g289800 GRAM domain 

31 Phvul.003g293500 Kinesin motor domain/    Kinesin motor 

32 Phvul.004g034600 Targeting protein for Xklp2 (TPX2) 

33 Phvul.004g034700 Targeting protein for Xklp2 (TPX2) 

34 
Phvul.004g077900   

KNOLLE Syntaxin/    SNARE domain 

35 Phvul.004g080000 WD domain, G-beta repeat 

36 Phvul.004g084400 FHA domain/    PIN domain 

37 Phvul.004g113500 Kinesin motor domain/    Helix-hairpin-helix motif 

38 Phvul.004g127100 Microtubule associated protein (MAP65/ASE1 family) 

39 Phvul.004g154300 Kinesin motor domain/    Domain of unknown function (DUF3490) 

40 Phvul.005g017100 UNCHARACTERIZED 

41 Phvul.005g086300 

Cotton fibre expressed protein/    Domain of unknown function (DUF4

408) 

42 Phvul.005g101200 Reticulon 

43 Phvul.005g172300 Glycosyl transferases group 1/    Glycosyl-transferase family 4 

44 Phvul.005g179400 Thioredoxin-like [2Fe-2S] ferredoxin 

45 Phvul.006g029200 bZIP transcription factor/    Zinc-binding RING-finger 

46 Phvul.006057900 Protein kinase domain 

47 Phvul.006g087700 Protein kinase domain/    Legume lectin domain 

48 Phvul.006g134011 Family of unknown function (DUF566) 

49 Phvul.006g161200 Glycosyl hydrolase family 14 

50 Phvul.006g220500.2 Protein kinase domain 

51 Phvul.007g0419001 B3 DNA binding domain 

52 Phvul.007g060700 Ribosomal S3Ae family 

53 Phvul.007g078200 Protein kinase domain/ Legume lectin domain 

54 Phvul.007g096300 Aromatic amino acid lyase 

55 Phvul.007g175000 Cupin superfamily protein 

56 Phvul.008g006700 Ribosomal RNA-processing protein 7 (RRP7) 

57 Phvul.008g051600 UNCHARACTERIZED 

58 Phvul.008g076000 Microtubule associated protein (MAP65/ASE1 family) 

59 Phvul.008g171000 UNCHARACTERIZED 

60 Phvul.008g181800 Kinesin motor domain 

61 Phvul.008g203300 Cyclin, N-terminal domain/    Cyclin, C-terminal domain 

62 Phvul.008g274700 Kinesin motor domain/    Kinesin-related 

63 Phvul.008g289400 UNCHARACTERIZED 
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64 Phvul.009g033300 UNCHARACTERIZED 

65 Phvul.009g106700 Myb-like DNA-binding domain 

66 Phvul.009g123000 MORN repeat 

67 Phvul.009g128200 Cyclin, N-terminal domain/    Cyclin, C-terminal domain 

68 Phvul.009g236800 Subtilase family/    PA domain/    Peptidase inhibitor I9 

69 Phvul.010g133100 TGS domain 

70 Phvul.010g143900 Phosphofructokinase 

71 Phvul.011g021300 UNCHARACTERIZED 

72 Phvul.011g125100 Reticulon 

73 Phvul.011g125500 

Targeting protein for Xklp2 

(TPX2)/    Cell cycle regulated microtubule associated protein 

  
 


