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RESUMEN

El cambio climatico ha incrementado la frecuencia de las inundaciones, afectando
negativamente los cultivos y la productividad agricola. Por tal razdn, es importante investigar los
mecanismos de tolerancia de las plantas para desarrollar cultivos que puedan sobrevivir y mejorar
su produccion ante estos eventos. Recientemente, se ha observado que el ciclo circadiano de las
plantas se altera debido a las inundaciones, con respuestas diferentes en plantas con alta y baja
tolerancia, como se observé en Brachypodium distachyon. El andlisis transcriptémico diurno de
los ecotipos Bd21 (sensible) y Bd21-3 (tolerante) identificd genes con expresion diferencial. Se
destacaron, el INHIBITOR FACTOR 1 de la ATPasa mitocondrial F1-FO (Bradi3g44950), que mostré
un aumento significativo en su expresidon en tratamientos de sumersion, y el gen UK7
(Bradig68957), de funcion desconocida, que no solo aumentd su expresion, sino que también

presentd una oscilacién circadiana distinta bajo estrés por inundacién.

En el presente trabajo se caracterizaron mediante métodos bioinformaticos las secuencias
de los genes IF1 y UK7. La caracterizacion de IF1 sugirid que en B. distachyon conservaria la
funcién de inhibidor enddgeno de la ATPasa mitocondrial, similar a la reportada en animales. Se
encontraron diferencias en el nimero de copias de IF1 entre ecotipos, y solo BdiBd21-
3.3G0596600 de Bd21-3 mostré una expresidn significativamente aumentada en condiciones de
inundacién. Para UK7, la prediccidén estructural indicé que posee una region intrinsecamente
desordenada desde el aminoacido 554, con una alta proporcion de serinas, que pueden ser sitios
de modificacidon postraduccional. Ademas, el analisis de promotores indicé sitios que podrian
afectar la deteccion por factores de transcripcion de ambos genes y explicar su diferencia de

expresion.

Para ambos genes se encontraron zonas polimoérficas y se demostrd su utilidad como
marcadores moleculares de PCR. En futuras investigaciones, se propone generar lineas isogénicas
gue evalten la influencia de IF1-A y UK7-A en la tolerancia al estrés por inundacién. Dado que
UK7 no tiene informacion reportada y presenta una regién desordenada, es un candidato ideal
para generar lineas Knockouts que permitan estudiar su funcion, en la respuesta al estrés por
inundacion. Estas propuestas contribuiran a entender los mecanismos de tolerancia al estrés por

inundacién y podrian transferirse a cultivos de importancia nutricional en el futuro.
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SUMMARY

Climate change has increased the frequency of floods, adversely affecting crops and
agricultural productivity. For this reason, it is important to investigate the mechanisms of plant
tolerance to develop crops that can survive and improve their output in the face of these events.
Recently, it has been observed that the circadian cycle of plants is altered due to flooding, with
different responses in plants with high and low tolerance, as observed in Brachypodium
distachyon. Day-to-day transcriptomic analysis of eco-types Bd21 (sensitive) and Bd-21-3
(tolerant) identified genes with differential expression. Highlighted were the INHIBITOR FACTOR
1 of mitochondrial ATPase F1-FO (Bradi3g44950), which showed a significant increase in its
expression in submersion treatments, and the UK7 gene (Bradig68957), of unknown function,
which not only increased its expression, but also presented a distinct circadian oscillation under

flood stress.

In this study, the sequences of IF1 and UK7 genes were characterized by bioinformatical
methods. The characterization of IF1 suggested that in B. distachyon it would retain the function
of an endogenous inhibitor of mitochondrial ATPase, similar to that in animals. Differences in the
number of copies of IF1 between eco-types were found, and only BdiBd21-3.3G0596600 of Bd21-
3 showed significantly increased expression in flood conditions. For UK7, the structural prediction
indicated that it possesses an intrinsically disorderly region from amino acid 554, with a high
proportion of serins, which can potentially be post-translational modification sites. In addition,
the promoter analysis indicated sites that could affect transcription factor detection of both genes

and explain their differential expression.

For both genes, useful polymorphic zones were found and their utility was tasted as
molecular markers by PCR. In future research, it is proposed to cross Bd21 and Bd-21-3 to
generate isogenic lines that evaluate the influence of IF1-A and UK7-A on flood stress tolerance.
Since UK7 has no reported information and presents a disorderly region, it is an ideal candidate
for generating Knockouts lines that allow to study its role, in the response to flood stress. These
proposals will help to understand the mechanisms of flood stress tolerance and could be

transferred to nutritionally important crops in the future.
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1. INTRODUCCION

1.1 El cambio climatico como factor de las inundaciones

El cambio climdtico es uno de los desafios que ha tomado relevancia en la actualidad
debido a sus diversos impactos en los sistemas naturales y humanos (Hoegh-Guldberg et al.,
2022). A partir de la revolucion industrial, la actividad humana ha sido responsable del aumento
de emisiones de gases como el diéxido de carbono (CO;) y metano (CHs) que se liberan a la
atmosfera, alterando el equilibrio de la radiacién solar que sale de la Tierra, dando origen al
fenomeno conocido como efecto invernadero (Waters et al., 2016). Esta retencion de energia
conduce en ultima instancia a un calentamiento global que se interconecta con otros aspectos
del sistema climatico. Sus efectos pueden repercutir tanto en la salud humana, como en la
alimentacion, economia e infraestructura (Myers et al., 2017).

Se estima que para el afio 2100, una temperatura global por encima de 2°C podria
ocasionar que algunas zonas costeras enfrenten hasta seis amenazas en simultaneo como olas de
calor, sequias, tormentas e incendios (Mora et al., 2018).

Dentro de los mayores desastres climaticos se encuentran las inundaciones (figura 1;
Hirabayashi et al., 2013). Esto se debe a que el calentamiento propicia la evaporacién del agua e
incrementa la capacidad del aire para mantenerse humedo, alterando los patrones de
precipitacion y temporadas de lluvia de algunos lugares que normalmente deberian estar secos,

y ahora tengan periodos de lluvia prolongados, y viceversa (Thornton et al., 2018).

Figura 1. Prondstico multi modelo del aumento o disminucién de la frecuencia de inundaciones y sequias a nivel
mundial. Se sefialan en azul las zonas que serian mas afectadas por inundacién en el modelo climatico mas extremo
(RCP 8.5) (Hirabayashi et al., 2013).
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Las inundaciones van asociadas a las temporadas de huracanes y ciclones que ocasionan
pérdidas econdmicas en el orden de billones de ddlares (National Academies Press [NAS], 2019).
Entre los dafios que ocasionan, impactan en el sector agrario al dafiar las cosechas por la
inundacion prolongada asi como por la disminucion de la calidad del suelo al aumentar la
concentracion de metales pesados (cadmio, mercurio, plomo), sales (cloruros y fluoruros) e
hidrocarburos (Mora etal., 2018). Los paises en desarrollo, como los localizados en
Latinoamérica, son especialmente susceptibles, al estar tecnolégicamente menos preparados

(Thornton et al., 2018).

1.2 Crecimiento poblacional y seguridad alimentaria

Aunado a los desastres ambientales, la agricultura enfrenta otro serio reto qué superar: la
creciente demanda alimenticia. En los uUltimos afios y debido a la urbanizacién, la poblacion en
todo el mundo ha ido en constante aumento, poniendo en riesgo la seguridad alimentaria, es
decir, afectando la accesibilidad de los alimentos y su distribucidon (Ray et al., 2013; Thornton

etal. 2018).

Entre las cosechas que sustentan la base de la alimentacion global se encuentran el maiz,
el arroz y el trigo que abastecen a las dos terceras partes de las calorias consumidas, y cuyos
rendimientos productivos son clave para satisfacer las demandas futuras (Myers et al., 2017). Se
pronostica que para el afio 2050 la produccién agricola de estos cultivos requerira incrementar
sus rendimientos entre un 60 y 110%. Diversos autores proponen alcanzar esta eficiencia sin
promover la deforestacion de mads zonas de selvas y bosques para su labrado. Sin embargo, en
diferentes regiones del mundo los rendimientos mejorados no superan el 24% y 39% en sus areas
de cultivo mas importantes, lo que dificulta la posibilidad de cumplir con los objetivos (figura 2;

Ray et al., 2013).

17



Figura 2. Proyecciones del rendimiento mundial de los cultivos de cereales mds consumidos para el afio 2050. Se
presenta en lineas discontinuas cémo deberia ir mejorando la eficiencia y duplicar su produccion contrastando con la

linea continua de un crecimiento lineal (Ray et al., 2013).

El aumento del rendimiento de las cosechas no sélo traeria consigo la seguridad
alimentaria; también seria capaz de reducir la pobreza y desnutricion, pues el sector mayoritario
gue constituye a este grupo vulnerable son los mismos agricultores. Se estima que hay mas de

608 millones de granjas familiares en todo el mundo (FAO, 2021).

1.3 Las plantas y su respuesta a las inundaciones

Por lo anterior, es importante conocer la respuesta vegetal ante eventos adversos para
incidir sobre los problemas de su produccion. Las plantas son organismos sésiles que han
desarrollado estrategias fisiolégicas y moleculares para hacer frente a diferentes tipos de estreses
abidticos y bidticos, determinando asi, su capacidad para proliferar en diferentes tipos de habitats

con climas y condiciones particulares (Voesenek & Bailey-Serres, 2015).

El estrés por inundacién puede afectar a las plantas de diversas formas, causando la
clorosis (coloracion amarillenta en las hojas), el aletargamiento del crecimiento, la necrosis en sus
tejidos, e incluso la muerte del organismo completo (figura 3). Estos efectos pueden persistir
incluso después de terminado el periodo de inundacidn, afectando su crecimiento y produccién

de manera prolongada (Pefia-Castro, 2014).
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Figura 3. Sintomas del estrés por inundacion en Arabidopsis thaliana. Las pldntulas se sometieron a periodos de
inundacién y se rescataron en el dia que se indica. Se observan manchas amarillentas y finalmente muerte del

organismo (Pefia-Castro, 2014).

La inundacion puede manifestarse de diferentes maneras (figura 4). Se clasifica en
sumersion cuando todos los 6rganos quedan cubiertos de agua, en anegamiento cuando sdlo las
raices estan inundadas y un estadio intermedio que es la sumersidn parcial (Pucciariello et al.,

2014; Sasidharan et al., 2017).

Figura 4. Diferentes escenarios de inundacion en plantas.

Figura 4. Diferentes escenarios de inundacién en plantas. Clasificacion seguin el incremento del nivel del agua (Bailey-

Serres et al., 2010).

Durante todos los tipos de inundacidn, las plantas sufren un estrés compuesto debido a

perturbaciones en la difusidon del oxigeno atmosférico (0O2), lo que genera hipoxia, un fenémeno
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gue se caracteriza por presentar una concentracion de oxigeno menor a la atmosférica (<21%) en
los tejidos (Sasidharan et al., 2017); pero también debido a la alteracién del flujo de CO, etileno
(C2Ha4), 6xido nitrico (NO), especies reactivas de oxigeno (ROS) y la captacion de energia luminosa
(Fukao et al., 2019; Voesenek & Bailey-Serres, 2015). Por estas razones, las investigaciones se han
centrado principalmente en la crisis energética ocasionada por la limitada actividad fotosintética
y la disminucién de la eficiencia de las rutas aerdbicas de sintesis de ATP, como el ciclo de los

acidos tricarboxilicos y la cadena de transporte de electrones.

Al censar una baja disponibilidad de oxigeno, las plantas inducen la expresidon de genes
conocidos como “genes centrales de hipoxia” (GCH), que estan conformados por factores de
transcripcion, transductores, chaperonas, hemoglobinas y enzimas del metabolismo
fermentativo como la alcohol deshidrogenasa (ADH) y la piruvato descarboxilasa (PDC). Estos
genes permiten que la célula cambie al metabolismo anaerobio para obtener ATP y NAD*, por via
de la glucdlisis y propician que la fermentacion etandlica se convierta en la ruta catabdlica
predominante. Adicionalmente, se administran las reservas de almidén mediante la regulacion
de hormonas como el acido giberélico (GA), acido abscisico (ABA), 6xido nitrico (NO) y etileno,
que son reguladas por factores de transcripcién conocidos como Ethylene Response Factors (ERFs)
y regulaciones postraduccionales como la regla N-terminal; (figura 5; Pefa-Castro, 2014; Fukao

etal., 2019).
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Figura 5. Interconexién de diferentes procesos bioquimicos y moleculares en el estrés por inundacion en plantas. Vias
metabdlicas de la glucdlisis y fermentacidn, asimilacién del nitrégeno y ciclo de NO importantes en la respuesta al

estrés. Incluye disponibilidad de TFs controlados por la regla N-terminal (Fukao et al., 2019).

1.4 La biotecnologia de respuesta al estrés hidrico en plantas

El arroz es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial que presenta la capacidad
de germinar y crecer en un amplio espectro de condiciones de inundacién (Pucciariello et al.,
2014). De tal manera, al usar la diversidad genética del arroz, se han podido desarrollar dos tipos
de cultivares de arroz para mantener la productividad aun en condiciones adversas. El primer tipo
son las variedades de arroz que tienen la capacidad de elongar sus hojas y parte de sus tallos
hasta 25 cm por dia como estrategia de escape frente a una inundacién parcial o completa
(Kuroha et al., 2018). Sin embargo, si la inundacidn persiste durante un periodo prolongado, la
planta puede agotar sus reservas de energia rapidamente, provocando su muerte en cuestion de

dias.

Por lo anterior, se han desarrollado los cultivares del segundo tipo que son derivados del
arroz que modula el consumo de carbohidratos de reserva cuando la produccién de energia se ve
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comprometida (Bailey-Serres et al., 2010). También, a través de un mapeo molecular, se
identificd en el cromosoma 9, el locus de rasgo cuantitativo (QTL), SUBMERGENCE 1 (SUB1), al

cual se debe la mayor variacion fenotipica (70%) en el estrés por inundacién en arroz quiescente.

Cuando se realizaron retrocruzas entre dos lineas parentales en el que un fragmento del
ADN del parental donante se transfirié a un receptor y se generaron lineas casi isogénicas (NILs).
Esta introgresién se ha realizado a diferentes variedades de arroz para generar lineas tolerantes
a la inundacién mediante el uso de marcadores moleculares de SUB1 (Bailey-Serres et al., 2010;

Singh et al., 2013).

La generacion de NILs de los ecotipos de arroz de latitudes bajas y de aguas profundas,
permitid la identificacion de SUB1A, SUB1B y SUB1C que son genes que codifican para ERFs de
union al ADN. Los cultivares de arroz sensibles a excesos de agua prolongados contienen los genes
SUB1B y SUB1C en su genoma, mientras que los cultivares tolerantes también poseen el gen
SUB1A, que es controlado por el etileno, permitiendo interrumpir la elongacidén como estrategia

de escape (figura 6; Bailey-Serres et al., 2010).

Escape Quiescencia
Sumersion Sumersion
T — L T—
ABA ABA Y Sy .
1
1
SUB1A
SLR1+ SLRL1 SLR1+ SLRL1
Respuestas GA Respuestas GA
4 {
SUB1C SUB1C
4 )
Consumo de CHO Consumo de CHO
Elongacién Elongacion limitada

Figura 6. Respuestas moleculares al estrés por inundacion en arroz. A la izquierda, el mecanismo de escape usando
como intermediarios acido absicico y acido giberélico en la elongacion. A la derecha, la respuesta de las variedades

tolerantes inducida por el etileno que incrementa como consecuencia de la sumersion (Bailey-Serres et al., 2010).
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Estos hallazgos representan casos exitosos de la aplicacién de la biotecnologia para
generar conocimiento y utilizarlo de manera aplicativa pues posibilitaron la obtencién de
cultivares de arroz de alto rendimiento capaces de soportar inundaciones de diferente tipo

(Pucciariello et al., 2014).

1.5 Tolerancia diferencial a la inundacién en ecotipos de Brachypodium distachyon

No obstante estos avances, la mayor parte de las gramineas (a diferencia del arroz) no
tienen una historia evolutiva de reto ante inundaciones. De ahi que el uso de plantas modelo de
rapido crecimiento sea una alternativa para investigar rasgos generales de la respuesta a la
inundacion. Tal es el caso de Brachypodium distachyon que es una graminea con caracteristicas
similares a los cereales mas consumidos en el mundo. El tamafio de su genoma es similar al de
Arabidopsis thaliana, y es uno de los genomas mas simples reportados en pastos. Ademas, tiene
tiempos de germinacién cortos y la secuencia gendmica de varios ecotipos se encuentra
reportada en bases de datos especializadas como Phytozome, lo que la convierte en un modelo
de estudio adecuado para realizar analisis que permitan identificar sus respuestas y trasladarlas

a cultivares superiores (Vogel et al., 2010).

En el caso de la inundacion, se han caracterizado fisioldgica y molecularmente diferentes
ecotipos de B. distachyon frente a la inundacién, y se han encontrado ecotipos tolerantes y
sensibles. Cuando se compararon los transcriptomas de los ecotipos Bd21 (sensible) y Bd2-3
(tolerante), se descubrié que el manejo de ROS en el ecotipo tolerante era un factor relevante de
tolerancia (Rivera-Contreras et al.,, 2017). Posteriormente, en otro estudio transcriptémico, se
contrastd a Bd21 y Bd21-3 en un disefio experimental diurno en el que se descubrieron mas de
3000 transcritos que varian su expresién dependiendo, no sélo del estrés, sino también de la hora
del dia, involucrando asi al ciclo circadiano en la respuesta a la inundacion (figura 7, Medina-

Chavez et al., 2023).
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Figura 7. Tolerancia diferencial en ecotipos Bd21 y Bd21-3 de Brachypodium. Las plantulas de 14 dias de germinacion
se sometieron simultdneamente en tratamientos de sumersién con condiciones de baja luz. Bd21 presenta sintomas
de estrés después de un dia de tratamiento, mientras que Bd21-3 presenta hasta después de 4 dias (Medina-Chavez

et al., 2023). Controles de baja luz (LL) y sumersion (S).

Adicionalmente, sus ecotipos Bd21 (sensible) y Bd21-3 (tolerante) presentan tolerancia
diferencial a la inundacién (Rivera-Contreras, 2017; Medina-Chavez et al., 2023). Esta diferencia
de expresién fenotipica a periodos de inundacion pudo permitir contrastar los efectos asociados
a estos eventos e identificar genes potencialmente relacionados con la tolerancia al estrés por

inundacion.

En el trabajo de Medina-Chavez et al., (2023), que es antecedente directo del presente, se
analizaron 5 tiempos correspondientes al segundo dia de inundacién. Lo anterior permitio
observar la expresién diferencial de genes con expresidn diurna, como los asociados a la actividad
fotosintética, y al propio ciclo circadiano. El ciclo circadiano le permite a las plantas regular su
expresion de genes ante cambios ambientales diarios y estacionales (Inoue et al., 2018). Estos
cambios dinamicos indican que la modulacidn de la respuesta a la inundacién varia segun el

momento del dia (Medina-Chavez et al., 2023).
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Estos experimentos de sumersion en periodos de oscuridad y luz utilizando los ecotipos
Bd21 y Bd21-3 de Brachypodium distachyon permitieron el analisis transcriptémico que reveld la
expresion diferencial de genes entre ambos ecotipos. Entre los transcritos que poseen una
anotacion de actividad bioldgica esta Bradi3g44950 (IF1) que codifica para INHIBITOR FACTOR 1,
gue no habia sido involucrado en la respuesta a la inundacidn, y que aumentd su expresién en al
menos 5 veces en Bd21-3 en inundacion desde el comienzo del registro y especialmente a partir
delas 16 horas que alcanzé un incremento de 13 veces en estrés por inundacidn. En comparacién,
en Bd21 no se observé una expresion diferencial con los controles (figura 8A).

Asimismo, se identificaron genes que no poseen una identidad bioquimica estudiada, es
decir, son de funcién desconocida, y que aumentaron su expresion, y también adquirieron una
oscilacion circadiana distinta a sus controles sin estrés por inundacién (condicion de luz normal y
baja). Tal es el caso de Bradilg68957 (UK7) que en Bd21-3 mostrd un aumento en su expresion
de 5 veces durante las primeras horas, disminuyendo a las 16 horas, punto donde comenzé a ir
en aumento nuevamente. Sin embargo, su expresidn no cambid significativamente en Bd21
(figura 8B; Medina-Chavez et al., 2023). Este descubrimiento indica el valor de uso de ecotipos
diferenciales en el estudio de la inundacion y podria llevar a la razéon por la cual no se habia

involucrado en esta respuesta previamente.

Bradi3g44950 IF1 (B) Bradilg68957 UK7

(A)

CPM
CcCPM

Crecimiento Baja luz Estrés por sumersion
normal

Figura 8. Expresion de los genes IF1y UK7 de Brachypodium distachyon en tratamientos de sumersion y baja luz. Ambos
genes aumentaron su expresion en estrés por inundacion, pero UK7 (Desconocido) parece oscilar segin el ciclo

circadiano. Los asteriscos indican diferencias significativas entre tratamientos (rojo) y entre ecotipos (azul).
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1.6 El factor inhibidor 1 de la ATPasa mitocondrial F1-Fo

El gen Bradi3g44950 posee identidad con ATPSIF1 de Bos Taurus, que es un inhibidor
proteico de la F1-Fo ATP sintasa, un nanomotor reversible que puede sintetizar o hidrolizar ATP
segln el gradiente de protones transmembranal (Noji & Ueno, 2022). Es un Unico mecanismo con
el cual los organismos vivos convierten el potencial de membrana en energia quimica, siendo asi
una de las mayores fuentes de energia de la célula (Kiihlbrandt, 2019). Se encuentra en la
membrana de mitocondrias, cloroplastos y bacterias (Junge & Nelson, 2015). Esta compuesta por
un dominio de membrana llamado Fo y una cabeza Fi. Este Ultimo se compone a su vez por 3
subunidades a y B intercaladas entre si, con 3 sitios cataliticos que se encuentran en las

subunidades B en la interfase con las subunidades a (figura 9; Cabezén et al., 2003).

Matriz
mitocondrial

Membrana
mitocondrial
interna
@
® @

Espacio intermembranal

Figura 9. Estructura de la Fo-F1 ATP sintasa. Representacién esquemdtica (izquierda) y estructura cristalogréfica
(derecha) de ATPasa mitocondrial de bovino. La subunidad y une ambos dominios y junto a las subunidades 6 y €
forman el rotor de la enzima. El cilindro rotor es el anillo de subunidades c, que requiere la translocacion del mismo
nimero de protones para girar 360°, que en mamiferos es 11, es decir, el coste bioenergético es de 3.7

protones/molécula de ATP (Bermudez-Garcia, 2015; Kihlbrandt, 2019).

Cuando la célula sufre hipoxia y el gradiente de protones disminuye, la sintesis de ATP
cambia a hidrdlisis y la rotacién invierte su direccién (contrario a las manecillas del reloj, CCW).

Dado que puede suponer un consumo inutil de trabajo, la enzima cuenta con mecanismos de
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inhibicion de dicha hidrdlisis basados en cambios conformacionales de la subunidad B (que se
requiere para la catalisis) o directamente bloqueando la rotacion de la subunidad y. Entre los
mecanismos de inhibicién se encuentra la inhibicidon por Mg-ADP, el mecanismo de bloqueo de
giro del rotor central por la subunidad € (presente en bacterias) y por la subunidad T (presente en
a-proteobacterias), un puente disulfuro redox regulado por luz de la subunidad y (encontrado en
la ATPasa cloroplastica) y el factor inhibidor de la ATPasa mitocondrial que inhibe estrictamente

la hidrélisis de ATP (figura 10; Mendoza-Hoffmann et al., 2022).

IF1 es una proteina corta (84-110 aminodacidos) y de bajo peso molecular, que inhibe la
actividad de hidrdlisis de ATP de forma exclusiva en la mitocondria (Chen et al., 2020; Gatto et al.,
2022). Se ha descrito la existencia de 3 isoformas de la proteina, fruto del splicing alternativo (Xu
et al., 2009), sin embargo solo la isoforma 1 parece expresarse considerablemente, mientras que
las otras son apenas perceptibles. Cuenta con una pre-secuencia de localizacién mitocondrial
formada por los primeros los primeros 25 aminoacidos N-terminal que se escinden durante su

transporte (Xu et al., 2009).

o—|F1

oV ¢

Figura 10. Modelo atémico de diferentes ATPasas siendo inhibidas. A) ATPasa cloroplastica (PDB_id 6VON). Las
cisteinas reguladoras de la subunidad y se representan en esferas café. B) ATPasa bacteriana (PDB_id 5T40) es inhibida
por su subunidad e. C) ATPasa de a-proteobacteria (PDB_id 5DN6) es inhibida por su subunidad . D) ATPasa

mitocondrial (PDB_id 6J51) que es inhibida por el IF1.
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El dominio inhibidor altamente conservado se encuentra en la region N-terminal
interactuando con la subunidad B. Para la unidn especifica se requiere que IF1 interactue con la
conformacion abierta (E), que pasara a la conformacién cerrada (DP) después de la hidrélisis de 2
ATP (figura 11). Estudios indican la presencia de un importante puente salino entre Glu30 en el

inhibidor y el residuo Arg408 de la subunidad Bpp (Bermudez-Garcia, 2015; Ichikawa et al., 2005).

Figura 11. Esquema de inhibicion de hidrélisis por IF1. IF1 se une en la conformacion abierta (O) junto a un ATP,
resultando en la hidrélisis de ATP en el sitio ajustado (T) (paso 1, 2 y 3). Un segundo ATP entra en la ahora conformacién
abierta y se hidroliza otro ATP de la conformacién ajustada (paso 4 y 5). Un tercer ATP entra en la conformacién que

ahora es la abierta y el mecanismo deja de hidrolizar (Cabezdn et al.,, 2003).

En plantas, la secuencia de IF1 se determind en arroz (Oryza sativa) y su analisis con la
proteina verde fluorescente (GFP) indicod una localizacidn mitocondrial (Nakazono et al., 2000).
Estudios bioinformaticos revelaron que IF1 en plantas es un ortélogo de otros IF1 en eucariotas y
gue algunas contienen multiples copias del gen debido a eventos de duplicacion gendmica (Chen

etal., 2020).

El estudio de IF1 en plantas indica que comparte la misma funcién que en mamiferos,
aungue su estudio es incipiente (Chen et al., 2020, 2021). En Arabidopsis thaliana su funcién se
ha conservado como inhibidor enddgeno, jugando un rol importante en el crecimiento vy

desarrollo de la planta, particularmente en su fertilidad (Chen et al., 2021). En el caso de la hipoxia
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generada por inundacién en B. distachyon, pareciera ldgica su expresion en el contexto de la

conservacion de energia en el ecotipo tolerante a través de su mecanismo inhibitorio de IF1.

1.7 UK7 un gen de funcion desconocida

Por su parte, UK7 estd reportado como un gen de funcién desconocida. No obstante, su
aumento de expresion en el ecotipo tolerante y su aparente patrén oscilatorio bajo condiciones
de inundacidn, lo convierte en un candidato interesante para su caracterizacién pues podria

ofrecer informacién sobre los mecanismos o vias de sefializacién en los que participa.
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2. JUSTIFICACION
El cambio climdtico global y la prediccién de futuras demandas de mayor abastecimiento
alimenticio, requieren buscar estrategias que favorezcan la produccién de cultivos capaces de
sobrevivir estos eventos. Para ayudar a esta meta, es necesario conocer los mecanismos de

respuesta a factores adversos para la economia agricola, como la inundacién.

Como caso exitoso del potencial de la biotecnologia estd el arroz, cuya capacidad de
germinar y proliferar en distintos ambientes con excesos de agua permitié identificar a SUB1A,
que al transferirlo mediante cruzas y seguimiento con marcadores moleculares a otros cultivares
permitio hacer disponibles nuevos germoplasmas tolerantes a periodos mds largos de

inundacion.

Para caracterizar nuevos candidatos génicos de mejoramiento vegetal, se pueden tomar
estudios genéticos del estrés por inundacién en plantas sin historia evolutiva en ambientes
inundados y que posean amplias herramientas de investigacion. Tal es el caso de Brachypodium
distachyon y sus ecotipos, Bd21 (sensible) y Bd21-3 (tolerante) que presentan tolerancia
contrastante a la inundacion, en los que su evaluacién transcriptédmica reveld a un grupo de genes
que aumentaron su expresion diferencial entre ambos ecotipos, suponiendo una relacién en la
respuesta al estrés por inundacién. Tal es el caso del gen IF1 (Bradi3g44950), que codifica para
una proteina inhibidora de la ATP sintasa, y UK7 (Bradi1lg68957), cuyo transcrito tiene funcién

desconocida pero alta de expresién oscilatoria diurna en estrés.

La caracterizacidn de estos genes, se puede lograr al comparar sus secuencias con el uso
de herramientas bioinformaticas con varios fines. Entre ellos, el disefiar oligonucledtidos que
funcionen como marcadores moleculares, los cuales permitiran el rastreo de cruzas, a fin de
generar lineas isogénicas de la variedad sensible, pero con el gen del ecotipo tolerante para

comprobar el rol e importancia individual de los genes en la respuesta a estrés por inundacion.

De manera concomitante, también permite comparar la secuencia del gen UK7 para
descubrir analogos, estructura predicha, clasificacidn, hacer alineamientos con otras secuencias
de organismos que cuenten con un alto porcentaje de similitud para atribuirle funciones tedricas

a su transcrito, sitios de dominio, y participacion en el metabolismo celular.
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3. HIPOTESIS
Las secuencias de los genes IF1 y UK7 de los ecotipos de Brachypodium distachyon Bd21 y Bd21-

3 presentaran diferencias que permitiran su aplicacion como marcadores de estos ecotipos.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general
Disefiar marcadores moleculares de los genes IF1 y UK7 de los ecotipos Bd21 y Bd21-3 de

Brachypodium distachyon que permitan diferenciar su origen alélico.

4.2 Objetivos especificos
I.  Describir bioinformaticamente a las secuencias de los genes IF1 y UK7 para proponer
caracteristicas funcionales teoricas.
II.  Analizar mediante métodos bioinformaticos las secuencias de los genes IF1 y UK7 para
identificar zonas polimdrficas entre los ecotipos Bd21 y Bd21-3.
lll.  Disefiar oligonucledtidos que permitan identificar las secuencias polimodrficas de la
variedad tolerante a inundacion.

IV.  Detectar por PCR ambos marcadores en los ecotipos Bd21 y Bd21-3.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Descripcion de las caracteristicas de
expresion de IF1y UK7 en la base de datos
del transcriptoma de los ecotipos Bd21 y
Bd21-3

|

Obtener sus secuencias de nucledtidos y
aminoacidos (Phytozome y Ensemble)

i

Analisis bioinformatico

—| BLAST: identificar secuencias homodlogas

—| MEGA: Arbol filogenético

—| MEME SUITE: identificar sitios de dominio

L CLUSTAL: multialineamientos
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Analisis bioinformatico

6.1.1 Obtencion de secuencias de consulta

Se utilizé la base de datos especializada en plantas Phytozome V.13 (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/; Goodstein etal., 2012), para obtener las secuencias de nucledtidos y
aminodcidos de los alelos Bradi3g44950 (IF1) y Bradilg68957 (UK7) de Brachypodium distachyon
V3.2 (Phytozome genome ID: 556, NCBI taxonomy ID: 15368) seleccionado como el ecotipo
sensible a la inundacién (Rivera-Contreras, 2017; Medina-Chavez et al., 2023) y cuyas secuencias
sirvieron como referencia de consulta. Se buscaron los mismos genes en Bd21-3 (v1.2, Phytozome
genome ID: 537, NCBI taxonomy ID: 15368), seleccionado como el ecotipo tolerante a inundacién,

utilizando la matriz de comparacion BLOSUM62 con un valor umbral de expectativa (E) de -1.

6.1.2 Diseio de oligonucleétidos

Los oligonucledtidos para PCR de genotipificacion se disefiaron buscando tanto la
secuencia codificante como la de su extremo derecho e izquierdo con el Genomic Browser de
Phytozome, sin alcanzar a los genes adyacentes. Se hizo la excepcién con genes sobrelapantes o
muy cercanos (~500 pb).

Se realizd un alineamiento multiple de secuencias mediante “Clustal Omega” (Sievers &

Higgins, 2018) del EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para la identificacion

de sitios polimoérficos.

Se tomaron en consideracion las secciones de la secuencia que presentaron brecha (gap)
significativa 216 pb por ser el minimo visible en electroforesis, y se alimentaron en el sitio web
Primer3 v0.4.0, £300 pb con condiciones de amplicon minimo de 80 pb. La sintesis de los

oligonucledtidos se llevd a cabo por la compaiiia OligoT4 (https://t4oligo.com/oligohome/).

6.1.3 Andlisis filogenético

Para la busqueda de homodlogos tanto en Brachypodium como en otras especies de
plantas, se realizé un analisis BLAST por cada gen a través de Phytozome y Ensemble (Benson
etal, 2017; Harrison etal., 2024), donde se alimenté con las secuencias de consulta de
aminoacidos mencionadas en el apartado 7.1.1, buscando en los organismos objetivo Bd21-3
(v1.2, Phytozome genome ID: 537, NCBI taxonomy ID: 15368) y Bd21 (V3.2, Phytozome genome

ID: 556, NCBI taxonomy ID: 15368). Adicionalmente, se incluyeron las especies objetivo Triticum
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aestivum (v2.2, Phytozome genome ID: 296, NCBI taxonomy ID: 4565), Zea mays (RefGen_ V4,
Phytozome genome ID: 493, NCBI taxonomy ID: 4577), Oryza sativa (v7.0, Phytozome genome ID:
323, NCBI taxonomy ID: 39947), y Arabidopsis thaliana (TAIR10, Phytozome genome ID: 167, NCBI
taxonomy ID: 3702).

Para la busqueda de homdlogos en animales se hizo un andlisis BLAST a través de NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi; Sayers et al., 2021), en Bos taurus (Taxonomy ID: 9913)
y Homo sapiens (Taxonomy ID: 9606) para Bradi3g44950 (IF1), y sin organismo objetivo para
Bradilgb68957 (UK7). Para este ultimo, se ejecutd un andlisis tblastn (Zhang et al., 1997), para la
identificacion de similitudes con la secuencia de consulta en los genomas al traducir una
secuencia de nucledtidos en las seis posibles fases de lectura y revelar posibles regiones que

codifiquen al gen que aln no estén reportadas.

Las secuencias que indicaron los andlisis BLAST fueron descargadas para la construccion
de drboles filogenéticos en el software MEGA 7 (S. Kumar et al., 2016), en versién grafica
(https://www.kent.ac.uk/software/mega-7), mediante el método “Construct/Test Neighbor-

Joining Tree (1000 bootstrap modelo de Poisson, uniform rates y Pairwise deletion)”.

6.1.4 Sitios de dominio

Para identificar dominios conservados, las secuencias de todos los aminoacidos obtenidos
del analisis previo se estudiaron en MEME suite (https://meme-suite.org/meme/; Bailey et al.,
2009) mediante el método de Multiple Maximum Expectation (MME), con cero o una ocurrencia

por secuencia (zoops) y con una longitud minima de 6 y maxima de 50 por cada motivo.

6.1.5 Andlisis de expresidn en inundacién

Para analizar el nivel de expresién en tratamientos de estrés energético de los genes
hdmologos de IF1 y UK7 de Brachypodium distachyon obtenidos como se describid en el apartado
7.1.3, se utilizé la base de datos Brachytonalli (https://brachytonalli.shinyapps.io/tonalli/);
considerando como umbral de regulacion un valor de Log2FC de 1.5/-1.5, un recuento minimo de
expresion de 15 CPM y un FDR maximo de 0.000005 como significativo (Medina-Chavez et al.,
2023).
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6.1.6 Parametros proteicos

Para el caso de Bradilg68957 (UK7), de Brachypodium distachyon V3.2, cuya funcién no
ha sido reportada, se comenzd su andlisis desde lo fundamental, analizando su secuencia de
aminodcidos con la herramienta ProtParam del portal de recursos Expasy del Instituto suizo de
bioinformatica (SIB) (https://web.expasy.org/protparam/; Gasteiger et al., 2005), para el célculo
de parametros fisicos y quimicos como el peso molecular, punto isoeléctrico tedrico, composicidn

de aminoacidos y vida media estimada.

6.1.7 Prediccion de estructura

Se utilizé AlphaFold2 para predecir el plegado de proteinas mediante el sitio Neurosnap
(https://neurosnap.ai/; Jumper etal., 2021), se alimentaron las secuencias de consulta
mencionadas en el apartado 7.1.1, sin introducir un archivo de plantilla o alineacién multiple de
secuencias (MSA) personalizada, con un modelo automatico de prediccion y 5 nimeros de
reciclos. Se usé el servidor MolProbity de la Escuela de medicina de la Universidad de Duke
(http://molprobity.biochem.duke.edu/; Rose et al., 2018), para validar la estructura predicha

mediante un grafico de Ramachandran.

Se usé la herramienta Pymol 3.0 (http://www.pymol.org/pymol; Schrodinger & Delano,

2020), para la visualizacidn y analisis de la estructura en archivo PDB.

6.1.8 Estructura de proteina con region intrinsecamente desordenada
Para predecir la estructura secundaria de Bradilg68957 (UK7), que posee una region

candidata a proteina intrinsecamente desordenada, se utilizaron los siguientes softwares: |-

TASSER (https://zhanggroup.org/I-TASSER/; Yang et al., 2015), YASSPP
(http://glaros.dtc.umn.edu/yasspp/; Karypis, 2006), PSIPRED 4.0
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/; Buchan & Jones, 2019), YASPIN
(https://www.ibi.vu.nl/programs/yaspinwwwy/; Lin etal., 2005), ASSP2

(http://crdd.osdd.net/raghava/apssp2/; Krippahl, 2006), Uva FASTA Server
(https://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www?2/fasta_www.cgi?Rm=miscl; Pearson & Lipman,
1988), y NetSurfP-3.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetSurfP-3.0/; Hgie et al.,
2022), los cuales se alimentaron con la secuencia de aminoacidos en formato fasta y se corrié con

los parametros predeterminados establecidos.
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Para corroborar la prediccion de proteina con region intrinsecamente desordenada se usé
Metapredict online v2.4 (https://metapredict.net/; Lotthammer et al., 2023), como predictor de

consenso.

6.1.9 Analisis de promotor

Se realizé un alineamiento introduciendo la secuencia de 2000 nucleoétidos rio arriba de la
region 5'UTR de los alelos Bradi3g44950 (IF1) y Bradilg68957 (UK7) de Bd21 y Bd21-3 mediante
CLUSTAL Omega, para la deteccién de polimorfismos entre ambos ecotipos. Se hizo un escrutinio
identificando cada una de las mutaciones. Estos sitios fueron analizados mediante el software
PlantPan v4.0 (http://plantpan.itps.ncku.edu.tw/plantpan3/download/index.php; Chow et al.,
2024), para evaluar si el polimorfismo coincidia con un probable factor de transcripcion, alterando
su secuencia consenso. Dentro de la interfaz de PlantPan se utiliz6 la herramienta “Gene search”
de Brachypodium distachyon, introduciendo el cédigo Gramene (https://www.gramene.org/;
Tello-Ruiz et al., 2022), KQJ99736 y KQK22714 de IF1y UK7 respectivamente como identificador

del gen, siguiendo las coordenadas ascendentes del promotor del programa (figura 12).

Figura 12. Coordenadas ascendentes y descendentes del promotor. La regién utilizada comprende del sitio de inicio

de transcripcion a la posicidon -2,000.

6.2 Cultivo de Brachypodium distachyon y extraccién de ADN genémico

Para la obtencién del material genético se utilizaron semillas de los ecotipos Bd21y Bd21-
3 de Brachypodium distachyon obtenidas de la coleccion del laboratorio de Biotecnologia vegetal
de la Universidad del Papaloapan (UNPA), provenientes del Departamento de Agricultura de

Estados Unidos a través del Dr. David Garvin (USDA).
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Las semillas se desinfectaron en tandas maximas de 100 semillas, con una solucion de 40
mL de hipoclorito de sodio al 1.6% w/v, en agitacion durante 5 min, realizando 3 ciclos de
enjuague usando 50 mL agua destilada estéril y agitando durante 1 min. Posteriormente, se
adiciond agua desionizada estéril para romper la dormancia y se incubaron a 4 °C en oscuridad

durante 3 dias para sincronizar la germinacion.

Las semillas germinaron en una mezcla de sustrato Cosmopeat y perlita (3:1), previamente
esterilizada (121 °C durante 15 min a 15 psi), y adicionada con fertilizante Nitrofoska (relacidn

NPK 15-15-20) en una concentracion 2% p/p (16.4 g por cada 4 L).

Se utilizaron macetas de 150 mL rotuladas con el nombre de los ecotipos y fecha de
siembra. Se sembraron 5 semillas por maceta y se dejaron germinar durante 5 dias. Las plantulas
crecieron en el cuarto de crecimiento vegetal del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad del Papaloapan en condiciones de luz oscuridad de 16h /8 h con una intensidad
luminica de 150-180 pEm~2s7, 60% de humedad, 23+2 °C de temperatura ambiente y riego con

agua potable filtrada cada 2 dias, durante 3 semanas.

Se colectaron hojas sanas y se almacenaron -80 °C hasta su uso. Se extrajo el ADN
gendmico (gDNA) triturando las hojas con un mini pistilo estéril utilizando nitrégeno liquido como
congelante externo. Posteriormente, se afiadieron 500 uL de buffer de extraccién (tabla 1) y se

incubd por 30 min a 65 °C en un termobloque.

Tabla 1. Componentes de buffer de extraccion

Componentes Cantidades

EDTAO.5M (pH8) | 1.0mL

NaCl 2.5 M 2.0 mL
Tris1M 0.5 mL
SDS 10% 0.4 mL

H,0 desionizada 6.1 mL

Volumen final 10.0 mL

Se afiadieron 500 uL de fenol-cloroformo (24:1) y se mezclaron en un vortex por 10 s;
después se centrifugd a 14,000 g (velocidad méaxima) por 10 min a temperatura ambiente para

obtener una separacion de fases de la cual se recolectd la fase sobrenadante. Se colocd en un
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tubo nuevo y se agregaron 500 uL de isopropanol y se incubo por 30 min a temperatura ambiente
seguido de una centrifugacion a 14,000 g por 15 min para la precipitacidon del ADN. Se decant? el
sobrenadante dejando la pastilla de ADN en el fondo del tubo.

La pastilla de ADN se lavé usando 750 plL de etanol al 70%, se mezcld con un vortex y se
centrifugd a velocidad maxima durante 7 min para posteriormente decantar el etanol. Se agregd
500 pL de agua destilada desionizada (ddH,0) adicionada con 2 uL/mL de RNasa y se incubé a 37

°C por 30 min en un termobloque.

La integridad del gDNA se observd en un gel de agarosa al 1% utilizando un buffer de
corrida TAE 1X y se visualizé en un fotodocumentador utilizando como marcador de referencia
de longitud a 1 Kb Plus DNA Ladder de la marca Invitrogen (10787018/10787026). Se guardd hasta

su uso a -20 °C.

6.3 Preparacion y evaluacion de la calidad de los oligonucleétidos

6.3.1 Condiciones de operacion de los oligonucleétidos

Los oligonucledtidos se resuspendieron en agua bidestilada estéril filtrada (Filtro Walkman
0.02 um) e irradiada con luz UV para obtener la solucién stock a una concentracién de 100 mM.
Se realizd una dilucién 1:10 para cada oligonucleétido (45 pyL de ddH.O y 5 uL de

oligonucleétidos).

Se realizaron pruebas de PCR en gradiente para determinar la mejor temperatura de
alineamiento de cada par de primers, en un intervalo de +/- 5°C de la temperatura de
alineamiento calculada por la compaiiia OligoT4. Se utiliz6 como molde el ADN gendmico del
ecotipo Bd21 y con un tiempo de extensién de 30 segundos. Se observaron en un gel de agarosa

al 2% utilizando un buffer de corrida TAE 1X y se visualizé en un fotodocumentador.

6.3.2 Programa de PCR para genotipificacion

Para la PCR, se utilizé la enzima DreamTaq Green PCR Master Mix 2X (Thermo scientific,
K1082). Se preparé una mezcla con los componentes de la tabla 2 para cada par de
oligonucledtido previamente disefiados en el apartado 7.1.2. El gDNA extraido de Bd21 y Bd21-3

se usd en una dilucién 1:50. Como control negativo se usé un tubo sin molde.
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Tabla 2. Componentes de la reaccion de PCR de oligonucledtidos

Componente Cantidad

ddH,0 5 L

DreamTaq Green MM 10 uL

Oligo F 2uL
Oligo R 2 uL
gDNA 1:50 lpul
Volumen total 20 pL

Se utilizdé el programa de ciclado como se muestra en la tabla 3, en un termociclador

(Techne TC-512).

Tabla 3. Programa de PCR para los oligonucledtidos

Desnaturalizacion inicial a 95 °C 3 min
Desnaturalizacion a 95 °C 30s
35
Alineamientoa Tm °C 30s
ciclos
Extensién a 72 °C 1 min/1000 pb
Elongacién final a 72 °C 5 min

Se simuld un heterocigoto de una cruza de Bd21 y Bd21-3, mezclando 10 uL del ADN del
tubo de reaccién con amplicén de Bd21 con 10 L del ADN del tubo de reaccién con amplicén de
Bd21-3. Esta mezcla contiene una combinacién de fragmentos de ADN de ambas variantes

parentales.

Los productos cuyos amplicones tuvieran una diferencia entre si de = 20 pb se corrieron
en un gel de agarosa al 3% con buffer de corrida TAE 1X, mientras que los menores a 20 pb se

corrieron en un gel de acrilamida 6% con los componentes de la tabla 4.
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Tabla 4. Componentes del gel de acrilamida

Componente Cantidad
Acrilamida 40% 19:1 BIS 750 pL
TBE 10X 500 pL

ddH20 3.75mL

APS 10X 100 pL
TEMED 20 pL
Volumen total 5mL

Los geles se visualizaron en un fotodocumentador, utilizando como marcador de

referencia de longitud a 1 Kb Plus DNA Ladder.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Analisis del gen Bradi3g449950

La base de datos Phytozome indica que el gen Bradi3g44950 esta formado por 3 exones,
2 intrones, un extremo 5°'UTR de 242 pb y un extremo 3" UTR de 608 pb (figura 13). Se encuentra
localizado en el cromosoma 3 en el sitio entre 46,641,836 y 46,643,230 pb en direccién reversa.
Su secuencia gendmica es de 1,394 nucleétidos, de los cuales 250 nucledtidos pertenecen a
intrones y 294 forman parte de la secuencia codificante que da lugar a un péptido de 98

aminodcidos. La anotacién en Phytozome lo describe como inhibidor de la F1-FO ATPasa.

Figura 13. Estructura gendmica del gen Bradi3g44950 obtenida de Phytozome. Este gen posee un gen predicho en

paralelo inverso (Bradi3g44947) que se omitié de la figura por claridad.

7.1.1 Homologia de secuencias

Las secuencias de aminodcidos de IF1 en Arabidopsis thaliana y Bos taurus tienen un
porcentaje de identidad global de 26.74%, mientras que en la regidn inhibidora (39-72 Aa)
comparten un 28.21% con aminoacidos altamente conservados (material suplementario 1).
Aunque estos valores son menores en comparacion con la homologia de la secuencia de IF1 entre
humanos y bovinos (71.4% de identidad), permiten delimitar las regiones caracteristicas que

componen a la proteina (figura 14A).

Los aminoacidos de A. thaliana y B. distachyon son idénticos en un 44.1% de forma global,
siendo la regién inhibidora la zona con mayor porcentaje de homologia (74.29%); (material
suplementario 2). El dominio de dimerizacién reportado en bovinos (C-terminal), responsable de
formacién del homodimero no parece tener un dominio conservado entre animales y plantas

(figura 14B; Cabezon et al., 2000).

La region de inhibicién presente en animales tiene un dominio altamente conservado
(G...E...A..E...Y). El andlisis de estructura en plantas permitié corroborar los aminoacidos que
participan en la uniéon de IF1 con la subunidad B de la ATPasa, como glutamato 30, al cual debe

su actividad (figura 14C; Ichikawa et al., 2005).
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Figura 14. Caracteristicas de IF1 en animales. A) Alineamiento de la secuencia de aminodcidos de IF1 de B. taurus, H. sapiens, A. thaliana, B. distachyon Bd21 y Bd21-3
(secuencia de consulta) y T. aestevium. Se resalta cada regién de la proteina. En café la sefial de localizacion mitocondrial que se escinde en el transporte a la mitocondria
(~25 Aa); En verde la regién de inhibicion, destacando el dominio conservado y en cuadros rojos, las serinas que regulan a la proteina al ser fosforiladas. En azul el dominio
hélice alfa reportado en animales y no encontrado en plantas, sefialando el doble par de histidinas que regulan la activacion por pH de IF1. B) Estructura cristalografica del
homodimero de IF1 bovino (PDB: 1GMJ). Los mondmeros (cian y morado), interactlan en su region C-terminal, dejando libre el dominio inhibidor (N-terminal, region
intrinsecamente desordenada) que interactuara con la ATPasa en relacién 2:2 generando un cambio conformacional y dando estructura definida a la proteina. C) Estructura
cristalogréfica de mondmero de IF1 unido a la subunidad B de la ATPasa de bovino (PDB: 4TT3). Se resalta al glutamato 30 de IF1 que participa en un importante puente

salino con arginina 408 que inhibe la actividad de hidrdlisis de ATP (Figura original preparada usando como guia a Ichikawa et al., 2005).

42



7.1.2 Prediccion estructural

La prediccidn estructural realizada en AlphaFold2 utilizando la secuencia de IF1 de B.
distachyon V3.2 de B21 presenta una hélice B central (29-90 Aa), con regiones desordenadas en
los extremos, compartiendo homologia con la proteina bovina reportada (figura 15A). Con una
alta confianza en el modelo en la regidn inhibidora y una baja confianza en el extremo N-terminal,
caracteristica de regiones intrinsecamente desordenadas y la cual ha sido reportada como tal
(figura 15B). Este dato se confirma con la cobertura de multiple sequence alignment (MSA), donde
comparte mayor identidad con las secuencias se observa de los 10 a los 40 aminoacidos, con una

identidad de 0.2 del aminodcido 70 en adelante (figura 15C)

La validacién del 92.9% de residuos situados en regiones favorecidas y el 97.1% en
regiones permitidas (material suplementario 3) con el grafico de Ramachandran (figura 15D),

sugiere que IF1 bovino y de Brachypodium comparten la misma actividad.

La prediccién de interaccién entre mondmeros (sin la regidon de sefializacion mitocondrial)
de IF1 mostré una similitud baja a los dimeros de bovino, pues aunque interaccionan en direccion
correcta, la unidn de los péptidos esta desplazada hacia la regién N-terminal (figura 16A), cuando
la reportada por cristalografia tiende al C-terminal (Carroll et al., 2024). El PAE de los primeros 20
aminodcidos de ambos mondmeros muestra un error de posicion de mas de 25 A°, y el resto un
error minimo (figura 16B). La cobertura de la secuencia parece comportarse igual que la individual
(figura 16C). La validacion por el grafico de Ramachandran mostré el 80.3% de residuos situados
en regiones favorecidas y el 83.6% en regiones permitidas, con 20 valores atipicos (figura 16D y
material suplementario 4). Estos resultados no posicionan a la prediccion como una interaccién

tan confiable y la cual sugiere que se requiere una validacién experimental.

43



D)

C)

Figura 15. Prediccién de la estructura de IF1 de Brachypodium distachyon. A) Predicccidn de estructura tridimensional de IF1 mediante AlphaFold 2. Consta de una regién
intrinsecamente desordenada y una regién de a-hélices. En azul, las zonas de mayor confianza y en amarillo las de menor. B) Predicted Aligned Error (PAE) que mide el
error de posicion esperado (Armstrongs, A°) seguin el residuo (Scored residue) y su posiciéon tridimensional (Aligned residue). Mientras mas azul oscuro sea la grafica,
mayor certeza de la disposicion espacial del modelo. C) Cobertura de secuencia multiple alineada (MSA), que mide la identidad de cada posicién de la secuencia de consulta
(eje X), con respecto a su similitud con otras secuencias (eje Y). Cuanto mas alto esté la linea, mayor identidad compartird con las secuencias consenso. D) Grafico de
Ramachandran. Determina cuantos residuos se encuentran dentro de las regiones permitidas para validar una estructura en PDB. Se resaltan los valores atipicos de glicina

2 (verde) e histidina 70 (azul).

44



D)

C)

Figura 16. Prediccién de la interaccion de mondmeros de IF1 en Brachypodium distachyon. A) Dimeros de IF1. El modelo de interaccién proteina-proteina de mondémeros
de IF1 mediante Alphafold2 muestra interaccioén en la regién central, dejando libre las regiones C-terminales, contrario a lo reportado en B.taurus (Carroll et al., 2024). B)
Error Alineado Previsto (PAE) que mide el error de posicién esperado (Armstrongs, A°) segun el residuo (Scored residue) y su posicion tridimensional (Aligned residue).
Mientras mas azul oscuro sea la gréafica, mayor certeza de la disposicidn espacial del modelo. C) Cobertura de secuencia multiple alineada (MSA), que mide la identidad de
cada posicidn de la secuencia de consulta (eje X), con respecto a cuantas secuencias se parece (eje Y). Cuanto mas alto esté la linea, mayor identidad compartird con las
secuencias consenso. D) Grafico de Ramachandran. Determina cudntos residuos se encuentran dentro de las regiones permitidas para validar una estructura en PDB. Se
resaltan los valores atipicos.
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7.1.3 Identificacion de homdlogos de IF1 en Brachypodium distachyon

Se identificaron secuencias homdlogas de Bradi3g44950 en los ecotipos Bd21 y Bd21-3 de
Brachypodium distachyon, asi como en Arabidopsis thaliana, maiz, arroz y trigo con diferente
numero de copias en cada genoma (tabla 5 y material suplementario 5). Este resultado es
producto de eventos multiples de duplicacion gendmica (Chen et al., 2020). Sin embargo, en el
caso de Arabidopsis thaliana se identificaron 2 paralogos, y en Oryza sativa, 4 paralogos; estas
cifras no coinciden con los datos reportados por Chen et. al.,, en 2020, donde solo indica la
presencia de uno y dos respectivamente. En el caso de Brachypodium, no solo varié el nimero de
copias respecto a los 2 reportados, sino también entre ecotipos. Se encontraron 3 pardlogos en

Bd21 y 5 pardlogos en Bd21-3.

El gen no incluido en el reporte de A.thaliana se trata de At2G27730, que codifica una
proteina de 114 aminoacidos, con anotacién de unidn a cobre en Phytozome y reportada como
parte del complejo NADH deshidrogenasa (Complejo 1); de la cadena respiratoria en plantas
(material suplementario 6; Klodmann et al., 2010). No obstante, su porcentaje de homologia
global es de 31.34% y de 35% en la regién inhibidora con la secuencia candnica de IF1 en
A.thaliana (At5G04750), ademds de poseer el dominio de inhibicion conservado (material
suplementario 7), lo que permite no descartarlo del analisis. Ya que A.thaliana es la Unica planta
dicotiledénea de las especies examinadas, se incluyd el genoma de Arabidopsis lyrata en el

analisis como referencia, en la cual también se identificaron 2 paralogos.
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Tabla 5. Secuencias homodlogas de IF1 en plantas.

Numero
Especie

de copias
B. distachyon Bd21 3
B. distachyon Bd21-3 5
Zea mays 5
Triticum aestevium 7
Oryza sativa 4
Arabidopsis thaliana 2
Arabidopsis lyrata 2

Adicionalmente, se ha reportado una proteina en levaduras, denominada como
STABILIZATION FACTOR 1 (STF1), un péptido de 63 residuos, regulador parcial de la hidrdlisis de
ATP, que comparte homologia en secuencia de IF1 (Venard et al., 2003). Por tanto, se consideré
su inclusion en el anadlisis filogenético para tratar de identificar si las secuencias homdlogas

obtenidas, en realidad se trataban de paralogos de STF1.

El alineamiento de la secuencia peptidica de STF1 e IF1 reveld que posee el dominio de
inhibicién de la ATPasa (material suplementario 8), con un porcentaje de identidad global de
30.77% con IF1, sin embargo, dado que es la Unica regidn reportada como conservada entre

especies, no fue posible discriminar la naturaleza inhibidora de las secuencias obtenidas.

7.1.4 Analisis de dominio con MEME suite

Cuando se realizé el analisis filogenético se observé que Bradi3g44950 se agrupd con las
plantas monocotileddneas, mientras que las dicotileddneas parecen dividirse en 2 grupos, uno
con mayor homologia al IF1 de animales y el otro con monocotiledéneas (figura 17A). Sin

embargo, todas las secuencias poseen el dominio inhibidor conservado (figura 17B).
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Figura 17. Alineamiento de secuencias homdlogas del gen Bradi3g44950 de la tabla 5. A) Arbol filogenético en forma cuadrada de las secuencias homélogas obtenidas
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(tabla 5). Los nodos indican la frecuencia con la que la ramificacion aparece en la creacion de multiples subconjuntos (0-100). B) Analisis de dominios. Los numeros

indican el orden de los dominios encontrados de las secuencias proteicas. B) CLUSTAL de regién inhibidora resaltando el dominio de inhibicion (39-72) conservado.
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7.1.5 Diferencia de nliimero de copias entre ecotipos de Brachypodium

El nimero distinto de copias de IF1 entre ecotipos de B. distachyon fue analizado
incluyendo la versién gendmica V3.1 de Bd21, en la cual se obtuvieron 4 secuencias homologas.
Estas secuencias fueron alimentadas para construir un arbol filogenético que las agrupé en 5
categorias a las que se denomind A, B, C, D y E. Cada categoria engloba a los genes ortdlogos de
cada version gendmica (figura 18A). Esto supone que los alelos Bradi3g42869
(Bd21.v3.1.3g42869) y Bradi3g42871 (Bd21.v3.2.3g42871) se tratan del mismo, pero
renombrados para la version gendmica v3.1y V3.2 de Bd21 respectivamente. El cuarto pardlogo
(D) de la versién V3.2 de Bd21, Bradi4g38591, es el ortélogo de BdiBd21-3.3G0566200 (Bd21-
3.4G0537500) que fue descartado en la actualizacién del genoma de la version v3.2, que es con
la cual se realizaron los analisis de esta investigacion. El pardlogo BdiBd21-3.2G0008400 (Bd21-
3.2G0008400), es el Unico de esta categoria y no se identificd algun ortélogo en Bd21. El

alineamiento de las secuencias permitié identificar el dominio inhibidor (figura 18B).

7.1.6 Expresion de las copias de IF1 en B. distachyon en inundacion

El analisis de expresién se hizo utilizando los datos reportados por Médina-Chavez et al.,
2023, y con la herramienta grafica de Brachytonalli, cuyo tratamiento de datos tiene como base
el fondo de expresién de Bd21 V3.0, por lo que no se cuenta con los datos de expresion de las
categorias D y E de Bd21-3. Los datos indican que solo los paralogos de la categoria A se
expresaron a la alza en inundacion. Entre ellos, IF1-A de Bd21-3 mostré una expresion diferencial
significativa entre condiciones (Luz baja y crecimiento normal) en todos los puntos de su analisis,
siendo la mayor diferencia las 16 horas donde se expresé al menos 13 veces mas que en luz baja
(Log2FC inundacidn/luz baja de 3.7); y entre ecotipos a las 20 y 24 horas, con su punto mas alto
a las 20 horas donde se expresd hasta 6 veces mas que Bd21 (Log2FC Bd21/Bd21-3 de -2.8;
figura 19A-C).

7.1.7 Diferencia entre las secuencias proteicas de IF1-A

Se alinearon las secuencias de IF1-A de Bd21 y Bd21-3 de B. distachyon para identificar
diferencias que pudieran estar asociadas a la expresidon diferencial en inundacion. La Unica
diferencia entre el par de ortélogos es el cambio de una serina (S) por una arginina (R) en la

posicion 6 de la secuencia de aminoacidos (figura 17D). Sin embargo, el cambio se encuentra en
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la region de sefializaciéon mitocondrial que se escinde en el transporte (Xu et al., 2009), por lo que

se descartd su analisis.

7.1.8 Identificacion de zonas polimérficas

Para poder disefar oligonucleétidos y analizar las probables diferencias de expresion, se
analizaron las diferencias existentes entre la secuencia de nucledtidos de la regidn rio arriba de
los ortdlogos de IF1-A, donde se encuentra el promotor. Dentro de los primeros 2,000 nucledtidos
se identificaron 36 polimorfismos, en su mayoria de nucleétido simple (material suplementario
10). Estos sitios fueron examinados para determinar si coincidian con probables sitios de unién a
factores de transcripcion mediante la base de datos Plantpan. Se encontré que todos los puntos
formaban parte de al menos una posible secuencia consenso. Algunos incluso formaban parte de
secuencias reconocidas por multiples factores de transcripcidn, por lo que se seleccionaron solo
aquellas cuyo polimorfismo se encontraba en la matriz principal de la secuencia consenso (tabla
6), siendo las que se encuentran entre los primeros 1,000 nucleétidos los mas interesantes, pues

podria coincidir con la regidon promotora (figura 20).

50



A) B)

Bd21.v3.1.3¢44950
o Bd21.v3.2.3g44950 A
Bd21-3.3G0596600
Bd21.v3.1.4g38600

100 — Bd21.v3.2.4g38600

100
—— Bd21-3.4G0537600

—— Bd21.v3.1.2g42869
B85
o L Bd21.v3.2.23g42871 C

Bd21-3.3G0566200

Bd21.v3.1.4¢38591

D

Bd21-3.4G0537500

Bd21-3.2G0008400

E

Figura 18. Pardlogos de IF1 en Bd21 y Bd21-3 de Brachypodium distachyon. A) Arbol filogenético de paralogos entre Bd21 y Bd21-3. Se nombra su categoria en forma
sucesiva (A, B, Cy E). Debido a similitud del nombre entre secuencias, se renombraron colocando en orden el ecotipo, versién de genoma, posicién en el genomay nimero
de identificacion. B) Alineamiento de las secuencias peptidicas de los genes. A la izquierda se indica la direccidon en la que se encuentran codificadas, siendo el alelo A, el

Unico de los paralogos en sentido rever
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A) B)

C)

D)

Figura 19. Analisis de expresion entre ortélogos de IF1 en B. distachyon. A-C) Gréficas de expresion de IF1 en inundacién, luz baja y crecimiento normal. Los asteriscos
rojos indican diferencias significativas entre tratamientos y los azules entre ecotipos. D) Alineamiento de ortdlogos de la categoria A. Se sefiala el aminoacido que hace
diferente a ambos péptidos y se enmarca la regién de seflal de localizacion mitocondrial. Graficos producidos con la app BrachyTonalli

(http://shiny.unpa.edu.mx:3838/tonalli/).
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Tabla 6. Polimorfismos rio arriba que coinciden con matriz principal de secuencia consenso de IF1.

Sitio de union

CpG
and de factorde | Posicion | Hebra Secuencia Bd21 Puntuacién Secuencia Bd21-3
Islan
trasncripcion
without
correspondin -33 - tctGGAAA 0.75
g Families tctCGAAA
without
* | correspondin -89 - aatgtAACGT 0.7 aatgtGACGT
g Families
bzIP -91 + gtaatgTAACGt 0.81 gtaatgTGACGt
without
* | correspondin | -197 - ttaaccAAATA 0.91 ttagccAGATA
g Families
MADF;
-197 - tTAACCaaat 1 tTAGCCagat
Trihelix
MADF -197 + tTAACCaaat 1 tTAGCCagat
C3H
-231 - tccaCTTTTtg 0.97 tccaCTATTtg
Zincfinger
Dof -230 - ccaCTTTTtg 1 ccaCTATTtg
Trihelix -287 - tttGGTTTtcaaa 0.96 ttttG-GTT Ttcaaa
MADF;
* -435 + caaTTTACta 0.99
Trihelix caaTTTAAta
* GATA -523 - CgaaGATCGC 1 cgaaAATCGC
without
* | correspondin -521 - aaGATCG 0.86
g Families aaAATCG
* AP2; ERF -521 - AAGAT 0.8
AAAAT
without
* | correspondin | -677 + TGCCT 0.8
g Families TGCGT




Sitio de union

CpG He
de factor de | Posicidn Secuencia Bd21 Puntuacién Secuencia Bd21-3
Island bra
trasncripcion
* HD-ZIP -685 - tgcaTTATTgcctt 0.93 tgcaTTATTgcgtt
* bHLH -796 - cgccaCCGACacc 1 cgccaCCAACacc
* AP2 -794 + ccaCCGACac 0.99 ccaCCAACac
* AP2; ERF -794 + ccaCCGACac 1 ccaCCAACac
* B3; ARF -792 + acCGACAcc 0.99 acCAACAcc
* ERF -799 - tgccgcCACCGacac 1 tgccgcCACCAacac
* AP2; ERF -862 - athCGGCtC 0.95 athTGGCtC
* C3H -863 - cagTGCGGctcctcg 0.92 cagTGTGGctcctecyg
Alpha-
* -860 - tgCGGCTcctc 0.71 tgTGGCTcctc
amylase
* ERF -860 - tgCGGCT 0.86 tgTGGCT
without
* | correspondin | -892 - ctcCCTGG 0.75 CtcCCTTG
g Families
ccaccgtcggCGGCGgceggce ccaccgtcggC---
* AP2 -932 - S 9e99 0.91 998
a Agcggca
* AP2; ERF -928 - cGTCGGcgg 0.99 cGTC---ag
* LBD -922 + CGGCGgceggcagegg 0.97 C---agcggcagcgg
* MYB -1023 + gttggTAGGTgcceg 0.9 gttggCAGGTgctg
Myb/SANT; cgacctccgttggCAGGT
* MY -1031 + cgacctcegttggTAGGT(gcce 0.96 .
gc
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NI

NI C3H Zinc finger GATA MYB
bzIP Dof AP2; ERF NI Myb/SANT; MYB
ADG T>A GSA G->T T=>C
30 -84 -194 225 282 -428 519 674 789 858 -886 921 -1018
v v vy v \j \/ v \j vy vy \{
5 UTR 65C ASG G- CA 36 G>A 3T GGG A
NI NI Trihelix MADF; Trihelix NI bHLH AP2; ERF AP2
MADE: Trihelix HD-ZIP AP2 C3H AP2; ERF
1 MADF APZ;ERF - plpha-amylase LBD
BARE e -1100

Figura 20. Polimorfismos que coinciden con la matriz principal de la secuencia consenso de probables sitios de unidn a factores de trascripcion en IF1-A. Los triangulos
rojos muestran la posicion del polimorfismo, mientras que la flecha indica el cambio entre ecotipos. A la izquierda de la flecha se coloca el nucledtido de Bd21y a la
derecha el de Bd21-3. El color verde indica el nucledtido que coincide con la matriz principal de la secuencia consenso y en rojo, las que no. Se incluye la identidad de la

secuencia consenso, donde NI (No information), corresponde a aquellas secuencias que el programa no pudo agrupar o describir.
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7.1.9 Identificacion de zonas polimadrficas para genotipificacion

Ya que dentro de los primeros 2,000 nucledtidos solo se identificaron polimorfismos de

nucledtido unico (SNP), se realizé un analisis expandiendo la de busqueda rio arriba y rio abajo

para detectar zonas que sirvieran como marcadores moleculares para genotipificacion visible en

geles electroforéticos (>~16 pb). Se localizaron 2 regiones que cumplen con esta caracteristica.

Una en la posiciéon -2790 rio arriba donde la secuencia de Bd21 no cuenta con 16 pb y otraa +1320

rio abajo de 28 pb que Bd21-3 no tiene (figura 21). El disefio de oligonucledtidos permitio

encontrar pares de flancos para cada una de estas regiones y disefiar oligonucledtidos que

amplifiquen secciones de ADN entre 88 y 263 pb. Los oligonucledtidos que se sintetizaron en la

compaiiia OligoT4 se presentan en la tabla 7 y material suplementario 11.

Tabla 7. Diseio de oligonucleétidos para genotipificacidon

ID Tm
Sec 5’-3° Amplicén Diferencia

oligonucledtido calculada °C
GenoIF1Bd1F TTTTTGTCTCCAACTTGTCGAA 59.76 88 pb Bd21

28 pb
GenoIF1BdI1R TTTTGCGAGTAAAGATGATGGA 59.72 116 pb Bd21-3
GenoIF1Bd2F CGCATTGATCTGTTGTGACC 60.12 262 pb Bd21

16 pb
GenoIF1BdZR GGGCAAGCAGTGATCCATTA 61 253 pb Bd21-3
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GenolF1Bd2F
GenolF1Bd1F GenolF1Bd2R
GenolF1Bd1R

Figura 21. Localizacién de zonas polimérficas para genotipificacion de IF1-A. Las flechas indican donde se encuentran ubicados los pares de flancos que permitirdn amplificar

la seccion de ADN.
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7.1.10 PCR en gradiente

La extraccién de ADN, permitié la obtencién de material genético con una concentracién
de 9,099.68 ng/uL y una pureza de 2 en relacion 260/280. Los oligonucledtidos se utilizaron en
una PCR en gradiente empleando el gDNA de Bd21 como molde. En la figura 22, se muestran los
resultados de las reacciones de PCR para ambos pares de oligonucledtidos, obteniendo una

temperatura éptima a los 55 °C para ambos pares de oligonucledtidos, y la cual se utiliza para las

reacciones de PCR posteriores.

Figura 22. Gel de agarosa al 2% de la PCR en gradiente de oligonucledtidos de los polimorfismos que flanquean a IF1.
Las bandas que se observan corresponden al tamafio esperado. Para el control negativo (N) no se agregd molde. MPM:

marcador de peso molecular (1 Kb plus DNA Ladder). Se sefiala con una flecha la mejor temperatura para cada par de

oligonucledtidos.
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7.1.11 PCR para genaotipificacion de IF1.

Se realizaron reacciones de PCR para genotipificacion utilizando la temperatura de
alineamiento obtenida en el apartado anterior. Se usé el gDNA de Bd21 y Bd21-3 y un
heterocigoto simulado mezclando 10 L de cada tubo de los amplicones obtenidos de la misma
reaccion. Los resultados se observan en la figura 23, donde para el par de oligonucledtidos
GenolF1Bd1F y GenolF1Bd1R solo se observd la banda de Bd21 individual y en el heterocigoto

simulado, y para el par GenolF1Bd2F y GenolF1Bd2R, no fue apreciable la separacién.

Se repitié aumentando Se repitio en mayor
el nimero de ciclos concentracion de agarosa y

menor numero de ciclos

Figura 23. Gel de agarosa al 3% de reaccion de PCR para genotipificacién de IF1. Para el control negativo se utilizd

ddH20 como molde. MPM: marcador de peso molecular (1 Kb plus DNA Ladder).

59



Se decidid ajustar las condiciones de reaccién. Para el par de oligonucledtidos
GenolF1Bd1F y GenolF1Bd1R se utilizd 35 ciclos ya que las bandas fueron muy tenues. En estas
nuevas condiciones se pudo observar la separacion de bandas adecuadamente (figura 24). Para
el par GenolF1Bd2F y GenolF1Bd2R, se redujeron los ciclos a 25 para disminuir la saturacion de
producto que probablemente interferia en la visualizacion de la separacién, ademas corrié en un
gel de agarosa al 4%, condiciones que no resultaron favorables para la separacion de bandas de

electroforesis (figura 25).

Separacién
observable

Figura 24. Gel de agarosa al 3% de reaccidon de PCR para genotipificacion de IF1. Para el control negativo solo se utilizé

ddH20 como molde. MPM: marcador de peso molecular (1 Kb plus DNA Ladder). Gel de agarosa al 3%.
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Figura 25. Gel de agarosa al 4% PCR para genotipificacidon de IF1. Para el control negativo solo se utilizé ddH20 como

molde. MPM: marcador de peso molecular (1 Kb plus DNA Ladder).

Para el par de oligonucledtidos GenolF1Bd2F y GenolF1Bd2R se decidio utilizar un gel de
acrilamida con el fin de mejorar la observacion de la separacién, en la que resulté exitosa (figura
26). Las condiciones finales donde se observan las separaciones se encuentran recabadas en la

tabla 8.
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Separacién
observable

Figura 26. Gel de acrilamida al 6% de PCR de genotipificacidon de IF1. Las bandas corresponden al tamafio esperado y

se observa la diferencia de peso molecular entre ambos ecotipos.

Tabla 8. Condiciones para PCR de genotipificacion de IF1.

ID Tm
Zona Sec5 a3’ Amplicén Diferencia Gel Programa
oligonucledtido °C
; GenolF1Bd1F TTTTTGTCTCCAACTTGTCGAA 35 ciclos,
Rio 88 pb Bd21 Agarosa .
| GenolF1Bd1R 55 28 pb tiempo de
abaJo TTTTGCGAGTAAAGATGATGGA 116 pb Bd21-3 3%
extensién 30 s
Rio GenolF1Bd2F CGCATTGATCTGTTGTGACC 25 ciclos,
262 pb Bd21 Acrilamida )
arriba | GenolF1Bd2R 55 16 pb tiempo de
GGGCAAGCAGTGATCCATTA 253 pb Bd21-3 6%

extension 30 s
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7.2 Andlisis del gen Bradilg68957

La base de datos Phytozome indica que el gen Bradilg68957 esta formado por 8 exones,
7 intrones, un extremo 5°UTR de 304 pb y un extremo 3" UTR de 1,549 pb (figura 27). Se encuentra
localizado en el cromosoma 1 en el sitio entre 67,636, 969 y 67,645,523 pb en sentido directo. Su
secuencia genémica es de 8, 554 nucledtidos, de los cuales 3,203 nucleétidos pertenecen a
intrones y 3,474 forman parte de la secuencia codificante que da lugar a un péptido de 1,158
aminodcidos. La anotacion en Phytozome describe que tiene un dominio de dedo de zinc tipo
RING/FYVE/PHD, sin embargo, no hay informacidn reportada sobre él. De tal forma, Medina-
Chavez et.al., (2023), lo consideraron como un gen de funcion desconocida y se llamé UNKNOWN

7 (UK7).

Figura 27. Estructura gendmica del gen Bradi1lg68957 obtenida de Phytozome. Esta regidn posee un gen predicho

en sentido reverso (Bradilg68970) que se omitid de la figura por claridad.

La region que Phytozome identifica como dominio de dedo de zinc se trata de la secuencia
DKQTLIEQARKNFYCSRCNGLLLENFKSLQQE. No obstante, la busqueda en la literatura sobre
secuencias consenso de dedos de zinc, caracteristicas por poseer repeticiones de cisteinas e

histidinas (Ngwa et al., 2021), no concordod con la secuencia identificada por Phytozome.

El sistema de clasificacién PANTHER lo asocié con la subfamilia de proteinas de respuesta
a estrés NST1 (PTHR16897); (material suplementario 12), cuya secuencia canénica, y la primera
de la cual se tiene registro, fue de Oryza sativa (0s10g0105400). Esta subfamilia no debe
confundirse con el NAC SECONDARY WALL THICKENING PROMOTING FACTOR 1 (NST1), del

espesamiento de la pared secundaria.

Dada esta clasificacion, la secuencia proteica con mayor homologia a UK7 es de Triticum

turgidum, por lo que se decidié incluir a esta especie en la lista examinada.
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7.2.1 Identificacion de secuencias homadlogas

Se identificaron secuencias homodlogas de Bradilg68957 en todos los genomas
examinados, siendo el maiz el genoma con mayor numero de paralogos ascendiendo a 4 (tabla 9
y material suplementario 13). Sin embargo, no se encontré ningiin homaélogo en animales con la

herramienta BLAST ni con tblastn (material suplementario 14).

Tabla 9. Secuencias homologas de UK7.

Numero
Especie

de copias
B. distachyon Bd21 2
B. distachyon Bd21-3 2
Zea mays 4
Triticum aestevium 3
Oryza sativa 2
Arabidopsis thaliana 2
Arabidopsis lyrata 2
Triticum turgidum 2

7.2.2 Analisis de dominio con MEME

Se construyd un arbol filogenético que agrupd las secuencias en dos grupos. Ay B. En el grupo A
se encuentra la secuencia candnica de O. sativa y la mitad de las copias de todos los genomas, a
excepcion de T. aestevium, que contiene sus 3 copias en este grupo, por lo que ninguna de sus
copias se agrupd en B. El analisis de dominios con MEME sugiere que las plantas dicotileddneas
no tienen dominios en la regidn C-terminal, a diferencia de las monocotiledéneas si los poseen.
Un caso especifico es O. sativa, cuya secuencia candnica no cuenta con los dominios de la region
C-terminal. Sin embargo, su segunda copia, que perteneciente al grupo B, no contiene los

dominios de la region N-terminal, pero si los del C-terminal (figura 28).
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Figura 28. Arbol filogenético en forma cuadrada con el analisis de dominio de MEME de las secuencias examinadas de UK7.
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7.2.3 Generalidades de la secuencia proteica

El analisis mediante Expassy, determind su composicion de aminoacidos (tabla 10), y

mostrd un porcentaje alto de serinas con 11.1%, siendo el mas abundante de todos con 129

residuos. La serina tiene la capacidad poder sufrir modificaciones post traduccionales como la

fosforilacion y suele encontrarse en proporciones de 4-8% (Kumar et al., 2017). Otro aminodcido

abundante es el glutamato con 8.6% (100 residuos), sin embargo, este suele ser uno de los mas

abundantes en las proteinas. El nUmero total de residuos negativos (Asp + Glu) es de 177, y de

residuos positivos (Arg + Lys), de 156. Ambos suman un 28.78% de la proteina.

Otros datos del péptido predicho son su peso molecular calculado de 130936.01 KDa, con

un punto isoeléctrico tedrico de 6.03, y un tiempo estimado de vida media de 30 horas.

Tabla 10. Composicidon de aminoacidos

Aminoacido Residuos Porcentaje
Ala A 68 5.9%
Arg R 94 8.1%
Asn N 51 4.4%
Asp D 77 6.7%
Cys C 39 3.4%
Gln Q 53 4.6%
Glu E 100 8.6%
Gly G 62 5.4%
His H 38 3.3%
lle | 38 3.3%
Leu L 74 6.4%
Lys K 62 5.4%
Met M 20 1.7%
Phe F 49 4.2%
Pro P 50 4.3%
Ser S 129 11.1%
Thr T 65 5.6%
Trp w 10 0.9%
Tyr Y 24 2.1%
Val Vv 54 4.7%
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La busqueda de zonas con residuos acidos y polares (figura 29A), revel6 que el mayor numero de
serinas se encuentran distribuidas en la posicién C-terminal. Mismo lugar donde radica la Unica
diferencia entre los ortdlogos de UK7-A de B. distachyon. La prediccion de modificaciones

postraduccionales, indicé que la tirosina 646 (presente solo en Bd21), es candidata (figura 29B).

A)

B)

Figura 29. Distribucion de residuos acidos y bdsicos de UK7. A) Analisis de proteina completa. B) Detalle de
polimorfismo detectado en el aminoacido 646 de BdiBd21-3.1G0929600 de Bd21-3. Se sefiala la diferencia entre UK7-

A de Bd21y Bd21-3, lugar con probabilidad de ser modificado postraduccionalmente.

7.2.4 Prediccion estructural

La prediccién estructural de UK7 en Brachypodium distachyon V3.2, mediante AlphaFold2
presenta una a-hélice en el extremo N-terminal, no obstante, la regidon C-terminal no tiene
fidelidad en el modelo, mostrandolo solo como una cadena de péptidos sin orden reconocible
que envuelve a la alfa hélice (figura 30A). El grafico de Ramachandran hace evidente que los
predictores de estructura no logran organizar esta region, con solo 67.7% (782/1157) de residuos
en regiones favorecidas y 82% (947/1157) en regiones permitidas, con 208 residuos en valores

atipicos (figura 30B y material suplementario 15).
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A)

B)

Figura 30. Prediccién estructural de UK7 de Bd21 utilizando AlphaFold2. A) Estructura tridimensional de UK7. En rojo
la regidon de baja fidelidad que enrolla a la alfa hélice central. B) Grafico de Ramachandran. Se colorea los valores

atipicos.
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La prediccion estructural se realizé utilizando softwares adicionales (material suplementario 16)
para confirmar la estructura, sin embargo, todos mostraron un comportamiento similar al de
Alphafold2 (figura 31). Esta falta de estructura definida podria sugerir que la region C-terminal es

intrinsecamente desordenada.

Figura 31. Prediccién de estructura de UK7 por I-TASSER. Se observa la regiéon C-terminal sin estructura definida.

Las proteinas con regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs), se definen por una
secuencia de aminoacidos que dan lugar a cadenas polipeptidicas que son incapaces de adquirir
una estructura terciaria estable. Pueden tener longitudes de 5-10 residuos hasta mas de 1,000
residuos y las zonas mas comunes de ubicaciéon son las posiciones terminales. Este tipo de
proteinas son esenciales para la funcion celular incluyendo la transcripcién, traduccién, biologia

circadiana, homeostasis, entre otros fendmenos biolégicos (Holehouse & Kragelund, 2024).
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Ya que la proteina UK7 cuenta con una region candidata a ser intrinsecamente
desordenada, se analiz6 en Metapredict, donde se observa como el grado de desorden
incrementa en la regién donde la confiabilidad de la prediccidon de AlphaFold2 disminuye (554-
1157 aminoacidos, aproximadamente el 50%), lo que sugiere que UK7 es efectivamente una

proteina del tipo intrinsecamente desordenada (figura 32).

Figura 32. Grado de desorden de Metapredict de la proteina predicha de UK7. La regién donde comienza la probable

region desordenada (554 aminoacidos) tiene el mayor puntaje de desorden (rojo).

Los IDRs pueden funcionar como enlazadores flexibles, mdédulos para el reconocimiento
molecular, como interfaces de unién para interacciones simultaneas, como sensores moleculares
y como impulsores de organizacion subcelular (Holehouse & Kragelund, 2024). Ya que esta
proteina cuenta con una elevada proporcién de serinas, es posible que sean modificadas
postraduccionalmente mediante fosforilacién. Este proceso, comun en las células, podria
participar en cascadas de sefalizacion celular, influenciando diversas respuestas y funciones

bioldgicas.

7.2.5 Analisis de expresion en inundacion

Los datos reportados por Medina-Chavez et. al.,, 2023, indican que solo UK7-A
(Bradilg68957) de Bd21-3 se expreso positivamente en inundacién, con una expresién diferencial
significativa entre condiciones (luz baja y crecimiento normal) al inicio del tratamiento y a las 8
horas, posteriormente disminuyd su expresion a las 16 horas y a las 20 horas volvié a tener

expresién diferencial, siendo la mayor diferencia al inicio del tratamiento donde expresé al menos
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5 veces mas que en luz baja (Log2FC inundacion/luz baja de 2.4). En Bd21, UK7 no es gen regulado

positivamente por ningun estrés ni a lo largo del ciclo circadiano (figura 33 Ay B)

Para el caso de UK7-B (Bradi3g21440) de Bd21 y su ortélogo en Bd21-3, mostraron una
expresion constitutiva y de baja expresién a lo largo de todos los puntos de andlisis, por lo que no

resultaron estadisticamente diferentes entre tratamientos ni entre ecotipos (figura 33 Cy D).

7.2.6 Identificacion de zonas polimdérficas

Se analizaron las diferencias existentes entre la secuencia de nucleétidos de la regién rio
arriba de los ortélogos de UK7-A en ambos ecotipos, zona donde se encuentra el promotor.
Dentro de los primeros 2,000 nucleétidos se identificaron 15 polimorfismos, en su mayoria SNPs
(material suplementario 17). Estos sitios fueron examinados para determinar si coincidian con
probables sitios de unién a factores de transcripcion mediante Plantpan. Se encontré que todos
los puntos formaban parte de al menos una posible secuencia consenso. Algunos incluso
formaban parte de varias secuencias, por lo que se seleccionaron solo aquellas cuyo polimorfismo
se encontraba en la matriz principal de la secuencia consenso (tabla 11 y material suplementario
18), siendo las que se encuentran entre los primeros 1,000 nucledtidos los mas interesantes, pues
podria coincidir con la regiéon promotora (figura 34). Entre los factores de transcripcidon
encontrados se observé a MYB alfa amilasa, NAC, Myb/Sant, entre otros. Es de interés el de la

alfa amilasa pues es un gen de oscilacién circadiana conocida.
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A) B)

C) D)

Figura 33. Analisis de expresion entre ortdlogos de UK7 en ecotipos de B. distachyon y en diferentes condiciones. A)
Graficas de expresion de IF1 en inundacion, luz baja y crecimiento normal. Los asteriscos rojos indican diferencia
significativa entre tratamientos y los azules entre ecotipos. Graficos producidos con la app BrachyTonalli

(http://shiny.unpa.edu.mx:3838/tonalli/).
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Tabla 11. Polimorfismos rio arriba que coinciden con matriz principal de secuencia consenso de UK7

Sitio de union de
Posici6 Heb
factor de Secuencia Bd21 Puntuacién Secuencia Bd21-3
n ra
transcripcion
Myb/SANT;
MYB -98 + aatttGTAACaaaca 0.87 aatttGCAACaaaca
Alpha-amylase -92 + TAACAaa 1 CAACAaa
tgtggcacccatggact
-214 - tgtggcacccatggactaATAAA 0.57
without gCTAAA
Homeodomain -202 - gGACTAataa 1 gGACTGctaa
AT-Hook -201  + gactAATAAa 1 gactAATGCa
without -197 + AATAAa 0.83 AATGCa
Alpha-amylase -197 + AATAAa 1 AATGCa
CSD -197 + aATAAAaa 1 aATGCAaa
cgacatTAAA-
-358 + cgacatTAAACcttggaaactaa 0.68
cttggaaactaa
Myb/SANT
AP2 -351  + aAACCTtgga 0.89 aAA-CTtgga
NAC; NAM -449 + tTTACTaaa 0.78 tTTACAaaa
Dof, C d
of Lonsenved 1 a6+ actTAAAGagc 0.98 actAAAAGagC
region
Dof -534 - ggaCTTTAgtc 0.98 ggaCGTTAgtc
without -707 - atcaacAAATA 0.73 atcaacATATA
without -704 + AACAAatactac 0.75 AACATatactac
MYB -706 - tcAACAAatac 0.99 tcAACATatac
without -704 + AACAAatactac 0.75 AACATatactac
NAC: NAM -873 + gTTACTtac 0.79 gTTAATtac
Myb/SANT; MYB | -1042 - aagACCTAgtttcac 0.88 aagACC---tttcac
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Myb/SANT;MYB

Alpha-amylase Dof Dof NAC;NAM Myb/SANT;MYB
T=>C T=>A TG CSA TAG=S—
-92 -194 -3418 -443 -534 -700 -869 -1042
A\ A\ A\ A\ v v \j v
|
AASGC C>- T->A AST
5 UTR
NI Myb/SANT NAC; NAM NI
Homeodomain AP2 MYB
AT-Hook
'1 Alpha-amylase '1 100
CSD

Figura 34. Polimorfismos que coinciden con la matriz principal de la secuencia consenso de probables sitios de unién a factores de trascripcién en UK7-A. Los tridngulos
rojos muestran la posicién del polimorfismo, mientras que la flecha indica el cambio entre ecotipos. A la izquierda de la flecha se coloca el nucledtido de Bd21 vy a la
derecha el de Bd21-3. El color verde indica el nucledtido que coincide con la matriz principal de la secuencia consenso y en rojo, las que no. Se incluye la identidad de la

secuencia consenso, donde NI (No information), corresponde a aquellas secuencias que el programa no pudo agrupar o describir.
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7.2.7 Identificacion de zonas polimdrficas para genotipificacion

Se realizé un analisis expandiendo el radio de busqueda rio arriba y rio abajo para detectar
zonas que sirvieran como marcadores moleculares para genotipificaciéon (>~16 pb). Se localizaron
4 regiones que cumplen con esta caracteristica. Una en la posicién -1607, otra a -3867 y una
tercera a -7693 rio arriba. La cuarta se encontré a +4584 rio abajo (figura 35). El disefio de
oligonucleétidos permitiéd encontrar pares de flancos para cada una de estas regiones y que
amplifiquen sus secciones de ADN. Los oligonucledtidos que se disefiaron y se sintetizaron en la

compaiiia OligoT4 se enlistan en la tabla 12 y material suplementario 19.

Tabla 12. Disefio de oligonucledétidos para genotipificacion.

ID Tm

Sec 5’-3° Amplicén Diferencia
oligonucledtido calculada °C
GenoUK7Bd1F TGACGTCACCCCATTGTAAA 59.82 230 pb Bd21
GenoUK7Bd1R CCGAAAACTTTGCTTTCAGC 60 189 pb Bd21-3 41 pb
GenoUK7Bd2F | TTACTTCGAATCGGCCTGAC 60.21 420 pb Bd21
GenoUK7Bd2R CCCGGAAATACCACATGTTT 59.55 362 pb Bd21-3 >8P
GenoUK7Bd3F | TCCGGAGATTGAGAGTAAGCA 59.96 968 pb Bd21
GenoUK7Bd3R | GGTGGAGGAACGACCAACT 59.95 2,299 pb Bd21-3 1331 pb
GenoUK7Bd4F | TTTTACATATGGCACGCAGAA 59.23 920 pb Bd21
GenoUK7Bd4R CCATGTCAATTAACGTACTGTGG 59.32 891 pb Bd21-3 29pb
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UK7-A B. distachyon
Exones

Figura 35. Localizacion de zonas polimorficas para genotipificacion de UK7-A. Las flechas indican donde se encuentran ubicados los pares de flancos que permitirdn

amplificar la seccién de ADN.
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7.2.8 PCR en gradiente

Los oligonucleétidos se utilizaron en una PCR en gradiente empleando el gDNA de Bd21
como molde. En la figura 36 Ay B, se muestran los resultados de las reacciones de PCR para cada
par de oligonucleétidos, teniendo como Unico resultado desfavorable el del par de
oligonucleétidos GenoUK7Bd3F y GenoUK7Bd3R, por lo que se repitio la reaccion (figura 36C),

obteniendo asi todas las temperaturas de alineamiento.

A)

Se repitié aumentando el tiempo de

extension a 1 min
B) C)

Figura 36. Gel de agarosa al 2% de PCR en gradiente de oligonucleétidos de UK7. Se observan bandas que corresponden
al tamafio esperado. Para el control negativo (N) no se agregd molde. MPM: marcador de peso molecular (1 Kb plus

DNA Ladder). Se sefiala la mejor temperatura para cada par de oligonucleétidos.
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7.2.9 PCR para genotipificacion de UK7

Se realizaron reacciones de PCR para genotipificacion de los polimorfismos detectados de
UK7 utilizando la temperatura de alineamiento obtenidas en el apartado anterior. Se usoé el gDNA
de Bd21 y Bd21-3 y un heterocigoto simulado mezclando 10 uL de cada tubo de los amplicones
obtenidos de la misma reaccion. Los resultados se observan en la figura 37. Los pares de
oligonucleétidos GenoUK7Bd1F, GenoUK7Bd1R y GenoUK7Bd2F, GenoUK7Bd2R mostraron
bandas de tamafio correcto y con una separacién observable. Se decidid repetir la reaccién del
par GenoUK7Bd3F y GenoUK7Bd3R, pues no se observa la banda del tamafio esperado en Bd21-
3 (figura 38A). El par GenoUK7Bd4F y GenoUK7Bd4R fue descartado debido a minima diferencia
en tamafio de amplicdn cercanos a 900 pb, por lo que no se podria observar diferencias

significativas entre bandas (figura 38B).

El par GenoUK7Bd3F y GenoUK7Bd3R fue descartado debido a que no volvié a presentar
el tamafio de banda esperado en Bd21-3, esto puede deberse a error de ensamblaje de
secuenciacion, ya que se trata de un fragmento de mas de 1,300 pb (figura 39). Las condiciones

donde finalmente se pudieron observar las separaciones se encuentran recabadas en la tabla 13.
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Figura 37. Gel de agarosa al 3% para genotipificacion de UK7 entre ecotipos de B. distachyon. Las bandas corresponden

al tamafio esperado y se observa diferencia de peso molecular entre ambos ecotipos.
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A) B)

Figura 38. Gel de agarosa al 3% para genotipificacion de UK7 entre ecotipos de B. distachyon. Las bandas corresponden al tamafio esperado. A) No se observa la diferencia

de 1,331 pb en Bd21-3 identificado en el alineamiento de UK7. B) Diferencia no observable debido a tamafio de los amplicones.
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Figura 39. Gel de agarosa al 3% para genotipificacion de UK7 entre ecotipos de B. distachyon. No amplificé el fragmento

esperado.
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Tabla 13. Condiciones para PCR de genotipificaciéon de UK7

ID T
Zona Sec5 a3’ Amplicon Diferencia Gel Programa
oligonucledtido °C
, GenoUK7Bd1F TGACGTCACCCCATTGTAAA 30 ciclos,
Rio 230 pb Bd21 Agarosa
55 41 pb tiempo de
arriba | GenoUK7Bd1R CCGAAAACTTTGCTTTCAGC 189 pb Bd21-3 3%
extensién 30 s
, GenoUK7Bd2F TTACTTCGAATCGGCCTGAC 30 ciclos,
Rio 420 pb Bd21 Agarosa
60 58 pb tiempo de
arriba | GenoUK7Bd2R CCCGGAAATACCACATGTTT 362 pb Bd21-3 3%
extensién 30 s
GenoUK7Bd3F TCCGGAGATTGAGAGTAAGCA 968 pb Bd21
Rio
GenoUK7Bd3R 65 | 2,299 pb 1,331 pb Descartado
arriba GGTGGAGGAACGACCAACT
Bd21-3
Rio | GenoUK7Bd4F TTTTACATATGGCACGCAGAA 920 pb Bd21
60 29 pb Descartado
abajo | GenoUK7Bd4R CCATGTCAATTAACGTACTGTGG 891 pb Bd21-3
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8. CONCLUSIONES
La construccidn de arboles filogenéticos e identificacion de dominios por homologia fue

exitosa y permitid el desarrollo de los objetivos especificos planteados.

La caracterizacion bioinformatica sugiere que IF1 en Brachypodium distachyon conserva
la funcidén de inhibidor endégeno de la ATPasa mitocondrial, similar a la reportada en animales.
El andlisis BLAST reveld diferencias entre el nUmero de copias de IF1 entre ecotipos, de las cuales,
solo BdiBd21-3.3G0596600 de Bd21-3 mostréd una expresion significativamente al alza en
inundacion. El andlisis de promotor indica posibles modificaciones que podrian influir en esta

regulacién en la respuesta al estrés por inundacién.

Para el caso de UK7, la prediccidn estructural indica que al parecer se trata de una proteina
con una regién intrinsecamente desordenada a partir del aminoacido 554, con una alta
proporciéon de serinas, que probablemente sean sitio de modificacion postraduccional. El analisis
de expresion en inundacién indica que BdiBd21-3.1G0929600 de Bd21-3 no solo aumentd su
expresion bajo esta condicidn, sino que también varia segun la hora del dia. Esta secuencia cuenta
con un polimorfismo de 41 pb en la posicion -1607, casi en el limite de donde se encuentra
normalmente el promotor de los genes, que no esta presente en Bd21-3 y que sirvid para

desarrollar un marcador molecular.

Ambos genes poseen zonas polimérficas que pueden ser utilizadas como marcadores moleculares

para su genotipificacién, por lo que la hipdtesis se acepta.
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9. PERSPECTIVAS
Para continuar con este trabajo de investigacion es posible realizar cruzas de Bd21 y Bd21-
3 para generar lineas isogénicas con el fondo genético de Bd21 pero con versidon génica de IF1-A
y UK7-A de Bd21-3. Esto con el fin de evaluar la influencia individual de los genes en la tolerancia

al estrés por inundacién.

Ademads, ya que UK7 no tiene informacién reportada, y su secuencia parece tener una
region desordenada, lo convierte en un candidato ideal para generar lineas Knockout que puedan

dar informacion sobre la funcién de la proteina y los aminoacidos que participan.

El analisis de promotor da indicios sobre probables sitios que afecten la expresion de los
genes, por lo que generar mutantes y evaluar su expresién por gPCR podria ayudar a determinar

qué regiones son criticas en la respuesta al estrés por inundacién.

Todas estas propuestas aportan a la dilucidacién de mecanismos de tolerancia al estrés
por inundacién, que de ser positivas, en algun futuro puedan ser transferidas a ejemplares de

importancia nutricional.
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11. Material suplementario

Material suplementario 1. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de IF1 de Arabidopsis thaliana y Bos taurus.

At5GR4A750 M55------ ARSAITK--LKLARSFGERQIGASRSVVSTRGPAIRYFSODDKGRVLSEEER 52

B.taurus MAATALAARTROAVIWSVWAMDGRGFGSESGDNVRS - - -5AG-A- - - -VRDAGGAFGKREQ 52
kil ThLKD . B Tk ok * Kk Ll.l.k

At5GR4A750 AKESMYIQKMERERLEKKKKLEQDKLD-------------- GEKGSANKKPETNKP - 94

B.taurus AEEERYFRARAKEQLAALKKHHENEISHHAKETERLQKEIERHKOSIKKLKQSEDDD 109
kik, KI: 1HIk *% LIl Kok Ik

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

1: At5GR4758 100.00 26.74
2: B.taurus 26.74 100.00

At5GE4750 - ---GPAIRY - - -FSDDKGRVLSEEERAKESMYIQKMERERLEKKKK 40
BE.taurus GSESGDNVRSSAGAVRDAGGAFGKREQAEEERYFRARAKEQLAALK- 46
* % * ok Ll.l.kIkIik, &I S *

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

1: At5GR4758 100.00 28.21
2: B.taurus 28.21 100.00




Material suplementario 2. Alineamiento de secuencias de aminodcidos de IF1 de Arabidopsis thaliana y

Brachypodium distachyon.

At5GO4750 MSSARS- - -AITKLKLARSFGERQIGASRSVVSTRGPAIRYFSD- -DKGRVLSEEERAKE 55

Bd21.3g44958 MATIRSAAATIARPSWAAVAGTRR------ MEGI--GGRRYFGDSVRTGRVLSEEERAAE 52
®11 Kk I . . kkk.k LkAAkEkAhkAE K

At5GE4750 SMYIQKMERERLEKKKKLEQDKLDGE -KGS- - - -ANKKPETNKP - 94

Bd21.3g449508 NVYIQKMEREKLEKQRRMADQRKADAAKKAAAAEGDKKGEGAHPT 97
LikkhAkEREIAKAIILD 11D L & I I I

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

1: At5Ge4758 100.00 44.19
2: Bd21.3g44950 44.19 1ee.ee

At5GE4750 GPATIRYFSD- - DKGRVLSEEERAKESMYIQKMERERLEKKKK 40
Bd21.3544950 - - - -RYFGDSVRTGRVLSEEERAAENVYIQKMEREKLEKQOR - 37
*Hk .k LREERRARRER K. IARAKAARAIAFE D]

1: At5Ge4758 100.80 74.29

2: Bd21.3g4495%0 74.29 100.00
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Material suplementaria 3. Grafico de Ramachandran de modelo de prediccion de IF1.

MolProbity Ramachandran analysis
IFl_rank_3.pdb, model 1

General case

67 54/95) ofaH readues a-ere ia favored (987 o) regions 42 Arg (-48.5. 61.2)
76.8% (73/95) ofall readues aere ui afloaed (>99.8%) regions. 43 Val (-28.1.79.5)
44 Leu(-28.2, 84.8)
There a’ere 22 outhers (pin. psi) 45 Ser (-9.9, 99.2)
7 Ala (-5.1,84.1) 21 Gly (158.4. 91.9) 46 Gtu (1.0. -9.9)
8 Ala (-36.0.86.9) 22 Thr (-13.3. 84.1) 95 Hts (-63.8. 95 8)
9 Ala (-43.9.92.4) 24 Arg (-38.2.88.9)
10Thr(-58.9.85.3) 26 du (-40.8. 96.8)
11 De (-44.2.92.1) 28 De (117.0.92.4)
12 Ala (-432,87.5) 30 Gly (156.4. 81.9)
15 Ser (-25.1.14.6) 31Arg (118.9.64.2)
20 Ala (-9.3,111.8) 32 Arg (-64.2.49.2)

http://kinemage.biochem.duke.edu



Material suplementario 4. Gréfico de Ramachandran de prediccion de homodimero de IF1.

MolProbity Ramachandran analysis

General case

180
OB _8Tvr
LA Ui
Pre-proline
Trans proline
180
-180 1
-180

80.3% (98 122) ofail residues were in favored (98%) regions
83.6% (102/122) of allresrdues were tn alkmed(>99.8%) regions

There were 20 outliers (pin. psi)
3 De (-34.0.126.3) A 20 Ser (-44.3.161.3)
4 Gty (-41.5.50.7) A 21Giu(-23.6.-19.5)
5 Gty (-53.3,25.6) B 2 Gty (-66.1.-129.8)
6 Arg (-51.4.-119.1) B 4Gty (-33.4.95.5)
B
B
B
B

8 Tyr(-55.6.3.7) 5 Gty (-42.9.36.0)
17 Arg (-362,36.7) 6 Arg (-46.7,176.3)
18Val(-24.1, 70.3) 8 Tyr (-46.8,12.1)
19 Leu (-44.5,42.0) 17 Arg (-37.5,34.6)

http://kinemaqge.biochem.duke.edu

>>>>>>> D>

Dw oo

Bd211FI_rank_l.pdb, model !

Isoleucineand valine

Glycine

1
Gty
=2
OA 4
OB 5
~ OA 50y
% r— V
— —_m
B 2Gly
ez
-180
Cis proline

Psi —

18Val(-24.8. 70.0)

19Leu (-45.1.40.3)
20 Ser(-44.7. 161.8)
21 Glu(-23.5.-19.6)

Lovell, Davis, et al

. Proteins 50:437 (2003)
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Material suplementario 5. Secuencias homologas obtenidas de anélisis BLAST de IF1.

Copias ID Phytozome ID Ensemble Version genoma Identidad . Long
alineamiento
Bradi3g44950.1.p Solo disponible V3.0 100 83
3 Bradi4g38600.3.p - B. distachyon v3.2 Bd21 72 29
Bradi3g42871.1.p - 87 23
Bradi3g44950 - 100 82
4 ::Z:::gii:gg : B. distachyon v3.1 Bd21 g ;z
Bradi4g38591 - 71 17
BdiBd21-3.3G0596600.1.p - 100 83
BdiBd21-3.4G0537600.1.p - 72 29
5 BdiBd21-3.2G0008400.1.p - B. distachyon Bd21-3 v1.2 69 29
BdiBd21-3.3G0566200.1.p - 87 23
BdiBd21-3.4G0537500.1.p - 71 17
Traes_1AS_85B551D28.1 TraesCS1A02G003700.1 73 64
Traes_1DS_C09B774C7.1 TraesCS1D02G005800.1 73 64
Traes_7AS_71BE153C7.1 TraesCS7B02G180800.1 71 35
7 Traes_7DS_427AD6E51.1 TraesCS7A02G279400.1 T. aestivum v2.2 71 35
Traes_4BS_7C5E57EDB.1 TraesCS4B02G009200.1 77 30
Traes_4DS_3A6A1733C.1 TraesCS4D02G006700 77 30
Traes_7BS_03ADEA9D6.1 TraesCS4A02G307300.1 60 35
Zm00001d016705_P001 Zm00001eb242800_T001 76 54
Zm00001d031940_P001 Zm00001eb039390_T001 57 47
5 Zm00001d012599_P001 Zm00001eb369670_T001 Z. mays RefGen_V4 76 29
Zm00001d043224 P001 Zm00001eb151060_T001 76 29
- Zm00001eb252110_T001 69.7 33
LOC_0s02g33070.1 0s02t0533800-01 73 55
4 LOC_0s08g44460.2 0s08t0558900-01 0. sativa v7.0 60 40
LOC_0s09g39550.1 0s09t0568900-01 67 36
LOC_0s08g44470.1 0s08t0559000-01 69 29
5 AT5G04750.1 AT5G04750.1 A. thaliana 67 39
AT2G27730.4 AT2G27730.4 TAIR10 73 30
5 Al6G14410 fgenesh2_kg.6_ 387__AT5G04750.1 A. lyrata v2.1 48 40
Al4G022570 scaffold_401255.1 65 17
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https://phytozome-next.jgi.doe.gov/info/Bdistachyon_v3_1
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/info/BdistachyonBd21_3_v1_2
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/info/Taestivum_v2_2
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/info/Zmays_RefGen_V4

Secuencias en formato FASTA

>Bd21.3g44950
MATIRSAAATIARPSWAAVAGTRRMEGIGGRRYFGDSVRTGRVLSEEERAAENVYIQKMEREKLEKQRRMA
DORKADAAKKAAAAEGDKKGEGAHPT

>Bd21-3.3G0596600
MATIRRAAATIARPSWAAVAGTRRMEGIGGRRYFGDSVRTGRVLSEEERAAENVYIQKMEREKLEKQRRMA
DORKADAAKKAAAAEGDKKGEGAHPT

>TraesCS1A02G003700.1
MPSIRAAAARFSRPAWSAVGVTVMRRMOGIGGGRAPRYFSDSIRSGRVLSEEERAAENVYIQKMEREKLEK
LRSKKADQEKADAAKSAKGNNEETIQTNKGEGAHPS

>TraesCS1D02G005800.1
MWMPSIRAAAARITRPAWSAVGVTVPRRMEGIGRNCAPRYFTDRIRSGRVLSEEERAAENVYIQKMEREKL
EXLRRKKADQEKADAAKSAKGNNEKGEGAHPS

>7zm00001eb242800 TOO1
MATRRTVAASVTAQRPAWAAVARRMEGVSRYFSDKASGRLLSEEERAAENVYIQKMEREKLEKLRRKEDKA
KAEAAKRAAAAARGDTKNGEEAHPS

>0s02t0533800-01
MATRTAVARVVAPHOQPAWAAAVLARRMEGGRRVARYFSDGTGRVLSEEERAAESVYIQKMEREKLEKERRK
ADKDKADAAKRAAAAKGDKKGGEARPT

>At5G04750
MSSARSAITKLKLARSFGERQIGASRSVVSTRGPAIRYFSDDKGRVLSEEERAKESMYIQKMERERLEKKK
KLEQDKLDGEKGSANKKPETNKP

>7Zm00001eb039390 TOO1
MAMRTALTSLPARLRAPAPPAATGGRRLLSDGKGRVLSEEERAKESTIYIQKMERERQEKLKKRLEQEKADS
DKAKPADADKVESDSELWIWSTTRTKAEPDEGRGQPKLYAGKLRRDGTRGNRP

>0s08t0558900-01
MATRTAVARVVAPHQPAWAAAVLARRMEGGRRVARYFSDGTGRVLSEEERAAESVYIQKMEREKLEKERRK
ADKDKADAAKRAAAAKGDKKGGEARPT

>TraesCS7B02G180800.1
MAMRCALTSLPARLRSPAVVASGTRRLLSDGKGRVLSEEERAKENVYIQKMERERREKLKKKLEQEKDAAD
KAKSGADGKVYDTAL

>TraesCS7A02G279400.1
MAMRCALTSLPARLRSPAVVASGTRRLLSDGKGRVLSEEERAKENVYIQKMERERQEKLKKKLEQEKDAAD
KAKSGADGKVYDTAL

>Bd21.4g38600
MATAAAAAASRTOQARAAARFIQSRLRSSGGKVLSEEEKAAENIYIKKMEQEKIEKLARKGPSPGEQAPSTP
SSAASDVKAGGGPAESSSAGVSTDKNRNYAVLAGTIAGLSALGWYLLSKPKKVEETVD
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>Bd21-3.4G0537600
MATAAAAAASRTQARAAARFIQSRLRSSGGKVLSEEEKAAENIYIKKMEQEKIEKLARKGPSPGEQAPSTP
SSAASDVKAGGGPAESSSAGVSTDKNRNYAVLAGTIAGLSALGWYLLSKPKKVEETVD

>7Zm00001eb369670 TOO1
MATRAAARFLORREFLSSGGKVLSEEEKAAENVYIKKVEQEKLEKLARKGPSSGEQPSSTTGSAASDVKADA
GPTESASASVSTDKNKNYAVLAGAVAALGGLGWYLLLKPKKSEEVVD

>TraesCS4B02G009200.1
MARSGGLLVPTPCSASASSSHFQREGERGFESLPESGSIQRVLGFSLRAAAMSMAAAARAAARAPGRAAAR
FVQTRLRSSGKVLSEEERAAENVYIKKMEQEKREKLARKGPSTGEQAPSTPSAGAGDVNTAGAGSTTSASA
AGTSTDKNRNYAVLAGTLAGLSALGWYLLSKPKKTEEVVD

>7zm00001eb151060 TOOL
MATRAASRFLORRLLSSGGKVLSEEEKAAEKVYIKKMEQEKLEKLARKGPSSGEQPSSTTVSAASDVKTGA
GPTESASANVSTDKNRNYAVLAGTIAALSGLGWYLLSKPKKSEEVVD

>Bd21-3.2G0008400
MAEVRRFRSSGGKVLAEEEKAAENIYIKKMEQEKTIEKLARKGPSPGEQAPSTPSSAASDVKAGGCPAESSS
AGVSTDKNRNYAVLAGTIAGLSALGWYLLSKPKKVEETVD

>0s09t0568900-01
MEAAARAPSRAAARFVQORRLEFSSGGKVLGEEEKAAENVYIKKMEHEKLEKLAHKGPNPGEQASTAGAAANA
VKTGSGSTESRSAGVSTDKNRNYAVLAGTVAALSGLGWYLLSKPKKSEDIVD

>TraesCS4D02G006700
MSMAAAARAATRAPGRAAARFVQTRLRSSGKVLSEEERAAENVYIKKMEQEKREKLARKGPSAGEQAPSTP
SAAAADVSSTASASAAGTSTDKNRNYAVLAGTLAGLSALGWYLLSKPKKTEEVVD

>Bd21-3.3G0566200
MAMRCALTSLPARLRSAAAPAAVRAFSDGKGRVLSEEERAKESVYIQKMERERLEKLKKKQEQEKADAEKA
GKKPEEGSK

>At2G27730.4
MATRNALRIVSRREFSSGKVLSEEERAAENVEIKKMEQEKLOKLARQGPGEQAAGSASEAKVAGATASASAE
SGPKVSEDKNRNYAVVAGVVAIVGSIGWYLKAGGKKQPEVQE

>Bd21.3g42871
MAMRCALTSLPARLRSAAAPAAVRAFSDGKGRVLSEEERAKESVY IQKMERERLEKLKKKQEQEKADAEKA
GKPEEGSK

>0s08t0559000-01
MAMAVVAAASRVQARLAARLAPRRLLSSGGKVLGEEKAAENIYIKKMEQEKLEKLARQGPSPGEQGSSTPA
ADVKAEGGPTAGASTVKNKNYTLIAGAVGVLGASAIAWYRLSKPEKSEEVAN

>TraesCS4A02G307300.1
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MSMAAAARAATRAPGRAAARFVQTRLRSSGKVLSEEERAAENVY IKKMEQEKREKLARKGPSTGEQAPSTP
SAAAGDVNTGGAASTASASAAGTSTDKNRNYAVLAGTLAGLSALGWYLLSKPKKTEEVVD

>Bd21-3.4G0537500.1.p
MAAAAATATASRSVAREAARFVQRREWSSGGKVLGEEEKAAENTIYIKGPSPSPGEQASSTPSSTDVKTGRG
PMESTSAGVSTNKNRNYAVLAGTVAAVSALGWYLLSNPKKVEETVD

>7Zm00001eb252110 TOO1
MAMRTALTSLPARLHAPAPPAAMGGRRLLSDGKGRVLSEEERAKESVYIQKMERERQEKLKKRLEQEKADS
EKVKSADADKDVRLOQVVRLCAKSREAISSPVQHLTLHYQQLKDEQGELSSSDEKKYKALKRATERETILQSA
DVICCTYVGAGDPRLSNFRFROQVLIDESTQAIEPECLIPLVLGVKQVVLAGDHCQLGPIIMCKKAAHAGLA
QSLFECLVILGVKPFRLOIIPAYDYRMHPCLSEFPSNYEFYEGTLONGVTVNERQSSGIDEFPWPVPNRPMEF
YVOMGOQEEIYITEGCLLKEFYTSCRSLV

>A16G14410
MSLARSAITKLRLARSLWETQIGASRSVESTRGSAIRCEFSDDKGRVLSEEERAKESMY IKKMEKEILEKKK
KLEKHKPDNEKGSADKKPDASKP

>A1401255
MATRNALRIVSRRESSGKIFSEEEKAAENVEIKKMEKEKLEKIARQGPGEQAAGTASEAKAAGATASASAE
SGPKVSEDKNRNYAVVAGVVAIFGSIGWYLKAGGKKQPEVQE

>STF1.Sc
MLNRCISRNTRLPVNLRIASREFYSDGPLGGAGPGNPQDIFIKRERAKEDYYARQQEREQLAHVKEQLKEHK
KKLENLENKINNLSK

>B.taurus
MAATALAARTRQAVWSVWAMQOGRGFGSESGDNVRSSAGAVRDAGGAFGKREQAEEERYFRARAKEQLAALK
KHHENEISHHAKEIERLOQKEIERHKQSIKKLKQSEDDD

>H.sapiens

MAVTALAARTWLGVWGVRTMQARGEFGSDQSENVDRGAGSIREAGGAFGKREQAEEERYFRAQSREQLAALK
KHHEEEIVHHKKEIERLOQKETIERHKQKIKMLKHDD
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Material suplementario 6. Modelo de la arquitectura interna del complejo | mitocondrial. (Klodmann et al., 2010).

Material suplementario 7. Alineamiento de secuencias homdlogas de IF1 en Arabidopsis thaliana.

At5G04750 MSSARSATITKLKLARSFGERQIGASRSVVSTRGPAIRYFSDDKGRVLSEEERAKESMYIQ 60
At2G27730.4 -mm e MATRNALRIVSRRFSSGKVLSEEERAAENVFIK 33
* Lk kkkkkkkk kLD ok:
At5GO4750 KMERERLEKKKKLEQDKLDGEKGSANKK - - - - - - - PETNKP- - == === === === o= - - 94
At2G27730.4 KMEQEKLQKLARQGPGEQAAGSASEAKVAGATASASAESGPKVSEDKNRNYAVVAGVVAT 93
*kkI kI kK p . . * . ok
At5GO4750 e o 94
At2G27730.4 VGSIGWYLKAGGKKQPEVQE 113

1: At5Ge4758 100.00 31.34

2: At2G27738.4 31.34 1ee.ee

At5GO4750 VVSTRGPAIRYFSDDKGRVLSEEERAKESMYTIQKMERERLEKKKKLEQDKLDGEKGSANK 60
At2G27730.4 MATRNALRIVSRRFSSGKVLSEEERAAENVFIKKMEQEKLQKLARQGPGEQAA - -GSASE 58
: * LLEIRERRERALE AL IIRIFARIKINIR . . . wRE L L

1: At5Ge4758 100.00 35.@0

2: At2G27738.4 35.80 1ee.o0e
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Material suplementario 8. Homologia de IF1 bovino y STF1 de Saccharomyces cerevisiae.

STF1.5c
B.taurus

5TF1.5c

B.taurus

1
2

STF1.5c
B.taurus

MLNRCISENTRLPVNLRIASRFYSDGPLGGAG--------------- FPGNPQDIFIKRER

MAATALAARTR-------- QAVWSYWAMOQGRGFGSESGDNVRSSAGAVRDAGGAFGKREQ

* N S M * HEAI

AKEDYYARQQEREQLAHVKEQ- - - - LKEHKKKLENLENKINMLSK-------~----- 86

AEEERYFRARAKEQLAALKKHHENEISHHAKEIERLQKEIERHKQSIKKLKQSEDDD 189
*IkD ® % LEEEE DK aak RIIEL.EIDIRD.

lee.88 38.77
38.77 100.80

45

Material suplementario 9. Polimorfismos encontrados en los primeros 2,000 nucledtidos de IF1-A en B. distachyon. La

zona amarilla marca el inicio de la regién 5'UTR, la zona morada marca los 2,000 nucleétidos, las letras en rojo indican

el sitio del polimorfismo que coincide con la secuencia consenso de un probable sitio de union de factores de

transcripcion, en verde las que no.

Bd21IFlPromotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFlPromotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFl1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFlPromotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFl1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFl1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFl1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

TGAATATTATGATGTTTCGATCAATGCTTATGTGTATGAGTTTGTTGATCCCTATCAACA
TGAATATTATGATGCTTCGATCAATGCTTATGTGTATGAGTTTGTTGATCCGTATCAACA

Kohkkkkkkhkkhkkhhh hhhkhhkhhhhhhhhhhhhhhkkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhk*x *hkkkkkkk

CACAAGCATGTGCAACTATGTTTAAAAATATAAACCGATGTGTTTTTT TCHRNNNRGERG
CACAAGCATGTGCAACTATGTTTAAAAATATAAACHGATGTGTTTTTTTCCAAAAANGAG

B R R R R R S R R I

GATGTTTCTCCGGCCTCCGCATCAACCGATGCACACAGCCAGTCGCCTATGGCGATCAGA
GATGTTTCTCCGGCCTCIGCATCAACCGATGCACACAGCCAGTCGCCTATGGCGATCAGA

B I o

TTTCAGTTATTACAACACAAAATGGCAGCAAGTAAGGAAAAAAAATCCTCCTAGCCGATA
TTTCAGTTATTACAACACAAAATGGCAGCIAGTAAGGAAAAAAAATCCTCCTAGCCGATA

Kok kkkkkhkkhkkhkhhkhhhhhhhhkhhhhhkk *hkhkhhhhhhhhhkkhkkhkkhkkkkkkkkk %k

GACCTCGTGTCACCTTAGAACTCACAAAAGAGACACCC-AGGAGCAGCTTCAATAGAGAG
GACCTCGTGTCACCTTAGAACTCACAAAA.AGACACCCAGGGAGCAGCTTCAATAGAGAG

Khkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhk Khhkkxkxkx *k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
AGCTCTCTTTCCAATCAAAAGGAAACGAACCCATCAGAAAAACCAAGAACGGGCTCCCAA
AGCTCTITTTCCAATCAAAAGGAAACGAACCCATIAGAAAAACCAAGAACGGGCTCCCAA

Khkkhkhkkhk KA hkKhkAh KA A AR A KA A A XA A A A A A kA * AAhAhAh A kA kA kA hkhkhkhkh &K

ACCCAGAAGTCCAAAATCAACAGCCTTCTTGCGTCTCTTGCCCGACCTATCTTCATCTAT
ACCCAGAAGTCCAAAATCAACAGCITTCTTGCGTCTCTTGCCCGACCTATCTTCATCTAT
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Bd21IF1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IF1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IF1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFl1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IF1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IF1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFl1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IF1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IF1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFl1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IF1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFlPromotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFlPromotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IF1lPromotor

B I R R R R R R R R

ATCCTTCACATTAGCATCATTGGAAGCAGCAACAGATGGTGCCACCATCAAGTGTCGTCG
ATCCTTCACATTAGCATCATTGGAAGCAGCAACAGATGGTGCCACCATCIAGTGTCGTCA

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk *kkkkkkk*

CATTGGCAAAAGCATCGTCAACGTTGGCTCCACCTCCATAGTTGAGGACCTCCGCATAAG
CATTGGCAAAAGCATCGTCAACGTTGGCTCCACCTCCATAGTTGAGGACCTCCGCATAAI

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k& k k%

CATCGACTTATTCCAAGATGATTTCATGGGCCGCACCACTAGCTCAATTAGGACCGCCAC
CATCGACTTATTCCAAGATGATTTCAlGGGCCGeaccacTAGCTCAITTAGGACCGCCAC

R R I R R R R T

TGCCAATCTTTCGCCTCCTGTGGTGAACCACCGAGCTGGCCCCAACCATGACCACCGTTG
TGCCAATCTTTCGCCTCCTGTGGTGAACCACCGAGCTGGCCCCAACCATGACCACCGTTG

R R R R R

CAGCCATTGATGAACAAACCATGACCCGCATATAGAACCACGCCAAAAACCAGTGCCATA
CAGCCATIGA.GAACAAACCATGACCCGCATATAGAACCACGCCAAAAACCAGTGCCATA

Kohkkkkkk Kk hkkkkhhkhhkhhhhhhhhhhhhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk k%%

ACCTCCATGTCCAACAGCTGCATCCACACCACCATCTCCATGGGCATCTAGGCCCCAAAG
ACCTCCATGTCCAA.AGCTGCATCCACACCACCATCTCCATGGGCATCTAGGCCCCAAAG

Kohkkkkkkkkkkkhkhk hhhkhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkk**

ACGCCCGTATGCTCCAGGCACAGGACACAACAAACCGCCACACCGCCATCTCCACCACCC
ACGCCCGTATGCTCCAGGCACAGGACACAACAAACCGCCACACCGCCATCTCCACCACCC

Kok kkkkkhkkhkkhkkhkhhkhhkhkkhkkhkhkhkkhkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk k& k%%

ATAAAACCGCATCCGCTTGACGAAGACAGCAGCACCCGTGGAGGCGGATGGAATTAAGGG
ATAAAACCGCATCCGCTTGACGAAGACA.CAGCACCCGTGGAGGCGGATGGAATTAAGGG

Kok kkkkkhkhhkhhkhhkhhhhhhhhhhhhkh hhhkkhkhkhhhhhkhkkhkkhkkhkkkkkkkkkk*

GCTCCCCTTCATGCGTGAGCCGCCGGAACAACAACCTCTAGCTCAAAACAGCGCCCTGCC
GCTCCCCTTCATGCGTGAGCCGCCGGAACAACAACCTCTAGCTCAAAACAGCICCCTGCC

R

CTGACCACCGTCGGCAGTGGCAGCGACCAGCCCTTCCTGCATGAGCCGCCAGAGAACAAC
CIGACCACCGTCGGCAGTGGCAGCGACCAGCCCTTCCTGCATGAGCCGCCAGAGAACAAC

I R R

AACCTCCTACACAGCTTCCAACGGCGGCGCCCAGCCCCGACCTCCGTTGGTAGGTGCCGC
AACCTCCTACACAGCTTCCAACGGCGGCGCCCAGCCCCGACCTCCGTTGGIAGGTGCIGC

R R

GACCTGCCCATCCCAGCATGAGTCATCGGAGAAAAGCAACCTCCGGCACAACCTCCAATG
GACCTGCCCATCCCAGCATGAGTCATCGGAGAAAAGCAACCTCCGGCACAACCTCCAATG

B R R

GCGGTTCCTGTCCCGACCACCGTCGGCGGCGGCGGCAGCGGCGACCACCACGATATCTCC
GCGGTTCCTGTCCCGACCACCGTCGGCGGCGGC-GGCGGCGACCACCACGATATCTCC

R R R R R Ak kkhkkhkkhkk Ak hkkhkhKkhk***

CTGGAACAGAGCTCGTCACGCGATCCAGTGCGGCTCCTCGCGCGCTAGTCAACCCTGTGC
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Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFlPromotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IF1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IF1lPromotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IF1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFlPromotor

Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFlPromotor

Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFlPromotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFlPromotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFl1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFl1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFlPromotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFlPromotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IF1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFl1Promotor

CTIGAACAGAGCTCGTCACGCGATCCAGTGIGGCTCCTCGCGCGCTAGTCAACCCTGTGC

B R R I R R R R R

GATCCTCCAAGGCAGAAGGATCTAGGCCCTGCCGCCACCGACACCAAGCGGGCTTTGCCC
GATCCTCCAAGGCAGAAGGATCTAGGCCCTGCCGCCACCIACACCAAGCGGGCTTTGCCC

B R N R R R R R

GGCGACGGCGAGGGAGGGAGGCGGCTTAGGGTTTCAGGAGGACCTCGTCTTCTTTTCTGT
GICGACGGCGAGGGAGGGAGGCGGCTTAGGGTTTCAGGAGGACCTCGTCTTCTTTTCTGT

ko okkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkhkkkkkkkkkkkkk k%

ACTTATTTTCTAGTCCTGCGTTTTGCATTATTGCCTTCCAAAGAGGGCCTCAACTCATGT
ACTTATTTTCTAGTCCTGCGTTTTGCATTATTGCITTCCAAAGAGGGCCTCAACTCATGT

hkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkhkkkkkkkhkk Khkkhkkhkkhkkhkhkkkkkkkkkkkkk %

GATATATACCGTCATATTCAAAACATTTGATTAACAAGGAAATGAAATCATGTACTTTTA
GATATATACCGTCATATTCAAAACATTTGATTAACAAGGAAATGAAATCATGTACTTTTA

R R R R R R

TTTTTTTAAACTCATTGCAGAGCGATGCACTACTGCACACGAGTGAGTTTTAAGTCACCC
TTTTTTTAAACTCATTGCAGAGCGATGCACTACTGCACACGAGTGAGTTTTAAGTCACCC

R R R R

ATGGGCGAAGATCGCCCTAGTTGTCGTTTTTCCTTTTAGAAAATTCCAAGTCCAGCATGA
ATGGGCGAA.ATCGCCCTAGTTGTCGTTTTTCCTTTTAGAAAATTCCAAGTCCAGCATGA

Kokkkkkkkk kkkkkkkkhkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkkkkkk k%

AGCCCAATTGGCAGGAGTAGCAGCGTGTTAGTACAATTTACTACTCCATACTCGAGACCA
AGCCCAATTGGCAGGAGTAGCAGCGTGTTAGTACAATTTAMTACTCCATACTCGAGACCA

Kok kkkkkkkkkkkkkkkkkhkkhkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkk hhkkkkkkkkkkkkhkkhkkk*

AGCCCAACGGATTAATATCCAAATCCCAAAAGAAAAGACAAAGAAAGGGCTTGTCCAAAC
AGCCCAACGGATTAATATCCAAATCCCAAAAGAAAAGACAAAGAAAGGICTTGTCCAAAC

Kok kkkkkhkkkkhkkhkhhkhhkhhkkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkkk *hkkkhkkkkkk*

TTGTCTTACCAAAATTTGGCAACCTATGATATTTTTGTTTTTGTTTGGTTGGTGGCCAAA
TTGTCTTACCAAAATTTGGCAACCTATGATATTTTTGTTTTTGTTTGGTTGGTGGCCAAA

R R R R

ATTTTGGTTTTCAAATGAATGTTGCTGACTTTCTCACTTCTTCCTTCATAAATCTTGTCC
ATTTTG.TTTCAAATGAATGTTGCTGACTTTCTCACTTCTTCCTTCATAAATCTTGTCC

Kok Kk KKk R R R R

ACTTTTTGGTCGACCTTGGACCAACAAATCCTTAACCAAATATTTAGCTAGTAAATTATT
ACTHTTTGGTCGACCTTGGACCAACARATCCTTABCCABATATTTAGCTAGTAAATTATT

I R I R R

GACAAAAATTAATAGGTTAAGAACCAACACACCGGAAGGTCCAAATCCAACACCATTTTG
GACAAAAATTAATAGGTTAAGAACCAACACACCGGAAGGTCCAAATCCAACACCATTTTG

B R R

GTCATCTCAAGCCCGIGGTAATGTGACGTGTCGGCAATATACAAGCGGGAAAAGAGAAGA
GTCATCTCAAGCCCGIGGTAATGTGACGTGICGGCAATATACAAGCGGGAAAAGAGAAGA

Kk Kk Kk Kk Rk Ahkhhk*x KhAhkAhkAh Ak hhh*h *hhAhAhhhhhhhdhkh kA hk kA h Ak k* kK

AGAAGCTTCGCGGGTTCTGGAAACCGCTTACTTTCGCTTTATCCTGTAACTTCGAGCTCA
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Bd21-3IFlpromotor

Bd21IFl1Promotor
Bd21-3IFlpromotor

AGAAGCTTCGCGGGTTCTIGAAACCGCTTACTTTCGCTTTATCCTGTAACTTCGAGCTCA

B I R R

TCCTTATCTCCATATCAGGAGGTTCTGGCTGCGCCCAAGGGAAAAGAAGGATCTGGGGAC
TCCTTATCTCCATATCAGGAGGTTCTGGCTGCGCCCAAGGGAAAAGAAGGATCTGGGGAA

Material suplementario 10. Polimorfismos que coinciden con la secuencia de un probable sitio de unién de factor de

transcripcion. En verde la secuencia candnica y en rojo el nucledtido que difiere.

Sitio de
Sec. CpG unién de
consen | Islan | factor de | Posicidn | Hebra Secuencia Bd21 Puntuacion Secuencia Bd21-3
s0 d | transcripcié
n
without
o correspondi -33 - tCtGGAAA 0.75
ng Families {CtCGAAA
X NAC; NAM -89 + aatgtaACGTG 0.9 aatgtgACGTG
X AP2; ERF -89 + aatgtaachScTCchaatat 0.87 aatgtgachG(':FCchaatata
without
o * | correspondi| -89 - aatgtAACGT 0.7 aatgtGACGT
ng Families
bHLH; bzIP -91 + gtaatgtaACGTGt 0.89 gtaatgtgACGTGt
bzIP -91 + gtaatgTAACGt 0.81 gtaatgTGACGt
without
o * | correspondi| -197 - ttaacCAAATA 0.91 ttagccCAGATA
ng Families
0 xiﬁzri; -197 ; {TAACCaaat 1 {TAGCCagat
o MADF -197 + tTAACCaaat 1 tTAGCCagat
o C3HZér;cf|ng -231 - tccaCTTTTig 0.97 tccaCTATTtg
o Dof -230 - ccaCTTTTtg 1 ccaCTATTtg
o Trihelix -287 - ttttGGTTTtcaaa 0.96 ttttG-GTTTtcaaa
without
X correspondi | -283 - ggtTTTCA 0.88 g-gtTTTCA
ng Families
x % C2H2 -379 _ aag aaaaGA;AAag aaagg 0.95 aag aaaaGA(iAAag aaagga
X * Dof -377 - gAAAAGaca;a agaaagggct 0.93 gAAAAGacaaagaaaggactt
* _ ) cccaaaagAAAAGacaaag cccaaaagAAAAGacaaaga
X Dof 384 aaagggcttg 0.86 aaggacttg
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Sitio de

Sec. | cpG | uniénde
consen | Islan | factor de | Posicion | Hebra Secuencia Bd21 Puntuacion Secuencia Bd21-3
s0 d | transcripcio
n
o * MADF; -435 + caaTTTACta 0.99
Trihelix caaTTTAAta
x * C2H2 431 - tTACTAct 0.99 tTACTAct
without
X * | correspondi| -430 + TACTACct 0.86
ng Families TACTAat
o * GATA -523 - cgaaGATCGc 1 cgaaAATCGc
without
o * | correspondi| -521 - aaGATCG 0.86
ng Families aaAATCG
o * | AP2;ERF 521 - AAGAT 0.8 AAAAT
* - + TATT
X Others 680 Gccttccaaa 0.71 TATTGegttccaaa
without
o * | correspondi| -677 + TGCCT 0.8
ng Families TGCGT
* AT-Hook -682 - aTTATTgcct 1 aTTATTgcgt
* HD-ZIP -685 - tgcaTTATTgcctt 0.93 tgcaTTATTgcgtt
X * | Myb/SANT | -799 + tgccgccaccggacACCAAgc 0.9 tgccgecaccaacACCAAgcg
X * My:\a/{?gNT; -792 - accgacACCAAgcgggctitg 0.89 accaacACCAAgcgggctitg
o * bHLH -796 - cgccaCCGACacc 1 cgccaCCAACacc
without
X * | correspondi| -794 + CCACCgacacca 0.75 CCACCaacacca
ng Families
* AP2 -794 + ccaCCGACac 0.99 ccaCCAACac
* | AP2; ERF -794 + ccaCCGACac 1 ccaCCAACac
* B3; ARF -792 + acCGACAcc 0.99 acCAACAcC
o] * ERF -799 - tgccgcCACCGacac 1 tgccgcCACCAacac
o * | AP2; ERF -862 - agtGCGGCtc 0.95 agtGTGGCtc
o * C3H -863 - cagTGCGGctcctcg 0.92 cagTGTGGctcctey
Alpha-
o * -860 - tgCGGCTcctc 0.71 tgTGGCTcctc
amylase
o * ERF -860 - tgCGGCT 0.86 tgTGGCT
without
o * | correspondi| -892 - CtcCCTGG 0.75 CtcCCTTG
ng Families
o * AP2 -932 - ccaccgtcggé:aGGCchgg 0.91 ccaccgtcggC---Agcggea
0 * | AP2;ERF | -928 - cGTCGGcgy 0.99 cGTC---ag
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Sitio de

Sec. | cpG | uniénde
consen | Islan | factor de | Posicion | Hebra Secuencia Bd21 Puntuacion Secuencia Bd21-3
s0 d | transcripcio
n
o * LBD -922 + CGGCGgcggceagegg 0.97 C---agcggcagegg
X * ERF -925 - CGGCGGngngngngC 0.93 cGGCGGcegge---ageggeg
X * LOB; LBD -924 - ggCGGCGg:ngcagcggcg 0.95 ggCGGCGgc---agcggegac
X * Sox -926 + thGCGGcggcggcagcgg 0.97 tcGGCGGcggc---agcggcy
X * mTERF -925 - cGGCGGcggcggcagcggc 0.98 cGGCGGcgge---agcggeg
o * MYB -1023 + gttggTAGGTgccg 0.9 gttggCAGGTgctg
o * Myl;z\s(,;NT; -1031 + cgacctcegttggTAGGTgce 0.96 cgacctcegttggCAGGTgct
X * (Others) -1027 - ctccGTTGGtaggtgceg 0.88 ctccGTTGGcaggtyctg
without
o * | correspondi | -1021 + TGGTAggtgcege 0.69 TGGCAggtgctge
ng Families
without
o * | correspondi| -1128 + CTGAC 0.8 CCGAC
ng Families
X * ERF -1136 + gccctgeectgacCACCGte 0.96 gcectgecccgacCACCGte
X * AP2; ERF -1130 - ccctgacCACCGtcg 0.95 ccccgacCACCGtcg
without
X * | correspondi| -1134 + CCTGCcctgaccacc 0.75 CCTGCcccgaccacc
ng Families
TCP,
o] * | Conserved | -1138 + GCGCC 0.75 GCACC
Region
o * bzIP -1225 + aGACAGcagc 0.97 aGACAAcagc
X * Nin-like -1223 + acagCAGCAcccgtg 0.99 acaaCAGCAcccgtg
* C2H2 -1356 + aaCAGCTgca 0.94 aaTAGCTgca
* bzIP -1357 + caaCAGCTgc 0.9 caaTAGCTgc
* Bhlh -1354 + CAGCTg 1 TAGCTg
TCP,
X * | Conserved | -1361 + TGTCCaac 0.75 TGTCCaat
Region
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Sitio de

Sec. | cpG | uniénde
consen | Islan | factor de | Posicion | Hebra Secuencia Bd21 Puntuacion Secuencia Bd21-3
s0 d | transcripcio
n
without
o * | correspondi | -1422 - ttGATGA 0.86 tgGAAGA
ng Families
o * | AP2; ERF -1422 - TTGAT 0.8 TGGAA
without
o * | correspondi | -1422 + TTGAT 0.8 TGGAA
ng Families
X * MYB -1503 - aaTTAGGa 0.89 atTTAGGa
without
o * | correspondi| -1506 - CTCAA 0.8 CTCAT
ng Families
without
o * | correspondi | -1504 + CAATT 1 CATTT
ng Families
without
X * | correspondi| -1525 - tcatGGGCC 0.96
ng Families tcacGGGCC
o | * B3 -1525 - TCATG 0.8 TCACG
X * C3H -1525 + tcatgggCCGCAcca 0.91 tcacgggCCGCAcca
NF-YB; NF-
* 4 - -
o] YA; NF-YC 1523 ATGGG 0.8 ACGGG
without
o * | correspondi| -1522 + TGGGCc 1 CGGGCc
ng Families
without
X * | correspondi | -1555 + GCATAagc 0.83 GCATAacc
ng Families
X * WRKY -1598 - agcatcGTCAAcgtt 0.94 accatcGTCAAcgtt
X * bzIP -1597 + gcatCGTCAacgtt 0.89 ccatCGTCAacgtt
X * bZIP -1621 - tcaAGTGT 0.75 tcgAGTGT
X * Others -1620 - caAGTGT 1 CgAGTGT
without
X * | correspondi | -1628 + GCCACcatca 0.7 GCCACcatcg
ng Families
(o] * Dof -1706 - GCCTT 1 GCTTT
without
o * | correspondi| -1705 + CCTTCittgcgtctct 0.75 CTTTCttgcgtctct
ng Families
o * Dof -1786 - CtcTCTTTce 0.98 CtcTGTTTcc




Sec.
consen
el

CpG
Islan

Sitio de
unién de
factor de

transcripcio
n

Posicion

Hebra

Secuencia Bd21

Puntuacion

Secuencia Bd21-3

without
correspondi
ng Families

-1783

TCTTT

TGTTT

without
correspondi
ng Families

without
correspondi
ng Families,
conserved

region

-1816

-1811

GACACcc-agg

CCAGG-agc

0.7

0.75

GACACccagg

CCAGGagc

Dof

-1823

caAAAGAgac

0.99

caAAAAAgac

AP2; B3;
RAV

-1896

aCAACAcaaaatggcagcaa

g

0.92

aCAACAcaaaatggcagcgag

without
correspondi
ng Families

without
correspondi
ng Families

without
correspondi
ng Families

Dof

-1979

-1974

-1974

-1977

TCCAAaaagga

AAAGG

AAAGG

caAAAAGgagg

0.73

0.8

0.96

TCCAAaaaaga

AAAAG

AAAAG

caAAAAAgagg

NF-YB; NF-
YA; NF-YC

without
correspondi
ng Families

-1993

-1993

CCGAT

CCGAT

0.8

0.8

CTGAT

CTGAT
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Material suplementario 11. Certificado de andlisis de oligonucleétidos de IF1.

CERTIFICADO DE ANALISIS
T40LIGO

Solicitud: 147 UNIPA JMP 25596 Fecha de sintesis: 24/07/2023
Fecha de caducidad: 24/07/2024
La fecha de caducidad es aplicable en el producto seco
(sin resuspender).

Usuario: Julian Mario Pefia Castro
Institucion: Universidad del Papaloapan .
Nombre del oligo: GenolF1Bd1F ID: N5056

Modificaciones: Escala: 25 nmol Purificacion: DST

Secuencia: TTTTTGTCTCCAACTTGTCGAA

# de bases: 22 pg/OD: 33.3
Tm: 63.8
Nanomoles finales: 23.79 PM: 6666.4

pg de Oligo: 158.58

237.9pl de agua para una concentracion de 100pM

La Tm fue calculada de acuerdo a lo reportado por Breslauer etal., Proc. Nati. Acad. Sci. 83, 3746-50 (1986). Se recomienda que el
usuario realice el calculo de dicho parametro tomando como base la metodologia que mejor se ajuste a sus propésitos

Kqvlg nonbenaV

RECOMENDACIONES DE USO: LACP. Karla Montserrat Osorio Romero

Para resuspender se recomienda utilizar uno de los siguientes buffers
- Preferentemente TE Buffer (10 mM Tris HCl/1 mM EDTA) pH 8.0
- Agua libre de Nucleasas.
Mantener almacenado previo y posterior a su uso a 4°C o -20°C segun corresponda.
Una vez resuspendido es recomendado hacer alicuotas para minimizar la exposicién del oligo al ambiente de laboratorio y a
el nimero de ciclos de congelacion y descongelacién.
Para asegurar el funcionamiento de sondas y oligos marcados se recomienda protegerlos de la luz y el aire para evitar el
fotobleaching, almacenarlos en tubos &mbar o tubos claros en un contenedor opaco.

Para uso exclusivo en investigacion cientifica.
De presentar algin detalle con el desempefio del producto contacte por favor a soporte técnico al teléfono
462-624-0364 o al correo electrénico Soporte@t4oligo.com.

Nota: Este producto cuenta con ! afio de garantia a partir de su compra.

ADN ARTIFICIAL S DE RL DE CV.

Euquerio Guerrero #278, Col. 1
Tabachines, 36615 Irapuato, Gto. ISO

9051:2015 www.t4oligo.com
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CERTIFICADO DE ANALISIS
8 7770 ]

Solicitud: 147 UNIPA JMP 25596 Fecha de sintesis: 24/07/2023
Fecha de caducidad: 24/07/2024
La fecha de caducidad es aplicable en el producto seco
(sin resuspender).
Usuario:,Julian Mario Pefia Castro
Institucion: Universidad del Papaloapan
Nombre del oligo: GenolF1Bd1R ID: N5057

Modificaciones: Escala: 25 nmol Purificacion: DST

Secuencia: TTTTGCGAGTAAAGATGATGGA

# de bases: 22 (jg/OD: 30.2
Tm: 63.7
Nanomoles finales: 23.33 PM: 6853.6

pg de Oligo: 159.89
233.3pl de agua para una concentraciéon de 100pM

LaTm fue calculada de acuerdo a lo reportado por Breslauer et al., Proc. Nati. Acad. Sci. 83, 3746-50 (1986). Se recomienda que el
usuario realice el calculo de dicho parametro tomando como base la metodologia que mejor se ajuste a sus propésitos

KOiviQ HOntserrQV

RECOMENDACIONES DE USO: LACP. Karla Montserrat Osorio Romero

Para resuspender se recomienda utilizar uno de los siguientes buffers
- Preferentemente TE Buffer (10 mM Tris HCl/1 mM EDTA) pH 8.0
- Agua libre de Nucleasas.
Mantener almacenado previo y posterior a su uso a 4°C o -20°C segun corresponda.
Una vez resuspendido es recomendado hacer alicuotas para minimizar la exposicién del oligo al ambiente de laboratorio y a
el namero de ciclos de congelacion y descongelacién.
Para asegurar el funcionamiento de sondas y oligos marcados se recomienda protegerlos de la luz y el aire para evitar el
fotobleaching, almacenarlos en tubos &mbar o tubos claros en un contenedor opaco.

Para uso exclusivo en investigacion cientifica.

De presentar algin detalle con el desempefio del producto contacte por favor a soporte técnico al teléfono
462-624-0364 o al correo electrénico Soporte@t4oligo.com.

Nota: Este producto cuenta con 1 afio de garantia a partir de su compra.

ADN ARTIFICIAL S DE RL DE CV. [2i=".

Euquerio Guerrero #278, Col. 2 I O
Tabachines, 36615 Irapuato Gto.
www.t4oligo.com
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CERTIFICADO DE ANALISIS
8 7770 ]

Solicitud: 147 UNIPA JMP 25596 Fecha de sintesis: 24/07/2023
Fecha de caducidad: 24/07/2024
La fecha de caducidad es aplicable en el producto seco
(sin resuspender).
Usuario:,Julian Mario Pefia Castro
Institucion: Universidad del Papaloapan
Nombre del oligo: GenolF1Bd2F ID: N5058

Modificaciones: Escala: 25 nmol Purificacion: DST

Secuencia: CGCATTGATCTGTTGTGACC

# de bases: 20 pg/OD: 33.4
Tm: 64.7
Nanomoles finales: 23.67 PM: 6099

pg de Oligo: 144.37
236.7pl de agua para una concentraciéon de 100pM

LaTm fue calculada de acuerdo a lo reportado por Breslauer et al., Proc. Nati. Acad. Sci. 83, 3746-50 (1986). Se recomienda que el
usuario realice el calculo de dicho parametro tomando como base la metodologia que mejor se ajuste a sus propésitos

KOiviQ HOntserrQV

RECOMENDACIONES DE USO: LACP. Karla Montserrat Osorio Romero

Para resuspender se recomienda utilizar uno de los siguientes buffers
- Preferentemente TE Buffer (10 mM Tris HCl/1 mM EDTA) pH 8.0
- Agua libre de Nucleasas.
Mantener almacenado previo y posterior a su uso a 4°C o -20°C segun corresponda.
Una vez resuspendido es recomendado hacer alicuotas para minimizar la exposicién del oligo al ambiente de laboratorio y a
el namero de ciclos de congelacion y descongelacién.
Para asegurar el funcionamiento de sondas y oligos marcados se recomienda protegerlos de la luz y el aire para evitar el
fotobleaching, almacenarlos en tubos &mbar o tubos claros en un contenedor opaco.

Para uso exclusivo en investigacion cientifica.

De presentar algin detalle con el desempefio del producto contacte por favor a soporte técnico al teléfono
462-624-0364 o al correo electrénico Soporte@t4oligo.com.

Nota: Este producto cuenta con 1 afio de garantia a partir de su compra.

ADN ARTIFICIAL S DE RL DE CV. / 3
Euquerio Guerrero #278, Col. 3 I O
Tabachines, 36615 Irapuato Gto.
www.t4oligo.com
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CERTIFICADO DE ANALISIS
8 7770 ]

Solicitud: 147 UNIPA JMP 25596 Fecha de sintesis: 24/07/2023
Fecha de caducidad: 24/07/2024
La fecha de caducidad es aplicable en el producto seco
(sin resuspender).
Usuario:,Julian Mario Pefia Castro
Institucion: Universidad del Papaloapan
Nombre del oligo: GenolF1Bd2R ID: N5059

Modificaciones: Escala: 25 nmol Purificacion: DST

Secuencia: GGGCAAGCAGTGATCCATTA

# de bases: 20 (jo/OD: 30.6
Tm: 65.3
Nanomoles finales: 24.28 PM: 6166.1

pg de Oligo: 149.7
242.8pl de agua para una concentraciéon de 100pM

LaTm fue calculada de acuerdo a lo reportado por Breslauer et al., Proc. Nati. Acad. Sci. 83, 3746-50 (1986). Se recomienda que el
usuario realice el calculo de dicho parametro tomando como base la metodologia que mejor se ajuste a sus propésitos

KOiviQ HOntserrQV

RECOMENDACIONES DE USO: LACP. Karla Montserrat Osorio Romero

Para resuspender se recomienda utilizar uno de los siguientes buffers
- Preferentemente TE Buffer (10 mM Tris HCl/1 mM EDTA) pH 8.0
- Agua libre de Nucleasas.
Mantener almacenado previo y posterior a su uso a 4°C o -20°C segun corresponda.
Una vez resuspendido es recomendado hacer alicuotas para minimizar la exposicién del oligo al ambiente de laboratorio y a
el namero de ciclos de congelacion y descongelacién.
Para asegurar el funcionamiento de sondas y oligos marcados se recomienda protegerlos de la luz y el aire para evitar el
fotobleaching, almacenarlos en tubos &mbar o tubos claros en un contenedor opaco.

Para uso exclusivo en investigacion cientifica.

De presentar algin detalle con el desempefio del producto contacte por favor a soporte técnico al teléfono
462-624-0364 o al correo electrénico Soporte@t4oligo.com.

Nota: Este producto cuenta con 1 afio de garantia a partir de su compra.

ADN ARTIFICIAL S DE RL DE CV. Jai=".
Euquerio Guerrero #278, Col. 4 I SO
Tabachines, 36615 Irapuato, Gto.
www.t4oligo.com
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Material suplementario 12. Clasificacion de UK7 segun sistema PANTHER

Family 0S10G0105400 PROTEIN (PTHR16897)

Tree » Scale | Ptiylogenetic Detaiied MSA 11 Grid

nfree

L* | _F— SF2-LACSA_LSAT_1X60961 (AN88)

L«SF21-STRESS RESPONSE PROTEIN NST1 (A

SF2-SPIOL_SOVF_099090 (AN83)
p— SF2-NELNU_LOC104587460 (AN79)
SF2-NELNU_LOC104597588 (AN8O)
SF2-WHEAT (AN63)
SF2-WHEAT (AN64)

SF2-WHEAT (AN65)
r#l SF2-HORW (AN61)

L SF2-BRADI_100832213 (AN59)

<

wei -

SF2-MAIZE_103639389 (AN56)

SF2-MAIZE_103633237 (AN57)
= L|I SF2-SORBI_SORBI_3001G445100(AN54)

L SF2-SET1T 101765677 (AN52)
—«SF20-0S10G0105400 PROTEIN (AN66)
r— SF2-MUSAM_GSMUA_269980.1 (AN47}

T__ SF2-MUSAM_GSMUA_299090.1 (AN48)
SF2-ZOSMR_ZOSMA_477G00130 (AN44)
- SF2-AMBTC_AMTR_s00024pQ0178520 (AN41)

r SF2-PHYPA_PHYPA_021038 (AN163)
SF2-PHYPA_PHYPA_O09516 (AN164)

— SF2-MARPO_MARPO_0087s0049 (AN165)
SF2-KLENI_KFL_0D2200100 (AN166)

SF2-BRAFL_BRAFLDRAFT_73893 (A Gene
SF2-BRAFL_BRAFLDRAFT_79470 (AN5 Gene
- SF2-BRAFL_BRAFLDRAFT_12£ Gene_ORFName:BRAFLDR...
- SF2-BRAFL BRAFLDRAFT 99624 (AN; Gene ORFNamezBRAFLDR..

Pfam Domain

Gene id

-SF2RYGU_MIMGU_mgviaOUU3iemg (Ai Gene_ORFName:MIMGU_m.,
r— SF2-HELAN_HannXRQ_Chr14gO443I8l (Af £nsemblGenome:HanXRQr2

EnsemblGenome.gene-LSA.

Gene_ORFName:SOVF_09..
Gene:LOC104587460

Gene ORFName:HUJO06 00...
EnsemblGenomezTraesCS4..

EnsemblGenome:TraesCS4..

EnsembiGenomezTraesCS4...

EnsemblGenomezHORVU.M..

EnsemblGenomezBRADMG...
EnsemblGenome:Zm00001e.

EnsemblGenome:Zm00001 e...
EnsembiGenome:SORBI_30,

EnsemblGenomezSETIT 03...

EnsemblGenome:Ma05_gl5.
EnsemblGenome:Ma01_g15.

Gene_ORFName:ZOSMA_4

EnsemblGenome:AMTR SO,

EnsemblGenome:Pp3c16 1...
EnsembiGenome:Pp3c6 26...
EnsemblGenomezMARPOJ).
Gene ORFNamezKFL 0022
ORFNamezBRAFLDR..
ORFName:BRAFLDR.

MIMGU_mgv1aU<Jo3..
HannXRQ Chr14go.
LSAT 1X60961

SOVF.099090
LOC104587460
LO0104597588

100832213
103639389
103633237
SORBI_3001G445100
101765677

GSMUA 269980.1
GSMUA_299090.1
ZOSMA_477G00130
AMTR  s00024p001,
PHYPA 021038
PHYPA 009516
MARPO_008750049
KFL 002200100
BRAFLDRAFT 73893
BRAFLDRAFT 79470
BRAFLDRAFT_1288...
BRAFLDRAFT 99624

Organism
trythrantne guitata
Helianthus annuus
Lactuca sativa

Spinacia oleracea
Nelumbo nucifera
Nelumbo nucifera
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Hordeum vulgare sui...
Brachypodium distac...
Zea mays

Zea mays

Scrghum bicolor
Setaria italica

Subfamlly Name

stress response prot... S| KtSS
Stress response prot.  STRESS
Stress response prot... STRESS

STRESS
Stress response prot. STRESS
uncharacterized prot... STRESS
uncharacterized prot... STRESS
Stress response prot... STRESS
Stress response prot... STRESS
Uncharacterized prot.,. STRESS
Predicted protein STRESS
Stress response prot... STRESS
Uncharacterized prot... STRESS
Uncharacterized prot... STRESS
Stress response prot.  STRESS
Stress response prot... STRESS

Musa acuminatasub.. (wild Malaysian bafia... STRESS
Musa acuminata sub.. (wild Malaysian baria... STRESS
Zostera marina Stress response prot.. STRESS
Amborella trichopoda ~ Stress response prot... STRESS
Ph: ella pateos Unct prot... STRESS
Ph elia patens  Unck prot,. STRESS
Marchantia polymorp... Stress response prot... STRESS
K im nitens  Unchar prot... STRESS

floridae U prot.. STRESS

floridae U prot.. STRESS
Branchiostoma floridae EGF-like domaln-co... STRESS

floridae Ui orot . STRESS

RESPONS...
RESPONS...
RESPONS...
RESPONS...
RESPONS...
RESPONS...
RESPONS...

RESPONS

RESPONS...
RESPONS...
RESPONS...
RESPONS...
RESPONS...
RESPONS...
RESPONS...
RESPONS...
0S10G0105400 PR..

RESPONS,
RESPONS.

RESPONS...
RESPONS...
RESPONS...

RESPONS.

RESPONS...
RESPONS...
RESPONS...
RESPONS...
RESPONS..
RESPONS..

An Id
F*I HR16B9/:ANy
PTHR16897AN8
PTHR16897:AN8
PTHR16897:AN8
PTHR16897:AN8
PTHR16897:AN7
PTHR16897:AN8
PTHR16897AN6
PTHR16897:AN6
PTHR16897AN6
PTHR16897AN6
PTHR16897ANS
PTHR16897:AN5
PTHR16897:ANS
PTHR16897:AN5
PTHR16897ANS
PTHR16897:AN6
PTHR16897:AN4
PTHR16897:AN4
PTHR16897:AN4
PTHR16897:AN4
PTHR16897:AN1
PTHR16897:AN1
PTHR16897:AN1
PTHR16897:AN1
PTHR16897AN4
PTHR16897:AN5
PTHR16897:AN6
PTHR16897:AN7
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Material suplementario 13. Secuencias homodlogas de UK7 en especies examinadas.

Long.
Numero ID Phytozome ID Ensemble Especie Identidad
Alineamiento
Bradi1lg68957.1.p Solo disponible V3.0 B. distachyon v3.2 100 1141
2
Bradi3g21440.1.p - BD21 76 472
BdiBd21-
3.1G0929600.1.p - B. distachyon 76 472
2
BdiBd21- Bd21-3v1.2
3.3G0298800.1.p - 76 472
Ta4AS_B7069E02A.1 TraesCS4A02G077200.1 81 1146
Ta4BL_98900B7D7.1 TraesCS4B02G233400.1 80 1128
3 T. aestivum v2.2
83 449
Ta4DL_0378075D1.1
TraesCS4D02G234500.1 74 205
Zm00001d028339_P018 | Zm00001eb009880_T002 84 473
Zm00001d047986 _P029 |Zm00001eb399270 T0O06 63 1173
4 Z. mays
Zm00001d014340 P001 |Zm00001eb224410 _T0OO3 40 531
Zm00001d030217_P004 |Zm00001eb025760_T0O1 78 472
0s10g01610.1 0s10t0105400-02 55 1161
2 O. sativa v7.0
0s03g12550.1 0s03t0226600-01 64 850
At3G58050.1 At3G58050.2 63 516
2 A. thaliana TAIR 10
At2G41960.1 At2G41960.2 60 478
Al5G39720 Al5G39721 68 487
2 A. lyratav.2.1
Al4G40320 Al4G40321 61 484

Secuencias en formato FASTA

>Bd21.1968957.1.p

MAAEAEAETAVASASGSGIWSRRRDEITFDRLOKFWNDLPLOARQELLKLDKQTLIEQARKNFYCSRCNGLLLENFKS

LOQEVSDIDCLSAVSDSRSRHREQDYSQDPSTHPWGGLATTKDGVLTLIGCEFVKAKSLRVLONVEFDNARSREREREML

YPDACGGGGRGWISQGMASYSRGYGTRETCALHTAHLSCNTLVNFWSALCEQTRSSLLRMKEEDFIERLIYREDSKRE

CRDCRKNVIREFKELKELKRIRREPRCTSWEFCIADTAFQCEVFEDAITIIDWHQSLSETNGSYHHFEWAIGTDEGQSDV
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https://phytozome-next.jgi.doe.gov/info/Bdistachyon_v3_1
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/info/Bdistachyon_v3_1
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/info/BdistachyonBd21_3_v1_2
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/info/BdistachyonBd21_3_v1_2
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/info/Taestivum_v2_2

FGFEDVGMKTQVHRNGIDLDQFEDYFITLRAWKLDGRYTELCVKAHALKGQSCVHHRLVVGDGEVTIVTKGESIRSLFE
HAEEAEEEDEDEAMDRDEHDLDGDGSHPQKHAKSPELAREFLLDAAAVIFKEQVEKAFREGAAQQONAQSVEVSLALKL
LEERVHVACKEIITLEKQNKLLEEEEKEKREEQERRMRRRTKEREKKQRRKERLKEKERDKEIKLVEFKSSDNISSST
LSNSSTCTTDEFGNTEFGSRDSASEEENNSMVVDMETADTCTDQSSCREIIGENIVDCCSMVTKRPSVNSSESEFTSEHS
KSSRRNLRLRKEVPQDNSSCRYDDDRNEFGSIDNLQAQSTERMRNDARICNSVESTNSRTRDRODYNSCSCNHQEGYR
TEDGCEFSPTVTSGREMKIARKAGVDKLTVQYCRVDGTRERNAVOKLVWERTDTPKKTCLHGTNDTSGSVDKADSSKPV
ECDISGCQKLDTGCEPLSQASERPSDVHKSETNQSYEHSEKTQSACHDGTPMMNKQTCYSRDNGSSRHDEELTTNSAS
SDGSSSCMTEADRESSSSSMTSLSAHNPESSSSDSEESSERVNNITEAPSTRTASRSLLETCAGNGFREYHPKVRCPP
RNDRFGHNVPPFQODOLLHHRNMHLPPYSLASVGPHSHSCAAPINGYFQYGQOPPNFFSSPLGEFRVPGNRSPDEFPVQYNN
VHRYPAPAFSCIQPEPIHKKSTSFRVMPPPPSYRHGTGQIGSHTHGDLNPDRHNSVLKPMGLKDAAQGDSKMQDRSAS
FSLEFQFNLPIAPPAPPLSKDGKSGEIVARTPFAPVQAQPCSREQTDVKEYNLESTDQTGYFHLSR

>Bd21-3.1G0929600.1.p
MAAEAEAETAVASASGSGIWSRRRDEITFDRLOKFWNDLPLQARQELLKLDKQTLIEQARKNFYCSRCNGLLLENFKS
LOQEVSDIDCLSAVSDSRSRHREQDYSQDPSIHPWGGLATTKDGVLTLIGCEFVKAKSLRVLONVEDNARSREREREML
YPDACGGGGRGWISQGMASYSRGYGTRETCALHTAHLSCNTLVNFWSALCEQTRSSLLRMKEEDFIERLIYRFDSKRE
CRDCRKNVIREFKELKELKRIRREPRCTSWEFCIADTAFQCEVFEDAITIVDWHQSLSETNGSYHHFEWAIGTDEGQSDV
FGFEDVGMKTQVHRNGIDLDQFEDYEFVTLRAWKLDGRYTELCVKAHALKGQSCVHHRLVVGDGEVTVTKGESIRSLFE
HAEEAEEEDEDEAMDRDEHDLDGDGSHPQKHAKSPELAREFLLDAAAVIFKEQVEKAFREGAAQONAQSVEVSLALKL
LEERVHVACKDIITLEKQNKLLEEEEKEKREEQERRMRRRTKEREKKQRRKERLKEKERDKEIKLVEFKSSDNISSST
LSNSSTCTTDEFGNTFGSRDSASEEENNSMVVDMETADTCTDOSSCREIIGENIVDCCSMVTKRPSVNSSESEFTSEHS
KSSRRNLRLRKEVPQODNSSCRDDRNEFGSIDNLQAQSTERMRNDARICNSVESTNSRTRDRODYNSCSCNHQEGYRTE
DGCEFSPTVTSGREMKIARKAGVDKLTVQYCRVDGTRERNAVOKQVWERTDTPKKTCLHGTNDTSGSVDKADSSKPVEC
DISGCQKLDTGCEPLSQASERPSDVHKSETNQSYEHSEKTQSACHDGTPMMNKQTCYSRDNGSSRHDEELTTNSASSD
GSSSCMTEADRESSSSSMTSLCAHNPESSSSDSEESSERVNNITEAPSTRTASRSLLETCAGNGFREYHPKVRCPPRN
DRFGHNVPPFODQLLHHRNMHLPPYSLASVGPHSHSCAAPINGYFQYGQOPPNFFSSPLGFRVPGNRSPDFPVQYNNVH
RYPAPAFSCIQPEPIHKKSTSFRVMPPPPSYRHGTGQIGSHTHGDLNPDRHNSVLKPMGLKDAAQGDSKMQODRSASES
LFQFNLPTIAPPAPPLSKDGKSGEIVARTPFAPVQAQPCSREQTDVKEYNLESTDQTGYFHLSR*

>TraesCS4A02G077200.1

MAGVAAETAVASASGSGIWSRRRDEITEFDRLOKEFWNDLPPOQARRELLKLDKQTLIEQARKNFYCSRCNGLLLENFKSL
QOQEVSDIDCLSSSGESKIRQONGSQDPSVHPWGGLATTKDGILTLIDCFMKANSLRVLONVEDNARLREREREMLYPD
ACGGGGRGWISQGMASYSRGYGTRETCALHTAHLSCNTLVNFWSALCDETRSSLLRMKEDDFIERLMFREDSKRFCRD
CRRNVIREFKELKELKRIRREPRCTSWFCVADYAFQCEVFEDSVIVDWRQSISETDGSYHHFEWAIGTDEGQSDVFGFE
ENVGMKTQVQRSGIDLDQFEDYFITLRAWKLDGRYTEMCVKAHALKGQSCVHHRLVLGDGEVTITKGESIRSLEFEHAE
EAEEEDEDDAMERDENDLDGDGSHPQKHAKSPELAREFLLDAAAVIFKEQVEKAFREGAAQONAQSVEVSLALKLLEE
RVHVACKEIITLEKONKLLEEEEKEKREEQERRMRRRTKEREKKHRRKERLKEKERDKGKRDEFKTSDDISSSTLSNS

115



STCTNDESGNTFGSRAASEEEDNSTAVALCHAEIESSSIEIDGONNIDCCDTVTKCPPVNSSEPEFTSQQOSKPSRRNLR
LRKDVPQDHSSCWYDDGRDESRSVGNMQWRSMERMRNGDGSCNSVCSTNNRTRYRODYNSCSCDHQESYKTEDNCELP
TARAGREMKMAKKTGVDKPLVQYRRVGSTHERNAIPKQVWERMDTRKKTGLNDTDNMSGSVDNVESPKPVECDTSGCE
KLDTGREPLDQASERSTDVCKSETDQPYGQREENQSACSDGTPMTNKQKCHSTNNEGSKPDEELMTNSASSDGSSSCM
SEADRESSSSSVTSLSAHTPESSSSDSEESSERVNIITEAPSTRTASRSLFETCAGNGFREYHPKATCPPHNDREGE'S
VLPFONQSSHOONMHAPPAYSPTTIGPHSHSCAAPTNGYFQYGQOPPNEFFSGPVGFRVPGNGPADEFSVQYNNVHRYPAP
AFSCIHPEQILKTPTSFRVMPPPPLPPYRHGTAPTGGHPYGGLNPDRLNSMLKPMGPKDAPDGNKLPDKSASEFSLEFQF
NLPIAPQGPPSPKDGKSGESVARMPPFAPVQAQPCSREQTDVKEYNLEFSTDQSGYFPLSR

>TraesCS4B02G233400.1

MAGVAAETAVASASGSGIWSRRRDEITEFDRLOKEFWNDLPPQARRELLKLDKQTLIEQARKNEFYCSRCNGLLLENFKSL
QQEVSDIDCLSSSGESKIRQONGSQDPSVHPWGGLATTKDGILTLIDCEMKANSLRVLONVEDNARLREREREMLYPD
ACGGGGRGWISQGMASYSRGYGTRETCALHTAHLSCNTLVNFWSALCDETRSSLLRMKEDDFIERLMFRFDSKREFCRD
CRRNVIREFKELKELKRIRREPRCTSWECVADYAFQCEVFEDSVIADWROQSISETDGSYHHFEWAIGTDEGQSDVEGE
ENVGMKTQVQRSGIDLDQFEDYFITLRAWKLDGRY TEMCVKAHALKGQSCVHHRLVLGDGEFVTITKGESIRSLFEHAE
EAEEEDEDDAMERDENDEDGDGSHPOQKHAKSPELAREFLLDAAAVIFKEQVEKAFREGAAQONAQSVEVSLALKLLEE
RVHVACKEIITLEKQONKLLEEEEKEKREEQERRMRRRTKEREKKHRRKERLKEKERDKGKRDEFKTSDDISSSTLSNS
STCTNDESGNAFGSRAASEEEDNSTAVALCHADIESSCIEIDGONNIDCCDTVTKCPPVNSSEPFTSQQOSKPSRRNLR
LRKDVPQODNSSCWYDDGRDESRSVGNLOQWRSMERMRNGDGSCNSVCSTNNRTRYRQDYNSCSCDHQENYKTEDNCFELP
TARAGREMKMAKKTGVDKPLVQYRRVGSTHERNAIPKQVWERMDTRKKTGLNGTDNMSGSVANVESPKPVECDTSGCE
KLDTGREPLGQASERSTDVCKSETDQPYGOQREESQSACSDGTPMTNKQKCHSTNNEGSKPDEELMTNSASSDGSSSCM
SEADRESSSSSVTSLSAHTPESSSSDSEESSERVNIITEAPSTRTASRSLEFETCAGNGEFREYHPKATCPPONDREGES
VLPFONQSSHOONMHAPPAYSPTTIGPHSHSCAAPTNGYFQYGOQPTNFFSGPVGFRVPGNGPADESVQYNNVHRYPAP
AFSCIHPEQILKTPASFRVMPPPPLPPYRHGTAPTGGHPYGGLNPDRLNSMLKPMGPKDAPDGNKLPDKSASEFSLEQF

NLPIAPQGPPSPKDGKSGESAARMPPFAPVQVQPCSREQTDVKEYNLESTDQSGYFPLSR

>7Zm00001eb009880_T002

MPGVASAAGSGIWSRRRDEITFDRLOKFWDDLPPQARQELLKLDKQTLIEQARKNFYCSKCNGLLLESFAKIVIYGKS
LOQEASDICRLRTAIESRVTQGEQDGAQDPSTIHPWGGLSTTKDGFLTLLDCFIKAESLCVLONVEFDNARAREREREMY
PDACGAGGRGWISQGMANYRGHGIREMCALHTAHLSCDTLVDEFWSALGEETRSSLLRMKEEDFIEKLMYREFDSKREFCR
ECRRNVIREFKELKELKRMRREPHCTSWEFCVADTAFQCEVFEDAVIVDWRQCLSEPDESYDHFEWAIGTDEGESDIFG
FENVGMNAQVHRNGIDLDQFEDYFITLRAWRLDGOQFTELCVKAHALKGQSCVHHRLVVGDGEVTMTKGESIRSFFEHA
EEAEEEDEDDDMDRDGNDEDGDGAHPOKHAKSPELAREFLLDAAAVIFKEQONKLLEEEEKEKREEQERRLKRRTRERE
KKNRRKERLKEKENNKGKKLVESKSRNDILSSAPSNSTTSINDYSTNTLDSRDSVKEDEDSAEVVNLCSPDSCMNQSS
CTKINGENSVHEFNAVTEFSPMDSSDLCTSDQSKSSRRGPRSREDFPODQSCWYDDCGDESGRIGELOQWKSRERTRSIN
RSRNAASTSNNRTRERQSYNSCSCGHLEDYGVMDSCEFLPTARSGKETKIARKSGVEKPRVQYHRCYTLDSEFIVSKGNR
AGSTOKNATIPKQIWEPMDARRKTKLHNTVHDSGSVNDVDSLKHVVEDNSGSONFGVGCESQPQASESSRDECNSDQPC
ANGGRNQTISCASSTLMVNQONCCAGNDEGSRHDEELMMNSAGSDSSSSCMSEGDRESSSSSTTSSSAQNPESSSESE
ESPERINSTVGTQSSRAAASRSLLEACAGNGFREYQPKATGLAHNDMFGYNVSPVODQLLHYQSMYPPQHRPITMGEH
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DGSWAAPTNGNFQYARPSHLYSSPLVFGIPGNHFIDYPYMAPAFSHIPPEPTHKAASSFRAMPLSLPFONGHRQAASL
TOQRDMNLERRPAKLTKPTGKDPPENKNKSGLKDLPEDKSKSWDADASESLEFQFNLPTASPVTPSSKDKSGELAARTPL
AQVQAQLCSREQADVKEYSLEFSSKDNGIFSEM

>7zm00001eb399270 TO006
MPGVASAAGSGIWSRRRDEITFDRLOKFWNDLLPQARQELLKLDKQTLIEQARKNEYCSRCNGLLLESFAQIVIYGKS
LOQEASDIGHLRTAIELRITHGEQDGAQDPSIHPWGGLSTTKDGFLTLLDCFIKAKSLRVLONVEDNARAREREREML
YPDACGAGGRGWISQGMANYRGHGIREMCALHTAHLSCTTLVDFWSALGEGTRSSLLRMKEEDFIEKLMYREFDSKREC
RECRRNVIREFKDLKELKRMQOQREPRCTSWEFCVADTAFKCEVFEDAVVIDWHQCLSEPDESYDHFEWAIGTDEGESDIF
GFENVGMNAQVHRNGIDLDQFEDYFITLRAWRLDGQCTELCVKAHALKGQSCAHHRLVVGDGEVTMTKGESIRNFFEH
AEEAEEEDEDDAMDRDGNDEDGDDAHSQKHAKSPELAREFLLDAAAVIFKEQIEKAFREGTAQONARSVEVTLALKLL
EQRVHVACKEIITLEKQLNLLONKLLEEEEKEKREEHERGMKRRTREREKKNRRKERLKEKDHSKGKRLVESKSPDNI
SSSAPSNSTASINDYSTNTLDSRDSGTEEEYSAEGVNLCTPDSCVNQSSCKKINGENSVHCNAVTEFSPMDNSDISTS
DOPKSLRRSPRSRDYFPQODOSCWYDDCGDESGRIGELRWKSREKTRGTDRSCNTASTSNNKTRERHSYNFCSCGHPED
YGVMDSCFLPTVRSVREMKIARKSGVEKPKVQYNRCYTLDSFIVPKGNHAGCTQKNAIPKQVWEPMDARRKTNLHNTV
HDSGSINDVDPLKHVVEDNSGSHKESVRCESQPQASESSRDVCNSDQRCANGGRNQTTSCASTLMVNKONCYSENDEG
SRHDVELMTNSASSDSTSSCMSQGDRESSSSSTTSSSAQNPESSSESEESPERINSTVGTPSSRAASRSLLEACAGNG
FREYQPKTTRPAHNDMEFGYNVSPVQODQLLHYQITHPPQOPPITMGFHDRSWAAPTNGNFHHIPPEPTHKAAGSFRAVP
LSLPFONGHRQVAEHTQRDMNLERHPSKLTMLTGKDPPEDKNKSGLKYLPEDKNKSWEADASESLEQFNLPIASPVTP
SSKDKSGKLAARTPLVEVQPQLCLREQADVKQYNLESSKDNGIFSEFM

>0s10t0105400
MPPPMLADAAAAAPCSSSSCSSNSSSSSSSSAIWSRRRDEITFDRLDKEFWSALSPOQARHELLRIDKQTLIEHARRNLY
CSRCNGLLLESFTOMVMHGKLLQQKGPGVVQDDSWGGLSTTKDGLLTLLDCFINTNSLHVLONIFDNARAREREREML
YPDACGGGERGWISPVIANYGRGHGTRDTCALHTARLSCDALVGYWEFDLCEETRSSLLRMREEDFIERLMHREDSKRE
CRDCRRNVIREFKELKELKRLRREHHCTSWEFCITDTAFRCEVFEDAVLVDCRQSFLDODKSYNRFEFAVGTEKGKSDI
LGFEAVGMNGQVHRKGLDLDQFEDYFVTLRAHYADNKNTDEYVKAHALKGQOSCVHRRLIVGDGEVTITKGESIQSFEFE
HAEEAEEEDEDDAMDRDGNDTDVDGVHPOQKHAKSPELAREFLLDAAAVIFKEQVEKSLREATAQONAHSVEVSLALKL
LEERVHVACKEIITLEKQTKLLEEEEKEKREEEERRERRRTKEREKKLRRKERLKEKEKEKEKIPVQLKPYIGTSSSP
LSNSATPINDQSPDIAHSKYSASDDEDKDSIVVTESEFSPDTCVDQSLTRESDGOSNEFHCSTTLEFIPSDCNGSEMCE
OSTSSRRKLRFRRDSLOEQTTGFWYEDCQODDTGGVGNIHWQSRERARNAGRGCNSLESANNRTRERYEYNACSCGQQE
DYGYFSPTARSSREMKMSRKTMVEKPWLQYRRCYPLDSEFIVSKGSRVGSTPNKNAAPKQVWEPMDARKKASLGSSNGS
SETVSGVDRSNQVGCSKDIVNCSQILGSEHEELAEA

>TraesCS4D02G234500.1

MAGVAAETAVASASGSGIWSRRRDEITFDRLOQKFWNDLPPQARRELLKLDKQTLIEQARKNFYCSRCNGLLLENFKSL
QOEVSDIDCLSSSGESKIRQONGSQDPSVHPWGGLATTKDGILTLIDCFMKANSLRVLONVEDNARLREREREMLYPD
ACGGGGRGWISQGMASYSRGYGTRETCALHTAHLSCNTLVNFWSALCDETRSSLLRMKEDDFTERLMFREDSKREFCRD
CRRNVIREFKELKELKRIRREPRCTSWFCVADYAFQCEVFEDSVIVDWRQSISETDGSYHHFEWAIGTDEGQSDVFGFE
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ENVGMKTQVQORSGIDLDQFEDYFITLRAWKLDGRYTEMCVKAHALKGQSCVHHRLVLGDGEVTITKGESIRSLEFEHAE
EAEEEDEDDAMERDENDLDGDGSHPQKHAKSPELAREFLLDAAAVIFKEQVEKAFREGAAQONAQSVEVSLALKLLEE
RVHVACKEIITLEKQONKLLEEEEKEKREEQERRMRRRTKEREKKHRRKERLKEKERDKGKRDEFKTSDDISSSTLSNS
STCTNDESGNTFGSRAASEEEDNSTAVALCHAEIESSCIEIDGONNIDCCDTVTKCPPVNSSEPEFTSQQOSKPSRRNLR
LRKDVPQDHSSCWYDDGRDESRSVGNLOQWRSMERMRNGDGSCNSVCSTNNRTRYRQDYNSCSCDHQESYKTEDNCFELP
TARAGREMKMAKKTGVDKPLVQYRRVGSTYERNAIPKOQVWERTDTRKKTGLNDTDNMSGSVDNVESPKPVECDTSGCE
KLDTGCEPLGQASESSTDVCKSETDQSYGQREENQSACSDGTPMTNKQICHSTNNEGSKPDEELMTNSASSDGSSSCM
SEADRESSSSSVTSLSAHTPESSSSDSEESSERVNIITEAPSTRTASRSLEFETCAGNGFREYHPKATCPPHKDREGES
VLPFONQSSHOONMHAPPAYSPTTIGPHSHSCGAPTNGYFQYGQOPPNFFSGPVGFRVPGNGPADFSVQYNNVHRYPAP
AFSCIHPEQILKTPASFRVMPPPPLPPYRHGTAPTGGHPYGGLNPDRLNSMLKLMGPKDAPDGNKLPDKSASFSLEFQF
NLPIAPQGPPSPKDGKSGDSVGRMPPIAPVQAQPCSREQTDVKEYNLESTDQSGYFPLSR

>7Zm00001eb224410 _TO003
MVAEAAPFSSSAIWSCHRDEITFDRLHKFWSALSPHARHELLRLDKQTLIEHARKNLYCSRCNGLLLESFTQIVMYGK
SLLHEGSCEPRIQEVEAEVQEPSVHPWGGLSTTKDGILTLLDCFINAKSLHVIQNVEDNARAREREREMLYPDACGGG
GRGWISPVIPNYGRGHGTRDTCALHTAHLSCDTLVDFWSALGEETRSSLLRMKEEDFIERLMHREFDSKRFCRDCRRNV
IREFKELKELKRMRREPRCTSWEFCVADTTFKCEVFEDAILVDWHQSLLEQDGIYHHFEWAIGTDEGKSDILNEFENVGM
NGOQVHRKGLDLDHFEDYEFVTLRAWRLDGRCTEFCVKAHALKGQSCVHRRLIVGDGEFVTITKGESIRSFFEYAEEAEEE
DEDDVVDRDSNDPDGDIAHPQKHAKSPELAREFLLDAAAVIFKEQIEKAFREGTARONAHSVEVSLALKLLEERVHVA
CKEIITLEKQTKLLEEEEKEKREEEERRERRRTKEREKKNRRKERLKGKDRDKEKTLVRSKKPDLSPEFSLCSQATPSN
NESQDVLDLRYSDSEEEDNVVVGEHYPDSSADQSSSKDSDERSNGHECSVTIEFVPSDCDSSFLCDEPKSSRNLRERR
DFPEEKDASYWHEGCCDDSGDTQWQSRERTRNNTRNYNSVENTNNRTRDRYNPCSCSHQEDYRYFTTATRSSRETKMP
RKTVAEKPRLOQYRRCYPPDSFAVSNGGRVGGTPNKNPGPKQVWEPMDARKKTGNGNSATGAADGSDQVECSNNISECE
KLEAVCDSLVEICSEISAETCKSDTDOQPWROGEKNQSACSDESKCVDKPNCSKDTGRTTNLTTSDSSSCLSEGDRDSS
MTSLSVONVESSSASDSEESSDRNNSSPGDIPAKNVSRTLLEMCAGNGFREYQPKGLNPPNGNQFGEMVAPSQEQMLY
QOKVHAPPYSSPFMGFHNHPLAVPTNGYLPYTQPGHFYPASMTPVGYGVAGDQCVDESMQYRNNIHPYSGPEFGFLPS
QPVHKTSVNFHAVPVTPLTPLCSRGMPVATNQERQQOSPALEFPKLKQAVLVPETVCAGDNTFKQKGDDVDSTPEFSLEQF
NLPIAPPTLATSKERSGELAPAQIARVQPCSREETNVKEYNIFSGCDGVMFQLN

>Bd21.39g21440.2.p

MPGMVADAPPSSCPAPSSSSSAIWSRRRDEITFDRLRKFWNALSPQGRHALLRIDKQTLIEHARKNLYCSRCNGLLLE
SFTQIVIYGKSLHQESSGEPRVLEIEPHDVQDPSVHPWGGLSTTKDGILTLLDCFINAKSLHVLONVFDNARARERER
EMLYPDACGGEGRGWISPATANYGRGHGTRDTCALHTARLSCDTLVDFWSALGDEARSSLLRMKEEDF IERLMHRFDS
KRFCRDCRKNVIREFKELKELKRLRREPRCTSWFCVADTAFHCEVFEDAVLVDWHQDFLEQDGAYHHFELGVGTDEGK
ADILEFEDVGMNGQVHKKGLDLDQYEDYFVTLRAWRLDGRCTEFCVKAHALKGQSCVHRRLIVGDGFVTITKGESVRS
FFEYAEEAEEEDEDDAMDRDGNDPDSDGAHPQKHAKSPELAREFLLDAATVIFKEQVEKAFREGTARQNAHSVEVSLA
LKLLEERIHVACKEI ITLEKQVPIMYYCKCRNRMGMLFGTIFSYLICIKFELLILQTKLLEEEEKEKREEEERRERRR
AKEREKKLRRKERLKEKGRDKEEMPVQSKSSGDVTPGHCQSPDILDSRYSASDEEGNVVVAEQFSRDTSADQSLSTEA
DEQSNEQCSTTAEFVPADCSDSFICEQSKSRRKPRFTRDSPQEKATSCWYEDRRDDSEDIGDIHCQSRERTRNTSRGC
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NSAFSINSRTRDRYEYNPCSCGHQEDYRYFPSARSSRDVKMPRKTLVEKPRLOQYRRCYPVDSEVVPKGSRVGIIPNKN
TGPKQVWEPMDARKKASLGNAHDAFETVDNTGRSDQVGCSKDINECEKLGTGGEPLAEVCSDRSEEACKSDTDQPGDR
EDKTQAACNDEPAVVNKPDSCLKKGASQMAKLTTSDSSSCLSEGDRDSSMSSMTSLSAQNAESSSSTSDSEESSERNN
SSPGDPPAKNASRSLLEMCAGNGFREYQPKSMHPPGSNQFGLGMAPFQDHVLHHHKVQTPPYSSTFVGFHSHHLSVPT
SGYLPYPQPGTFYPSPVGYSVTGNQCVDEPMQYSNNIHPYSGPPEFRYIPAPPINKTMLTFSAMPPTPLCINGRPMVM
NPDMOHHHTLPPESELVVAQNGCHTLPPESELVVVONGCHTLPPESELVVAQNGCSENNFKPPDDSTPEFSLEQEFNLPT
APPASAPSKDVQPDGGAMAAMTKPPMAQNQPCSREETDVKEYNLESGCERTISISSEM

>Bd21-3.3G0298800.1.p
MPGMVADAPPSSCPAPSSSSSAIWSRRRDEITEFDRLRKEWNALSPOQGRHALLRIDKQTLIEHARKNLYCSRCNGLLLE
SFTQIVIYGKSLHQESSGEPRVLEIEPHDVQODPSVHPWGGLSTTKDGILTLLDCFINAKSLHVLONVEFDNARARERER
EMLYPDACGGEGRGWISPATANYGRGHGTRDTCALHTARLSCDTLVDFWSALGDEARSSLLRMKEEDFIERLMHREDS
KREFCRDCRKNVIREFKELKELKRLRREPRCTSWEFCVADTAFHCEVFEDAVLVDWHQDFLEQDGAYHHFELGVGTDEGK
ADILEFEDVGMNGQVHKKGLDLDQYEDYFVTLRAWRLDGRCTEFCVKAHALKGQSCVHRRLIVGDGEVTITKGESVRS
FFEYAEEAEEEDEDDAMDRDGNDPDSDGAHPQKHAKSPELAREFLLDAATVIFKEQVEKAFREGTARQNAHSVEVSLA
LKLLEERIHVACKEIITLEKQTKLLEEEEKEKREEEERRERRRAKEREKKLRRKERLKEKGRDKEEMPVQSKSSGDVT
PGHCQSPDILDSRYSASDEEGNVVVAEQEFSRDTSADQSLSTEADEQSNEQCSTTAEFVPADCSDSFICEQSKSRRKPR
FTRDSPQEKATSCWYEDRRDDSEDIGDIHCQSRERTRNTSRGCNSAFSINSRTRDRYEYNPCSCGHQEDYRYFPSARS
SRDVKMPRKTLVEKPRLOQYRRCYPVDSFVVPKGSRVGIIPNKNTGPKQVWEPMDARKKASLGNAHDAFETVDNTGRSD
QVGCSKDINECEKLGTGGEPLAEVCSDRSEEACKSDTDQPGDREDKTQAACNDEPAVVNKPDSCLKKGASQMAKLTTS
DSSSCLSEGDRDSSMSSMTSLSAQNAESSSSTSDSEESSERNNSSPGDPPAKNASRSLLEMCAGNGEFREYQPKSMHPP
GSNQFGLGMAPFQDHVLHHHKVQTPPYSSTFVGFHSHHLSVPTSGYLPYPQPGTEFYPSPVGYSVTGNQCVDEPMQYSN
NIHPYSGPPEFRYIPAPPINKTMLTEFSAMPPTPLCINGRPMVMNPDMOHHHTLPPESELVVAQNGCHTLPPESELVVV
ONGCHTLPPESELVVAQNGCSENNFKPPDDSTPFSLFQFNLPIAPPASAPSKDVQPDGGAMAAMTKPPMAQNQPCSRE
ETDVKEYNLESGCERTISISSEFM

>7Zm00001eb025760_TO01

MVAEAAPSSSAAIWSLRRDEITEFDRLHKFWSALSSRARYELLRLDKQTLIEHARKNLYCSRCNGLLLESFTQIMMYGK
SLHHEGSCEPRIQEVEAEVQODPSVHPWGGLSTTKDGILTLLDCFINAKSLHEIQNVEFDNARAREREREMLYPDACGGG
GRGWISPVMPNYGRGHGTRDTCALHTAHLSCDTLVDFWSALGDETRSSLLRMKEEDFIERLMHREFDSKREFCRDCRRNV
IREFKELKELKRMRREPRCTSWEFCVADTTENCEVFEDAILVDWHQSLLEQDGIYHHFEWAIGTDEGKSDILNFENVGM
IGOQVHRKGLDLDQFEDYEFVTLRACRLDGRRTEFCVKAHALKGQSCVHRRLIVGDGEVTITKGESIRSFFEHAEEAEEE
DEDDVVDRDSNDPDGDIAHPOQKHAKSPELAREFLLDAAAVIFKEQVEKAFREGTARONAHSVEVSLALKLLEERVHVA
CKEIITLEKQTKLLEEEEKEKREEEERRDRRRTKEREKKNRRKERLKGKDKDKEKILVRSKKPGLSTEFSPSSQAAPSS
NESQDVLDLRYSDSEEEDNVVVREHYPDSSADQSSSKDTDERSNEHECSATAEFVPSDCDGSEFLCDESNSSRNLRERW
DFPEKDVSYWYEDCRVDSGDTQLOQSRERIRNNTRSYNTVENTNNRTRDKYNPCSCGHQEDFRYEFSTATRSSRETKISR
KTVAEKPRLOYRRCYPPESFAVSNGRVGGTPNKNTGPKQVWEPMDARKKIGNGRGSEITPETTGAADGSDQVECSKDI
SECEKLEVVCETLAETCCEISAEACKSDQPCROGEKNQSACSDGSKCVDKPNCCLTKDTVRTTNLTSSDSEFSCLSEGD
RDSSMSSMTSLSAQNVESSSTSDSDEYSDRNDSSPGDPPVKNVSRSLLEMCAGNGFREYQPKGLNPPNGNQFGEMVAP
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LODOMLHQQKIHAPPYSSPEVGFHNHPLAVPTNGYLPYPQPGHFYPGLMTPVGCGVAGSQCVDEFPMQYSNNIHPYSGP
EFGFLPAKPVHKTPVSFHAVPVPPLAPLCRSEVPVVINQERQQGSAPPKFKQAVLVPENGCSAEDNTFKQKGDDTDST
PFSLFQFNLPIAPPTLATSKEEQSGAMPSMALPPAQITRAQLCSREETNVKEYNLEFSGCNGVMEFQLN

>At3G58050.1
MPGLAQRNNDQYSEFGFWSKEIDGVSYNQLOKFWSELSPKARQELLKIDKQTLFEQARKNMYCSRCNGLLLEGFLQIVM
HGKSLHPEGSLGNSPCNKSGGSKYQYDCNAVVSNGCADEMODPSVHPWGGLTTTRDGSLTLLDCYLYAKSLKGLONVE
DSAPARERERELLYPDACGGGGRGWISQGIASFGRGHGTRETCALHTARLSCDTLVDEFWSALSEDTRQSLLRMKEEDFE
MERLRYRICYHSSYHILNCKMNRHFVVWTIQDVLTKEFDSKRECRDCRRNVIREFKELKELKRMRREPRCTTWECVANT
TFQYEVSIDSVKADWRETEFSENAGKYHHFEWAIGSGEGKCDILKFENVGMNGRVQVNGLNLRGLNSCYITLRAYKLDG
RWSEVSAKAHALKGONCVHGRLVVGDGEFVSIKRGESIRRFFEHAEEAEEEEDEDMMDKDGNELDGECSRPQKHAKSPE
LAREFLLDAATVIFKEQVEKAFREGTARONAHSIFVCLTLKLLEQHLHVACKEIITLEKQVKLLEEEEKEKREEEERK
EKKRSKEREKKLRKKERLKEKDKGKEKKNPECSDKDMLLNSSREEEDLPNLYDETNNTINSEESEIETGYADLSPPGS
PDVQERQCLDGCPSPRAENHYCDRPDRDIKDLEDENVYFTNDHQKPVHONARYWKEVQSDNALRWSDKRRYSDNASEV
SRSEARYRNDRLEVPSRGENGSNRQLRVNASKTGGLNGIKSHEKFQCCDNRISERFDEFSSCSCKPSCEYRAKVEPKTA
GSRSTREPKTISNSDSALDASKPVEFQGNRYTQPDYTRELRLKSKVGVGPNPSTTRDSLHSKQVWEPMEPKKYPRSNSY
SEVTVRCSTFKAEEIEDAIVAENSSDLLSQCKVTEKLDNIKLKDENSMESGETKNGWHLKDPMMSSTSSSDNCSSCLS
EGESNTVSSNNGNTESSSTSDSEDASQQSEGRESIVVGTONDILIPDTTGKSKIPETPIVVTGNNMDNNSNNNMVHGL
VDVQPOGGMFPHLLTONLQYPVFQTASPMGYFHQAPPVSWPTGPANGLIPFPHPNPYLYTGPLGYSMNGDPPLCLQYG
SPLNHAATPFFNPGPVPVFHPFSKTNTEDQAQNLEPPLELNCLAPPETQTVNEDSESLFHESGPVGLSTGSKSKPAHS
KDGILRDVVGNIYTKAKESKEVEEYNLFATGNGLREFSLF

>At2G41960.1
MNKYKCKTMPGLTTHMNEHYSSSGFWSEDDDGLTYDQLDQFWSELSSKARHELLRIDKQTLFEQARKNMCCSRCLGLL
LEGFAQILSAGRAAYEKRMMGPSKDNCKSNGTRKCTVAYQSPPVHRWGGLTTTRSGCITLLDCFLTAKTFKGLONVEE
SNRARERERELLYPDACGGGGRVWLSQGIAGFGKGHGTRETCNLHTTRLSCDTLVDFWSALEEHSROSLLRMKEEDEV
ERLTYREFDCKKFCRDCRRNVIREFKELKELKRIQRDPRCTDWEFCVADTAFQYEVDIDSVRADWSQYFTENAGYHHEEW
AIGTGEGESDILEFKYVGNDRSARVNGLDLRGLHECYITLRAFKKNGRPSEISVKAHALRGQQCVHSRLVVGDGEVSI
KRGECIRMFFEHAEEAEEEEDEVLIDKDGNELDGECLRPQKHAKSPELAREFLLDAATVIFKEQVEKAFRDGTARQONA
HSIFVCLSSELLEQRVHIACKEIVTLEKONKLLEEEEKEKREEEERKERKRIKEREKKLRRKERLKEKEREKEQKNPK
FSDKAILPIMSREEEGSRNLDEDTNNTIRCEESGIENGDVDLSSPGSPDDOQDEECLDGCISPRVETHSCDSTDKEIID
HEDENGCFTPRPAHKTARLWKEVQTDHSLRLSEKRRFTEKTSFVSSSEAGYCNDRLEMSSGHENGSDKNVRVKASKAG
GSPNSSRSHEEFQCSDGRTGERYDYHSCSCKPINGYREKVESNTSATRGMREPKSVEFKSDSDLDVSKLNRANRYTQSG
YRREIRSKMNNSRNACKMDPVNVRKVLDSVEPKHSRNSSTSDVLSLTTYKAEEIKDVSPTVKPAGTPSLCKATDKLGN
GSENNSTEVDKKMEVHITLKNDYLYSKDPMMSRSSSSNNGNIESSSMSDSEVASQQSEGRENLVDTQONDMPDCHEKMV
EKVTEMSMDERDVLKIKNISNLPADNGESKLSGTPFMVPSONMENMVPGLNTGSYLSQPONMILPOMLNQSIPLPVEQ
APSTMGYYHQAPVSWSSASTNGLMQFPHPNHYVYTGPLGYSLNGESPLCMQYGTPLNHSAAPFENSGPVPIFHPFAET
NTMNTVDQAQPLEPLEHSFLKEANERRENEMPLMETPRKRCPQTDSDENEFSLEFHFGGPVALSTGSKANPARSKDGILE
DFSLOFSGDHVEFGDPTGNSKKEKENTVGEEYNLFATSNSLRESIF
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>A15G39720
MPGLAQRNDQYSFGFWSKEIDGVSYNQLOKFWSELSPKARQELLKIDKQTLFEQARKNMYCSRCNGLLLEGEFLQIVMH
GKSLHPEGSIGTSPCNKSGGSKYQNDCNLVVSNGCSDEMQDPSVHPWGGLTTTRDGSLTLLDCYLYAKSLKGLONVED
SAPARERERELLYPDACGGGGRGWISQGMASYGRGHGTRETCALHTARLSCDTLVDFWSALSEETROSLLRMKEEDEM
ERLRYRFDSKRFCRDCRRNVIREFKELKELKRMRREPRCTTWECVADTAFQYEVSIDSVKADWRETFSENAGMYHHFE
WAIGTGEGKCDILKFENVGMNGRVQVNGLNLRGLNSCYITLRAYKLDGRWSEVSVKAHALKGONCVHGRLVVGDGFEVS
IKRGENIRRFFEHAEEAEEEEDEDMMDKDGNELDGECSRPOQKHAKSPELAREFLLDAATVIFKEQVEKAFREGTARQN
AHSIFVCLTLKLLEQRVHVACKEIITLEKQVKLLEEEEKEKREEEERKEKKRSKEREKKLRRKERLKEKEKGKEKKNP
ESSDKDMLLNLSREEEDLPNLDDETNNTINCEESEIETGDADLSPPGSPDVQERQCLDGCPSPRAENHYCHRPDREFT
NLEDENGYFTNDHQKTVHONARYWKEVQSDNALRWSDKRRYSDNASEVSRSEARYRNDRLEVPSRGENGSNRQLRVKA
SKTGGLNGIKSHEKFQCCDNRISERFDENSCSCKPSGEYQAKLEPNISATRSMREPKTVSNSDSAPDASKPVERGNRY
TOTDYNRELRLKSKVGVGPNPSTTRDSLHSKQVWEPMEPKKYPRSNSESQVTVRCSTFKAEEIEDTIVAENSSDLLSQ
CKATEKLDNIKLIDNNSMESGETKNGWHLKDPMMSSTSSSDNCSSCLSEGESNTVSSNNGNTESSSTSDSEDASQQSE
GRESIVVGTONDILIPDTTGKSEIPETPIVVTGNNSDNNSNNNMAHGVVDGQPOGGMEPHLLNONLQFPVEFQTASPMS
YFHQAPSVSWPMAPANGLIPFAHPNPYLYTGPLGYSMNGDSPLCLQYGNPLNHAATPEFEFNPGPVPVFHSYSKTNTEDQ
AONLEPPHELNGLAPPETQTVSEDSEFSLFHEFSGPVGLSTGSKSKPAHSKDGVLRDPVGNNDTKAKESKEVEEYNLFAT
SNGLRFSLF

>A14G40320

MPGLTHMNNEHYSSSGEFWSEDEDGVTYDQLEEFWSELSPKARQELLRIDKQALFEQARKNMCCSRCLGLLLEGEVQIV
STGRAAYEKREFPCNKSGASKDQINGKSVGTRKCTVAYQSPATHRWGGLTTTRDGCLTLLDCFLNAKTFKGLOTVFESA
RARERERELLYPDACGGGGRVWLSQGIAGFGKGHGTRETCALHTTRLSCDTLVDEFWSALEEQSRQSLLRMKEEDEVER
LTYRFDCKKFCRDCRRNVIREFKELKELKRMOQREPRCTDWECVADTAFQYEVDIDSVRADWSQYFTENAGYHQFELAT
GTGEGESDIREFKYVGNDRSAQVNGLDLRGLHECYITLRAFKKNGRSSEISVKAHALRGQQCVHSRLVVGDGEFVSIKR
GECIRMFFEHAEEAEEEEDEVMIDKDGNELDGECLRPOQKHAKSPELAREFLLDAATVIFKEQVEKAFRDGTARQNAHS
IFVCLSSKLLEQRVHIACKEIVTLEKONKLLEEEEKEKREEEERKERKRIKEREKKLRRKERLKEKEREKEQKNPKE'S
DEAILPNMSRKEECSPNLDEENNNTIRCEESGIENGNVDLSSPGSPDDOQDEECLDGYASPRAETHSCDSTDREIIDHE
DENGCFTHENPRPAHQTARLWKEVQTDHALRWSEKRRFTENASSVSSAEAGYCNDRLEMPSRHENGSEKNLRVKALKT
GGSPDSIRSHEEFQCSDDRTGERYDHHSCSFKPMNGFRENVESNLSATRGMREPKSESDLDVSKLNRANRYNQSGYRR
ETIRSKMNNSRNACKMDPVNARKVLDSVELKHPRNSSNSDVSSLTCSTYKAEEIEDVSPTVKSACTLSLCKATDKLGNG
NLNNSTEVDKMEVHITLKNDYLYSKDPMMSRTSSSDNCSSCPSEGDSNTASSNNGNIESSSLSDSEDSSQQOSEGRENL
VDMPDCHEKMVEKVTEMRMDERDVLRIKNMSNLPADNGESKLSGTPEFMVPSQNMENMVPGVNTGSYLSQPONMMEPOM
LNQSIPLPVFQAPSTMGYYHQAPVSWSSAPANGLMQFPHPNHYVYTGPLGYSLNGESPLCVQYGTPLSHSAAPFENSG
AVPVFHPYAETTTMNTVDQAQALEPLEHSFLKEANERKLNEMPPMETPRRGGLOQHDSDENEFSLEFHFGGPVALSTGSKS

NPARSKDGILGDEFSLQFSGDHVFGDPTGNSKKDKENTVGEEYNLFATSNSLRESIF
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>TRITD 4Av1G028480
MAGVAAETAVASASGSGIWSRRRDEITFDRLOKFWNDLPPOARRELLKLDKQTLIEQARKNFYCSRCNGLLLENFKSL
QQEVSDIDCLSSSGESKIRQQONGSQDPSVHPWGGLATTKDGILTLIDCFMKANSLRVLONVFDNARLREREREMLY PD
ACGGGGRGWISQGMASYSRGYGTRETCALHTAHLSCNTLVNFWSALCDETRSSLLRMKEDDFIERLMFREDSKRFCRD
CRRNVIREFKELKELKRIRREPRCTSWFCVADYAFQCEVFEDSVIVDWRQSISETDGSYHHFEWAIGTDEGQSDVEFGE
ENVGMKTQVQRSGIDLDQFEDYFITLRAWKLDGRY TEMCVKAHALKGQSCVHHRLVLGDGFVTITKGESIRSLFEHAE
EAEEEDEDDAMERDENDLDGDGSHPQKHAKSPELAREFLLDAAAVIFKEQVEKAFREGAAQONAQSVFVSLALKLLEE
RVHVACKEIITLEKQNKLLEEEEKEKREEQERRMRRRTKEREKKHRRKERLKEKERDKGKRDEFKTSDDISSSTLSNS
STCTNDESGNTFGSRAASEEEDNSTAVALCHAEIESSSIEIDGONNIDCCDTVTKCPPVNSSEPFTSQQSKPSRRNLR
LRKDVPQDHSSCWYDDGRDESRSVGNMOWRSMERMRNGDGSCNSVCSTNNRTRYRQDYNSCSCDHQESYKTEDNCFLP
TARAGREMKMAKKTGVDKPLVQYRRVGSTHERNAT PKQVWERMDTRKKTGLNDTDNMSGSVDNVES PKPVECDTSGCE
KLDTGREPLDQASERSTDVCKSETDQPYGQREENQSACSDGT PMTNKQKCHSTNNEGSKPDEELMTNSASSDGSSSCM
SEADRESSSSSVTSLSAHTPESSSSDSEESSERVNIITEAPSTRTASRSLFETCAGNGFREYHPKATCPPHNDRFGFS
VLPFQNQOSSHQQONMHAPPAYSPTTIGPHSHSCAAPTNGYFQYGQPPNFFSGPVGFRVPGNGPADFSVQYNNVHRY PAP
AFSCIHPEQILKTPTSFRVMPPPPLPPYRHGTAPTGGHPYGGLNPDRLNSMLKPMGPKDAPDGNKLPDKSASFSLFQF
NLPIAPQGPPSPKDGKSGESVARMPPFAPVQAQPCSREQTDVKEYNLFSTDQSGYFPLSR

>TRITD4Bv1G141230.1
MKLCEFQDNFYDYGLNLFQFWNDLPPOQARRELLKLDKQTLIEQARKNEFYCSRCNGLLLENFKSLOQEVSDIDCLSSSG
ESKIRQONGSQDPSVHPWGGLATTKDGILTLIDCFMKANSLRVLONVEDNARLREREREMLYPDACGGGGRGWISQGM
ASYSRGYGTRETCALHTAHLSCNTLVNFWSALCDETRSSLLRMKEDDFIERLMFREDSKRECRDCRRNVIREFKELKE
LKRIRREPRCTSWECVADYAFQCEVFEDSVIADWRQSISETDGSYHHFEWAIGTDEGQSDVEFGFENVGMKTQVQRSGI
DLDQFEDYFITLRAWKLDGRYTEMCVKAHALKGQSCVHHRLVLGDGFVTITKGESIRSLFEHAEEAEEEDEDDAMERD
ENDFDGDGSHPOKHAKSPELAREFLLDAAAVIFKEQVEKAFREGAAQQONAQSVEVSLALKLLEERVHVACKEIITLEK
ONKLLEEEEKEKREEQERRMRRRTKEREKKHRRKERLKEKERDKGKRDEFKTSDDISSSTLSNSSTCTNDESGNAFGS
RAASEEEDNSTAVALCHADIESSCIEIDGONNIDCCDTVTKCPPVNSSEPFTSQOSKPSRRNLRLRKDVPQDNSSCWY
DDGRDESRSVGNLQWRSMERMRNGDGSCNSVCSTNNRTRYRQDYNSCSCDHQENYKTEDNCFLPTARAGREMKMAKKT
GVDKPLVQYRRVGSTHERNAIPKQVWERMDTRKKTGLNGTDNMSGSVANVESPKPVECDTSGCEKLDTGREPLGQASE
RSTDVCKSETDOQPYGQREESQSACSDGTPMTNKOQKCHSTNNEGSKPDEELMTNSASSDGSSSCMSEADRESSSSSVTS
LSAHTPESSSSDSEESSERVNIITEAPSTRTASRSLFETCAGNGFREYHPKATCPPONDREGESVLPFONQSSHQQONM
HAPPAYSPTTIGPHSHSCAAPTNGYFQYGQOPTNFEFSGPVGFRVPGNGPADFSVQYNNVHRYPAPAFSCIHPEQILKTP
ASFRVMPPPPLPPYRHGTAPTGGHPYGGLNPDRLNSMLKPMGPKDAPDGNKLPDKSASEFSLEQFNLPIAPQGPPSPKD
GKSGESAARMPPFAPVQVQPCSREQTDVKEYNLEFSTDQSGYEFPLSR

>0s03t0226600-01

MRRRTKEREKKHRRKERLKEKERDKGKEILGLKSSDDNSCSTLRNSTSTNDESTNTPDSRDSASEEEDNSTVVDLCSP
DTFVDQTACREISVONNMDYCNTLTEFARTNSSDLETSGQSKSSRWNLRLRKDEFPODOSSCCYDECGDENGSIGDEQW
OSKERTRHSARSCNSVETTNNRTRDRHNYISEFSCDPRDDYVINDSCSSSSTGSGRETKMARKTGVERPRVQYRRCYPL
DNFIVSKESRTGNTQOKNGAPKQVWEPMDSQKKNLLDNKNNGSGAVCNVDPTKLVEQDSSECPNFDAGHEPLSQSSER
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SRDICKSETDQPCENNEKNQATSCGGTIMVDKQDCYSTKDEGSGHDEELMMNSTSSDGLSSCTSEADRESSTSSVTSL
SAQHQESSSSDSEESPERVNSIEEAPSTKTVSRSLLEACAGKGFREYQPKAMHRPHNDRLGENIPPFQDQLLHHQSMH
VPTHSSATMGLHNHPWAAPASGYMQYAQPSHFYSNPLGFGVPGKQSPDFPVQYSNVHHEFPAPAFSYAPPEPIRKTTPS
FRVMHTSPPYRNGLHQSQTVGHPHGDPTLERHPSQPKPLDLKDAPGENKSSPEGNASEFSLEQFNLPTAPPAPPSSKDD
TSGESATRTPLAQVQVQPCSREQTDVKEYNLEFCSKNGSMFSEFISR

Material suplementario 14. Bisqueda BLAST en H.sapiens.
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Material suplementario 15. Gréafico de Ramachandran de prediccién estructural de UK7.

MolProbity Ramachandran analysis
AF-1IH7R0-FI-model_v4_1__clean.pdb, model 1

General case

°0=W4

01070 Val

11 0807 val
N

Pre-proline
67.7% (782/1155) ofall restdues were infavored (98° 0) regwns 550 Ser (64.2.140.0) 581 Phe (50.5, 145.5) 606 Met(173.6. 116.4)
82.0°0 (947,1155) ofall residues were fa allowed (>99.8® o) regioas 552 Ihr (64.8.113.6) 582 Thr (80.3.121.6) 607 Val (77.3,135.3)
This hst ¢s truncated. use the MolProbity muhi-chart.html for complete Est 553 Cys (59.5. 144.2) 583 Ala (42.7.153.8) 611 Pro (-107.2, -134.5)
There were 208 outEers (pin. psi) 560 Asa (83.2.96.1) 585 Thr (61.5.156.2) 614 Asa(44.1.143.6)
5Ala (87.4,83.3) 422 Ala (-64.5.61.1) 561 Ihr (107.2, 92.9) 587 Thr (135.0.136.2) 616 Ser (64.8.122.3)
16 Gly (-159.0.-18.3) 541 Asa (49.5.125.0) 562 Phe (68.9.138.5) 592 Cys (38.9.157.0) 622 Ghj (62.3.150.9)
95 Ser (33.2.31.8) 542 De (87.7.120.6) 563 Gly (-158.9. -91.4) 595 lie (-172.7.122.2) 625 Lys (52.4,126.5)
98 Arg (-59.2. 6.4) 543 Ser (69.5.140.7) 564 Ser (92.2.116.9) 596 lie (20.9.137.3) 633 Leu (169.8.141.0)
176 Tyr (25.0.90.6) 545 Ser (89.6.1412) 565 Arg (72.6.134.9) 598 Glu (65.7. 140.0) 634 Arg (49.5. 90.3)
183 Arg (-61.2.92.2) 547 Leu (58.6.117.4) 566 Asp (59.6.149.9) 600 lie (72.9.129.9) 635 Lys (41.7.111.4)
293 Asa(-27.2.90.0) 548 Ser (147.5, 147.7) 569 Ser (64.9.150.6) 601 Val (69.1.128.8) 638 Pro (-121.1.-161.7)
420 Lys (-59.9.90.0) 549 Asa (84.8.128.8) 577 Val (179.0. 163.1) 604 Cys (28.6,138.8) 647 Asp (52.4,151.5)

http://kinemage.biochem.duke.edu Lovell, Davis, et al. Proteins 50:437 (2003)

jp 979 lie

653 Phe (65.8, 136.8)
656 lie (71.4.139.6)
658 Asa (41.1.154.2)
660Gla(542,117.4)
661 Ala (104.5.125.2)
664 Thr (0.9. 146.7)
666 Arg (52.3.123.4)
669 Asa (62.3.136.6)
671 Ala (40.8.106.3)
672 Arg (29.0.99.4)
675 Asa (34.3.142.5)
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Material suplementario 16. Softwares utilizados para prediccién estructural de UK7.

I-TASSER

YASSPP

PSIPRED

YASPIN

ASSP2

Uva FASTA Server

NetsurfPC2.0

HMMTOP

Material suplementario 17. Polimorfismos encontrados en los primeros 2,000 nucleétidos rio arriba de UK7-A. La zona

amarilla marca el inicio de la region 5°UTR, la zona morada marca los 2,000 nucledtidos, las letras en rojo indican el

sitio del polimorfismo que coincide con la secuencia consenso de un probable sitio de union de factores de

transcripcion.

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

T6CTTAGATGA N G2 TAAATGCTAAGAAAAGGTGAAATCTAGTACAATA
TclirTacATcA N B T2 2ATGCTAAGAAAAGGTGAAATCTHGTACAATA

Kk KKK AKAKAKAKAKAKAKAKAK KAKA KA KA KKK A KKK A KRR AR KA KA K KKK KKK KK

GAAAAATTGTCTTATTTTTGTCTTATCATTCttgtgaagagatcatctcttaattaaaag
GIAAAATTGICTTATCTTT.CTTATCATTCTTGTGAAGAGATCATCTCTTAATTAAAAG

Kk kkkKkhkKkKk KAkKkKK KKK E R R R R R R R R

aaggcttgtgcttttttttcgtttctctctcttccacatcagattttatcctatgtggta
AAGGCTTGTGCTTTTTTTTCGTTTITITCTCTTICACATCAGATTTTATCCTATGTGGTA

Ak kkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkk K Kkhkkhkkk *khkkhkkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkkkkx

ccgttaagaGAAGACTGACGTCACCCCATTGTAAACGCCGTAAGCTAGCGATCCAAAAAA

ccer@racacancafiteacereaccecarTorAlA

Kkkk Khkkhkkkkhkk Khkkhkkhkkhkkkkhkkkkkkx **

GTTTGGCCCTTTTCTCTGCCTTCAGTTGCTGCTGATCCGCTGTCCTTGTATGCCCTTTTG
B CCCTTCAGTTGCTGCTGATCCGTTGTCCTTGTATGCCTTTTTG

Kk kK kA kA kA kA kA kA kA kA hkk Khkhkhkhkhkhk* *kkx*

AGTTTTGGTGCCTCCTTTTTTCTTCAGTACTTTCCATCCTCCCCTGCAGCTTTTTTCATA
AGTTTTGGTGCCTCCTTTTTTCTTCAGTACTTTCCATCCTCCCCTGCAGCTTTTTTCATA

S

ATTGCCTGAAAATGACATTCGAAGAATTAATTGCTGCCTGAAAATGCTGAAAGCAAAGTT
ATTGCCTGAAAATGACATTCGAAGAATTAATTGCTGCCTGAAAATGCTGAAAGCAAAGTT
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SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

R R R

TTCGGAGAAAAGATATATCCTGTGAACTGTGGGGTGATCCGTGGTGGTTACTTCCGTTGG
TTCGGAGAAAAGATATATCCTGTGAACTGTGGGGTGATCCGTGGTGGTTACTTCCGTTGG

hkkkhkhhkkhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkk k& * %

TGTACCACATACGCCCTCTATTTACAAATATATTGTTTATGGAACTTTTTCCTTAATCAA
TGTACCACITACGCCCTCTATTTACAAATATATTGTTTATGGAACTTTTTCCTTAATCAA

hkkkhkhhkh Khhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk k& * %

TTATATTTGAAAGTTTGAACAATTTATAGCAAAAATCATCCATATCTATGACACGAAATC
TTATATTTGAAAGTTTGAACAATTTATAGCAAAAATCATCCATATCTATGACACGAAATC

R R R

AATACACTACAAAAACATATGATAAGATGGATCTACTCATATTGATTTGGTATAGTAGGT
AATACACTACAAAAACATATGATAAGATGGATCTACTCATATTGATTTGGTATAGTAGGT

R R

GTTGTATTTTTCTAGACTTCATCAAACCGTAAGAATTTTTGACTTAACGACAAATTGATA
GTTGTATTTTTCTAGACTTCATCAAACCGTAAGAATTTTTGACTTAACGACAAATTGATA

Ak kkhkkhkkhkkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkkkx*

TGTCCTATATTTTTGGATCGAGGAAGGTATCAGTTGCTTAATGTTATTACATTTGCCGAA
TGTCCTATATTTTTGGATCGAGGAAGGTATCAGTTGCTTAATGTTATTACATTTGCCGAA

Ak kkhkkhkkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhhhhhhkkhkkhhkhhhhkhhkhhkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkkkk*

TAAAATTCTCTACCCATTTGTAATTACAATATGTTTTAGAAACTGACACGATCTCCAACT
TAAAATTCTCTACCCATTTGTAATTACAATATGTTTTAGAIACTGACACGATCTCCAACT

R T T T L

TGAACTTAAAActctcatcctctctctctectcaatatctctcCAAACTCATTGTATTATT
TGAACTTAAAACTCTCATCCTCTCTCTCTITCAATATCTCTCCAAACTCATTGTATTATT

R R R R R R

TCATATGAACCACCCAAATCGGACTTGTCCATTTCCAAGTTTCCTGAGCTCCTATAAGGA
TCATATGAACCACCCAAATCGGACTTGTCCATTTCCAAGTTTCCTGAGCTCCTATAAGGA

Kk kkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkhkkhkkkkkkkkkk k%

CCCATGCTCTGTGAGATCCCATTTTTGTGTTTTTTTATTCGCAAGTCCAAATAAGACCTA
CCCATGCTCTGTGAGATCCCATTTTTGTGTTTTTTTATTCGCAAGTCCAAATAAGACHER

Kk kkhkkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkk k%

GTTTCACGGGCAACTTAATTACACAATAAGAAAGTGAGCCTACATACTTGGCTGGAGGAG
ITTICACGGGCAACTTAATTACACAATAAGAAAGTGAGCCTACATACTTGGCTGGAGGAG

I R R R R R R R R R

TGGATGTACAACCCCAACACAGCGGTTCATGTTCTCAAGGATGCAATTTTAGGTATCTAT
TGGATGTACAACCCCAACACAGCGGTTCATGTTCTCAAGGATGCAATTTTAGGTATCTAT

s

TTATACTGTTGGTGTCTCTCTTACAGTTTCTTACAAAAGAAGTTACTTACATAATGATCT
TTATACTGTTGGTGTCTCTCTTACAGTTTCTTACAAAAGAAGTTA.TTACATAATGATCT

R I

AATATATGCTCTAGTTGGCTACCCGGGAAAAAAATGTCTCATGTACCGTTCCCTTTAAAA
AATATATGCTCTAGTTGGCTACCCGGGAAAAAAATGTCTCATGTACCGTTCCCTTTAAAA
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SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

SENUK7AJUSTADA
TOLUK7AJUSTADA

R R R

AGAGTAATTTGTTCTTGCAAAATTGTCCTATATCCATTTATATACCCCGGCATTCTTCTG
AGAGTAATTTGTTCTTGCAAAATTGTCCTATATCCATTTATATACCCCGGCATTCTTCTG

hkkkhkhhkkhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkk k& * %

CCATATGACCTCCACTTTGTTAAGGCAATCAACAAATACTACGCAAAGACCTTTTGTGGT
CCATATGACCTCCACTTTGTTAAGGCAATCAACA.ATACTACGCAAAGACCTTTTGTGGT

Ak kkhkkhkhhhkhkhhhkhhhhkhhkhhkhhhkhhhhhhhk Fhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkx*

GCTTCCATACATCCTTTCCCCACGGCCACCAAAGCAACATGAAAAAATTTCTTAAGACTC
GCTTCCATACATCCTTTCCCCACGGCCACCAAAGCAACATGAAAAAATTTCTTAAGACTC

R R R

TAGCTAGTGGCACCTATCAATTTAATATTCAGAACAAACGTATCACATATCTATTATGTT
TAGCTAGTGGCACCTATCAATTTAATATTCAGAACAAACGTATCACATATCTATTATGTT

R R

TCTTTTGGGACATCTTTAAAGGACTTTAGTCACTATATGAAGTGCTACTTGTGAATATCT
TCTTTTGGGACATCTTTAAAGGACITTAGTCACTATATGAAGTACTACTTGTGAATATCT

hkkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkhkhkhk Khkhkhkhkhkhkhkhkk *khkkhkhkhkkhkkhkxx

TTAGGACTTTTCATGTTAGTTTGGTGCTCACAAAAAATATCAACATTTACTAAAAGAGCA
TTAGGACTTTTCATGTTAGTTTGGTGCTCACAAAAAATATCAACATTTACIAAAAGAGCA

Ak kkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkkx *hkhkkhkkkx

CGCCAGAATTAATTCAGGAAAATGTTGTAAATTATCAATACAAATTGATTTTTTTTCATC
CGCCAGAATTAATTCAGGAAAATGTTGTAAATTATCAATACAAATTGATTTTTTTTCATC

R

AAAATGCAGCAAAGATCGACATTAAACCTTGGAAACTAAAGGAAATCAAGCTGTATGATA
AAAATGCAGCAAAGATCGACATTAAAICTTGGAAACTAAAGGAAATCAAGCTGTATGATA

I T

TTCGTGTATTTTGGTAAAAACGGAGTATCATGCACTGTAAAGTTTAGTTATTATGTACTC
TTCGTGTATTTTGGTAAAAACGGAGTATCATGCACTGTAAAGTTTAGTTATTATGTACTC

Kk kkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkkkhkkkkkkx*

ATGATGGCACATCATGTGTTGCCTTACAAAAATGACAACATGTGGCACCCATGGACTAAT
ATGATGGCACATCATGTGTTGCCTTACAAAAATGACAACATGTGGCACCCATGGAC T.T

Kk kkhkkhkkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkk* *

AAAAACAAGAATTAAGCATTCCACAAGGACCCAGACAAAAGAAAAACGTCGCACCGGATT
AAAAACAAGAATTAAGCATTCCACAAGGACCCAGACAAAAGAAAAACGTCGCACCGGATT

L

TCGAACGCCAGCAAACCACCGCCGTTGTTTAAGCCAAATTTGTAACAAACACCCCCTCTA
TCGAACGCCAGCAAACCACCGCCGTTGTTTAAGCCAAATTTGIAACAAACACCCCCTCTA

T R

AAATTTCCGAAACCACTAGAACCCAACAGAAATCGCACCGCGGCCTAACCGTGGCGGTTA
AAATTTCCGAAACCACTAGAACCCAACAGAAATCGCACCGCGGCCTAACCGTGGCGGTTA
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Material suplementario 18. Polimorfismos que coinciden con la secuencia de un probable sitio de unién de factor
de transcripcion. En verde la secuencia canénica y en rojo el nucledtido que difiere.

Sitio de
Sec. unién de Puntuaci
consen Posicion | Hebra | Secuencia Bd21 . Secuencia Bd21-3
< factor de on
transcripcion
o My%i’;NT; -98 + aatttGTAACaaaca 0.87 aatttGCAACaaaca
X Others -95 + ttgtaaCAAACacc 0.97 ttgcaaCAAACacc
o without -92 + TAACAaa 1 CAACAaa
0 aﬁ! E’/gas'e 92+ TAACAaa 1 CAACAaa
. i _ tgtggcacccatggactaA tgtggcacccatggactgC
0 without 214 TAAA 0.57 TAAA
o Homggdom 202 - gGACTAataa 1 gGACTGctaa
AT-Hook -201 + gactAATAAa 1 gactAATGCa
without -197 + AATAAa 0.83 AATGCa
0 aﬁ: %as'e 197+ AATAAa 1 AATGCa
o CSD -197 + aATAAAaa 1 aATGCAaa
o Myb/SANT -358 + cgacatTAAACcttggaa 0.68 cgacatTAAA-
actaa cttggaaactaa
o AP2 -351 + aAACCTtgga 0.89 aAA-CTtgga
« AP2: ERF 367 _ agcaaagatCGACAtta 0.86 agcaaagatCGACAtta
aacct aa-ct
X (Others) -458 + ATATCaacatttactaaa 0.67 ATATCaacatttacaaaa
o NAC; NAM | -449 + tTTACTaaa 0.78 tTTACAaaa
o Dof -446 + actTAAAGagc 0.98 actAAAAGagc
MADF;
X Czrr:r;‘:'r';‘e 4| 452+ acaTTTACtt 0.98 acaTTTACta
region
Dof -534 - ggaCTTTAgtc 0.98 ggaCGTTAgtc
without -530 - tttAGTCA 0.75 gttAGTCA
without -707 - atcaacAAATA 0.73 atcaacATATA
without -704 + AACAAatactac 0.75 AACATatactac
X APRZ A\? 3 -706 - tCAACAaatactacgca 0.92 tCAACAtatactacgca
o MYB -706 - tcAACAAatac 0.99 tcAACATatac
X C3H -706 - tCAACAa 1 tCAACAL
o without -704 + AACAAatactac 0.75 AACATatactac
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Sitio de

Sec. uniénde | Posici6 | Heb Puntuaci
cozzen factor de N ra Secuencia Bd21 on Secuencia Bd21-3
transcripciéon
X without -874 + AGTTActtacataa 0.71 AGTTAattacataa
NAC; NAM -873 + gTTACTtac 0.79 gTTAATtac
without -873 - gttactTACAT 0.73 gttaatTACAT
without,
X conserved -874 + AGTTActtacataa 0.71 AGTTAattacataa
region
X without -878 - aagaagttacttaCATAA 0.61 aagaagttaattaCATAA
X without -1042 + AAGACctag 0.89 AAGACc---
o My%i’;NT; -1042 - aagACCTAgtttcac 0.88 aagACC---tttcac
without,
X conserved | -1042 + AAGACctag 0.89 AAGACc---
region
X BBR-BPC | -1195 + ctctcTCTCTctcaa 0.91 ctctcTCTCTctcaa
Myb/SANT;
X MYB- -1187 - ctctcaATATCt 0.88 ctgtcaATATCt
related
« (Others) 1203 ctctcatcct(éTCTthtct 0.88 ctctcatcct(éTCTthtgt
) without -1198 - atcctctctctCTCTC 0.81 atcctctctctCTGTC
) without -1200 - tcatcctctctctCTCTC 0.83 tcatcctctctctCTGTC
X GRF -1240 - tttagaaaCTGACac 0.93 tttagagaCTGACac
0 HSF -1242 - gtttTAGAAactg 0.89 gtttTAGAGactg
« Myb/SANT | -1581 ccgTTGGTgtaccacat 0.92 ccgTTGGTgtaccacgt
acgc acgc
VOZ,
X conserved | -1575 - gtgtaccacaTACGC 0.88 gtgtaccacgTACGC
region
« Myb/SANT; -1584 cttccgTTGGTgtaccac 0.86 cttccgTTGGTgtaccac
MYB ata gta
X SBP -1579 - gttggTGTACcacata 0.95 gttggTGTACcacgta
« CoH2 -1582 tcchTGG;’gtaccacat 0.92 tcchTGG;’gtaccacgt
o bzIP -1779 - tccgCTGTCc 0.97 tccgTTGTCc
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Sec Sitio de
) uniénde | Posici6 | Heb . Puntuaci :
cozzen factor de N ra Secuencia Bd21 on Secuencia Bd21-3
transcripciéon
GATA,
X conserved | -1781 - GATCCqgct 0.89 GATCCqgtt
region
o without -1807 + CCTTTtctctg 0.82 Sin sec
Dof,
0 Conserved | -1809 - gccCTTTTctc 0.98 Sin sec
region
0 without -1806 + CTTTTctctgecttc 0.73 Sin sec
o AT-Hook -1825 + gatccAAAAA 0.98 Sin sec
0 Dof 1828 - agcgatcca;‘AAAAGm 0.92 Sin sec
o C3Hze”r“3f'”g 1820+ aaAAAAGtttg 0.95 Sin sec
MADSbox;
o MIKC; M- -1822 + cCAAAAaagtt 0.94 Sin sec
type
o] without -1818 + AAAAG 0.8 Sin sec
o NAC -1841 + aacGCCGT 1 cAC-----
) _ aagagaagactgaCGTC aagagaagattgaCGTC
X bzIP 1869 ACC 0.96 AcC
x |Homeodom | g5, acTGACGtca 1 atTGACGtca
ain; TALE
X bzIP; B3 -1861 - actGACGTca 1 attGACGTca
« without 1871 _ ttaagagaagactgaCGT 0.71 ttaagagaagattgaCGT
CA CA
X without -1913 - tttctetctettccaCATCA 0.6 tttttttctctttcaCATCA
o] (Others) -1918 +  tttegtttctCTCT Cttccac 0.8 tttegttttt TTCTCtttcac
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Material suplementario 19. Certificado de analisis de la compafiia OligoT4, de la sintesis de oligonucledtidos
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CERTIFICADO DE ANALISIS
8 7770 ]

Solicitud: 147 UNIPA JMP 25596 Fecha de sintesis: 24/07/2023
Fecha de caducidad: 24/07/2024
La fecha de caducidad es aplicable en el producto seco
(sin resuspender).
Usuario:,Julian Mario Pefia Castro
Institucion: Universidad del Papaloapan
Nombre del oligo: GenoUK7Bd1R ID: N5061

Modificaciones: Escala: 25 nmol Purificacion: DST

Secuencia: CCGAAAACTTTGCTTTCAGC

# de bases: 20 pg/OD: 33.2
Tm: 64
Nanomoles finales: 24.84 PM: 6052

pg de Oligo: 150.34
248.4pl de agua para una concentraciéon de 100pM

LaTm fue calculada de acuerdo a lo reportado por Breslauer et al., Proc. Nati. Acad. Sci. 83, 3746-50 (1986). Se recomienda que el
usuario realice el calculo de dicho parametro tomando como base la metodologia que mejor se ajuste a sus propésitos

KOiviQ HOntserrQV

RECOMENDACIONES DE USO: LACP. Karla Montserrat Osorio Romero

Para resuspender se recomienda utilizar uno de los siguientes buffers
- Preferentemente TE Buffer (10 mM Tris HCl/1 mM EDTA) pH 8.0
- Agua libre de Nucleasas.
Mantener almacenado previo y posterior a su uso a 4°C o -20°C segun corresponda.
Una vez resuspendido es recomendado hacer alicuotas para minimizar la exposicién del oligo al ambiente de laboratorio y a
el namero de ciclos de congelacion y descongelacién.
Para asegurar el funcionamiento de sondas y oligos marcados se recomienda protegerlos de la luz y el aire para evitar el
fotobleaching, almacenarlos en tubos &mbar o tubos claros en un contenedor opaco.

Para uso exclusivo en investigacion cientifica.

De presentar algin detalle con el desempefio del producto contacte por favor a soporte técnico al teléfono
462-624-0364 o al correo electrénico Soporte@t4oligo.com.

Nota: Este producto cuenta con 1 afio de garantia a partir de su compra.

ADN ARTIFICIAL S DE RL DE CV. / 3
Euquerio Guerrero #278, Col. g I O
Tabachines, 36615 Irapuato Gto.
www.t4oligo.com
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CERTIFICADO DE ANALISIS
8 7770 ]

Solicitud: 147 UNIPA JMP 25596 Fecha de sintesis: 24/07/2023
Fecha de caducidad: 24/07/2024
La fecha de caducidad es aplicable en el producto seco
(sin resuspender).
Usuario:,Julian Mario Pefia Castro
Institucion: Universidad del Papaloapan
Nombre del oligo: GenoUK7Bd2F ID: N5062

Modificaciones: Escala: 25 nmol Purificacion: DST

Secuencia: TTACTTCGAATCGGCCTGAC

# de bases: 20 pg/OD: 33.1
Tm: 64.4
Nanomoles finales: 24.89 PM: 6068

pg de Oligo: 151.02
248.9pl de agua para una concentraciéon de 100pM

LaTm fue calculada de acuerdo a lo reportado por Breslauer et al., Proc. Nati. Acad. Sci. 83, 3746-50 (1986). Se recomienda que el
usuario realice el calculo de dicho parametro tomando como base la metodologia que mejor se ajuste a sus propésitos

KOiviQ HOntserrQV

RECOMENDACIONES DE USO: LACP. Karla Montserrat Osorio Romero

Para resuspender se recomienda utilizar uno de los siguientes buffers
- Preferentemente TE Buffer (10 mM Tris HCl/1 mM EDTA) pH 8.0
- Agua libre de Nucleasas.
Mantener almacenado previo y posterior a su uso a 4°C o -20°C segun corresponda.
Una vez resuspendido es recomendado hacer alicuotas para minimizar la exposicién del oligo al ambiente de laboratorio y a
el namero de ciclos de congelacion y descongelacién.
Para asegurar el funcionamiento de sondas y oligos marcados se recomienda protegerlos de la luz y el aire para evitar el
fotobleaching, almacenarlos en tubos &mbar o tubos claros en un contenedor opaco.

Para uso exclusivo en investigacion cientifica.

De presentar algin detalle con el desempefio del producto contacte por favor a soporte técnico al teléfono
462-624-0364 o al correo electrénico Soporte@t4oligo.com.

Nota: Este producto cuenta con 1 afio de garantia a partir de su compra.

ADN ARTIFICIAL S DE RL DE CV. Jai=".
Euquerio Guerrero #278, Col. y I SO
Tabachines, 36615 Irapuato, Gto.
www.t4oligo.com
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CERTIFICADO DE ANALISIS
8 7770 ]

Solicitud: 147 UNIPA JMP 25596 Fecha de sintesis: 24/07/2023
Fecha de caducidad: 24/07/2024
La fecha de caducidad es aplicable en el producto seco
(sin resuspender).
Usuario:,Julian Mario Pefia Castro
Institucion: Universidad del Papaloapan
Nombre del oligo: GenoUK7Bd2R ID: N5063

Modificaciones: Escala: 25 nmol Purificacion: DST

Secuencia: CCCGGAAATACCACATGTTT

# de bases: 20 (ig/OD: 31.7
Tm: 63.7
Nanomoles finales: 22.69 PM: 6061

pg de Oligo: 137.55
226.9pl de agua para una concentraciéon de 100pM

LaTm fue calculada de acuerdo a lo reportado por Breslauer et al., Proc. Nati. Acad. Sci. 83, 3746-50 (1986). Se recomienda que el
usuario realice el calculo de dicho parametro tomando como base la metodologia que mejor se ajuste a sus propésitos

KOiviQ HOntserrQV

RECOMENDACIONES DE USO: LACP. Karla Montserrat Osorio Romero

Para resuspender se recomienda utilizar uno de los siguientes buffers
- Preferentemente TE Buffer (10 mM Tris HCl/1 mM EDTA) pH 8.0
- Agua libre de Nucleasas.
Mantener almacenado previo y posterior a su uso a 4°C o -20°C segun corresponda.
Una vez resuspendido es recomendado hacer alicuotas para minimizar la exposicién del oligo al ambiente de laboratorio y a
el namero de ciclos de congelacion y descongelacién.
Para asegurar el funcionamiento de sondas y oligos marcados se recomienda protegerlos de la luz y el aire para evitar el
fotobleaching, almacenarlos en tubos &mbar o tubos claros en un contenedor opaco.

Para uso exclusivo en investigacion cientifica.

De presentar algin detalle con el desempefio del producto contacte por favor a soporte técnico al teléfono
462-624-0364 o al correo electrénico Soporte@t4oligo.com.

Nota: Este producto cuenta con 1 afio de garantia a partir de su compra.

ADN ARTIFICIAL S DE RL DE CV. / 3
Euquerio Guerrero #278, Col. g I O
Tabachines, 36615 Irapuato Gto.
www.t4oligo.com
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CERTIFICADO DE ANALISIS
8 7770 ]

Solicitud: 147 UNIPA JMP 25596 Fecha de sintesis: 24/07/2023
Fecha de caducidad: 24/07/2024
La fecha de caducidad es aplicable en el producto seco
(sin resuspender).
Usuario:,Julian Mario Pefia Castro
Institucion: Universidad del Papaloapan
Nombre del oligo: GenoUK7Bd3F ID: N5064

Modificaciones: Escala: 25 nmol Purificacion: DST

Secuencia: TCCGGAGATTGAGAGTAAGCA

# de bases: 21 (jo/OD: 29.9
Tm: 64.2
Nanomoles finales: 23.55 PM: 6519.3

pg de Oligo: 153.53
235.5pl de agua para una concentraciéon de 100pM

LaTm fue calculada de acuerdo a lo reportado por Breslauer et al., Proc. Nati. Acad. Sci. 83, 3746-50 (1986). Se recomienda que el
usuario realice el calculo de dicho parametro tomando como base la metodologia que mejor se ajuste a sus propésitos

KOiviQ HOntserrQV

RECOMENDACIONES DE USO: LACP. Karla Montserrat Osorio Romero

Para resuspender se recomienda utilizar uno de los siguientes buffers
- Preferentemente TE Buffer (10 mM Tris HCl/1 mM EDTA) pH 8.0
- Agua libre de Nucleasas.
Mantener almacenado previo y posterior a su uso a 4°C o -20°C segun corresponda.
Una vez resuspendido es recomendado hacer alicuotas para minimizar la exposicién del oligo al ambiente de laboratorio y a
el namero de ciclos de congelacion y descongelacién.
Para asegurar el funcionamiento de sondas y oligos marcados se recomienda protegerlos de la luz y el aire para evitar el
fotobleaching, almacenarlos en tubos &mbar o tubos claros en un contenedor opaco.

Para uso exclusivo en investigacion cientifica.

De presentar algin detalle con el desempefio del producto contacte por favor a soporte técnico al teléfono
462-624-0364 o al correo electrénico Soporte@t4oligo.com.

Nota: Este producto cuenta con 1 afio de garantia a partir de su compra.

ADN ARTIFICIAL S DE RL DE CV.

/2i=",
Euquerio Guerrero #278, Col. g I O
Tabachines, 36615 Irapuato Gto.
www.t4oligo.com
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CERTIFICADO DE ANALISIS
8 7770 ]

Solicitud: 147 UNIPA JMP 25596 Fecha de sintesis: 24/07/2023
Fecha de caducidad: 24/07/2024
La fecha de caducidad es aplicable en el producto seco
(sin resuspender).
Usuario:,Julian Mario Pefia Castro
Institucion: Universidad del Papaloapan
Nombre del oligo: GenoUK7Bd3R ID: N5065

Modificaciones: Escala: 25 nmol Purificacion: DST

Secuencia: GGTGGAGGAACGACCAACT

# de bases: 19 (jo/OD: 30.6
Tm: 64.5
Nanomoles finales: 22.68 PM: 5886.9

pg de Oligo: 133.53
226.8pl de agua para una concentraciéon de 100pM

LaTm fue calculada de acuerdo a lo reportado por Breslauer et al., Proc. Nati. Acad. Sci. 83, 3746-50 (1986). Se recomienda que el
usuario realice el calculo de dicho parametro tomando como base la metodologia que mejor se ajuste a sus propésitos

KOiviQ HOntserrQV

RECOMENDACIONES DE USO: LACP. Karla Montserrat Osorio Romero

Para resuspender se recomienda utilizar uno de los siguientes buffers
- Preferentemente TE Buffer (10 mM Tris HCl/1 mM EDTA) pH 8.0
- Agua libre de Nucleasas.
Mantener almacenado previo y posterior a su uso a 4°C o -20°C segun corresponda.
Una vez resuspendido es recomendado hacer alicuotas para minimizar la exposicién del oligo al ambiente de laboratorio y a
el namero de ciclos de congelacion y descongelacién.
Para asegurar el funcionamiento de sondas y oligos marcados se recomienda protegerlos de la luz y el aire para evitar el
fotobleaching, almacenarlos en tubos &mbar o tubos claros en un contenedor opaco.

Para uso exclusivo en investigacion cientifica.

De presentar algin detalle con el desempefio del producto contacte por favor a soporte técnico al teléfono
462-624-0364 o al correo electrénico Soporte@t4oligo.com.

Nota: Este producto cuenta con 1 afio de garantia a partir de su compra.

ADN ARTIFICIAL S DE RL DE CV. [2i=",

Euquerio Guerrero #278, Col. 1q I SO
Tabachines, 36615 Irapuato, Gto.
www.t4oligo.com
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CERTIFICADO DE ANALISIS
8 7770 ]

Solicitud: 147 UNIPA JMP 25596 Fecha de sintesis: 24/07/2023
Fecha de caducidad: 24/07/2024
La fecha de caducidad es aplicable en el producto seco
(sin resuspender).
Usuario:,Julian Mario Pefia Castro
Institucion: Universidad del Papaloapan
Nombre del oligo: GenoUK7Bd4F ID: N5066

Modificaciones: Escala: 25 nmol Purificacion: DST

Secuencia: TTTTACATATGGCACGCAGAA

# de bases: 21 (jo/OD: 30.8
Tm: 63.3
Nanomoles finales: 24.9 PM: 6429.3

pg de Oligo: 160.08
249pl de agua para una concentracion de 100pM

LaTm fue calculada de acuerdo a lo reportado por Breslauer et al., Proc. Nati. Acad. Sci. 83, 3746-50 (1986). Se recomienda que el
usuario realice el calculo de dicho parametro tomando como base la metodologia que mejor se ajuste a sus propésitos

KOiviQ HOntserrQV

RECOMENDACIONES DE USO: LACP. Karla Montserrat Osorio Romero

Para resuspender se recomienda utilizar uno de los siguientes buffers
- Preferentemente TE Buffer (10 mM Tris HCl/1 mM EDTA) pH 8.0
- Agua libre de Nucleasas.
Mantener almacenado previo y posterior a su uso a 4°C o -20°C segun corresponda.
Una vez resuspendido es recomendado hacer alicuotas para minimizar la exposicién del oligo al ambiente de laboratorio y a
el namero de ciclos de congelacion y descongelacién.
Para asegurar el funcionamiento de sondas y oligos marcados se recomienda protegerlos de la luz y el aire para evitar el
fotobleaching, almacenarlos en tubos &mbar o tubos claros en un contenedor opaco.

Para uso exclusivo en investigacion cientifica.

De presentar algin detalle con el desempefio del producto contacte por favor a soporte técnico al teléfono
462-624-0364 o al correo electrénico Soporte@t4oligo.com.

Nota: Este producto cuenta con 1 afio de garantia a partir de su compra.

ADN ARTIFICIAL S DE RL DE CV. [2i=",

Euquerio Guerrero #278, Col. I SO
Tabachines, 36615 Irapuato, Gto.
www.t4oligo.com
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CERTIFICADO DE ANALISIS
8 7770 ]

Solicitud: 147 UNIPA JMP 25596 Fecha de sintesis: 24/07/2023
Fecha de caducidad: 24/07/2024
La fecha de caducidad es aplicable en el producto seco
(sin resuspender).
Usuario:,Julian Mario Pefia Castro
Institucion: Universidad del Papaloapan
Nombre del oligo: GenoUK7Bd4R ID: N5067

Modificaciones: Escala: 25 nmol Purificacion: DST

Secuencia: CCATGTCAATTAACGTACTGTGG

# de bases: 23 (jo/OD: 31.6
Tm: 63.3
Nanomoles finales: 24.98 PM: 7038.6

pg de Oligo: 175.82
249.8pl de agua para una concentracién de 100pM

LaTm fue calculada de acuerdo a lo reportado por Breslauer et al., Proc. Nati. Acad. Sci. 83, 3746-50 (1986). Se recomienda que el
usuario realice el calculo de dicho parametro tomando como base la metodologia que mejor se ajuste a sus propésitos

KOiviQ HOntserrQV

RECOMENDACIONES DE USO: LACP. Karla Montserrat Osorio Romero

Para resuspender se recomienda utilizar uno de los siguientes buffers
- Preferentemente TE Buffer (10 mM Tris HCl/1 mM EDTA) pH 8.0
- Agua libre de Nucleasas.
Mantener almacenado previo y posterior a su uso a 4°C o -20°C segun corresponda.
Una vez resuspendido es recomendado hacer alicuotas para minimizar la exposicién del oligo al ambiente de laboratorio y a
el namero de ciclos de congelacion y descongelacién.
Para asegurar el funcionamiento de sondas y oligos marcados se recomienda protegerlos de la luz y el aire para evitar el
fotobleaching, almacenarlos en tubos &mbar o tubos claros en un contenedor opaco.

Para uso exclusivo en investigacion cientifica.

De presentar algin detalle con el desempefio del producto contacte por favor a soporte técnico al teléfono
462-624-0364 o al correo electrénico Soporte@t4oligo.com.

Nota: Este producto cuenta con 1 afio de garantia a partir de su compra

ADN ARTIFICIAL S DE RL DE CV. ..gS»
Euquerio Guerrero #278, Col. 12 I O
Tabachines, 36615 Irapuato Gto.
www.t4oligo.com
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