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RESUMEN

La guandbana (Annona muricata L.) es un fruto climatérico con un gran atractivo para su
consumo debido a su alto valor nutricional y efectos positivos en la salud. México es uno de los
principales productores de guanabana a nivel mundial. Sin embargo, nuestro pais no es un
importante exportador de este fruto en mercados internacionales, entre otras razones, debido a que
este fruto presenta una corta vida poscosecha. Se ha reportado que la estructura y composicion de
la cuticula de frutos tiene un papel importante en la calidad y vida poscosecha de estos y que su
biosintesis estd regulada a varios niveles, incluyendo el transcripcional, en donde los factores de
transcripcion participan en redes de regulacion génica. No obstante, a pesar de que el conocimiento
generado en un fruto o planta no necesariamente se puede generalizar a otros frutos, este tipo de
estudios se han llevado a cabo principalmente en organismos modelo como Arabidopsis y tomate.
Por lo tanto, es necesario llevar a cabo este tipo de estudios en frutos menos estudiados, como es
el caso de la guanabana. Debido a lo anterior, el objetivo de este trabajo fue identificar y
caracterizar factores de transcripcion (FTs) y reguladores transcripcionales (RTs) que participan
en la red de regulacion que modula la biosintesis de cuticula durante la maduracién de los frutos
de guanabana. Para esto, se realizd una busqueda por homologia en el genoma y transcriptoma de
guanabana usando las bases de datos iTAK y PlanTFDB como referencia. Asimismo, se
identificaron los ortélogos de guanabana a genes de cuticula y se determinaron sus cambios en los
niveles de expresion durante la vida poscosecha de los frutos de guanabana. Se identificaron 1,887
FTsy 611 reguladores transcripcionales (RT) en el transcriptoma de frutos de guanabana, de los
cuales 1,164 FT y 394 RT se expresaron diferencialmente durante la maduracién poscosecha de
los frutos, sugiriendo su posible rol regulatorio en los cambios fisioldgicos y bioquimicos que
sufren los frutos durante su maduracion poscosecha. El andlisis de la red de co-expresion mostro
que el FT SHINES3 se co-expresa con genes que catalizan cambios en los polimeros de la pared
celular, incluyendo una pectato liasa, lo cual sugiere una posible relacion entre la biosintesis de
cuticula y la remodelacion de la pared celular en frutos de guanabana. Este trabajo genero
informacién que sera Gtil para elucidar el mecanismo de biosintesis de cuticula y el disefio de

estrategias que ayuden a prolongar la vida poscosecha de la guanabana.

Palabras clave: guanabana, cuticula, vida poscosecha, co-expresion, regulacion transcripcional
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ABSTRACT

The soursop (Annona muricata L.) is a climacteric fruit with a great appeal for its
consumption because of its high nutritional and pharmacological value. Mexico is one of the main
global soursop producers. However, our country has not been able to position itself as an important
exporter of this crop in international markets, mainly due to its short postharvest life. It has been
reported that the structure and composition of cuticle in fruits plays an important role in the quality
and postharvest life and that the biosynthesis of cuticle components is regulated at different levels,
including the transcriptional level, where transcription factors are involved in gene regulatory
networks. Nevertheless, studies focused on the elucidation of these gene regulatory networks have
been carried out mainly in model fruits such as tomatoes. Due to the differences in the biochemical
and physiological characteristics between fruits, the knowledge generated in model fruits cannot
be generalized to other fruits. Therefore, it is necessary to perform studies oriented in less studied
fruits, such as the soursop fruit. Because of this, the goal of the study is to identify and characterize
transcription factors (TFs) involved in the cuticle biosynthesis in soursop fruits, to elucidate the
gene regulatory network in which the TF identified participate and to determine changes in the
expression of these TF during the ripening of the fruits. For this, the genome and transcriptome of
soursop was compared with the databases iTAK and PlanTFDB by homology search using BLAST,
then soursop orthologs to cuticle genes were identified and the expression changes of these genes
through the ripening of the fruits was determined. We identified 1,887 TFs in the soursop
transcriptome, of which 1,164 were differentially expressed through the postharvest ripening of
soursop, suggesting their regulatory role in the biochemical and physiological changes that the fruit
undergoes during their ripening. Moreover, SHINE3 TF is co-expressed along with various genes,
including a pectate lyase, suggesting a possible relationship between cuticle biosynthesis and cell
wall remodeling in soursop fruit. This study contributed to the knowledge generation of soursop

fruits that will be useful to design strategies that will extend the postharvest life of soursop fruits.

Keywords: cuticle, co-expression, transcriptional regulation, postharvest life
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1. INTRODUCCION

La guanabana (Annona muricata L.) es un fruto climatérico originario de Ameérica, aunque
fue introducido en las zonas tropicales de Asia y Africa (Jiménez-Zurita et al., 2017). Este fruto
tiene una amplia aceptacion para su consumo debido a sus sabores y aromas agradables.
Adicionalmente, existe un creciente interés en la guandbana en mercados como Europa o Estados
Unidos debido a sus propiedades nutricionales y efectos positivos a la salud humana, ya que se ha
reportado que este fruto presenta actividad antioxidante, antiviral, anticancerigenay antimicrobiana
(Badrie y Schauss, 2010; Anaya-Dyck et al., 2021).

México es uno de los principales productores de guanabana a nivel mundial. En 2019 se obtuvo
una produccién anual de mas de 30 mil toneladas con un valor de 248 millones de pesos, siendo
Nayarit el principal productor, con el 75% de la produccion nacional (SIAP, 2019). Sin embargo,
este fruto ademas de ser susceptible a dafio fisico y al ataque de patdgenos, presenta una vida
poscosecha corta debido a su alta tasa de respiracion y produccién de etileno, la cual se reduce aun
mas cuando no se realiza el manejo poscosecha apropiado (Tovar-Gémez et al., 2011; De los
Santos-Santos et al., 2020). Por esta razon, aunque México es un importante productor de
guanabana, no ha logrado consolidarse como un proveedor importante en mercados internacionales
(Anaya-Dyck et al., 2021). Por lo que es necesario llevar a cabo estudios dirigidos a aportar
informacion para disefiar estrategias que aseguren una vida poscosecha de la guandbana mas
prolongada que permita su comercializacién en mercados internacionales.

La vida poscosecha de los frutos depende de varios factores, incluyendo el manejo de los frutos y
aspectos fisioldgicos intrinseco de los frutos, entre otros. Estudios en la composicién y propiedades
fisicas de la cuticula han demostrado que esta estructura tiene un papel importante en la calidad del
fruto y su vida en postcosecha (Lara et al., 2015). La cuticula es una estructura hidrofébica que
separa al fruto del medio externo, protegiéndolo de la desecacién, dafio mecanico y el ataque de
patogenos (Samuels et al., 2008). Ademas, la cuticula tiene un rol importante en procesos como el
desarrollo y la fisiologia del fruto y la interaccion con otros organismos. La biosintesis de la
cuticula de los frutos involucra a grandes rasgos la produccion de novo de acidos grasos de cadena
muy larga (VLCFA) en células epidermales, su posterior transporte y acumulacion en la capa

externa de los frutos (Samuels et al., 2008; Tafolla-Arellano et al., 2013). Este es un proceso
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altamente coordinado y regulado a varios niveles, incluyendo la regulacidn a nivel transcripcional
mediada por proteinas denominadas factores de transcripcion, las cuales regulan en qué momento
y a qué nivel se expresan los genes relacionados con la biosintesis de los componentes de la
cuticula. En organismos modelo como Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) y tomate (Solanum
lycopersicum) se han identificado algunos factores de transcripcion de la familia AP2/ERF que
controlan la expresion de diversos genes implicados en la acumulacion de ceras como CERL,
KCS1, ACLAZ2, entre otros (Broun 2004; Hen-Avivi et al., 2013).

Con el constante avance de las tecnologias de secuenciacion masiva de DNA y el surgimiento de
herramientas computacionales cada vez mas poderosas, se han identificado varios genes
relacionados con la cuticula y se ha sugerido la presencia de una red de regulacion génica que
modula la biosintesis de los componentes de la cuticula, la cual en su mayoria es desconocida,
sobre todo en plantas no modelo (Adato et al., 2009; Li et al., 2016). Identificar y caracterizar los
factores de transcripcion, reguladores transcripcionales y los genes relacionados a estas redes de
regulacion génica generard informacion relevante sobre la elucidacion de los mecanismos que
controlan la biosintesis de los componentes de la cuticula en plantas no modelo como la guanabana.
En un futuro, esta informacion ayudara a disefiar estrategias que permitan mejorar la calidad de los
frutos, la resistencia a estrés bidtico y abidtico y la vida poscosecha de este cultivo. A la fecha son
pocos los estudios de este tipo realizados en frutos tropicales y ain mas escasos en frutos del género
Annona, como la guanabana. Por lo tanto, debido a la importancia econdmica que representa este
fruto para México, es necesario llevar a cabo estudios que permitan identificar los factores de
transcripcion y reconstruir la red de regulacion génica que modula el mecanismo molecular de la

biosintesis de cuticula de los frutos de guandbana.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de la Guanabana

La guanabana (Annona muricata L.) es un arbol clasificado como angiosperma, perteneciente a la
familia Annonaceae y género Annona que alcanza una altura de entre 3 a 10 m. Este arbol es
originario de las zonas tropicales de América, aunque fue introducido en Asia y Africa (Jiménez-
Zurita et al., 2017). Los frutos de la guandbana son en su mayoria mas largos que anchos, con
forma irregular o semejante a la de un corazén y con un peso entre 0.5 hasta los 5 kg que depende
en gran medida del grado de polinizacion de la flor (Janick y Paull, 2008). Una vez que el fruto
llega a su estado maduro, la parte exterior adquiere un color verde con consistencia blanda y la
pulpa posee una tonalidad blanca, jugosa, suave, aromatica y contiene un gran namero de semillas
negras de aproximadamente 2 cm de longitud (Figura 1) (Janick y Paull, 2008; Jiménez-Zurita et
al., 2017).

Figura 1. Frutos de guanabana (Annona muricata L.) (;I;omado de Janick y Paull, 2008).
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El fruto de guanabana es climatérico, por lo que durante la poscosecha muestra un valor maximo
claramente definido de respiracion y produccion de etileno (Jiménez-Zurita et al., 2017). Una vez
que la polinizacion de la flor del arbol de guanabana se llevé a cabo, estas pasan a un periodo de
inactividad que dura entre 6 a 15 semanas que se caracteriza por un oscurecimiento de los estigmas.
Después comienza la maduracion del fruto y tarda entre 15y 21 semanas en llegar a la maduracion
fisiologica que es cuando el fruto es cosechado (Worrell et al., 1994). Inmediatamente después de
ser cosechado se puede detectar una produccion de CO> de 100 mL/kg*h seguido de un incremento
de mas de 250 mL/kg*h de CO> en el cuarto dia de poscosecha y un segundo incremento hasta 350
mL/kg*h de CO;en el sexto dia poscosecha. En cuanto a la produccion de etileno, esta presenta su
valor maximo después del primer incremento en la produccion de CO», alcanzando una produccion
mayor a 250 mL/Kg*h acompafiado de un ablandamiento del fruto de guanabana (Worrell et al.,
1994). Esta tasa de respiracion y produccién de etileno tan altas tiene implicaciones fisiologicas
importantes, como por ejemplo un acelerado cambio en la textura, consistencia, color y el sabor de

la pulpa del fruto.

2.2. Importancia Nutricional y Farmacoldgica de los Frutos de Guanabana

El fruto de la guanabana posee sabores y aromas caracteristicos agradables que hacen al fruto
atractivo para su consumo. La parte comestible de la guanabana es la pulpa y consta del 67.5% de
la fruta, esta posee un 80% de agua, 18% de carbohidratos, y 1% de proteina (Janick y Paull, 2008).
Después del agua, los azlcares son el componente principal en la pulpa del fruto de guanabana,
constituyendo casi el 70% de los sélidos totales presentes en la pulpa, siendo la glucosa y fructosa
la gran mayoria de azlcares presentes (Badrie y Schauss, 2010). Ademas, se han encontrado
diversos aminoacidos libres presentes en la guanabana como la prolina, &cido glutamico, acido
aspartico, serina, glicina, alanina, cisteina, argininay lisina (Badrie y Schauss, 2010). También se
ha reportado que la guanabana es fuente de vitamina B y C, ademas de aportar una alta cantidad de
potasio (Janick y Paull, 2008). Por lo tanto, ademas de su sabor agradable, el fruto de guanabana
presenta un valor nutricional alto, lo cual la convierte en una fruta atractiva para su consumo.

Los compuestos volatiles presentes en el fruto de guanabana juegan un papel importante en el olor
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caracteristico y agradable del fruto de guanabana. Se han reportado alrededor de 114 compuestos
volétiles distintos, donde los mayores participantes en la determinacion del sabor del fruto de
guanabana en su estado maduro son el metil butenoato, metil hexanoato, metil (E)-2-butenoato y
metil (E)-2-hexanoato (Cheong et al., 2010).

Por otro lado, la otra razdn por la cual existe un gran interés en el consumo de guanabana se debe
a que se le atribuyen diversas propiedades benéficas para la salud del ser humano. Este fruto ha
sido utilizado en diferentes partes del mundo en la medicina tradicional para el tratamiento de
fiebre, problemas de rifion y diversos sintomas relacionados con infecciones gastrointestinales
(Badrie y Schauss, 2010). Existen reportes que indican que la guanabana posee propiedades
farmacoldgicas como antioxidante, bactericida, antimutagénico, antiviral, anticancerigeno, entre
otras; debido a la presencia de acetogeninas y de otros metabolitos secundarios (Naik y Sellappan,
2020; Nguyen et al., 2020).

2.3. Cultivo de Guanabana en México y Sus Limitaciones

El cultivo de guanabana es una actividad de gran relevancia para México ya que es uno de los
principales paises productores de esta fruta. Segin datos del Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) (2019), en el afio 2019 la produccion en México fue de
aproximadamente 30,790 toneladas de guanabana, representando un valor de produccion de 248
millones de pesos. La produccion nacional de guanabana se lleva a cabo en 9 estados de la
republica, siendo Nayarit el lider con el 75% de la produccion total del pais, seguido de Colima
representando el 9%, Michoacdn 9% y Guerrero, Veracruz, Puebla, Tabasco, Jalisco y Campeche
representando el restante 7% de la produccion (Cuadro I) (SIAP, 2019). En el estado de Nayarit, la
produccién de guanabana se concentra en los municipios de Santiago, Tepic y Compostela (SIAP,
2019). Debido a lo anterior, el cultivo de la guanabana representa una importante fuente de ingresos

para quienes se dedican a su cultivo y comercializacion.
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Cuadro 1. Produccion de guandbana por entidad federativa en 2019 (SIAP, 2019).

Estado Produccion anual (Toneladas) Produccion nacional

Nayarit 23,230 75%

Colima 2,832 9%
Michoacan 2,781 9%

Otros 1,076 7%

Debido a su comportamiento como fruto climatérico, la guandbana es un fruto altamente
perecedero, ya que cuando es cosechado en madurez fisiologica y almacenado a temperatura
ambiente, alcanza la maduracion comercial en 6 dias y debe ser consumido en los siguientes 4 a 8
dias posterior a su cosecha (Jiménez-Zurita et al., 2017; De los Santos-Santos et al., 2020). Aunado
a esto, la guandbana es un fruto susceptible a dafio fisico y ataque de patégenos, por lo que un
manejo poscosecha inadecuado reduce de manera significativa la vida poscosecha del fruto (Tovar-
Gbémez et al.,, 2011; De los Santos-Santos et al., 2020). De hecho, como consecuencia del
inadecuado manejo poscosecha de la guandbana, se estima que se producen pérdidas de casi el 60%
del valor de la cosecha (Tovar-Gémez et al., 2011). Debido a lo anterior, el transporte de la
guanabana, asi como su exportacion resultan sumamente complicadas.

Como consecuencia de la difusion de las propiedades medicinales que se le atribuyen a la
guanabana, este fruto ha ganado popularidad en mercados internacionales muy lucrativos como
Estados Unidos y Europa (Anaya-Dyck et al., 2021). Sin embargo, a pesar de ser uno de los
principales productores a nivel mundial, México no ha logrado consolidarse como un proveedor
importante de guandbana en mercados internacionales (Anaya-Dyck et al., 2021). Por lo
mencionado anteriormente, resulta evidente la necesidad de llevar a cabo estudios dirigidos a
aportar informacion que aseguren una vida poscosecha de la guandbana més prolongada que
permita su comercializacién en mercados internacionales.

El desarrollo de los frutos se puede dividir en tres etapas: crecimiento y desarrollo, maduracion, y
senescencia (Martinez-Gonzélez et al., 2017). Este es un proceso coordinado y programado
genéticamente que involucra una serie de cambios fisioldgicos y bioquimicos irreversibles que al

final dan como resultado frutos comestibles con caracteristicas organolépticas deseables (Prasanna
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et al., 2007). El periodo de desarrollo se caracteriza por un aumento en el tamarfio del fruto hasta
alcanzar un punto méximo, considerado como la etapa de maduracion fisiologica y el momento en
el cual muchos frutos son cosechados. A partir de este momento los frutos comienzan a
experimentar cambios en cuanto a la coloracion, la textura, contenido de azlcares y aumento en la
susceptibilidad al ataque de patdgenos; estos cambios continuaran hasta el inicio de la senescencia
(Martinez-Gonzalez et al., 2017).

Los cambios en coloracion de los frutos se deben a la degradacion de clorofilas, ademas de la
sintesis y acumulacion de carotenoides, antocianinas y otros compuestos volatiles en la cuticula de
los frutos, lo cual tiene una gran importancia nutricional, ya que estos dos pigmentos son fuente de
vitamina A y antioxidantes (Prasanna et al., 2007; Martinez-Gonzalez et al., 2017). La
modificacion de la textura del fruto es uno de los principales cambios que se asocia al deterioro
poscosecha de los frutos. Este proceso sucede durante la maduracion de los frutos y es causado por
la actividad de enzimas modificadoras de la pared celular como las expansinas, poligalacturonasa,
pectinmetilesterasa, p-galactosidasa, entre otras enzimas hidroliticas (Martinez-Gonzalez et al.,
2017).

El etileno es la hormona encargada de regular los cambios que experimentan los frutos en la etapa
de maduracion. Esta hormona se produce en bajas cantidades durante el proceso de maduracion
fisioldgica. Sin embargo, en frutos climatéricos, hay un aumento en la produccion de esta hormona
que induce cambios morfologicos y fisioldgicos en los frutos relacionados con su maduracion,
entre los cuales se puede mencionar cambio en el color, textura, aroma y sabor (Yang y Oetiker,
1994). No obstante, como se mencion¢ anteriormente, algunos de estos cambios reducen la vida
poscosecha de los frutos. Debido a esto, los efectos de esta hormona son de gran importancia en la
agricultura y se han implementado diversas estrategias para controlar la biosintesis o accién de

etileno por parte del fruto y de esta forma alargar la vida poscosecha y disminuir las pérdidas.

2.3.1. Estrategias para Prolongar la Vida Poscosecha de Guanabana

Actualmente existen diversas estrategias que han sido implementadas para disminuir las pérdidas
poscosecha de diversos frutos, asi como para prolongar su vida de anaquel. Entre estas estrategias

se encuentra el almacenamiento a bajas temperaturas y la aplicacion de ceras o emulsiones
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(Berumen-Varela et al., 2019). Estas estrategias también han sido implementadas en guandbana y
han prolongado con éxito la vida poscosecha de este fruto.

En un estudio lograron retrasar la maduracion entre 4 y 5 dias después de almacenar frutos de
guanabana a 16°C (Espinosa et al., 2013). Mientras que, en otros estudios se ha reportado dafios
por frio en frutos de guanabana almacenados a temperaturas menores de 12°C (Castillo-Animas et
al., 2005). Por otro lado, el uso de compuestos que inhiben la accién del etileno ha mostrado efectos
positivos en el incremento de la vida poscosecha de los frutos, tal es el caso del 1-metilciclopropeno
(1-MCP). Un ejemplo de esto es un estudio donde se demostro que la aplicacion de 1-MCP a frutos
de guandbana disminuye la tasa de respiracion y produccion de etileno, sin embargo, este
tratamiento mostré una disminucidn en la capacidad antioxidante y el contenido de flavonoides y
fenoles (Siang et al., 2019). Por otra parte, la aplicacion simultanea de emulsiones a base de ceras
de candelilla y 1-MCP result6 en frutos de guandbana con 9 dias méas de vida poscosecha en
comparacion con frutos de guanabana sin tratamiento (Tovar-Gémez et al., 2011; Gonzélez et al.,
2014). Adicionalmente, se ha reportado que frutos de guandbana tratados simultaneamente con
ceras de candelilla y 1-MCP presentaron una vida poscosecha mas prolongada sin mostrar
afectaciones en sus pardmetros nutricionales (Moreno-Herndndez et al., 2014). Por tanto, la
combinacidn de bajas temperaturas con la aplicacion simultanea de 1-MCP y ceras son estrategias
que pueden ser utilizadas para prolongar la vida poscosecha de la guandbana.

No obstante, aunque las estrategias mencionadas anteriormente han demostrado ser efectivas para
la prolongacion de la vida poscosecha de la guanabana, estas no aportan informacion acerca de los
mecanismos implicados en el proceso de maduracion de los frutos. Comprender de mejor manera
estos mecanismos permitira profundizar en el proceso de desarrollo y maduracién de este fruto, lo
cual serd importante para el disefio de estrategias para mejorar la calidad y la vida poscosecha de

los frutos de guanabana.

2.4. La Cuticula'y Sus Implicaciones en la Vida Poscosecha de Frutos

Las primeras plantas terrestres aparecieron hace aproximadamente 500 millones de afios,

provenientes de plantas acuéticas ancestrales (Kong et al., 2020). EI cambio de un ambiente
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acuatico a uno terrestre provocé que estas plantas estuvieran expuestas a una serie de factores de
estrés como la desecacion, dafio mecanico, una mayor radiacion ultravioleta y la exposicion a
ataques por patogenos (Kong et al., 2020). Para protegerse de los factores de estrés presentes en
los ambientes terrestres, las plantas desarrollaron la capacidad de sintetizar una cuticula, la cual es
una estructura hidrofébica que separa los érganos aéreos no lefiosos de la planta con el medio
externo (Kong et al., 2020; Garcia-Coronado et al., 2022).

2.4.1. Biosintesis de Componentes Cuticulares

La biosintesis de componentes de la cuticula es una tarea de gran relevancia para las plantas.
Evidencia de lo anterior es el gran nimero de genes y la alta cantidad de energia que las células
epidermales invierten en la produccion de cuticula, por ejemplo, en Arabidopsis, mas de la mitad
de los acidos grasos sintetizados por las células epidermales va dirigido a la produccion de lipidos
cuticulares (Samuels et al., 2008; Yeats y Rose, 2013). Se han propuesto diversas hipotesis en
cuanto a la biosintesis de los compuestos cuticulares y aunque ain no se conocen a profundidad
los mecanismos de transporte involucrados, se sabe que es un trabajo coordinado de mdltiples
enzimas que requieren ATP y CoA (Tafolla-Arellano et al., 2013). En general, el proceso de
biosintesis de cuticula se puede dividir en tres pasos principales que ocurren exclusivamente en las
células epidermales; sintesis de novo de acidos grasos, elongacion de los &cidos grasos y el deposito
de mondmeros en el exterior de la pared celular (Tafolla-Arellano et al., 2013). A continuacion, se

abordara con un poco mas detalle cada una de las etapas.

2.4.1.1. Sintesis de novo de acidos grasos. De manera general, el primer paso en el proceso de
biosintesis de cuticula es la sintesis de novo de los &cidos grasos, para ello se necesita la enzima
ACETIL-COA CARBOXILASA y el complejo enzimatico llamado ACIDO GRASO SINTASA.
La enzima ACETIL-COA CARBOXILASA se encarga de formar malonil-CoA a partir de acetil-
CoA, mientras que el complejo enzimatico ACIDO GRASO SINTASA, conformado por enzimas
como la B-CETOACIL-ACP SINTASA, B-CETOACIL-ACP REDUCTASA, 3-HIDROXIACIL-
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ACP DESHIDRATASA y ENOIL-ACP REDUCTASA, se encarga de llevar a cabo sucesivas
reacciones de condensacidn y reduccion para afiadir 2 atomos de carbono en una cadena de acilos,
proceso que se llevara a cabo de manera ciclica hasta obtener acidos grasos de 16 o 18 carbonos
(Figura 2) (Samuels et al., 2008; Fatiha, 2019). Este proceso se lleva a cabo en los plastos de las

células epidermales (Fatiha, 2019).
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Figura 2. Sintesis de novo de aC|dos grasos. El Acetil-CoA se convierte a Malonil-CoA por la
enzima ACETIL-COA CARBOXILASA, después este pasa al complejo ACIDO GRASO
SINTASA, donde una serie de reacciones formaran &cidos grasos de 16 o 18 carbonos. Modificado
de Fatiha, 20109.

2.4.1.2. Elongacion de acidos grasos. Una vez que los &cidos grasos de 16 y 18 carbonos son
sintetizados en los plastos, estos son transportados al reticulo endoplasmatico para su elongacion y
formar &cidos grasos de cadena muy larga con una longitud de entre 20 y 34 carbonos. Este proceso
es realizado por un complejo enziméatico llamado ACIDO GRASO ELONGASA, que de manera
muy similar a la sintesis de novo de acidos grasos, se lleva a cabo un ciclo de cuatro reacciones
enzimaticas en donde por cada ciclo se afiaden dos carbonos a la cadena de acilo (Samuels et al.,
2008). Primeramente, el malonil-CoA se condensa con la accion de las enzimas B-CETOACIL-
COA SINTASAS (KCS), después ocurre una reduccion de la g -cetoacil-CoA por la accién de las
enzimas B-CETOACIL-COA REDUCTASA (KCR), la sintesis de enoil-CoA por la enzima p-
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HIDROXIACIL-COA DESHIDRATASA (HDC) vy, por altimo, la reduccién del enoil-CoA por la
enzima ENOIL-COA REDUCTASA (ECR) (Figura 3) (Garcia-Coronado et al., 2022).
Adicionalmente, se ha reportado que algunos genes del grupo ECERIFERUM (CER) como CER2
y CER26 estan involucrados en la elongacion de los &cidos grasos a una longitud superior a 28
carbonos (Kong et al., 2020). Posterior a la elongacién, ocurren reacciones de reduccion y
descarboxilacion, las cuales modifican a los &cidos grasos de cadena muy larga para dar lugar a

alcoholes, aldehidos, alcanos, ésteres y cetonas (Shepherd y Wynne, 2006).
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Figura 3. Elongacién de acidos grasos para producir &cidos grasos de cadena muy larga.

2.4.1.3. Depésito de mondmeros en el exterior celular. En esta etapa los compuestos sintetizados
son transportados fuera de la célula, el mecanismo de transporte ain no estd completamente
descrito; sin embargo, se propone que posterior a la elongacion y modificacién de los acidos grasos
en el reticulo endoplasmatico, estos se unen a proteinas llamadas proteinas de union a acidos grasos
(FABP), las cuales los transporta a la membrana plasmatica, uniendo a los acidos grasos a
transportadores tipo ABC (Tafolla-Arellano et al., 2013). Estos transportadores se encargaran de
transportar los acidos grasos hacia fuera de la célula, dando paso a la union de estos a proteinas de
transferencia de lipidos (LTP) que se encargara de depositar los acidos grasos en la cuticula (Figura
4) (Tafolla-Arellano et al., 2013).
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Figura 4. Ruta de biosintesis de cuticula en plantas. La biosintesis de novo de acidos grasos se
lleva a cabo en los plastos para formar &cidos grasos de 16 o 18 carbonos. Estos son transportados
al reticulo endoplasmatico para ser elongados y producir acidos grasos de cadena muy larga.
Después, estos son transportados por proteinas de union a acidos grasos (FABP), transportadores
ABC y proteinas transportadoras de lipidos (LTP).

2.4.2. Composicion de Cuticula en Plantas y Frutos

Aunque pueden existir variaciones en la composicion de la cuticula de una planta debido a diversos
factores como la especie, el tipo de 6rgano, su estado de desarrollo o las condiciones ambientales,
la gran mayoria de las distintas cuticulas estdn conformadas en general por cutina y ceras
cuticulares (Samuels et al., 2008). La cutina es el mayor componente que constituye a la cuticula
de las plantas, representando entre el 40 y 80% del peso total de la cuticula. Esta es un polimero
que consta de &cidos grasos mayores a 16 carbonos y glicerol y debido a que forma uniones
covalentes, la proteccién contra el dafio mecanico que la cuticula le ofrece a la planta es debido
principalmente a la presencia de cutina (Samuels et al., 2008). Por otro lado, las ceras cuticulares
que componen el resto de la masa total de la cuticula estan formadas por compuestos lipofilicos de
cadena muy larga (mas de 20 carbonos) como acidos grasos, alcoholes, aldehidos, alcanos, ésteres
y cetonas (Samuels et al., 2008; Kong et al., 2020). Adicionalmente, se ha visto que las ceras
cuticulares pueden incluir metabolitos secundarios como terpenoides, compuestos fendlicos y

flavonoides (Samuels et al., 2008).
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Las ceras cuticulares se pueden dividir en ceras epicuticulares y ceras intracuticulares, estas poseen
diferencias en cuanto a sus componentes quimicos y su ubicacién en la cuticula. Mientras que las
ceras intracuticulares presentan acidos grasos de cadena corta y se encuentran intercaladas dentro
del polimero de cutina, las ceras epicuticulares presentan acidos grasos de cadena larga y se
encuentran ubicados en la superficie exterior de la cutina, formando una capa de cristales

discontinuos (Figura 5) (Tafolla-Arellano et al., 2013).
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Figura 5. Ubicacion y estructura de la cuticula. (Tomado de Tafolla-Arellano et al., 2013).

Como se menciono anteriormente, una de las principales funciones de la cuticula en las plantas y
frutos es protegerlas de diversos factores de estrés tanto bidticos como abidticos, por lo que se
puede ver a la cuticula como una barrera que separa a las plantas y frutos del medio externo y los
protege diversos factores de estrés bidticos y abidticos, como el ataque de patdgenos, desecacion,
radiacion UV, entre otros. En este sentido, debido a que las plantas pueden habitar en una gran
variedad de ambientes con factores de estrés bioticos y abioticos especificos, es comin que existan
diferencias entre distintas especies en cuanto a la composicion de los mondémeros que forman la
cutina, asi como del contenido y caracteristicas de las ceras epicuticulares e intracuticulares y el
contenido de compuestos fenolicos, alcoholes, cetonas, flavonoides, entre otros compuestos
(Tafolla-Arellano et al., 2013; Lara et al., 2015).

En Arabidopsis thaliana se reporta que el mayor componente de las ceras cuticulares en hojas y
tallos son los alcanos (Tafolla-Arellano et al., 2013). Con respecto al tomate (Solanum
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lycopersicum), se ha reportado que las ceras cuticulares de este fruto consisten principalmente de
triterpenoides y alcanos de cadena muy larga, en particular el hentriacontano, el cual presenta 31
carbonos (Lara et al., 2015). En cuanto al pimiento (Capsicum sp.) el principal componente de la
cuticula son monomeros de cutina de 16 carbonos, ademéas de hentriacontano como componente
fundamental en las ceras cuticulares, aunque diversas variedades de pimiento también presentan
triterpenoides como componente dominante en las ceras cuticulares (Lara et al., 2015).

En el caso de los frutos, ademas de presentar diferencias en la composicion de los componentes
cuticulares entre diferentes especies, también se ha visto que en frutos de la misma especie se
pueden presentar variaciones en los componentes cuticulares durante su proceso de maduracion.
Esto debido a que durante este proceso ocurren varios fendmenos como la produccion de pigmentos
antioxidantes, la produccion de compuestos volatiles, la produccion de azucares y la
depolimerizacién de la pared celular, provocando cambios morfoldgicos en los frutos como el
cambio de color y el ablandamiento, lo cual, aunque es deseado en los frutos comestibles, estos
cambios favorecen la perdida de agua y la susceptibilidad al ataque por patdgenos, lo cual en tltima
instancia, disminuye el tiempo de almacenamiento del fruto (Lara et al., 2019; Garcia-Coronado et
al., 2022).

En mandarina, se ha reportd que en frutos inmaduros existe una mayor abundancia de acidos grasos
en ceras epicuticulares e intracuticulares en comparacion con frutos maduros en donde ademas
aumenta el contenido de alcanos, lo cual provoca una disminucién en la pérdida de agua de los
frutos, demostrando como la composicion de la cuticula tiene un efecto en la permeabilidad de los
frutos durante su proceso de maduracion (Béez-Safiudo et al., 1992). En tomate (Solanum
lycopersicum), se reporté un aumento en el contenido de cutina y triterpenoides durante la
maduracion del fruto (Kosma et al., 2010), contrario a lo que se ha reportado en frutos de cereza
(Prunus avium), donde se ha visto que el contenido de cutina y triterpenos disminuye durante la
maduracion de este fruto (Peschel et al., 2007). En el caso del mango (Mangifera indica), se reportd
que el contenido de cutina y ceras epicuticulares aumenta durante la maduracion del fruto (Petit-
Jiménez, et al., 2007). Por esta razon, en los Gltimos afios se han relacionado las caracteristicas de
la cuticula de los frutos con el proceso de maduracion de estos. De hecho, existe un trabajo en
donde se propone que la sefial que inicia la maduracion de los frutos proviene de la cuticula
(Hernandez-Oiiate, en revision).

Aunado a lo anterior, la composicidn y estructura de la cuticula de los frutos tienen un papel

importante en la calidad y vida poscosecha de estos. Mediante estudios con frutos de tomate
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(Solanum lycopersicum) se ha correlacionado la produccion de etileno, degradacion de la pared
celular y el color con cambios en la composicion cuticular (Tafolla-Arellano et al., 2018).
Asimismo, se identificé una variedad de tomate denominada Deterioro Lento del Fruto (Delayed
Fruit Deterioration, DFD, por sus siglas en inglés), donde se observo que esta variedad de tomate
presenta un ablandamiento del fruto més lento comparado con la variedad de tomate Ailsa Craig,
Ilegando a permanecer almacenados a temperatura ambiente por hasta seis meses en condiciones
Optimas de consumo (Saladie et al., 2007). Al comparar la expresion de genes relacionados con la
remodelacion de la pared celular y las caracteristicas cuticulares en tomates de la variedad Ailsa
Craig y DFD, se observd que, aunque la expresion de los genes de remodelacion de la pared celular
son similares en ambas variedades de tomate, el tomate DFD presenta una mayor acumulacion de
ceras en su cuticula (Saladie et al., 2007). Esto demostré que el ablandamiento de los frutos y a su
vez la vida poscosecha de los frutos esta influenciada por la composicion de la cuticula. Igualmente,
se ha observado que existen cambios en la composicion de la cuticula del pimiento (Capsicum
annum) relacionados con la pérdida de agua en el periodo poscosecha (Tafolla-Arellano et al.,
2013). Estos reportes indican que la cuticula no solo protege a los frutos durante su desarrollo, sino
que también tiene un rol importante durante su maduracién, en la calidad y el mantenimiento de
estos durante su vida de anaquel. Por lo tanto, los estudios dirigidos a estudiar tanto las
caracteristicas de la cuticula de los frutos, asi como los mecanismos que controlan los cambios
durante la vida poscosecha de estos permitira el disefio de estrategias que ayuden a prolongar la

vida poscosecha de los frutos.

2.5. Regulacion de la Biosintesis de la Cuticula

Las plantas son organismos sésiles que constantemente se enfrentan a diversos factores de estrés
tanto abidticos como bioticos, ademas de que, a lo largo de su ciclo de vida, deben llevar a cabo
tareas especificas para asegurar su supervivencia. Por lo tanto, estas se vieron obligadas a
desarrollar mecanismos para responder a su ambiente con el fin de asegurar un crecimiento 6ptimo.
La biosintesis de componentes cuticulares en frutos es un proceso complejo que esta siendo
regulado a distintos niveles incluyendo el nivel transcripcional, en el cual se encuentran

involucrados distintos factores de transcripcidn y reguladores transcripcionales. Lo interesante es
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que a pesar de que los frutos presentan variaciones en cuanto a sus caracteristicas cuticulares debido
a las diferencias fisioldgicas de cada fruto, parece ser que la biosintesis de los componentes
cuticulares es un proceso evolutivamente conservado en el cual en la mayoria de los frutos actta
un mecanismo de regulacion similar entre ellos (Garcia-Coronado et al., 2022).

Debido a la importancia que tiene la cuticula como proteccion de las plantas y tomando en cuenta
las diferentes tareas que deben cumplir durante su desarrollo, es de esperarse que la biosintesis de
componentes cuticulares se regula constantemente durante el crecimiento y desarrollo de las
plantas y frutos mediante la accion de diversas hormonas como el etileno, el &cido abscisico y las
giberelinas (Hen-Auvivi et al., 2013). Como se menciond anteriormente, la aplicacion de etileno
incrementa la produccion y acumulacion de ceras en frutos de naranja y manzana (Ju y Bramlage,
2001; Cajuste et al., 2010). Por otro lado, se ha demostrado que el acido abscisico regula la
biosintesis de cuticula en hojas de tomate, no solo como respuesta a estrées hidrico, sino que también
durante el desarrollo de la planta (Martin et al., 2017). De la misma forma, aunque el mecanismo
molecular por el cual las giberelinas influyen en la biosintesis de la cuticula sigue sin ser entendido
a profundidad, existen reportes que mencionan como la aplicacion de giberelinas resultd en un
incremento en la biosintesis de cuticula en frutos de tomate y manzana (Knoche y Peschel, 2007;
Barandoozi y Talaie, 2009).

Ademas de la regulacion por hormonas durante el desarrollo de las plantas y frutos, la composicion
de la cuticula también presenta variaciones en respuesta a escenarios de estrés tanto bidticos como
abioticos. El estrés por sequia es uno de los principales obstaculos para la produccién agricola
mundial y debido al cambio climatico, se espera que, en préximos afios, esto limita ain mas la
produccion de alimentos en el mundo (Tafolla-Arellano et al., 2018). En este contexto, hay reportes
que indican como la cuticula juega un rol importante en la adaptacion de las plantas a este tipo de
factor de estrés abiotico. Por ejemplo, se ha estudiado el impacto que tiene el estrés por sequia en
las caracteristicas de la cuticula de hojas de trigo (Triticum aestivum), donde se reportd una cuticula
mas gruesa y un aumento en el contenido de alcanos (Bi et al., 2017). Este comportamiento en
respuesta a estrés por sequia también se ha reportado en otras plantas como la planta de té (Camellia
sinensis) y la flor Chrysanthemum morifolium (Chen et al., 2020; Wang et al., 2022). Otra de las
causas de la disminucion de la productividad agricola es el ataque de patogenos, el cual es un tipo
de estrés biotico. La cuticula de las plantas y frutos sirve como una primera barrera para combatir
el ataque por diversos patdgenos como insectos, bacterias y hongos (Tafolla-Arellano et al., 2018).

Por ejemplo, utilizando como modelo la planta de canola (Brassica napus) un aumento en la
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expresion de genes de biosintesis de ceras y en el contenido de ceras epicuticulares en respuesta a
la infeccion del hongo (Sclerotinia sclerotiorum) (Ni et al., 2014). De la misma manera, en el
estudio del tomate DFD, infectaron frutos de tomate de la variedad Ailsa Craig y DFD con el hongo
Botrytis cinerea, observando como las diferencias en cuanto a la composicion de la cuticula del
tomate de la variedad DFD le permite resistir de mejor manera a la infeccion de este patégeno
(Saladie et al., 2007). Asimismo, frutos mutantes de tomate que presentan deficiencia de cutina son
mas susceptibles al ataque del hongo Botrytis cinerea, demostrando la importancia de la cutina en
la resistencia al ataque de este hongo patogeno (Isaacson et al., 2009).

Estos estudios demuestran como la composicion de la cuticula esta regulada por diferentes
mecanismos como las hormonas en respuesta a diferentes etapas de desarrollo y en respuesta a
estrés biotico y abiotico con el objetivo de adaptarse a los cambios que ocurren en el ambiente
donde estas plantas se desarrollan. Estas variaciones en la composicion de la cuticula, en la mayoria
de los casos se debe a cambios en la expresidn de genes involucrados en la biosintesis, transporte
y ensamblaje de componentes cuticulares, los cuales, a su vez, estan siendo regulados en su mayoria
a nivel transcripcional, aunque también se han reportado mecanismos de regulacion a nivel
postranscripcional (Hen-Avivi et al., 2013). A nivel postranscripcional, se encontr6 a CER?7, el
cual se encarga de la degradacién del mMRNA de un represor de CER3, el cual esta involucrado en
la biosintesis de ceras en Arabidopsis (Hen Avivi et al., 2013). Otro de los genes que se reporta
que regulan la biosintesis de cuticula a nivel postranscripcional es CER9, que codifica para una
ligasa de ubiquitina (Hen-Avivi et al., 2013). El silenciamiento de CER9 en Arabidopsis dio como
resultado cuticulas de tallo mas gruesas (LU et al., 2012). Por otro lado, a nivel transcripcional, esta
regulacion esté siendo controlada por factores de transcripcién de diversas familias (Hen-Avivi et
al., 2013). Sin embargo, esto se discutird con mayor profundidad a continuacion.

2.5.1. Factores de Transcripcion, Reguladores Transcripcionales y Su Relacion con la
Biosintesis de Cuticula

La regulacion del proceso de transcripcion del RNA mensajero (MRNA) es uno de los mecanismos
de respuesta de las plantas a los constantes cambios que se presentan en los ambientes donde viven

(Hong, 2016). Un componente fundamental de este tipo de regulacién génica son los factores de
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transcripcion (FT), los cuales son proteinas que se caracterizan principalmente por presentar un
dominio de unién al DNA (DBDs) y participan en la regulacién génica mediante la uniéon a
elementos en cis en las regiones promotoras de genes especificos (Hong, 2016). Otro componente
importante en la regulacion transcripcional de los genes, son los reguladores transcripcionales
(RT), los cuales a diferencia de los factores de transcripcidn, son proteinas que no poseen un
dominio de union al DNA y llevan a cabo su rol regulatorio a través de diferentes mecanismos, los
cuales incluyen la interaccién con la maquinaria transcripcional, con otros factores de transcripcion
o modificando la accesibilidad de los factores de transcripcion al DNA mediante la remodelacion
de la cromatina (Zheng et al., 2016). En concreto, tanto los factores de transcripcién como los
reguladores transcripcionales pueden trabajar como activadores o represores de la expresion
geénica, por lo que modulan el incremento o disminucion de la transcripcion de moléculas de RNA
(Broun, 2004).

En todos los organismos existe una gran diversidad de factores de transcripcion; sin embargo, las
plantas se caracterizan por presentar una variedad ain mayor de estas proteinas. Por ejemplo, en
Arabidopsis thaliana se han identificado alrededor de 2,000 genes que codifican para factores de
transcripcion distintos, numero significativamente mas grande en comparacion a Drosophila
melanogaster o Caenorhabditis elegans, que presentan alrededor de 600 factores de transcripcion
distintos (Hong, 2016).

En general, los factores de transcripcion se clasifican en diferentes familias de acuerdo con la
funcion y tipo de dominio de unién al DNA que posea el factor de transcripcion. No obstante, es
comun que existan diferencias en la clasificacion debido a que se suelen utilizar distintos criterios
de clasificacion (Hong, 2016). Entre la gran diversidad de familias de factores de transcripcién
identificados en Arabidopsis, resaltan las familias AP2-ERF, NAC, Dof, YABBY, WRKY, GARP,
TCP, SBP, ABIE-VP1, EIL y LFY, ya que estas son exclusivas de plantas y poseen dominios de
unién al DNA distribuidos solo en plantas (Hong, 2016). Los factores de transcripcion miembros
de estas familias participan en la regulacion de diversos procesos, tales como el desarrollo y
crecimiento de las plantas, asi como respuestas a estrés biotico y abiotico (Hong, 2016). Por otra
parte, la informacion acerca de los reguladores transcripcionales sigue siendo escasa comparada a
la informacion disponible para los factores de transcripcion. Sin embargo, se ha reportado en
Arabidopsis thaliana la participacion de diversos reguladores transcripcionales en la remodelacion
de la cromatina en respuesta a factores de estrés tanto bi6ticos como abidticos, asi como su relacién

con procesos de las plantas como la floracion, el desarrollo de semillas y la fijacion de nitrégeno
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(Yung et al., 2021).

Con respecto a los factores de transcripcion relacionados con la biosintesis de componentes
cuticulares, a la fecha se han identificado factores de transcripcion que pertenecen a las familias
AP2/ERF, MYB, MADS-box y HD-Zip implicados en la regulacion de la biosintesis de
componentes de cuticula en diferentes plantas. En Arabidopsis, la sobreexpresion de
WAXINDUCER1 (WIN1), un factor de transcripcion de la familia AP2/ERF, provoc6 un aumento
en la expresion de genes involucrados en la biosintesis de ceras, como es el caso de CER1, KCS1
y CER2, ademas de que se observé un incremento en la acumulacion de estas (Broun, 2004).
Ademas de estar compuestas por cutina y ceras, la cuticula de los frutos también esta conformada
por metabolitos secundarios como los flavonoides y antocianinas. En este sentido, se ha reportado
que el factor de transcripcion MYB12, el cual pertenece a otra familia de factores de transcripcion
Ilamada MYB, regula la biosintesis de flavonoides en Arabidopsis, tomate y uva (Mehrtens et al.,
2005; Hen-Avivi et al., 2013). De hecho, se ha reportado que el factor de transcripcion MYB12
tiene una baja expresion en un tomate mutante llamado “y mutant”, el cual se caracteriza por
presentar una disminucion en la pigmentacion derivado de la falta de sintesis de un flavonoide
Ilamado naringenina (Adato et al., 2009).

Otra familia de factores de transcripcion es la MADS-box, esta familia de factores de transcripcion
esta involucrada en la regulaciéon de mdaltiples procesos de las plantas, incluyendo la maduracién
de frutos y la biosintesis de cuticula, lo cual sugiere una relacion entre la biosintesis de cuticula y
el proceso de maduracion de los frutos (Hen-Avivi et al., 2013). Un ejemplo de factores de
transcripcion de esta familia son los factores de transcripcion TDR4/FUL1 y MBP7/FUL2, los
cuales ademas de estar involucrados en la maduracion de frutos de tomate, se ha demostrado que
tienen un impacto en la biosintesis de cuticula mediante el control de la expresion de genes
relacionados con la biosintesis de cuticula (Hen-Avivi et al., 2013).

Adicionalmente, otros factores de transcripcion que pertenecen a la subfamilia HD-Zip IV
(homeodomain-leucine zipper 1V), se expresan en las capas epidermales de muchas especies de
plantas y han sido relacionados con diversos procesos biologicos, incluyendo la regulacion de la
biosintesis de cuticula en plantas. Ejemplos de estos factores de transcripcion son GL2, ANL2,
ATML1, PDF2, HDG11, OCL1y CD2 (Hen-Avivi et al., 2013). De la misma forma, aunque méas
escasos, también hay reportes de reguladores transcripcionales involucrados en la biosintesis de
componentes cuticulares. Un estudio reporta que un regulador transcripcional de la familia SNF2

interactta con el gen KCS6 provocando una disminucion en la acumulacion de ceras cuticulares
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de trigo (Triticum aestivum) (Wang et al., 2019). Esto demuestra la importancia tanto de factores
de transcripcion como de reguladores transcripcionales en la regulacion de la biosintesis de
componentes cuticulares. No obstante, hace falta generar mas informacion para comprender mas a
profundidad la participacion de los reguladores transcripcionales en estos procesos.

Como ya se discutid, la cuticula actia como una barrera para proteger a la planta de factores de
estrés tanto bidtico como abiotico. En este contexto, la sobreexpresion de factores de transcripcion
involucrados en la regulacion de la biosintesis de componentes cuticulares en plantas ha mejorado
la capacidad de las plantas para afrontar diversos escenarios de estrés como la desecacion o la
infeccion por hongos. Algunos ejemplos de estos reportes se resumen en el cuadro 2. Esto sugiere
que los estudios enfocados a identificar factores de transcripcion involucrados en la regulacion de
la biosintesis de componentes cuticulares en frutos podrian ayudar a mejorar la tolerancia de los
frutos a factores de estrés biotico y abidtico, con lo cual se permitiria aumentar la vida poscosecha

de los frutos.

Cuadro 2. Factores de transcripcion relacionados con biosintesis de componentes cuticulares.

Factor de transcripcion Familia Funcion bioldgica Referencia
La sobreexpresion de DEWAX resulta
en una disminucion en el contenido de
ceras en hojas de Arabidopsis Goetal,
DEWAX AP2/ERF/ERF . . : 2014; Ju et
Ademés, DEWAX incrementa la
- al., 2017
expresion de genes de defensa ante la
infeccion de Botrytis cinerea
La sobreexpresion de WXP1
incrementa el contenido de ceras Zhang et
WXP1 AP2/ERF/ERF | cuticulares en hojas de alfalfa g
. . . al., 2005
(Medicago sativa) y mejora la
tolerancia a estrés por sequia
MYB16 MYB Regulacidn de biosintesis de cutina C;?h'ggﬁgt
Regulacion de la biosintesis de cutina.
La sobreexpresiéon de SHINE3
aumenta la resistencia de tomate a la
infeccion por Botrytis cinerea Buxdorf et
SHINE3 AP2/ERF/ERF mediante la modificacion de la al., 2014
permeabilidad de la cuticula y la
regulacién de la expresion de genes de
defensa a la infeccion
En Arabidopsis, este factor de Cominelli
MYB41 MYB transcripcion solo se expresa como
. ; et al., 2008
respuesta a estrés por sequia. La
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sobreexpresion de MYB41 resulta en
plantas con un aumento en la
sensibilidad por desecacion y cambios
en la expresion de genes involucrados
en el metabolismo de lipidos y
modificacion de pared celular

La sobreexpresion de CFLAPL causa
cambios en la expresion de genes
relacionados con biosintesis de acidos Lietal.,
grasos, cutina y ceras, ademas de que 2016
ocasiona una reduccion en la
acumulacién de ceras.
Regula negativamente la produccién Wang et
de antocianinas en Arabidopsis al., 2015
La sobreexpresion de MYB49 produce
cambios en los niveles de expresion de
genes involucrados con la sintesis de Zhang et
cutina, suberina y ceras, lo cual al., 2020
contribuye a la tolerancia a sal en
Arabidopsis

Involucrado en la regulacion de la
modificacion de la pared celular y la Bemer et
biosintesis de varios componentes al., 2012
cuticulares

CFLAP1 bHLH

GL2 HB-HD-Zip

MYB49 MYB

TDR4/FUL1 MADS-MIKC

Con lo descrito anteriormente, se podria resumir que los principales factores de transcripcion
implicados en la regulacion de las vias de biosintesis de cuticula en plantas identificados a la fecha
pertenecen a las familias AP2/ERF, MYB, MADS-box y HD-Zip. No obstante, es probable que
existan otros factores de transcripcion involucrados en este importante proceso, asi como la
participacion de reguladores transcripcionales. De acuerdo con esto, aunque la biosintesis de los
componentes cuticulares en frutos es un proceso conservado, existen reportes que demuestran que
la composicion de la cuticula presenta variaciones entre especies, lo cual sugiere que pueden existir
otros genes y/o mecanismos de regulacion diferentes que controlan este proceso. En este contexto,
el analisis de genomas, transcriptomas y proteomas de plantas no modelo abre la posibilidad de
encontrar otros genes involucrados en la regulacion de la biosintesis de la cuticula, lo que permitira
profundizar en el conocimiento de los mecanismos que controlan este proceso en frutos carnosos

como la guanabana.
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2.6. Redes de Co-expresion Génica

Los seres vivos son complejos y su correcto funcionamiento depende de procesos altamente
coordinados. La regulacién de estos procesos sucede a diferentes niveles, incluyendo la regulacion
transcripcional, la cual depende en gran medida de la interaccion de distintas moléculas como
proteinas, DNA y RNA (Karlebach y Shamir, 2008; Junker y Schreiber, 2011). Las proteinas son
moléculas con una gran relevancia bioldgica ya que, ademas de participar en procesos metabolicos,
también pueden formar complejos circuitos regulatorios en la célula para regular la expresion de
uno o mas genes (Junker y Schreiber, 2011). Un ejemplo de estas proteinas son los factores de
transcripcion que, en respuesta a una sefial, pueden modular la transcripcion de uno 0 mas genes
en especifico; de esta manera, se generan complejas redes de regulacion génica en la célula (Junker
y Schreiber, 2011).

Gracias a los avances en las tecnologias de secuenciacion y la bioinformatica, es posible recabar
una gran cantidad de informacion de transcriptomas, genomas y proteomas. Una vez generada la
informacion, para poder profundizar en el funcionamiento de los procesos biologicos de los
organismos y como se relacionan con otros procesos bioldgicos, es necesario analizar la
informacidn generada.

Para esto, se han disefiado diferentes metodologias enfocadas al analisis, representacion e
interpretacion a escala masiva de la informacion bioldgica generada a partir de microarreglos o
RNA-Seq. Una de estas metodologias es la reconstruccion de redes de co-expresion génica, ya que
con las redes el analisis de datos a escala masiva es méas robusto y es mas sencillo representar e
interpretar visualmente la informacion bioldgica a escala masiva (Weirauch, 2011). En general,
una red de co-expresién génica se puede definir como la representacion de una grafica, en donde
los genes estan representados por los nodos y la conexion de dos nodos indica que hay una
correlacion significativa en cuanto la expresion de ambos genes. Estas redes se han utilizado para
estudiar las interacciones entre diferentes proteinas, para descubrir sitios de union de los factores
de transcripcion y el modelamiento de interacciones entre genes (Weirauch, 2011).

Para construir una red de co-expresion génica a partir de datos de microarreglos 0 RNA-Seq,
primeramente, se genera una matriz en donde las filas representan los genes y las columnas

representan las diferentes muestras. Como se muestra en la figura 6, una matriz M contiene G
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cantidad de genes (filas) y N cantidad de muestras (columnas). Cada dato de la matriz representa
el nivel de expresion de un determinado gen en una determinada muestra. Esta matriz sirve como
archivo de entrada para determinar el nivel de correlacion que existe entre cada par de genes que
se estan evaluando. Para medir este nivel de correlacion, se pueden utilizar diferentes métodos
estadisticos, aunque las mas utilizadas suelen ser la correlacion de Pearson, la correlaciéon de
Spearman y la distancia euclidiana (Weirauch, 2011). Después de calcular los niveles de
correlacion, se elige el valor minimo para poder considerar que dos genes se encuentran co-
expresados y, por ultimo, con base a los niveles de co-expresion se utiliza una herramienta
bioinformatica para visualizar y analizar graficamente la red de co-expresion génica generada
(Weirauch, 2011). Algunas de las herramientas que se pueden utilizar para este propdsito son
Cytoscape (Killcoyne et al., 2009), VisAnt (Hu et al., 2008) y tYNA (Yip et al., 2016).

| Mg1 Mg, -+ Mgn |
Figura 6. Representacion de una matriz (M) compuesta por G filas y N columnas, en donde G
representa el nmero de genes y N el nmero de muestras (Weirauch, 2011).

La reconstruccion de las redes de co-expresion génica puede ser dividida en dos tipos, las
ponderadas y no ponderadas. Las no ponderadas simplemente nos indican si hay una correlacién o
no entre dos genes, mientras que las redes de co-expresion génica ponderadas permiten conocer el
nivel de la correlacion entre ambos genes (Weirauch, 2011). De esta forma, las redes no ponderadas
no reflejan la naturaleza continua de la informacién de co-expresiéon, lo cual puede resultar en una
pérdida considerable de informacion con respecto a las redes ponderadas (Langfelder y Horvath,
2008). Por esta razon, es preferible trabajar con una red de co-expresion ponderada. Una vez que
se reconstruyen las redes de co-expresion génica, el siguiente paso es analizarlas, en donde los dos

principales objetivos son la identificacion de genes centrales (hub genes) y la identificacion de
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maodulos. En el caso de los genes centrales, su identificacion es de interés ya que se ha demostrado
que ademas de ser esenciales en muchos procesos biolégicos complejos, suelen ser conservados
evolutivamente y, por lo tanto, tener ortélogos en otros organismos (Weirauch, 2011). Por otro
lado, los médulos se pueden definir como un grupo de genes con patrones de expresion muy
similares, que es comun que estén involucrados en los mismos procesos bioldgicos o sean parte del
mismo complejo regulatorio (Weirauch, 2011). De acuerdo con esto, el hecho de que un factor de
transcripcion se encuentre en un mismo médulo de genes involucrados en un proceso bioldgico en
particular, sugiere que ese factor de transcripcion se encuentra regulando ese proceso biologico.
En este contexto, el andlisis de redes se ha venido utilizando para modelar y comprender a mayor
profundidad la interaccion de distintas moléculas en los seres vivos mediante la aplicacion de estas
redes en problemas como la interaccién entre distintas proteinas, el descubrimiento de sitios de
unién de factores de transcripcion, redes metabdlicas y redes génicas (Zhu, et al., 2007; Weirauch,
2011).

Uno de los programas més usados para la construccion de redes de co-expresion génica ponderadas,
es el paquete WGCNA (Weighted Gene Co-Expression Network Analysis) de R (Langfelder y
Horvath, 2008). Este paquete permite reconstruir redes de co-expresion génica ponderadas “con
signo” o “sin signo” (signed o unsigned), en donde, por un lado, las redes con signo muestran si la
correlacion entre ambos genes es positiva 0 negativa (valores desde -1 a 1), mientras que las redes
sin signo solamente muestran la correlacion absoluta entre ambos genes (valores desde 0 a 1). Una
vez que se conocen los valores de correlacion entre cada par de genes, este paquete permite agrupar
aquellos genes con patrones de expresion similares en modulos y finalmente exportar la
informacion a las diferentes herramientas bioinformaticas para la visualizacién de redes que se
mencionaron anteriormente. Debido a lo mencionado, para comprender la gran variedad de
procesos que ocurren en los organismos, es necesario llevar a cabo estudios enfocados a la

elucidacion de estas redes de co-expresion génica.

2.6.1. Redes de Co-expresion Génica en Plantas Modelo

Las plantas, como organismos sésiles, constantemente estan siendo expuestas a una gran variedad
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de factores de estrés tanto bidticos como abioticos, por lo que responden a estos factores mediante
cambios moleculares, bioquimicos, fisiolégicos y morfoldgicos que les permiten adaptarse. Para
comprender a fondo estas respuestas, se han estudiado las redes de co-expresion génica que
controlan estos procesos principalmente en organismos de plantas modelo como Arabidopsis
thaliana y Solanum lycopersicum. En A. thaliana, hay estudios que demuestran como los genes
LEC1, LEC2, FUS3y ABI3, los cuales contienen un dominio de unién al DNA B3, regulan a nivel
transcripcional la maduracion de semillas (Santos-Mendoza, et al., 2008). En otros estudios, se han
estudiado las redes de co-expresion génica para identificar genes que estan involucrados en la
respuesta a diferentes escenarios de estrés tanto bioticos como abidticos (Amrine et al., 2015; Bai
et al., 2018; Mandal et al., 2020; Jena et al., 2022).

En cuanto a estudios de andlisis de redes de co-expresion génica enfocados a elucidar la regulacion
de la biosintesis de componentes cuticulares, se ha reportado que dos factores de transcripcion
llamados CFLAP1y CFLAP2 interactiian con otro factor de transcripcion denominado AtCFL1 el
cual es un represor del desarrollo de cuticula, con lo que se sugirié que CFLAP1y CFLAP2 regulan
negativamente el desarrollo de cuticula de Arabidopsis thaliana (Li et al., 2016). También se ha
reportado una regulacién coordinada de la biosintesis de cutina y acumulacién de ceras por los
factores de transcripcion MYB106, MYB16 y WIN1/SHN1 en Arabidopsis y Torenia fournieri
(Oshima et al., 2013). Ademas, en un estudio efectuado en tomate (Solanum lycopersicum), se
identificd el factor de transcripcion SIMYB12 como un posible regulador clave en la acumulacién
de flavonoides en la cuticula de tomate (Adato et al., 2009). Por lo anterior, resulta evidente como
el estudio de las redes de expresion génica da como resultado un mayor entendimiento de procesos
biolégicos importantes y complejos en las plantas.

2.6.2. Redes de Regulacion Génica en Frutos Tropicales

A pesar de la informacion que aporta el estudio de las redes de expresion génica y la relevancia
econdmica que poseen los frutos tropicales, son escasos los trabajos realizados en estos frutos, la
mayoria de los estudios en plantas se concentra en organismos modelo. Algunos de los estudios en

frutos tropicales se han realizado en aguacate, donde se encontrd a dos factores de transcripcion
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(PaPBS1-1y PaRAP2-3) participando en la red regulatoria de la biosintesis de aceites (Ge et al.,
2021). Por otro lado, en un estudio efectuado con papaya (Carica papaya), se identificaron factores
de transcripcion gue interactGan en respuesta a estrés hidrico (Gamboa-Tuz et al., 2018). En otro
estudio en mango, se analiz6 el transcriptoma de exocarpo de mango (Mangifera indica L.) en los
estados de madurez fisiologica y sobre-maduro, este andlisis permitié encontrar una correlacion
entre la deposicion de la cuticula y los patrones de expresion de genes relacionados con la
biosintesis de cuticula durante la ontogenia del fruto (Tafolla-Arellano et al., 2017).

En este contexto, los estudios en el género Annona, son escasos, reduciéndose solamente al analisis
del transcriptoma de la especie Annona squamosa. Donde a partir de datos de expresién, se
identificaron genes involucrados en el desarrollo de semillas en dos variedades de Annona
squamosa (Gupta et al., 2015). Adicionalmente, se han encontrado factores de transcripcion de
varias familias involucradas en la transicion floral y desarrollo de flores en Annona squamosa (Liu
et al., 2016). Recientemente, se publico la primera version del genoma de guanabana (Annona
muricata) (Strijk et al., 2021). Ademés, usando RNA-seq identificaron genes involucrados en la

maduracion (Palomino-Hermosillo et al., 2022).

2.7. Genoma y Transcriptoma de Guanabana (Annona muricata L.)

Las herramientas genomicas han acelerado la generacion de informacion y el conocimiento de la
biologia de los organismos, en este sentido, Annona muricata no es la excepcion. En 2021, se
publico el ensamblaje de la primera versién del genoma de guanabana (Annona muricata) (Strijk
et al., 2021). Esta primera version del genoma se obtuvo a partir de la secuenciacién de muestras
de hoja de guanabana, obteniendo un genoma de 656.77 Mb y 23,375 genes identificados. No
obstante, los autores estiman que el tamafio del genoma completo es de 799.11 Mb. Por otro lado,
a partir de la secuenciacion de novo del transcriptoma del mesocarpo de frutos de guanabana en
tres estados de maduracion (maduracion fisiologica, maduracion comercial y sobremaduro), se
identificaron 224,074 transcritos ensamblados (Palomino-Hermosillo et al., 2022).

Por otro lado, con el objetivo de encontrar los genes relacionados con la biosintesis de componentes

de la cuticula en frutos de guandbana (Annona muricata), nuestro grupo de trabajo realizd la
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secuenciacion y ensamblaje del transcriptoma de exocarpo de frutos de guandbana en tres estados
de madurez; verde maduro (madurez fisioldgica), maduro (madurez comercial) y sobre maduro.
Para analizar el transcriptoma se hicieron dos acercamientos, por un lado, se realizé un ensamblaje
de novo y debido a la disponibilidad del genoma, también se realizd un ensamblaje del
transcriptoma usando el genoma como referencia. En el ensamblaje de novo, usando la herramienta
de Trinity (Grabherr et al., 2011) se ensamblaron un total de 185,524 transcritos, de los cuales
127,885 transcritos (69%) codifican para proteinas y 57,639 transcritos (31%) no presentaron hit
con alguna base de datos de proteinas, por lo que fueron considerados como posibles secuencias
de RNA no codificantes. Mientras que en el ensamblado guiado por genoma usando la herramienta
StringTie (Perteaet al., 2015), se ensamblaron 41,045 transcritos con un tamafo promedio de 2,063
pb, la anotacion funcional mostré que el 92 % de los transcritos codifican para proteinas y un 8%
presentaron potencial para ser secuencias de RNA no codificantes. Actualmente, se esta en proceso
de categorizar funcionalmente los transcritos, identificar INRNAs, asi como, determinar sus perfiles
de expresion en los diferentes estados de madurez del fruto. Esto permitira determinar las funciones
de los transcritos y su posible relacion con la biosintesis de cuticula durante la maduracion de los
frutos de guanabana.

De acuerdo con lo anterior y considerando el desarrollo de herramientas bioinforméticas para el
analisis de datos transcriptémicos, en este proyecto se propuso identificar y caracterizar a nivel in
silico los transcritos que codifican para factores de transcripcion y reguladores transcripcionales en
el transcriptoma ensamblado de frutos de guandbana en tres estados de madurez; madurez
fisioldgica, madurez comercial y sobre maduro. Asi mismo, reconstruir una red de co-regulacion
que permitiera identificar nuevos factores de transcripcion y reguladores transcripcionales
relacionados con los genes de biosintesis y transporte de componentes de la cuticula durante la
maduracion de frutos de guanabana. EI conocimiento generado en este proyecto ayudara a mejorar
la comprension de la red de expresion génica que regula la biosintesis de componentes de la
cuticula en frutos de guanabana. Lo anterior, a largo plazo ayudara a disefiar estrategias para
mejorar la calidad y la vida de anaquel de los frutos de este cultivo.
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3. HIPOTESIS

Existen nuevos factores de transcripcion y reguladores transcripcionales que llevaran a cabo
una co-regulacién de genes involucrados con la biosintesis de componentes de cuticula en frutos

de guanabana y se expresaran de manera diferencial durante la maduracion.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Determinar los factores de transcripcion y reguladores transcripcionales involucrados en la red de

co-expresion génica de la biosintesis de componentes de la cuticula durante la maduracién de frutos

de guanabana (Annona muricata L..).

4.2. Objetivos Especificos

Identificar y caracterizar las secuencias de los transcritos que codifican para factores de
transcripcion y reguladores transcripcionales expresados durante la maduracion del fruto
de guanédbana (Annona muricata).

Elucidar la red de co-expresion génica de la biosintesis de componentes de la cuticula de
frutos de guanabana.

Determinar los patrones de expresion de los factores de transcripciéon y reguladores
transcripcionales que co-regulan los genes involucrados en la biosintesis de componentes

de la cuticula durante la maduracion de frutos de guanabana.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Datos Gendmicos y Transcriptomicos Disponibles de Frutos de Guanabana

En trabajos previos, el grupo de trabajo obtuvo datos transcriptomicos del exocarpo de frutos de
guanabana. Estos datos fueron obtenidos de muestras de exocarpo de frutos de guandbana en tres
estados de maduracion; madurez fisiologica, madurez comercial y sobre maduro. En total, se
obtuvieron tres réplicas bioldgicas por estado de madurez. Las nueve genotecas de RNA-seq de
cadena especifica (una genoteca por réplica bioldgica) se secuenciaron en la plataforma Illumina
NextSeq 500 en modo paired-end con una longitud de lectura de 2X150 nt. Las lecturas filtradas
por calidad (Q>25) fueron utilizadas para el ensamblaje del transcriptoma de exocarpo de frutos de
guanabana. Para la identificacion de factores de transcripcion en el transcriptoma de frutos de
guanadbana se utilizaron tres grupos de datos distintos: los transcritos ensamblados de novo
(185,524), los transcritos ensamblados guiados por genoma de referencia (41,045 transcritos) y las
23,375 proteinas deducidas en el genoma (Strijk et al., 2021). En el caso de los transcriptomas
ensamblados, se consideraron para los analisis posteriores los transcritos con una longitud de al

menos 200 pb.

5.2 Identificacion de Factores de Transcripcion y Reguladores Transcripcionales

Para la identificacion de factores de transcripcion y reguladores transcripcionales se usaron las
bases de datos de factores de transcripcion en plantas PlanTFDB version 4.0 que contiene 320,370
secuencias de 165 especies distintas (http://planttfdb.gao-lab.org, Jin et al., 2017) e iTAK versién
1.7, la cual incluye factores de transcripcion de 196 especies de plantas distintas
(http://itak.feilab.net/cgi-bin/itak/index.cgi, Zheng et al., 2016). En general, se sigui0 una
estrategia de analisis por homologia para identificar factores de transcripcion y reguladores
transcripcionales en cada uno del grupo de datos, a continuacion, se describe con mas detalle el

procedimiento.
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5.2.1. Identificacion de Factores de Transcripcion y Reguladores Transcripcionales a Partir
de Transcritos Ensamblados de novo, Guiados por Referencia y Proteinas Deducidas en el

Genoma.

Para identificar las secuencias que codifican para factores de transcripcion y reguladores
transcripcionales, las secuencias de los transcritos ensamblados de novo (185,524), ensamblados
guiados por genoma de referencia (41,045) y las proteinas predichas en el genoma (23,375) fueron
comparadas contra las bases de datos de factores de transcripcion PlanTFDB v4.0 e iTAK v1.7
usando la herramienta BLAST (E-value < le-5). Para mejor entendimiento nombraremos los
grupos de secuencias como de novo, StringTie y Genoma, respectivamente. Los resultados del
BLAST obtenidos fueron filtrados para identificar los mejores hits, solo el mejor hit se mantuvo
para los préximos andlisis. Se consideraron como mejores hits, aquellos que mostraron un e-value
< a le-5, un bitscore > a 50 y un porcentaje de cobertura del query > a 30. De acuerdo con esto, se
ha reportado que un hit con un bitscore de 50, en la gran mayoria de los casos, siempre va a reflejar
que un par de secuencias son homdlogas (Pearson, 2013). Por lo tanto, al aplicar un filtro por
bitscore de 50 en nuestros andlisis, es suficiente para asegurar que estamos considerando hits
significativos (que podrian ser homdélogos) a los factores de transcripcion y reguladores
transcripcionales de las bases de datos iTAK y PlanTFDB. Adicionalmente, se realizd una
busqueda usando las herramientas de prediccion de FT y RT de las bases de datos iTAK
(http://itak.feilab.net/cgi-bin/itak/online_itak.cgi) y PlanTFDB (http://planttfdb.gao-
lab.org/prediction.php) basada en modelos ocultos de Markov (Hidden Markov Model, HMM).
Posteriormente, se realiz6 la identificacion de los dominios funcionales presentes en las secuencias,
para ello se uso el programa bioinformatico InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/, Jones et al.,
2014). Con esto se identificaron las secuencias que contienen dominios funcionales caracteristicos
de factores de transcripcion como el dominio de unidn al DNA; se consideraron como factores de
transcripcion aquellas secuencias con dominios cuya descripcion coincidid con “transcription
factor”.

Finalmente, los resultados de las tres busquedas se integraron y se consideraron como factores de
transcripcion o reguladores transcripcionales las secuencias que presentaron hit significativo a las

bases de datos y/o codifican para al menos un dominio funcional caracteristico de FT o RT. Todas
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las secuencias obtenidas en la busqueda fueron revisadas manualmente para confirmar que
codifican para factores de transcripcion y reguladores transcripcionales de guanabana (Annona

muricata).

5.2.2. Evaluacién de la Cobertura y Redundancia de cada Set de Datos

Una vez identificados los factores de transcripcion y reguladores transcripcionales en cada uno de
los tres grupos de datos (de novo, StringTie y genoma), para analizar la cobertura en la
identificacion de FT y RT, se cred una base de datos con secuencias de aminoacidos de 200 factores
de transcripcion de las 20 familias mas representadas (0HLH, MYB, AP2/ERF-ERF, NAC, C2H2,
Bzip, MYB-related, WRKY, B3, C3H, MADS-M-TYPE, MADS-MIKC, GARP-G2-LIKE, HB-
HD-ZIP, LBD, C2H2-dof, C2H2-GATA, B3-ARF, GRAS, TCP) reportados para Arabidopsis
thaliana y tomate (Solanum lycopersicum). Los grupos de datos de novo, StringTie y genoma
identificados como factores de transcripcion fueron comparados con la base de datos creada usando
la herramienta BLAST con un E-value < le-2. Este analisis nos permitid identificar el set de datos
con mejor representacion de FT y RT identificados.

Posteriormente, para identificar la redundancia de las secuencias identificadas entre los tres
diferentes sets de datos (de novo, StringTie y Genoma), se identificaron las secuencias de
transcritos equivalentes y posibles isoformas de las secuencias que codifican para factores de
transcripcion mediante un BLAST bi-direccional (E-value < 1le-1), con esto se identificaron los
mejores hits bidireccionales entre los diferentes set de probables factores de transcripcion. A partir
de estos resultados, se evalud el porcentaje de cobertura de FT y RT identificados, asi como la
redundancia de transcritos en los tres sets evaluados (de novo, StringTie y Genoma). El set de
secuencias que mostrdé una mejor cobertura de FT y RT identificados y menor redundancia fue

elegido para realizar los analisis posteriores.
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5.2.3 Anotacién Funcional de Factores de Transcripcion y Reguladores Transcripcionales
Identificados en Frutos de Guanabana

Una vez identificado el grupo de datos con mayor cobertura y menor redundancia, se procedio a
llevar a cabo la categorizacion funcional de los factores de transcripcion y reguladores
transcripcionales para identificar los procesos bioldgicos en los que estan involucrados. Para esto,
se llevd a cabo la categorizacion funcional de las secuencias identificadas como FT y RT usando
la herramienta Blast2GO (Conesa et al., 2005).

5.3. Clasificacién de los Factores de Transcripcion y Reguladores Transcripcionales Identificados

en Frutos de Guanabana

La clasificacion por familias de los factores de transcripcion y reguladores transcripcionales
identificados se realiz6 mediante la integracion de la clasificacion presente en las bases de datos
de iTAK y PlanTFDB. Cuando existié discrepancia en la clasificacion de la familia entre ambas
bases de datos, se tomé como primera opcidn la obtenida en iTAK, la cual reconoce a 78 familias

distintas de factores de transcripcion y 29 familias distintas de reguladores transcripcionales.

5.4. ldentificacion de genes Ort6logos de Guanabana a Genes Relacionados con la Biosintesis y

Transporte de Componentes de la Cuticula

Para la identificacion de genes relacionados con la biosintesis, transporte, ensamblaje y regulacion
de componentes de cuticula en frutos de guanabana, primero, se cre6 una base de datos denominada
CuticulaDB en la cual se almacenaron las secuencias de genes con evidencia experimental en otras
plantas de que estan involucrados en la biosintesis, transporte o ensamblaje de componentes de

cuticula. Después, se realizd una comparacion de BLAST bi-direccional entre las secuencias
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contenidas en CuticulaDB y los 41,045 transcritos ensamblados con genoma de referencia usando
BLAST, considerando un criterio de filtrado de un e-value < 1e-3, un porcentaje de cobertura de
la secuencia query > 30% y un bitscore > 50. Ademas, se realiz6 un BLAST (E-value < 1e-3) de
las secuencias ensambladas contra los proteinas predichas en el genoma de A. thaliana y S.
lycopersicum para identificar los homélogos con estas especies. El resultado de los BLAST fue
comparado para identificar los genes de guandbana homologos a los genes involucrados en la
biosintesis de la cuticula.

De acuerdo a (Kristensen et al., 2011), una forma de confirmar si dos secuencias son ortélogos, es
a través de un analisis filogenético donde las secuencias que son ortélogos se agrupan en un mismo
clado. En este sentido, con la finalidad de confirmar la busqueda de genes ortélogos en guandbana,
se realizd un analisis filogenético de los transcritos que codifican para factores de transcripcion,
las secuencias homologas de otras plantas y los genes incluidos en la base de datos CuticulaDB
usando el método de Neighbor Joining y 1000 repeticiones usando el software MEGA 11 (Kumar
et al., 2016), en donde se gener6 un arbol filogenético para cada familia de factores de
transcripcion. Cada arbol incluyo los factores de transcripcion de cada familia identificados en
guanabana, los factores de transcripcion de cada familia reportados para Arabidopsis y tomate en
la base de datos iTAK y los factores de transcripcion de cada familia incluidos en la base de datos
CuticulaDB.

Todas las posibles secuencias identificadas fueron analizadas manualmente para eliminar falsos
positivos y confirmar las posibles secuencias homologas de guanabana a genes involucrados en la
biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes de cuticula descritos en otras plantas. El
diagrama de flujo con los criterios del curado manual se resume en la figura 7. Para el caso de los
factores de transcripcién identificados en guanadbana, se consideraron ortélogos a factores de
transcripcion de otras plantas cuando; a) presentaron hit bidireccional, b) presentaron los dominios
conservados caracteristicos del gen y c¢) fueron agrupados en el mismo clado del analisis
filogenético. Para el caso de los genes de biosintesis, ensamblaje y transporte de componentes
cuticulares identificados en guanabana, se consideraron ortélogos a genes de otras plantas cuando

presentaron hit bidireccional y estuvieron presentes los dominios conservados.
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Figura 7. Diagrama de flujo. Curado manual de transcritos con hit a base de datos CuticulaDB.

5.5. Agrupamiento Jerarquico de los Patrones de Expresion y Analisis de Expresion Diferencial

5.5.1. Analisis de los Patrones de Expresion de los Factores de Transcripcion Relacionados

con la Biosintesis de Componentes de la Cuticula

Para identificar los patrones de expresion de los factores de transcripcion, los reguladores
transcripcionales y los genes de biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes cuticulares,
las lecturas cortas de buena calidad de las muestras fueron mapeados al transcriptoma ensamblado
guiado por genoma de referencia (Obtenido previamente en el grupo de trabajo). Los niveles de
expresion obtenidos para cada transcrito fueron normalizados a CPM (Counts Per Million), los
cuales nos permiten comparar los valores de expresion de los transcritos entre diferentes muestras.
Después, con el objetivo de eliminar transcritos de baja expresion, solo se consideraron como
transcritos expresados aquellos que presentaron un valor igual o mayor a 0.50 CPM en al menos

dos de tres réplicas. Por ultimo, se realizé un analisis exploratorio de los patrones de expresion de
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los transcritos y se llevo a cabo una agrupacion jerarquica de los niveles de expresion de los factores
de transcripcion, los reguladores transcripcionales y los genes de biosintesis, transporte y

ensamblaje de componentes cuticulares usando los comandos hclust y heatmap.2 en R.

5.5.2. Identificacion de Genes Expresados Diferencialmente Durante la VVida Poscosecha de

Frutos de Guandbana

Para el analisis de expresion diferencial se utilizo el set de los transcritos considerados como
expresados segun el criterio de filtrado mencionado anteriormente, con esto se realizo el andlisis
de expresion diferencial usando el paquete edgeR (Robinson et al., 2010) con comparaciones
pareadas en R. Se consideraron como genes expresados diferencialmente aquellos transcritos que
presentaron un FDR < 0.05 y un log2FC>1. Con estos resultados se realizaron andlisis de los
patrones de expresion de los factores de transcripcion, reguladores transcripcionales y genes de
biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes cuticulares que fueron expresados

diferencialmente durante la vida poscosecha de los frutos de guanabana.

5.6. Reconstruccion de la red de co-expresion génica del transcriptoma de frutos de guanabana

Para analizar mas a detalle la participacion de los factores de transcripcién y reguladores
transcripcionales en la regulacion de la biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes
cuticulares, a partir de los transcritos considerados como expresados durante la maduracién
poscosecha de los frutos de guanabana, se reconstruyd la red de co-expresion génica del
transcriptoma de frutos de guanabana utilizando el paquete WGCNA en R (Langfelder & Horvath,
2008). Se eligio un softhreshold de 24 para que la red generada se ajustara al modelo de red libre
de escala con un coeficiente de determinacion (R”2) de 0.80. Después, en funcidn a sus niveles de
correlacion, los transcritos fueron agrupados en mddulos, considerando un tamafio minimo de

modulo de 30 transcritos. Por ultimo, se llevo a cabo un enriquecimiento funcional de los modulos
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de la red y aquellos médulos claves para procesos biolégicos como estrés abiotico, pared celular,
entre otros, fueron visualizados utilizando Cytoscape (Killcoyne et al., 2009).
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6. RESULTADOS

6.1. Identificacion de Factores de Transcripcion y Reguladores Transcripcionales en el

Transcriptoma de Frutos de Guanabana

6.1.1. Identificacion de Factores de Transcripcion y Reguladores Transcripcionales A Partir

de las Proteinas Deducidas en el Genoma de Guanabana

Después de llevar a cabo la identificacion de factores de transcripcion a partir de la busqueda por
homologia en la bases de datos iTAK y PlanTFDB usando BLAST se lograron identificar 1,121
proteinas que codifican para FT, mientras que con las herramientas de prediccion usando Modelos
Ocultos de Markov se identificaron 961 posibles FT. Por ultimo, la busqueda de dominios
funcionales usando la base de datos de InterPro mostrd que 453 proteinas codificaban al menos un
dominio funcional caracteristico de los FT. La comparacion de estos grupos de secuencias a través
de un Diagrama de Venn, mostrd que un total de 1,226 proteinas predichas en el genoma fueron
identificadas como FT. Trescientas (24.5%) de las 1,226 proteinas fueron identificadas en comudn
por los tres métodos usados, 661 (53.9%) se identificaron en comdn usando el BLAST vy las
herramientas de prediccion de los sitios de las bases de datos iTAK y PlanTFDB. Asimismo, 105
(8.5%) solo fueron identificados cuando se realizé la basqueda de dominios funcionales (Figura
8). Adicionalmente, el andlisis de las secuencias del genoma permitié identificar 304 proteinas

deducidas que codifican para reguladores transcripcionales.
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InterPro

105 proteinas
(8.6%)

HMM
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Figura 8. Comparacion del nimero de proteinas deducidas en el genoma de guandbana
consideradas como factores de transcripcion en los tres analisis. BLAST (E-value < le-5) a las
bases de datos de iTAK y PlanTFDB. HMM, prediccién de FT usando las herramientas de
prediccién de las bases de datos iTAK (http:/itak.feilab.net/cgi-bin/itak/online itak.cgi) y
PlanTFDB (http://planttfdb.gao-lab.org/prediction.php), las cuales usan Modelos Ocultos de
Markov. InterPro, identificacion de dominios funcionales comparando en la base de datos de
InterPro.

6.1.2. Identificacion de Factores de Transcripcién y Reguladores Transcripcionales A Partir

de Transcritos Ensamblados de novo

Después de llevar a cabo la busqueda por homologia mediante BLAST comparando con las bases
de datos iTAK y PlanTFDB se logr6 identificar 6,426 transcritos que codifican para FT. Mientras
que, 4,235 transcritos fueron anotados como FT usando las herramientas de prediccion que usan
Modelos Ocultos de Markov (HMM), la busqueda de dominios funcionales en InterPro identificd
a 836 transcritos que codifican para al menos un dominio funcional caracteristico de FT. Como
muestra la figura 9, la comparacion de los grupos de transcritos identificados a través de las

diferentes estrategias mostro que 9,192 transcritos ensamblados de novo codifican para factores de
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transcripcion. De los cuales, cerca del 51% (4,704) fueron identificados a través de la comparacion
por BLAST, 24.6% fueron identificados usando los HMM vy 216 transcritos fueron identificados
solo usando la base de datos de InterPro. De manera interesante, solo el 3.2% (293) se identificaron
de manera comun en los tres métodos de busqueda (Figura 9). Adicionalmente, los analisis de
basqueda permitieron identificar 2,012 transcritos que codifican para reguladores

transcripcionales.

InterPro

216 proteinas
(2.3%)

HMM

2,260 proteinas
(24.6%)

BLAST

4,704 proteinas
(51.2%)

Figura 9. Comparacion del nimero de transcritos ensamblados de novo que codifican para factores
de transcripcién identificados en cada uno de los tres analisis. BLAST (E-value < 1e-5) a las bases
de datos de iTAK y PlanTFDB. HMM, prediccion de FT usando las herramientas de prediccién de
las bases de datos ITAK (http:/itak.feilab.net/cgi-bin/itak/online itak.cqgi) y PlanTFDB
(http://planttfdb.gao-lab.org/prediction.php), las cuales usan Modelos Ocultos de Markov.
InterPro, identificacion de dominios funcionales comparando en la base de datos de InterPro.
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6.1.3. Identificacion de Factores de Transcripcion y Reguladores Transcripcionales A Partir
de Transcritos Ensamblados con Genoma de Referencia

Finalmente, con la disponibilidad del genoma de referencia, se decidio realizar un ensamblado del
transcriptoma usando como referencia el genoma de A. muricata (Strijk et al., 2021) con la
herramienta de StringTie, esto resultd en el ensamblaje de 41,045 transcritos. Usando este grupo
de secuencias ensambladas se realiz6 una busqueda por homologia de los transcritos que codifican
para factores de transcripcion comparando con las bases de datos de PlanTFDB e iTAK. Esta
busqueda permitid identificar un total de 1,723 transcritos identificados como FT usando la base
de datos de PlanFTDB y 1,867 transcritos se anotaron como FT con la base de datos de iTAK.
Después de comparar los resultados obtenidos en ambas bases de datos, el diagrama de Venn
mostré que en total de 1,973 transcritos ensamblados con genoma de referencia codifican para
factores de transcripcion, de los cuales, el 82% (1,617) se identificaron con ambas bases de datos
y otros fueron identificados de manera especifica para cada base de datos (Figura 10).
Adicionalmente, también se identificaron un total de 655 transcritos que codifican para reguladores

transcripcionales.

PlanTFDB | 1617 TAK
k 106 \ 250

Figura 10. Comparacion del numero de transcritos ensamblados con genoma de referencia que
codifican para factores de transcripcion identificados con las bases de datos iTAK y PlanTFDB.
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6.1.4. Evaluacion de la Cobertura y Redundancia de Secuencias que Codifican para
Factores de Transcripcion en los Tres Grupos de Datos Analizados

En el cuadro 3 se muestra el nimero total de transcritos que codifican para probables factores de
transcripcion y reguladores transcripcionales identificados en los grupos de novo, StringTie y
Genoma. Es evidente que en el set de novo se lograron identificar un mayor nimero de secuencias
que codifican para FT, seguido del set StringTie)y por ultimo los identificados en el set genoma.
Sin embargo, el nimero de secuencias identificadas en los transcritos de novo puede deberse a que
durante los ensamblajes de transcriptomas de novo es comun que exista una sobreestimacion de las
isoformas, ya que se carece de un genoma de referencia. En este contexto, como siguiente paso,
con el objetivo de elegir el mejor grupo de secuencias para continuar con los analisis posteriores,
se realiz6 un andlisis de cobertura, es decir, se determino el porcentaje de FT identificados en una
base de datos conformada por un nimero de FT conocido. Para esto se cre6 una base de datos con
secuencias de 200 FT de las 20 familias mas representadas reportados para Arabidopsis thaliana y
Solanum lycopersicum. La comparacion fue realizada usando BLAST comparando los FT
identificados en los grupos de novo, StringTie y Genoma contra la base de datos creada. El
resultado de esta comparacién mostrd que los transcritos ensamblados de novo presentan al menos
una secuencia homologa con el 83.5% de los FT almacenados en dicha base de datos. Seguido de
los transcritos ensamblados con genoma de referencia con un porcentaje 79.5% y para el caso de
las proteinas deducidas, el porcentaje fue de 78.5% (Cuadro 3). Aunque el grupo de secuencias de
novo mostré una mayor cobertura con la base de datos, es evidente el nivel alto de redundancia de
secuencias, las 9,192 secuencias de novo lograron identificar 167 de los 200 FT presentes en la
base de datos, mientras que con 1,973 secuencias StringTie se logré identificar 159 de 200 FT y
con 1,226 del genoma se identificaron 157 de los 200. Como se menciond arriba, este nivel alto de
redundancia en las secuencias de novo puede deberse por la naturaleza en que se obtienen los
ensamblajes de novo, donde se sobreestima el ensamblaje de isoformas, por tanto, para los
siguientes andlisis se eligio trabajar con el grupo StringTie, ya que presentd una mayor cobertura

que el grupo de secuencias del genoma.
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Cuadro 3. Numero de transcritos y proteinas que codifican para factores de transcripcion y
reguladores transcripcionales en cada uno de los tres grupos de datos y el porcentaje de factores de
transcripcion de Arabidopsis y tomate al que dieron hit.

Transcritos de Transcritos Proteinas
novo StringTie genoma
FTs identificados 9,192 transcritos 1,973 transcritos 1,226 proteinas
RTs identificados 2,012 transcritos 655 transcritos 304 proteinas
Cobertura a FTs de 83.5% 79.5% 78.5%

Arabidopsis y tomate

6.1.5. Caracterizacion y Anotacion Funcional de Transcritos que Codifican para Factores

de Transcripcion y Reguladores Transcripcionales

Una vez que se definié que el grupo de secuencias de StringTie fue el que presentd mejor
representacion y menor redundancia de secuencias, se realizd una verificacion manual de todas las
secuencias identificadas como probables FT y RT. Para esto, se realizd la confirmacion de los
dominios funcionales presentes en las secuencias, alineamientos y andlisis filogenéticos para
eliminar los posibles falsos positivos. La verificacion manual confirmd un total de 1,887 transcritos
que codifican para factores de transcripcion y un total de 611 transcritos que codifican para
reguladores transcripcionales. Posteriormente, se determiné el nimero de isoformas por gen, este
analisis demostrd que los 1,887 transcritos que codifican para factores de transcripcion provienen
de 1,209 genes distintos, los cuales estan representados por un promedio de 1.56 isoformas por
gen. Donde 831 de estos genes estan representados por una sola isoforma, tres genes con mas de
ocho isoformas y un gen con 12 isoformas, (Figura 11A y 11B). Con respecto a los reguladores
transcripcionales, los 611 transcritos que codifican para reguladores transcripcionales provienen
de 321 genes distintos. El analisis de isoformas mostr6 que en promedio de 1.90 isoformas por gen.
De estos, 170 estan representados por una sola isoforma, 6 genes presentan mas de seis isoformas

y un gen que presentd un maximo de 14 isoformas (Figura 11Ay 11C).
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Figura 11. Factores de transcripcion y reguladores transcripcionales identificados a partir de
transcritos ensamblados con genoma de referencia. A) muestra el nimero de genes e isoformas. B)
muestra el nimero de isoformas por gen que codifican para factores de transcripcion. C) niumero
de isoformas por gen que codifican para reguladores transcripcionales.

6 0 mas 1 2 3 < 5 6 0 mas
Numero de isoformas

Para determinar qué procesos bioldgicos pudieran estar regulando los factores de transcripcion y
reguladores transcripcionales identificados, se realizd una categorizacion funcional de los
transcritos usando la herramienta de Blast2GO. El analisis mostro que los factores de transcripcion
identificados estan relacionados con al menos 13 procesos biol6gicos distintos, siendo el
metabolismo de macromoléculas, el metabolismo de compuestos nitrogenados celulares, el
metabolismo de compuestos que contienen nucleobases, el metabolismo de compuestos organicos
ciclicos y el metabolismo de compuestos aromaticos celulares los procesos biolégicos con un

mayor nimero de transcritos asociados (Figura 12).
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Figura 12. Procesos bioldgicos relacionados con los transcritos que se identificaron como factores
de transcripcion.

Por otro lado, la categorizacion funcional de los 611 reguladores transcripcionales, sugiere que
estos transcritos pudieran estar regulando al menos 24 procesos bioldgicos distintos, entre los que
destacan el metabolismo de macromoléculas, el metabolismo de compuestos nitrogenados
celulares, regulacion de procesos de metabolismo de macromoléculas, biosintesis de sustancias
organicas y proceso metabolico de heterociclo, debido a que son los procesos con un mayor nimero

de transcritos asociados (Figura 13).
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Figura 13. Procesos bioldgicos relacionados con los transcritos que se identificaron como
reguladores transcripcionales.

Es interesante destacar que los 13 procesos bioldgicos asociados a los factores de transcripcion
también fueron asociados a los reguladores transcripcionales, de manera que, 11 procesos
bioldgicos sélo fueron asociados a los reguladores transcripcionales. Dentro de estos procesos,
encontramos procesos bioldgicos relacionados con la metilacion de macromoléculas, ruta de
sefializacion mediada por hormonas, respuesta hormonal, proceso de metabolismo proteico y

proceso metabdlico de compuestos organicos ciclicos.

6.2. Clasificacion por Familias de los Factores de Transcripcion y Reguladores Transcripcionales
Identificados en el Transcriptoma de Frutos de Guanabana

La comparacion de las secuencias contra las bases de datos de iTAK e InterPro nos permitio
clasificar los transcritos que codifican para FT y RT en familias, las cuales se basan en el tipo de
dominio funcional presente en la proteina. Después del curado manual, los 1,887 transcritos que
codifican para factores de transcripcion fueron clasificados en 70 familias distintas (segun el
criterio de la base de datos iTAK) siendo las familias bHLH, MYB, AP2/ERF-ERF, bZIP y C2H2
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las 5 familias con el mayor nimero de miembros. El cuadro 4 muestra las 20 familias méas

representadas.

Cuadro 4. Numero de factores de transcripcion identificados para las 20 familias mas
representadas en el transcriptoma de frutos de guanabana.

Familia Numero de transcritos ~ NUmero de genes
bHLH 165 102
MYB 120 105

AP2/ERF/ERF 108 91
bZIP 92 45
C2H2 90 64
NAC 90 68

MY B-related 88 47
C3H 77 37
FAR1 71 34
GRAS 69 50

WRKY 60 39

GARP-G2-like 47 34

Trihelix 43 24

B3-ARF 41 17

HB-HD-ZIP 39 29
B3 37 25
C2C2-GATA 34 19
HSF 33 22
LBD 32 28
MADS-MIKC 29 21
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En cuanto a los reguladores transcripcionales, los 611 transcritos que codifican para reguladores
transcripcionales fueron clasificados en 24 familias distintas (segun el criterio de la base de datos
iITAK) siendo las familias SNF2, SET, PHD, others y mTERF las cinco familias que presentaron

mayor nimero de miembros. El total de familias de RT estan representados en el cuadro 5.

Cuadro 5. Numero de reguladores transcripcionales identificados para las familias representadas
en el transcriptoma de frutos de guanébana.

Familia NuUmero de transcritos NuUmero de genes
SNF2 72 33
SET 69 35
PHD 65 33
Others 63 43
MTERF 95 40
GNAT 42 27
TRAF 33 19
Jumonyji 28 12
SWI/SNF-BAF60b 27 11
IWS1 26 7
ARID 20 9
AUX/IAA 19 18
LUG 18 4
HMG 16 10
Pseudo ARR-B 13 5
TAZ 12 5
SWI/SNF-SWI3 8 )
Coactivator p15 6 3
Rcd1-like 6 3
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MBF1 4 2
MEDG6 3 1

RB 3 1
SOH1 2 1
MED7 1 1

La identificacion de estos 1,887 transcritos (1,209 genes) que codifican para factores de
transcripcion y 611 transcritos (321 genes) que codifican para reguladores transcripcionales
representan un importante avance para el estudio de las redes de regulacion que controlan procesos
bioldgicos esenciales en la biologia de los frutos de guanabana, incluyendo el proceso de biosintesis
de la cuticula. Para estudiar la participacion de estos FT y RT en la biosintesis de la cuticula en
frutos de guanébana, primero fue necesario identificar los transcritos relacionados con la biosintesis

de la cuticula en el transcriptoma ensamblado.

6.3. Identificacién de Transcritos de Guanabana Ortélogos a los Genes Involucrados en la

Biosintesis de Cuticula

Con el objetivo de identificar los transcritos de guanabana relacionados con la biosintesis de
cuticula se llevo a cabo una comparacion del ensamblado del transcriptoma guiado por genoma de
referencia (StringTie) contra una base de datos que contenia genes de diferentes especies
(principalmente A. thaliana y S. lycopersicum) involucrados en la biosintesis de componentes de
la cuticula. Para la creacion de esta base de datos, la cual se nombré “CuticulaDB”, se realiz6 una
busqueda exhaustiva en la literatura para identificar los genes con evidencia experimental que
estuvieran relacionados con la biosintesis de la cuticula en plantas. En total, se almacenaron 130
secuencias en la base de datos CuticulaDB. 77 de 130 genes distintos estan relacionados con la
biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes cuticulares. Ademas 41 de las 130 secuencias
corresponden a factores de transcripcion regulando estos procesos y 12 secuencias de genes con

funciones regulatorias a nivel postranscripcional (Cuadros 6 al 8).
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Cuadro 6. Genes de biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes cuticulares incluidos en la base de datos CuticulaDB

Nombre del gen Identificador Descripcion Referencia Funcion biolégica

ACBP1 AT5G53470 Acyl-CoA Binding Xue et al., 2014 Biosintesis de
componentes cuticulares

ACC1 AT1G36160 Acetyl-CoA carboxylase Monda et al., 2020 Biosintesis de
componentes cuticulares

ACLA1 AT1G10670 ATP-Citrate Lyase A-1 Xing et al., 2014 Biosintesis de
componentes cuticulares

ACLA2 AT1G60810 ATP-Citrate Lyase A-2 Xing et al., 2014 Biosintesis de
Componentes cuticulares

ACLA3 AT1G09430 ATP-Citrate Lyase A-3 Xing et al., 2014 Biosintesis de
Componentes cuticulares

ATT1 AT4G00360 Aberrant Induction of Type Three 1 Xiao et al., 2004 Biosintesis _de
Componentes cuticulares

BDG AT1G64670 BODYGUARD1 Jakobson et al., 2016 Biosintesis de
Componentes cuticulares

CER1 AT1G02205 ECERIFERUM1 Wang et al., 2015 Biosintesis de
Componentes cuticulares

CER10 AT3G55360 Enoyl-CoA reductase Lee y Suh., 2015 Blosintesis _de
Componentes cuticulares

CER17 AT1G06350 ECERIFERUM17 Kong et al., 2020 Biosintesis de
Componentes cuticulares

CER2 AT4G24510 ECERIFERUM2 Haslam et al., 2017 Biosintesis de
Componentes cuticulares

CER26 AT4G13840 ECERIFERUMZ26 Kong et al., 2020 Biosintesis de
Componentes cuticulares

CER3 Solyc11g072990 ECERIFERUM3 Kong et al., 2020 Biosintesis de
Componentes cuticulares

CER4 AT4G33790 ECERIFERUM4 Busta y Jetter, 2017 Biosintesis de
Componentes cuticulares

CYTB5-B AT2G32720 Cytochrome B5 Isoform B Lee y Suh., 2015 Biosintesis de
Componentes cuticulares

CYTB5-C AT2G46650 Cytochrome B5 Isoform C Lee y Suh., 2015 Blosintesis Sje
componentes cuticulares

CYTB5-D AT5G48810 Cytochrome B5 Isoform D Lee y Suh., 2015 Biosintesis de
componentes cuticulares

CYTB5-E AT5G53560 Cytochrome B5 Isoform E Lee y Suh., 2015 Biosintesis de
componentes cuticulares
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Biosintesis de

ELO2 AT3G06470 ELO Homolog 2 Nagano et al., 2019 .

componentes cuticulares

F3H AT3G51240 Flavanone 3-hydroxylase Qiu et al., 2019 Biosintesis de
componentes cuticulares

FDH AT2G26250 3-Ketoacyl-CoA Synthase 10 Qiu et al., 2019 Biosintesis de
componentes cuticulares

KCR1 AT1G67730 Beta-Ketoacyl Reductase 1 Gable et al., 2004 Biosintesis de
componentes cuticulares

KCR2 AT1G24470 Beta-Ketoacyl Reductase 2 Gable et al., 2004 Biosintesis _de
Componentes cuticulares

KCSs1 AT1G01120 3-Ketoacyl-CoA Synthase 1 Lee y Suh., 2015 Blosintesis _de
Componentes cuticulares

KCS2 AT1G04220 3-Ketoacyl-CoA Synthase 2 Lee et al., 2009 Blosintesis _de
Componentes cuticulares

KCS20 AT5G43760 3-Ketoacyl-CoA Synthase 20 Lee y Suh., 2015 Blosintesis _de
Componentes cuticulares

KCS6 AT1G68530 3-Ketoacyl-CoA Synthase 6 Sun et al., 2021 Blosintesis _de
Componentes cuticulares

KCS9 AT2G16280 3-Ketoacyl-CoA Synthase 9 Lee y Suh., 2015 Blosintesis _de
componentes cuticulares

LACS1 AT2G47240 Long chain acyl CoA synthetase 1 Weng et al., 2010 Biosintesis de
componentes cuticulares

LCR AT2G45970 Cytochrome P450 Wellesen et al., 2001 Biosintesis de
componentes cuticulares

LCY AT3G10230 Lycopene Cyclase Yuetal., 2012 Biosintesis de
componentes cuticulares

MAH1 AT1G57750 Mid-Chain Alkane Hydroxylase 1 Xue et al., 2014 Biosintesis de
componentes cuticulares

PAS? AT5G10480 Beta-Hydroxyacyl-coenzyme A Xue et al., 2014 Biosintesis Qe
dehydratase componentes cuticulares

RST1 AT3G27670 Resurrection 1 Chen et al., 2005 Biosintesis de
Componentes cuticulares

WAX2 AT5G57800 ECERIFERUM3 Chen et al., 2003 Biosintesis de
componentes cuticulares

WSD6 AT3G49210 Wax ester synthase 6 Kong et al., 2020 Blosintesis Sje
componentes cuticulares

WsSD7 AT5G12420 Wax ester synthase 7 Kong et al., 2020 Biosintesis de

componentes cuticulares
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Biosintesis de

CHS1 Solyc09g091510 Chalcone synthase 1 Espafia et al., 2014 .

componentes cuticulares

CHS2 Solyc05g053550 Chalcone synthase 1 Espafia et al., 2014 Biosintesis de
componentes cuticulares

GA2 Solyc10g007570 Gibberellin 2-oxidase 3 Li et al., 2020 Biosintesis de
componentes cuticulares

KAS1 Solyc02g070790 3-ketoacyl-acyl carrier protein synthase Wu et al., 2010 Biosintesis Qe
[ componentes cuticulares

KAS? XP 010313772.1 3-ketoacyl-acyl carrier protein synthase Wu et al., 2010 Biosintesis _de
- Il componentes cuticulares

KCS3 Solyc11g072990 3-Ketoacyl-CoA Synthase 3 Kong et al., 2020 Blosintesis _de
componentes cuticulares

LACS2 Solyc01g109180 Long chain acyl CoA synthetase 2 Kong et al., 2020 Blosintesis _de
componentes cuticulares

LACS4 XP_010326994.1 Long chain acyl CoA synthetase 4 Kong et al., 2020 Blosintesis _de
componentes cuticulares

PP2C3 Solyc06g076400 Protein phosphatase 2C Liang et al., 2021 Blosintesis _de
componentes cuticulares

TTS1 Solyc12g006530.1 Terpene synthase 1 Ding et al., 2018 Blosintesis _de
componentes cuticulares

TTS2 Solyc12g006530.1 Terpene synthase 2 Wang et al., 2011 Biosintesis de
componentes cuticulares

FATB AT1G08510 Fatty acyl-acp thioesterases B Bonaventure et al, Biosintesis Qe
2003 componentes cuticulares

GDSL AT5G22810 GDSL-motif Petit et al., 2014 Biosintesis de
esterase/acyltransferase/lipase componentes cuticulares

FARG AT3G56700 Fatty-acyl-CoA reductase Costaglioli et al., 2005 Biosintesis de
componentes cuticulares

WSD1 AT5G37300 Wax Ester Synthase Leey Suh., 2015 Biosintesis de
componentes cuticulares

ABCG12 AT1G51500 ATP-Binding Cassette G12 Lee y Suh., 2015 Transporte de
componentes cuticulares

ECH AT1G09330 ECHIDNA Lee y Suh., 2015 Transporte de
componentes cuticulares

FAP1 AT3G63170 Fatty-Acid-Binding Protein 1 Kong et al., 2020 Transporte de
componentes cuticulares

FAP2 AT2G26310 Fatty-Acid-Binding Protein 2 Kong et al., 2020 Transporte de

componentes cuticulares
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Transporte de

FAP3 AT1G53520 Fatty-Acid-Binding Protein 3 Kong et al., 2020 .
componentes cuticulares
GNL1 AT5G39500 GNOM-LIKE 1 Xue et al., 2014 Transporte de
componentes cuticulares
LTP1 AT2G38540 Lipid Transporter Protein 1 Ding et al., 2018 Transporte de
componentes cuticulares
LTP2 AT2G38530 Lipid Transporter Protein 2 Ding et al., 2018 Transporte de
componentes cuticulares
LTP3 AT5G59320 Lipid Transporter Protein 3 DeBono et al., 2009 Transporte Fje
componentes cuticulares
LTPG1 AT1G27950 Glycosylphosphatidylinositol-anchored Kong et al., 2020 Transporte Eje
LTP1 componentes cuticulares
LTPG2 AT3GA43720 Glycosylphosphatidylinositol-anchored Kong et al., 2020 Transporte Eje
LTP2 componentes cuticulares
WBC11 AT1G17840 ABC Transporter Whlte-Brown Panikashvili et al., Transporte Qe
Complex Protein 11 2010 componentes cuticulares
ABCGl11 Solyc03g019760 ABC transporter G family member 11 Panikashvili et al., Transporte Qe
2010 componentes cuticulares
ABCG32 Solyc05g018510 ABC transporter G family member 32 Elejalde-Paimett et al., Transporte Eje
2021 componentes cuticulares
ABCG42 Solyc06g065670 ABC transporter G family member 42 | Cejalde-Palmettetal, Transporte de
2021 componentes cuticulares
cusl1 SGN-U585129 Cutin Synthase 1 Isaacson et al., 2009 Ensamblaje de
componentes cuticulares
cus2 AT5G33370 Cutin Synthase 2 Isaacson et al., 2009 Ensamblaje de
componentes cuticulares
DCR Solyc03g025320 Hydroxycinnamoyl transferase Petit et al., 2021 Ensamblaje _de
componentes cuticulares
EXP1 Solyc06g051800 Expansin 1 Minoia et al., 2016 MOd'f'ngl'Sg f'e pared
GPAT4 AT1G01610 Glycerol-3-phosphate-acyltransferase 4 Kong et al., 2020 Ensamblaje_de
componentes cuticulares
GPATS Solyc01g094700 Glycerol-3-phosphate-acyltransferase 5 Kong et al., 2020 Ensamblaje_de
componentes cuticulares
GPAT6 AT2G38110 Glycerol-3-phosphate-acyltransferase 6 Kong et al., 2020 Ensamblaje_de
componentes cuticulares
GPATS8 AT4G00400 Glycerol-3-phosphate-acyltransferase 8 Kong et al., 2020 Ensamblaje de

componentes cuticulares
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Modificacion de pared

PG2a Solyc10g080210 Polygalacturonase Saladie et al., 2004 celular
Pme2 Solyc07g064180 Pectin Methylesterase 2 Saladie et al., 2004 MOdlflcgg;Sg? ¢ pared
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Cuadro 7. Factores de transcripcion incluidos en la base de datos CuticulaDB

Nombre del gen Identificador Familia de FT Referencia
WRI1 AT3G54320 AP2/ERF/AP2 Toetal., 2012
WRI3 AT1G16060 AP2/ERF/AP2 Toetal., 2012
WRI4 AT1G79700 AP2/ERF/AP2 Park et al., 2016

DEWAX AT5G61590 AP2/ERF/ERF Lee y Suh., 2015
DEWAX?2 AT5G07580 AP2/ERF/ERF Kim et al., 2018
SHINE2 AT5G11190 AP2/ERF/ERF Aharoni et al., 2004
SHINE3 Solyc069065820 AP2/ERF/ERF Shi et al., 2013
WIN1 AT1G15360 AP2/ERF/ERF Kannangara et al., 2007
WXP1 AEX93412 AP2/ERF/ERF Zhang et al., 2007
WXP2 AEX93413 AP2/ERF/ERF Zhang et al., 2007
CFL1 AT2G33510 bHLH Lietal., 2016
HY5 AT5G11260 bzIP Qiu et al., 2019
ANL2 AT4G00730 HB-HD-Zip Kubo et al., 1999
CD2 Solyc01g091630 HB-HD-Zip Nadakuduti et al., 2012
GL2 Solyc03g120620 HB-HD-Zip Wang et al., 2015
HDG1 AT3G61150 HB-HD-Zip Lee y Suh., 2015
OCL1 GRMZM2G026643 HB-HD-Zip Javelle et al., 2010
Wolly Solyc02g080260 HB-HD-Zip Xiong et al., 2020
Tkn4 Solyc01g100510 HB-NOX Qiu et al., 2019
SolycHsfC1 Solyc12g007070 HSF Qiu et al., 2019
Def Solyc04g081000 MADS-MIKC Qiu et al., 2019
FUL1/TDR4 Solyc069069430 MADS-MIKC Bemer et al., 2012
FUL2/MBP7 Solyc03g114830 MADS-MIKC Bemer et al., 2012
TAGL1 Solyc07g055920 MADS-MIKC Vrebalov et al., 2009
Antl Solyc10g086260 MYB Qiu et al., 2019
MYB106 AT3G01140 MYB Oshima et al., 2013
MYB12 Solyc01g079620 MYB Ballester et al., 2016
MYB16 AT5G15310 MYB Oshima y Mitsuda et al., 2013
MYB30 AT3G28910 MYB Lee y Suh., 2015
MYB31 Solyc03g116100 MYB Xiong et al., 2020
MYB41 AT4G28110 MYB Cominelli et al., 2008
MYB5hb AT3G13540 MYB Hen-Avivi et al., 2013
MYB94 AT3G47600 MYB Lee y Suh., 2015
MYB96 AT5G62470 MYB Seo et al., 2011
NOR NP_001234652.1 NAC Gao et al., 2020
Solyc10g083450 Solyc10g083450 NAC Qiu et al., 2019
NFEXL2 AT5G05660 NF-X1 Lisso et al., 2012
CNR Solyc02g077920 SBP Eriksson et al., 2004
WRKY44 Solyc10g084380 WRKY Qiu et al., 2019




Cuadro 8. Genes que regulan la biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes cuticulares a
nivel postranscripcional y postraduccional incluidos en la base de datos CuticulaDB.

Nombre Identificador Nombre ;grr]npleto de Referencia Funcidn bioldgica
AGO1 AT1G48410 ARGONAUTE 1 Lee y Suh., 2015 | Regulacién postranscripcional
CER7 AT3G60500 ECERIFERUM 7 Lee y Suh., 2015 | Regulacién postranscripcional
DCL4 AT5G20320 DICER-LIKE 4 Lee y Suh., 2015 | Regulacién postranscripcional
HEN1 AT4G20910 Hua Enhancer 1 Lee y Suh., 2015 | Regulacién postranscripcional
SAGL1 AT1G55270 Smalll_g?/(gsGll 0ssy Lee y Suh., 2015 | Regulacién postranscripcional
WAR3 AT1G14790 RNA-Dependent RNA Lee y Suh., 2015 | Regulacién postranscripcional

Polymerase 1

WAR4 AT5G23570 Suppsrﬁsés;]ocrir%ff ene Leey Suh., 2015 | Regulacién postranscripcional
WARS AT3G15390 Silencing Defective 5 Lee y Suh., 2015 | Regulacién postranscripcional
WARG AT3G49500 RNA-Dependent RNA Leey Suh., 2015 | Regulacién postranscripcional

Polymerase 6
CER9 AT4G34100 ECERIFERUM 9 Lee y Suh., 2015 Regulacién postraduccional
HUB1 AT2G44950 Histone Mono- Leey Suh., 2015 | Regulacién postraduccional
Ubiquitination 1
HUB2 AT1G55250 H|§tor_lg Mgno- Lee y Suh., 2015 Regulacion postraduccional
Ubiquitination 2

Posteriormente, para identificar los probables transcritos de guandbana homologos a los genes de
cuticula, se llevo a cabo un BLAST bidireccional entre los transcritos ensamblados con StringTie
y los genes almacenados en la base de datos CuticulaDB. Inicialmente, esta comparacion nos
permitié identificar un total de 1,262 transcritos con hit a genes de la base de datos CuticulaDB.
Después de llevar a cabo el curado manual para eliminar posibles falsos positivos, el cual consistio
en la busqueda de los dominios funcionales, analisis de alineamientos de las secuencias y el analisis
filogenético. Este analisis confirmd la identificacion de 1,011 transcritos de guanabana homdélogos
a los genes involucrados en la biosintesis de la cuticula. Entre los transcritos homoélogos, se
encontraron 790 con hit a 67 genes distintos relacionados con la biosintesis, transporte y
ensamblaje de componentes cuticulares, 141 transcritos con hit a 27 factores de transcripcion de
12 familias distintas relacionadas con la regulacion a nivel transcripcional de estos procesos, 73
transcritos con hit a 9 genes involucrados en la regulacion a nivel postranscripcional y por ultimo,
7 transcritos con hit a 3 genes involucrados en la regulacién a nivel postraduccional relacionada
con la biosintesis de la cuticula.

Adicionalmente, la construccién de arboles filogenéticos de los transcritos de guanabana con genes
de la base de datos de cuticula y el anélisis de dominios funcionales permiti¢ identificar los

ortdlogos de guanabana de 18 factores de transcripcion implicados en la regulacion de la

73



biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes cuticulares, incluyendo los transcritos
ortélogos a los factores de transcripcion WIN1 y SHINE3, que regulan la biosintesis de ceras y
cutina, respectivamente (Figuras 14A y 14B). Ademas, también se identificaron 25 transcritos de
guanabana ortdlogos a estos genes como LTPG1, KCS9 y WSD6, que estan involucradas en el
transporte de lipidos, la elongacion de acidos grasos y la biosintesis de ceras, respectivamente
(Cuadros 9y 10).

Cuadro 9. Lista de transcritos de guandbana ort6logos a factores de transcripcion

Factor de transcripcion Familia Transcrito ortélogo
DEWAX?2 AP2/ERF-ERF evm.model.scaf 119.264
N1 AP2/ERF-ERF evm.model.scaf 243.396
WRI3 AP2/ERF-AP2 evm.model.scaf 241.139
WXP2 AP2/ERF-ERF evm.model.scaf 5.425
SHINE3 AP2/ERF-ERF evm.model.scaf 116.35
HY5 bZIP MSTRG.10368.2
GL2 HB-HD-Zip MSTRG.10297.1
Woolly HB-HD-Zip evm.model.scaf_920.150.4
FUL1/TDR4 MADS-MIKC evm.model.scaf 91.158
TAGL1 MADS-MIKC evm.model.scaf 709.65
MYB16 MYB evm.model.scaf _60.96
MYB5b MYB evm.model.scaf 158.1416
antl MYB evm.model.scaf_72.51
MYB12 MYB evm.model.scaf 226.48
MYB31 MYB MSTRG.2011.1
Solyc10g083450 NAC evm.model.scaf _47.13
NFXL2 NF-X1 evm.model.scaf_145.54
kn4 WRKY evm.model.scaf_244.86
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Cuadro 10. Lista de transcritos de guanabana ort6logos a genes de biosintesis, transporte y

ensamblaje de componentes cuticulares.

Nombre de gen

Transcrito ortélogo

ACBP1
ACLA3
ATT1
CER1
CER10
CER17
CER2
CER4
CYTB5-B
ELO2
F3H
FDH
KCR1
KCS2
KCS9
LCY
PAS2
WSD6
KCS3
ECH
FAP1
FAP2
FARG
LTP1
LTPG1

evm.model.scaf 214.150
evm.model.scaf 173.186
evm.model.scaf 214.248
evm.model.scaf _180.84
evm.model.scaf 164.314
evm.model.scaf 243.349
evm.model.scaf 244.213
evm.model.scaf 206.292
evm.model.scaf 75.539
evm.model.scaf 83.356
evm.model.scaf 101.424
evm.model.scaf _101.174
evm.model.scaf _75.291
evm.model.scaf_60.57
evm.model.scaf 220.120
MSTRG.1090.2
evm.model.scaf 179.123
evm.model.scaf 33.157
evm.model.scaf 156.479
evm.model.scaf 74.310
evm.model.scaf 10.29
evm.model.scaf _43.157
evm.model.scaf 158.1451
evm.model.scaf 20.486

evm.model.scaf 26.151
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Figura 14. Los transcritos evm.model.scaf_243.396 y evm.model.scaf_116.35 fueron cercanos
filogenéticamente con los factores de transcripcion WIN1 y SHINE3 respectivamente (A).
Ademas, presentaron un tamafio de secuencia similar y contienen el dominio AP2 que caracteristico

de los factores de transcripcion de la familia AP2 (B).

Los resultados obtenidos hasta el momento permitieron identificar transcritos que codifican para

factores de transcripcion, reguladores transcripcionales y genes de biosintesis, transporte y

ensamblaje de componentes cuticulares en el transcriptoma de frutos de guanabana, lo cual

permitio conocer los patrones de expresién de estos transcritos durante la maduracion poscosecha

de los frutos de guanabana.

6.4. Analisis de los Patrones de Expresion de Factores de Transcripcién y Reguladores

Transcripcionales Durante la Maduracién de Frutos de Guanabana

6.4.1 Andlisis Exploratorio de los Patrones de Expresion de los Transcritos Ensamblados

Durante la Maduracion de los Frutos de Guanabana

En nuestro grupo de trabajo se determinaron los niveles de expresion del total de los transcritos
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ensamblados con genoma de referencia (41,045 transcritos). Después del mapeo de las lecturas de
las muestras de exocarpo de frutos en estado de madurez fisiol6gica, madurez comercial y
senescencia al transcriptoma de referencia, se obtuvo el numero de reads (lecturas) para cada
transcrito. Estas lecturas crudas fueron normalizadas a CPM (cuentas por millon) para determinar
los niveles de expresion de los transcritos en los tres estados de madurez de los frutos de guanabana.
Los resultados muestran que un total de 31,364 transcritos (76.4%) fueron considerados como
transcritos expresados en los tres estados de madurez. También se encontré que el nimero de
transcritos expresados va disminuyendo conforme avanza la vida poscosecha de los frutos, y que
los niveles de expresion de los transcritos también van disminuyendo conforme avanza la
maduracion de los frutos (Figura 15A). Esto sugiere que la actividad transcripcional de los
transcritos disminuye conforme el proceso de la maduracion de los frutos avanza. Por otro lado, la
comparacion de los transcritos expresados en cada uno de los estados de madurez mostrd que
23,271 de 31,364 (74%) se expresan en los tres estados de maduracion evaluados (madurez
fisiologica, madurez comercial y sobremaduro), aunque también se encontraron transcritos que se
expresaron solamente en un estado de maduracién en especifico, los cuales podrian llevar a cabo

funciones esenciales en esos estados de madurez (Figura 15B).
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Figura 15. Analisis de expresion de los transcritos ensamblados en donde se muestra la
distribucion de los niveles de expresion de los transcritos expresados (A) y los transcritos
expresados en todos los estados de maduracidén poscosecha y los transcritos expresados en un
estado de maduracion en especifico (B). MF = Maduracién fisiolégica, MC = Maduracion
comercial y SM = Sobremaduro.

6.4.1.1. Patron de expresion de factores de transcripcion.Con base en los niveles de expresion
determinados para los transcritos ensamblados con genoma de referencia, se evaluaron los patrones
de expresion de los transcritos que codifican para factores de transcripcion. Como se puede
observar en la figura 16A, el patron caracterizado por la disminucién de la actividad transcripcional
de los transcritos a lo largo de la maduracion poscosecha de los frutos de guanabana también se
observo para los transcritos que codifican para factores de transcripcion. De los 1,887 factores de
transcripcion identificados en frutos de guanédbana, 1,492 (79%) se consideraron expresados y el
numero de factores de transcripcion expresados fue disminuyendo conforme avanzé la maduracion

poscosecha de los frutos de guanabana. De estos 1,492 factores de transcripcién expresados, 1,119
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de ellos (75%) se expresaron en los tres estados de maduracion del fruto, mientras que el resto se
expreso en dos de los tres estados de maduracion o en un estado de maduracion en especifico
(Figura 16B). Los factores de transcripcion expresados especificamente en cada uno de los estados
de los tres estados de maduracion poscosecha del fruto estan involucrados en diversos procesos
biologicos. Por ejemplo, se identificaron 135 factores de transcripcion expresados exclusivamente
en maduracion fisioldgica, los cuales estan involucrados entre otros, en procesos relacionados con
en el desarrollo del fruto, sintesis de flavonoides y regulacion de la biosintesis de lipidos, en donde
estos Ultimos son procesos bioldgicos caracteristicos de la biosintesis de componentes cuticulares
y maduracion del fruto (Cuadro 11). En el caso de los 12 factores de transcripcion que se expresan
exclusivamente en maduracion comercial, estos se encuentran involucrados en procesos como la
regulaciéon de la biosintesis de lipidos y la pared celular, que, de igual forma, son procesos
biolégicos caracteristicos de la biosintesis de componentes cuticulares y maduracién del fruto
(Cuadro 11).

6.4.1.2. Patrén de expresion de los reguladores transcripcionales.Del total de 611 reguladores
transcripcionales identificados en frutos de guanabana, 544 de ellos (89%) se encontraron
expresados durante la maduracién de los frutos de guanabana, asimismo, también mostraron el
patron de expresion caracteristico de disminuir conforme fue avanzando el almacenamiento
poscosecha (Figura 16C). La comparacion de estos 544 reguladores transcripcionales expresados
mostro que, 453 de ellos (83%) se expresaron en todos los estados de maduracion y el resto presentd
expresion especifica en uno o dos estados de maduracion, sin embargo, cabe destacar que no se
encontraron reguladores transcripcionales que se expresaran exclusivamente en maduracion
comercial (Figura 16D). Los reguladores transcripcionales que se expresan especificamente en un
estado de maduracion poscosecha se encuentran involucrados en diversos procesos bioldgicos,
destacando en el caso de los 36 expresados especificamente en la maduracion fisiologica el
desarrollo del fruto, la regulacion epigenética, respuesta a estrés bidtico y abiotico, entre otros
(Cuadro 12).
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Figura 16. Factores de transcripcion y reguladores transcripcionales expresados durante la
maduracion poscosecha de frutos de guanabana. NUmero total de factores de transcripcion
expresados en cada uno de los tres estados de maduracion poscosecha de los frutos de guanabana
(A). Numero de factores de transcripcion expresados en todos los estados de maduracion y en un
estado de maduracion en especifico (B). Nimero total de reguladores transcripcionales expresados
en cada uno de los tres estados de maduracion poscosecha de los frutos de guandbana (C). Nimero
total de reguladores transcripcionales expresados en todos los estados de maduracién y un estado
de maduracién poscosecha en especifico (D). MF = Maduracion fisiologica, MC = Maduracion
comercial y SM = Sobremaduro.

Cuadro 11. Procesos bioldgicos en los que estan involucrados los factores de transcripcion que se
expresan especificamente en uno de los estados de maduracion poscosecha de los frutos de
guanabana. MF = Maduracion fisioldgica, MC = Maduracién comercial y SM = sobremaduro.

Estado de 5 familias mas e Nombre de factor de
) Proceso biolégico L
maduracion representadas transcripcion

bHLH, MYB, ANT, CBF2, TINY2,
MF (135) AP2/ERF-ERF, SPT, MYB111, MYB15,
NAC, C2C2-Dof SPL, WRI1, MYB60

AP2/ERF-AP2,
AP2/ERF-ERF,  Regulacidn de biosintesis de lipidos, respuesta
MC (12) B3-ARF, bZIP, a estrés bidtico y abidtico, sefializacion
HB-KNOX auxinas, regulador biogénesis pared celular

Regulacidn de la proliferacion celular,
tolerancia a estrés abidtico, desarrollo del
fruto, sintesis flavonoides, sefializacion ABA,
regulacion de biosintesis de lipidos

WRIL1, AIL6, ERF12,
DREB26, KNAT7

bHLH, MADS-  Respuesta a auxinas, muerte celular, respuesta ARF1, ICE1, SEP2,
SM (20) M-type, MYB, a estrés bidtico y abidtico, diferenciacion MYB52, NFYB3, SAP,
MYB related, B3 celular HSFA2
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Cuadro 12. Procesos bioldgicos en los que estan involucrados los reguladores transcripcionales
que se expresan especificamente en uno de los estados de maduracion poscosecha de los frutos de
guanabana. MF = Maduracion fisioldgica, MC = Maduracion comercial.

Estado de 5 familias mas
maduracion representadas

Nombre del regulador
transcripcional

IAA25, ARF9, IAA26,

Proceso bioldgico

Sefializacion y respuesta a auxinas,

AUXI/IAA, diferenciacion celular, tolerancia a estrés
MF (36) GNAT, mTERF, abiotico, desarrollo del fruto, maduracion de i(T:I)_(ZZZ’SI;(UDG,SﬁI:/E%
SET, SNF2 semilla, senalleza}c?nnég\ciA, regulacion SUVH4, ASHHS,
P19 CLSY3
mTERF, SET, Respuesta a estrés bidtico y abigtico, AHK2, ARRY, EZAL,
MC (5) regulacion negativa de citoquininas,

SNF2, Others SYD

regulacion senescencia

6.4.1.3. Patron de expresion de los genes relacionados con la biosintesis, transporte y ensamblaje
de componentes cuticulares.Para evaluar el patron de expresion de los genes relacionados con
biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes cuticulares durante la maduracion poscosecha
de los frutos de guanabana, se evaluaron los niveles de expresion de 63 genes relacionados con la
biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes cuticulares, los cuales fueron identificados en
la comparacion con la base de datos CuticulaDB. Los resultados mostraron que 54 de estos 63
genes (89.4%) se expresaron durante la maduracion de los frutos de guanabana. De manera
interesante, en estos genes se observo una disminucion en los niveles de expresion conforme los
frutos se acercan a la senescencia, igual que con lo observado en los factores de transcripcion y
reguladores transcripcionales (Figura 17A). La comparacion de los 54 genes expresados, mostrd
que 41 genes se expresaron en todos los estados de maduracion poscosecha, 5 se expresaron
solamente en maduracion fisiologica, uno en maduracién comercial y uno en sobremaduro. Por
otro lado, 6 genes se expresaron tanto en maduracion fisiologica como en la maduracion comercial
(Figura 17B).
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Figura 17. Genes de biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes cuticulares durante la
maduracion poscosecha de frutos de guanabana. NUmero total de genes expresados en cada uno de
los tres estados de maduracion poscosecha de los frutos de guanabana (A). Numero de genes
expresados en todos los estados de maduracion y en un estado de maduracién en especifico (B).
MF = Maduracion fisioldgica, MC = Maduracién comercial y SM = Sobremaduro.

Para tratar de entender a mayor profundidad el proceso de biosintesis de componentes cuticulares
durante la maduracion de los frutos de guanabana en almacenamiento en poscosecha, se analiz6 el
perfil de expresion de genes relacionados con la regulacion, biosintesis, transporte y ensamblaje de
componentes cuticulares; incluyendo 8 de regulacidn, 15 de biosintesis, cuatro de transporte y tres
de ensamblaje. El analisis de expresion mostré que la mayoria de los genes evaluados presentaron
una disminucion de los niveles de expresion conforme se avanza hacia el estado de madurez
sobremaduro, no obstante, algunos genes mostraron un nivel de expresion alto en los tres estados
de madurez evaluados (Figura 18). En cuanto a los genes de regulacion, se pueden destacar WXP2
y CD2, que regulan la biosintesis de ceras y cutina, respectivamente, disminuyen su expresion
conforme avanza la maduracion poscosecha de los frutos de guanabana. Por otro lado, MYB31 y
WRI1, que regulan la biosintesis de ceras y biosintesis de lipidos, respectivamente, muestran un
aumento en su expresion al pasar de maduracion fisioldgica a maduracién comercial y vuelve a

disminuir al pasar a la fase de maduracion sobremaduro. En el caso del factor de transcripcion
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NFXL2, que regula el ensamblaje de la cuticula, mantiene una expresion constante durante la
maduracion poscosecha del fruto (Figura 18).

Por otro lado, el analisis de los genes relacionados con la biosintesis de componentes cuticulares
mostré que la mayoria de los genes evaluados (LYC, BDG, ELO2, KCS2, KCS6, KAS1, KCS4,
CHS2, FDH, F3H y ACC1) disminuyeron su expresion conforme avanzd la maduracion
poscosecha de los frutos de guanabana. Por lo contrario, ACC1 y PP2C3 mostraron un incremento
en la expresion en los estados de madurez comercial y sobremaduro. Mientras que, KCS2 y KCS6,
los cuales estan relacionados con la biosintesis de acidos grasos de cadena muy larga, no se
expresaron en el estado de maduracién sobremaduro. De acuerdo con lo anterior, los genes de
transporte y ensamblaje de componentes cuticulares también mostraron una disminucion en los
niveles de expresion conforme avanza la maduracion poscosecha de guanabana, con excepcion de
FAP2, el cual presenta una alta expresion durante la maduracion comercial y sobremaduro. El gen
ABCG32 solo mostro expresion durante la maduracion fisiologicay LTPG1 no se expreso cuando
el fruto entr6 a la etapa de sobremaduro. En cuanto a los genes de ensamblaje, CUS2 solo se
expresd durante la maduracion fisiologica y DCR fue disminuyendo su expresion durante la
maduracion poscosecha, a tal grado de que no se expresé durante la fase sobremaduro (Figura 18).
Estos datos sugieren que la biosintesis de la cuticula en frutos de guanabana disminuye cuando
estos se acercan al estado de madurez comercial y sobremaduro.
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Figura 18. Nivel de expresion de genes relacionados con la regulacion, biosintesis, transporte y
ensamblaje de componentes cuticulares durante la maduracién poscosecha de frutos de guanabana.

6.4.2. Analisis de Expresion Diferencial de los Transcritos Ensamblados

6.4.2.1 Identificacion de factores de transcripcion expresados diferencialmente durante la
maduracion poscosecha de guandbana.A partir de los datos de expresién de los transcritos
ensamblados, se identificaron los factores de transcripcion que se expresaron diferencialmente
durante los tres estados de madurez analizados. Para esto se hicieron las siguientes comparaciones:
Madurez comercial vs fisioldgica (MFvsMC), madurez comercial vs sobremaduro (MCvsSM) y

madurez fisioldgica vs sobremaduro (MFvsSM). De esta forma, de los 1,887 factores de
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transcripcion identificados, 1,164 (61.7%) se expresaron diferencialmente durante la maduracion
poscosecha de la guandbana. EI mayor nimero de factores de transcripcion expresados
diferencialmente se encontr6 en el cambio de etapa de maduracion fisioldgica a sobremaduro, ya
que se encontraron 1,020 factores de transcripcion expresados diferencialmente (474 inducidos y
546 reprimidos). Seguido del cambio de madurez fisioldgica a comercial 767 FT se expresaron
diferencialmente (367 inducidos y 400 reprimidos). Mientras que, el menor nimero de factores de
transcripcion expresados diferencialmente fue en el cambio de etapa de maduracién comercial a
sobremaduro, en donde se encontraron 511 factores de transcripcion expresados diferencialmente
(240 inducidos y 271 reprimidos). También es interesante resaltar que, en todos los cambios de
estado de maduracion, el numero de factores de transcripcion reprimidos fue mayor al nimero de
factores de transcripcion inducidos (Figura 19A). La comparacion de los FT expresados
diferencialmente mostr6 que, de los 1,164 FT, solo el 18.5% (215) fueron regulados
diferencialmente en los tres estados de madurez. Por lo contrario, varios de los FT fueron
expresados diferencialmente de manera especifica en las comparaciones realizadas, incluyendo 58,
34y 153 FT para las comparaciones MF_MC, MC_SM y MF_SM, respectivamente (Figura 19B).
Estos resultados, sugieren que estos FT podrian estar regulando procesos bioldgicos esenciales que

suceden durante estas etapas de maduracion del fruto en el almacenamiento en poscosecha.

6.4.2.2 ldentificacion de reguladores transcripcionales expresados diferencialmente durante la
maduracion poscosecha de los frutos de guanabana.En cuanto a los reguladores transcripcionales
(RT), de los 611 identificados en los frutos de guandbana, 394 (64.5%) se expresaron
diferencialmente durante la maduracion poscosecha de los frutos. Al igual que en el caso de los
factores de transcripcién, el mayor numero de reguladores transcripcionales expresados
diferencialmente se observo en el paso de la maduracion fisioldgica a sobremaduro (336, 184
inducidos y 152 reprimidos), mientras que el menor nimero de reguladores transcripcionales
expresados diferencialmente se observo en el cambio de maduracion comercial hacia sobremaduro
(146, 72 inducidos y 74 reprimidos). En general el nimero de reguladores transcripcionales
inducidos fue mayor que los reprimidos durante la vida poscosecha (Figura 19A). La comparacion
de los RT expresados diferencialmente, demostr6 que solo 59 RT fueron regulados
diferencialmente durante la vida poscosecha de los frutos. Mientras que, 24, 16 y 85 RT se

85



expresaron diferencialmente de manera especifica en las comparaciones realizadas (Figura 19C).
Al igual que los FT expresados diferencialmente, estos RT podrian jugar un papel importante

durante la maduracion de los frutos de guanabana en poscosecha.
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Figura 19. Identificacion de factores de transcripcion y reguladores transcripcionales expresados
diferencialmente durante la maduracién poscosecha de frutos de guanabana. A) Numero de factores
de transcripcion y reguladores transcripcionales inducidos y reprimidos en cada cambio de estado
de maduracion poscosecha. B) Numero de factores de transcripcion expresados diferencialmente
en cada cambio de estado de maduracion poscosecha. C) Numero de reguladores transcripcionales
expresados diferencialmente en cada cambio de estado de maduracion poscosecha. MF_MC =
Cambio de maduracién fisiologica a maduracién comercial; MC_SM = Cambio de maduracion
comercial a sobremaduro; MF_SM = Cambio de maduracion fisiol6gica a sobremaduro.

6.4.2.3. Identificacion de genes de biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes cuticulares
expresados diferencialmente durante la maduracidn poscosecha de frutos de guanabana. De los 54
transcritos relacionados con la biosintesis de la cuticula que fueron identificados como expresados
durante la maduracion de los frutos de guanadbana, 46 (85.2%) transcritos fueron expresados
diferencialmente durante la maduracion poscosecha de los frutos, siendo el cambio de maduracion

fisiolégica a sobremaduro donde se encontraron la mayor cantidad de genes expresados
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diferencialmente con 43 transcritos; mientras que la menor cantidad de genes expresados
diferencialmente fue en el cambio de maduracién comercial a sobremaduro con solo 20 transcritos.
Interesantemente, los resultados mostraron que durante toda la etapa de maduracion poscosecha de
los frutos de guanabana, el niUmero de transcritos relacionados con la biosintesis, transporte y
ensamblaje de componentes cuticulares fueron mayoritariamente reprimidos, lo cual coincide con
lo que se encontr6 en el anélisis de los perfiles de expresion de estos transcritos, descrito arriba
(Figura 20A 'y 20B).

MCvsME

m Inducidos
mReprimidos

Numero de transcritos

5

F & SMvsMF
N N

Figura 20. Namero de genes de biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes cuticulares
expresados diferencialmente durante la maduracién poscosecha de frutos de guanabana. A)
NUmero de genes inducidos y reprimidos en cada cambio de estado de maduracion poscosecha. B)
Numero de genes expresados diferencialmente en cada cambio de estado de maduracion. MF_MC
= Maduracion fisioldgica a maduracion comercial;, MC_SM = Maduracién comercial a
sobremaduro; MF_SM = Maduracién fisioldégica a sobremaduro; MCvsMF = Maduracién
fisioldgica a maduracion comercial; SMvsMC = Maduracion comercial a sobremaduro; SMvsMF
= Maduracion fisioldgica a sobremaduro.

Al analizar en detalle los transcritos relacionados con la cuticula que se expresaron
diferencialmente, el mapa de calor mostré que la mayoria de los transcritos relacionados con la
regulacién fueron reprimidos, solo 9 fueron inducidos durante la maduracion de los frutos. Los
factores de transcripcion HY5 y MY B5, los cuales regulan la biosintesis de metabolitos secundarios
asociados con la cuticula, se inducen desde la maduracion fisiol6gica a la maduracion comercial

(Figura 21). Los factores de transcripcion WRI1 y WRI3, ambos regulan la biosintesis de lipidos,
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también aumentaron su expresion durante este cambio de etapa de maduracion (Figura 21). Algo
interesante es que los factores de transcripcion MYB31y SHINES3, los cuales regulan la biosintesis
de ceras y cutina, respectivamente, se inducen al pasar de la maduracién fisiologica hacia la
maduracion comercial, pero se reprimen cuando el fruto pasa de maduracion comercial hacia la
etapa de sobremaduro (Figura 21). Lo cual sugiere que la biosintesis de la cuticula podria detenerse
después de que los frutos estan en el estado de madurez comercial. Por otro lado, un mayor nimero
de transcritos relacionados con la regulacion de la cuticula se encontraron reprimidos durante la
vida poscosecha de los frutos de guanabana. Entre los factores de transcripcidn que se reprimieron
se encuentran WIN1, WOLLY y MYB30, los cuales regulan la biosintesis de cutina, ceras y acidos
grasos de cadena muy larga, respectivamente (Figura 21). También se encontraron factores de
transcripcion que no mostraron cambios en su expresion entre la transicion de maduracién
fisioldgica a maduracion comercial, pero que disminuyeron su expresion durante la transicion de
maduracion comercial a sobremaduro. Estos son los factores de transcripcion MYB16 y WXP2,
involucrados en la biosintesis de ceras, CD2, que regula la biosintesis de cutinay NAC, que regula
la biosintesis de metabolitos secundarios (Figura 21).

Por otro lado, al analizar los transcritos relacionados con la biosintesis de componentes cuticulares,
la mayoria de ellos se reprimieron durante la maduracién poscosecha de los frutos de guanabana,
con excepcion de CER10 y PP2C3, los cuales regulan la biosintesis de acidos grasos de cadena
muy larga y la biosintesis de cuticula respectivamente. CER10 se induce durante la transicién de
maduracion fisioldgica a comercial, pero no cambid su nivel de expresion durante la transicion de
maduracion comercial a sobremaduro. Por otro lado, PP2C3 aumenta su expresion durante toda la
maduracion poscosecha del fruto (Figura 21). Estos resultados confirman lo observado en los
transcritos de regulacion, la biosintesis de la cuticula se detiene durante la vida poscosecha de los
frutos. Mientras que, nuestros analisis mostraron que los genes LTPG1, FAP3 y ABCG32,
encargados del transporte de lipidos, acidos grasos y precursores de cutina disminuyeron su
expresion durante la transicion de maduracion fisiologica a comercial. En el caso de ABCG32, esta
disminucion de expresion se extendid hasta la etapa de sobremaduro. Por otro lado, FAP2,
encargado del transporte de acidos grasos, aumentd su expresion durante la transicion de
maduracion fisiologica a maduracion comercial (Figura 19). Por ultimo, los genes encargados del
ensamblaje de cutina, CUS2 y DCR fueron reprimidos durante la transicion de maduracion
fisiolégica a comercial. Por el contrario, GPAT6, un gen que participa en el ensamblaje de la cutina,

aumento su expresion durante la transicion de maduracion fisiolégica a comercial (Figura 21).
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Figura 21. Mapa de calor de los transcritos relacionados con la regulacion, biosintesis, transporte
y ensamblaje de componentes cuticulares expresados diferencialmente durante la maduracion
poscosecha de frutos de guanabana. MF-MC: Madurez comercial vs Madurez fisiol6gica, MC-SM:
Sobremaduro vs Madurez comercial, MF-SM: Sobremaduro vs Madurez fisioldgica.

Ensamblaje de cutina

6.5 Andlisis de la Red de Co-Expresion Geénica del Transcriptoma de Frutos de Guanabana
Durante la Maduracién en Poscosecha

Los seres vivos son organismos complejos cuyo correcto funcionamiento depende de procesos
altamente coordinados. El proceso de biosintesis de la cuticula no es la excepcion, se ha observado
que éste se encuentra regulado a diferentes niveles, incluyendo la regulacion transcripcional, la
cual depende en gran medida de la interaccion a nivel transcripcional de distintas moléculas como
proteinas, DNA y RNA. Una manera de estudiar los mecanismos de regulacion asociados a los
procesos bioldgicos es a través del estudio de las redes de regulacion génica, donde se identifican
las interacciones entre los factores de transcripcion, reguladores transcripcionales y genes de
respuesta (Weirauch, 2011).

Con el objetivo de reconstruir la red de regulacion génica involucrada en la regulacion de la
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biosintesis de la cuticula en frutos de guanabana se reconstruyd la red de co-expresion usando los
datos transcriptomicos obtenidos de la secuenciacion de los tres estados de madurez (madurez
fisioldégica, madurez comercial y sobremaduro). Como andlisis preliminar se realiz6 una
clusterizacion jerarquica de los 31,364 transcritos que se identificaron como expresados durante la
maduracion poscosecha de los frutos de guanabana, este analisis mostro la formacion de 22 grupos
que contenian transcritos con patrones de expresion similares (Figura 22). Sugiriendo que los
transcritos agrupados con patrones de expresion similares podrian participar en los mismos

procesos bioldgicos.

log2CPM

02 4 &6 8 W

Figura 22. Agrupamiento jerarquico de transcritos expresados durante la maduracion poscosecha
de frutos de guanabana (cpm=>0.5) de acuerdo con su patron de expresion. Estos fueron agrupados
en 22 grupos distintos. Las barras de diferentes colores entre el dendograma y el mapa de calor
representan los diferentes grupos formados.

El anélisis funcional de los transcritos contenidos en los 22 grupos formados mostr6 que en 10 de
estos grupos contenian al menos un transcrito asociado a la biosintesis, transporte y ensamblaje de

componentes cuticulares, asimismo, se encontraron transcritos que codifican para factores de
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transcripcion y reguladores transcripcionales co-expresados con los transcritos de cuticula, varios
de estos no se habian reportado anteriormente como reguladores de la biosintesis de la cuticula. Lo
cual sugiere, que estos podrian ser nuevos reguladores del proceso de biosintesis de la cuticula,

entre otros (Cuadro 13).

Cuadro 13. Numero de transcritos, factores de transcripcion, reguladores transcripcionales y genes
de cuticula presentes en los agrupamientos donde se presentaron los posibles nuevos reguladores
de la biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes cuticulares.

Grupo Numero de transcritos  Numero de FTs  NUmero de RTs Ntmero de genes

de cuticula
2 3,616 154 36 7
3 1,614 95 30 2
4 1,816 101 31 5
5 537 23 1 3
6 1,699 79 28 4
7 3,021 119 50 5
8 2,169 95 44 5
10 1,918 87 36 2
13 1,784 81 39 1
14 2,223 113 56 3

6.5.1. Reconstruccion de la red de co-expresion génica

Para dilucidar la red de regulacién que modula la biosintesis de componentes cuticulares y la
identificacion de nuevos elementos reguladores se usé el paquete WGCNA en R (Langfelder y
Horvath, 2008). Las redes bioldgicas tienen un comportamiento similar a las redes libres de escala
(Khanin y Wit, 2006). Estas se caracterizan principalmente porque muy pocos nodos presentan una
alta cantidad de conexiones con otros nodos, mientras que la mayoria de los nodos de la red
presentan pocas conexiones con otros nodos. Debido a esto, antes de empezar a reconstruir la red
de co-expresion génica, es necesario que los datos de expresion se ajusten al modelo de red libre
de escala y que los nodos presenten una conectividad media baja. Para esto, los datos de expresién
son elevados a distintas potencias (softhreshold). Una vez que los datos de expresion se elevan a
distintas potencias (softhreshold), se analizan los valores del coeficiente de determinacion (R?), el
cual indica que tan bien se ajustan los valores al modelo libre de escala y la conectividad media de
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los nodos en cada uno de los distintos softhreshold. Después, se elige el softhreshold méas bajo que
tenga los mejores resultados (un coeficiente de determinacion alto y una conectividad media baja).
En este caso, se decidio trabajar con un softhreshold de 24, ya que, segun el grafico de diagnostico,
es el softhreshold més bajo que alcanza un valor de R? de 0.80 y una conectividad media baja
(Figura 23).

Una vez decidid el softhreshold, se comenzd con la reconstruccion de la red de co-expresion génica
sin signo (unsigned). Para esto, primeramente, los datos de expresion fueron convertidos a datos
de correlacion, mediante la comparacion por pares de los cambios de expresion de todos los
transcritos en las muestras, donde un valor de correlacion de 0 indica que dos transcritos no estan
correlacionados mientras que un valor de correlacion de 1 indica que dos transcritos estan altamente
correlacionados.

El siguiente paso después del calculo de correlacion entre los transcritos es llevar a cabo un
agrupamiento de los transcritos en funcidn de sus niveles de correlacion en diferentes modulos. En
este caso, se decidio que el tamafio minimo de los mddulos fuera de 30 transcritos. Por ultimo, se
Ilevd a cabo un enriquecimiento funcional de los médulos y se visualizaron utilizando Cytoscape,

aplicando un filtro de correlacion de 0.30.
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Figura 23. Analisis de la topologia de la red para varias potencias del softhreshold
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Con la configuracién mencionada anteriormente, se reconstruyd una red sin signo (unsigned) con
110 modulos (Figura 24). EI mddulo més grande fue el turquoise con 6,168 transcritos y el médulo
mas pequefio fue el tan4, el cual contuvo 39 transcritos (Cuadro 14). Del total de 110 mddulos,
solamente 63 mddulos presentaron factores de transcripcion y reguladores transcripcionales.
Después de llevar a cabo el enriquecimiento funcional, 14 de los 63 mddulos que contuvieron
factores de transcripcion y reguladores transcripcionales presentaron enriquecimiento funcional
(Cuadro 15).
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Figura 24. Arbol creado en el paquete de R WGCNA para la agrupacion jerarquica de los
transcritos de acuerdo con su nivel de correlacion. Cada “hoja” del arbol representa un transcrito y
las diferentes ramificaciones del arbol fueron agrupadas en 110 médulos distintos.

93



Cuadro 14. Numero de transcritos presentes en los 110 médulos de la red de co-expresion génica

del transcriptoma de guanabana.

Nombre de modulo

NuUmero de transcritos dentro del médulo

Turquoise
Blue
Brown
Yellow
Green
Red
Black
Pink
Magenta
Purple
Greenyellow
Tan
Salmon
Cyan
Midnightblue
Grey
Lightcyan
Grey60
Lightgreen
Lightyellow
Royalblue
Darkred
Darkgreen
Darkturquoise
Darkgrey
Orange

Darkorange

6,168
1,644
1,556
1,456
1,052
990
949
771
677
603
570
558
552
526
468
439
429
323
322
318
284
283
272
264
249
243
230
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White
Skyblue
saddlebrown
Steelblue
Paleturquoise
Violet
Darkolivegreen
Darkmagenta
Sienna3
Skyblue3
Yellowgreen
Pluml
Mediumpurple3
Orangered4
Lightcyanl
Lightsteelbluel
Ivory
Floralwhite
Darkorange2
Bisque4
Brown4
Darkslateblue
Plum2
Thistlel
Thistle2
Palevioletred3
Salmon4
Navajowhite2

Maroon

228
227
226
224
202
197
187
185
182
178
178
171
167
167
164
164
153
147
146
142
142
134
129
128
128
126
126
120
118
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Lightpink4
Lavenderblush3
Honeydewl
Corall
Darkseagreen4
Antiquewhite4
Coral2
Mediumorchid
Skyblue2
Yellow4
Plum
Skybluel
Orangered3
Mediumpurple2
Lightsteelblue
Indianred4
Lightcoral
Darkolivegreen4
Firebrick4
Brown2
Blue2
Darkviolet
Plum3
Thistle3
Thistle
Salmon2
Navajowhitel
Palevioletred?

Magenta4

116
115
104
102
102
98
93
92
90
89
87
87
86
85
84
82
82
81
81
78
77
76
75
75
74
72
71
71
69
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Lightpink3
Darkseagreen3
Honeydew
Lavenderblush2
Coral
Antiquewhite2
Coral3
Mediumpurple4
Sienna4
Skyblue4
Yellow3
Orangeredl
Pink4
Lightslateblue
Mediumpurplel
Lightblue4
Indianared3
Firebrick3
Darkolivegreen?2
Blued
Blueviolet
Deeppink
Plum4
Thistle4
Tan4d

68
66
66
66
65
63
62
59
57
57
57
56
56
54
54
53
52
51
49
47
47
44
42
42
39
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Cuadro 15. Enriquecimiento funcional de modulos que contienen factores de transcripcién y
reguladores transcripcionales. El médulo Darkorange2 y Blue2 no presentaron enrigquecimiento en
proceso bioldgico, pero si en funcién molecular y componente celular.

Modulo NiUmero de transcritos Proceso biolégico FTs RTs
Turquoise 6,168 Metabolismo de ncRNA 333 104
Yellow 1,456 Metabolismo de péptidos 80 37
Black 949 Metabolismo de macromoléculas 60 22
Pink 771 Transporte mediado por vesiculas 20 12
Magenta 677 Metabolismo de pared celular 81 6
Greenyellow 570 Fotosintesis 22 9
Lightcyan 429 Transporte mediado por vesiculas 5 3
Grey60 323 Metabolismo de carbohidratos 17 3
Darkgreen 272 Metabolismo de pectina 7 1
Darkolivegreen 187 Regulacion de ubiquitinacion de proteinas 4 1
Darkmagenta 185 Regulacion de la replicacion de ADN 3 2
Yellowgreen 178 Metabolismo de péptidos 5 1
Darkorange2 146 N/A 2 1
Blue2 77 N/A 1 1

De estos 14 modulos con enriquecimiento funcional, es interesante estudiar un poco més a fondo
cuatro de ellos (black, yellow, greenyellow y darkgreen), ya que estos ademas de presentar factores
de transcripcion y reguladores transcripcionales, presentaron genes de biosintesis, transporte y
ensamblaje de componentes cuticulares, lo cual podria significar que los factores de transcripcion
y reguladores transcripcionales presentes en estos cuatro mddulos, podrian ser reguladores de estos
procesos. Adicionalmente, al llevar a cabo un agrupamiento jerarquico de los transcritos de acuerdo
con su patrén de expresidn presentes en estos modulos, se obtuvieron agrupamientos de genes con
patrones de expresion muy similares en donde estan presentes factores de transcripcion,

reguladores transcripcionales y genes de biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes
cuticulares (Figura 25 a 27).
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PTAC15 | mTERF
HDG11 | HB-HD-ZIP
KCs2
Long-chain-fatty-acid-CoA ligase
UDP-glucosyltransferase
Phytoene synthase 1
Cytochrome P450
Patatin-like protein 1
Lipase-like
MTEF1 | mTERF
TIFY8 | Tify
SCL1| GRAS
NF-YA9 | NF-YA
Cytochrome P450
LHCBS5 | NAC
Phytoene synthase 2
Cytochrome P450
GDSL esterase lipase
KCS6
Cytochrome P450
LTPG1
UDP-glucosyltransferase
NF-YC13| NF-YC
MYB94 | MYB
CHY zinc finger
FMA | bHLH
Non-specific phospholipase C2

Figura 25. Agrupamiento jerarquico de acuerdo con el patron de expresion durante la maduracion
poscosecha del fruto de guandbana de los transcritos presentes en el médulo greenyellow. Los
genes en verde son reguladores transcripcionales, los genes en azul son factores de transcripcion y
los genes en negritas son genes de cuticula. MF = maduracion fisiol6gica, MC = maduracion
comercial y SM = sobremaduro.
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Figura 26. Agrupamiento jerarquico de acuerdo con el patron de expresion durante la maduracion
poscosecha del fruto de guanabana de los transcritos presentes en el médulo yellow. Los genes en
verde son reguladores transcripcionales, los genes en azul son factores de transcripcion y los genes
en negritas son genes de cuticula. MF = maduracion fisiolégica, MC = maduracion comercial y
SM = sobremaduro.
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SISHINE3 | Regulacion de sintesis de cutina
Pectate lyase

UDP-galactose transporter 3
Polygalacturonase 2

Pectate lyase

Calcium channel transport

Vesicle transport

Cysteine-type endopeptidase

Heat shock protein 70
UDP-rhamnose/UDP-galactose transporter
Pectate lyase

Expansin

MYB31 | Regulacion sintesis de ceras

Figura 27. Agrupamiento jerarquico de acuerdo con el patron de expresion durante la maduracion
poscosecha del fruto de guanabana de los transcritos presentes en el médulo darkgreen. Los genes
en morado son genes de remodelacion de pared celular y los genes en negritas son factores de
transcripcion. MF = maduracion fisioldgica, MC = maduracién comercial y SM = sobremaduro.

Este andlisis permitié visualizar con mayor facilidad los genes de cuticula que podrian ser
regulados por determinados factores de transcripcion y reguladores transcripcionales. Por ejemplo,
en el modulo greenyellow (Figura 25), el factor de transcripcion MYB94 junto con dos factores de
transcripcion de las familias bHLH y NF-YC se agruparon junto con el gen LTPG1, el cual esta
involucrado en el transporte de lipidos, lo cual sugiere que MYB94 y los factores de transcripcién
de las familias bHLH y NF-YC regulan este proceso en frutos de guanabana.

En el caso del médulo yellow, se observo que 10 factores de transcripcion (incluyendo a Woolly)
y 4 reguladores transcripcionales se agruparon junto a ABCG32 y LTPG11, los cuales estan
involucrados en transporte de cutina y lipidos, respectivamente (Figura 26). Los resultados del
agrupamiento jerarquico del modulo darkgreen fueron interesantes, ya que los factores de
transcripcion MYB31 y SHINES3 (involucrados en la regulacion de la biosintesis de ceras y cutina,
respectivamente) fueron agrupados junto a genes de remodelacion de la pared celular como la
pectato liasa, expansina y poligalacturonasa 2 (Figura 27). Estos resultados sugieren una posible
relacién entre la biosintesis de componentes cuticulares y laremodelacion de pared celular en frutos

de guanabana.
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Con el objetivo de estudiar con més detalle como interaccionan estos reguladores con los genes
dentro de su modulo, se exportaron los modulos black, yellow, greenyellow y darkgreen a
Cytoscape (Killcoyne et al., 2009), considerando solamente aquellos genes con valores de
correlacion iguales o superiores a 0.30. En la figura 28 se presenta la red de co-expresion génica
de los vecinos directos del factor de transcripcion SHINE3 dentro del médulo darkgreen, en donde
se puede visualizar como este factor de transcripcion se co-regula con otros 23 genes, incluyendo
la pectato liasa. Para el caso del factor de transcripcion MYB31, también se identificaron sus
vecinos directos dentro del modulo darkgreen, en donde se observo que este factor de transcripcion
se co-regula con otros 38 genes, entre los cuales se encuentran una pectato liasa, un transportador
ABCF4 vy la poligalacturonasa, por lo que es probable que MYB31 esté involucrado en la
regulacién del transporte de lipidos y la remodelacion de la pared celular en frutos de guanabana
(figura 29).

Figura 28. Red de co-expresion génica de los vecinos directos del factor de transcripcién SHINE3
(nodo amarillo) dentro del mddulo darkgreen. SHINE3 se co-expresa con 23 genes distintos,
incluyendo una pectato liasa (nodo morado).
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Figura 29. Red de co-expresion génica de los vecinos directos del factor de transcripcion MYB31
(nodo amarillo) dentro del médulo darkgreen. El factor de transcripcion MYB31 se co-expresa con
38 genes distintos, incluyendo una pectato liasa (nodo azul), un transportador ABC (nodo rojo) y
una poligalacturonasa (nodo morado).
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7. DISCUSION

Desde la aparicion de las primeras plantas terrestres hace 500 millones de afios, estas han
tenido que desarrollar diferentes mecanismos para protegerse de un ambiente hostil, donde existen
factores de estrés tanto abidtico (desecacion, frio, inundacion, radiacion ultravioleta) como bidtico
(ataque de insectos, hongos, virus, bacterias). Algunos de estos mecanismos de defensa son la
sintesis de metabolitos secundarios y la biosintesis de la cuticula (Kong et al., 2020). La cuticula
tiene una funcidn esencial en las plantas y en afios mas recientes, se ha sugerido que regula la vida
poscosecha de los frutos (Lara et al., 2019).

Se ha reportado que las variaciones de un solo nucleétido entre individuos de una misma especie
son mucho mas comunes de lo que se pensaba unos afios atras y que la resecuenciacion de genomas
completos es incapaz de detectar estos cambios (Sohn y Nam, 2018). Por lo tanto, el ensamblaje
de novo de estos genomas seria una mejor opcion para obtener resultados mas precisos (Sohn y
Nam, 2018). No obstante, tratar de ensamblar un genoma o transcriptoma de novo a partir de
lecturas cortas es un reto computacional inmenso (sobre todo si se trata de ensamblar un
transcriptoma) y los algoritmos computacionales que se utilizan para tratar de reducir este costo
computacional, cominmente ocasionan ciertos problemas que disminuyen la precisién de estos
ensamblajes. Algunos de estos problemas son la sobreestimacion de isoformas que realmente
existen, que la profundidad de secuenciacion no sea suficiente para detectar transcritos de baja
expresion y una alta redundancia de secuencias (Gongora-Castillo y Buell, 2013; Madritsch et al.,
2021).

Este estudio se inici6 con el andlisis de transcritos ensamblados de novo y posteriormente, con la
publicacién del genoma de guanédbana, se realizé un ensamblado del transcriptoma guiado con
genoma de referencia. Debido a lo mencionado anteriormente, para evitar la redundancia de
secuencias y la sobreestimacién de isoformas que da como resultado el ensamblaje de novo, al final
se decidio trabajar con los transcritos ensamblados con genoma de referencia ya que estos también
mostraron una buena cobertura en la identificacion de factores de transcripcion y reguladores
transcripcionales.

Los estudios encaminados a la identificacion de factores de transcripcion en el genoma y

transcriptoma de plantas y frutos se enfocan principalmente a organismos modelo como
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Arabidopsis y tomate, enfocados a la identificacion de solo una familia de factores de transcripcion.
Mientras que, aunque en los Ultimos afios este tipo de estudios se ha comenzado a llevar a cabo en
frutos tropicales, estos siguen siendo escasos. En este trabajo se identificaron los factores de
transcripcion y reguladores transcripcionales en el transcriptoma de frutos de guanabana y fueron
clasificados en diversas familias de acuerdo con los criterios de clasificacion de la base de datos
iTAK. La comparacion con las bases de datos disponibles (iTAK), mostré que el nimero de estos
fue similar tanto para factores de transcripcion como para reguladores transcripcionales (Cuadro
16y 17). Lo cual indica que estos elementos reguladores se han conservado a través de la evolucion

de las plantas.

Cuadro 16. Namero de transcritos que codifican para factores de transcripcion comparado con lo
reportado para otras plantas en la base de datos iTAK.

(Guanabana Arabidopsis thaliana  Tomate (Solamon  Vid (Vitis vinifera)
(Annona miricata) heopersicim)
1.887 transcritos 1.779 transcritos 1.922 transcritos 1.333 transcritos

Cuadro 17. Numero de transcritos que codifican para reguladores transcripcionales comparado
con lo reportado para otras plantas en la base de datos iTAK.

Guanébana Arabidopsis thaliana ~ Tomate (Solanum  Vid (Vitis vinifera)
(Annona muricata) lycopersicum)
611 transcritos 428 transcritos 456 transcritos 342 transcritos

De acuerdo con esto, también se observd que tanto las familias mejor representadas, asi como el
numero de factores de transcripcion de estas familias que encontramos en nuestro analisis es similar
con lo reportado en las bases de datos para Arabidopsis, tomate y uva (Cuadro 18). Asimismo,

trabajos similares al nuestro enfocados a identificar y caracterizar los factores de transcripcion de
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diferentes familias, principalmente en plantas modelo como Arabidopsis y tomate, el niamero de
miembros reportados para cada familia es consistente con lo que se encontrd para guanabana en
este estudio (Cuadro 19).

Cuadro 18. Numero de miembros de factores de transcripcion de las familias bHLH, MYB,
AP2/ERF-ERF, bZIP y C2H2 en guanabana (Anonna muricata) comparado con lo reportado en la
base de datos iTAK para Arabidopsis thaliana, tomate (Solanum lycopersicum) y uva (Vitis
vinifera).

Arabidopsis

Familia Guanabana thaliana Tomate Uva
bHLH 165 137 143 102
MYB 120 142 140 139

AP2/ERF-ERF 108 128 140 81
bZIP 92 72 66 45
C2H2 90 105 113 72

Cuadro 19. Numero de factores de transcripcion identificados para las familias bHLH, MYB,
AP2/ERF, bZIP y C2H2 en guandbana (Annona muricata), Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) y
tomate (Solanum lycopersicum) en estudios previos.

Familia Guanabana Arabidopsis thaliana Tomate
bHLH 165 167 (Li et al., 2006) 159 (Sun et al., 2015)
MYB 120 197 (Katiyar et al., 2012) 127 (Li et al., 2016)
AP2/ERF 108 145 (Rao et al., 2015) 167 (Song et al., 2013)
bZIP 92 78 (Droge-Lase et al., 2018) 69 (Li et al., 2015)
C2H2 90 176 (Yin et al., 2020) 104 (Hu et al., 2019)

El hecho de que se hayan identificado en este estudio para guanabana un nimero de factores de
transcripcion y reguladores transcripcionales similar a lo que se reporta para otras plantas tanto en
la base de datos iTAK como en estudios previos, indica que la estrategia utilizada para la
identificacion fue adecuada. No obstante, es importante mencionar que los criterios de filtrado para

la identificacion de factores de transcripcidn varian en diferentes estudios y en general, los criterios
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de filtrado son menos estrictos que los que se utilizaron en este trabajo. Ademas, es importante
recordar que en este estudio se trabajé con la primera version del genoma de guanébana, por lo
tanto, es posible que aun falta por identificar mas factores de transcripcion y reguladores
transcripcionales.

En cuanto a estudios de este tipo en frutos tropicales se puede mencionar un estudio efectuado en
mango (Mangifera indica L.), donde a partir de un transcriptoma ensamblado de novo reportaron
un total de 5,342 factores de transcripcion identificados en el transcriptoma de mango, los cuales
se clasificaron en 55 diferentes familias, siendo MYB y bHLH dos de las familias mas abundantes
(Tafolla-Arellano et al., 2017). Comparando lo de este estudio en mango con lo que se encontré en
guanabana, en mango identificaron un mayor nimero de factores de transcripcion, pero clasificados
en un menor numero de familias diferentes (Tafolla-Arellano et al., 2017). La diferencia en cuanto
al numero de factores de transcripcion identificados podria deberse a que en mango se analizé un
transcriptoma ensamblado de novo y para guanabana se analizé un ensamblado guiado por genoma
de referencia. Ademas, para guandbana se eligio un criterio de filtrado mas estricto (e value <a le-
5, Bitscore > a 50, %qcov > a 30) comparado al que se utiliz6 en mango, donde solo se uso el filtro
del e-value <le-5 (Tafolla-Arellano et al., 2017). Para la clasificacion de los factores de
transcripcion, en ambos trabajos se utilizo el criterio de la base de datos iTAK. Como se menciond
anteriormente, en este estudio se encontré que las familias de factores de transcripcion mejor
representadas fueron bHLH, MYB, AP2/ERF, bZIP y C2H2. Se ha reportado que factores de
transcripcion miembros de estas familias estan involucrados en la regulacion de la expresion de
genes de biosintesis y transporte de componentes cuticulares.

En este trabajo se identificaron los procesos bioldgicos en los que estan involucrados los factores
de transcripcion y reguladores transcripcionales identificados, se observd que los reguladores
transcripcionales estuvieron involucrados en los mismos procesos bioldgicos que los factores de
transcripcion. Ademas, en los 11 procesos bioldgicos unicos para los reguladores transcripcionales,
se encontraron la metilacion de macromoléculas y la ruta de sefializacion mediada por hormonas.
En este sentido, en un estudio se comparé el transcriptoma de Guar (Cyamopsis tetragonoloba)
expuesto a estrés salino y a condiciones normales, observando la expresion diferencial de factores
de transcripcion y reguladores transcripcionales entre tratamientos, incluyendo reguladores
transcripcionales de la familia SNF2 y factores de transcripcion de las familias bHLH, MYB y
C2H2, por lo que es posible que factores de transcripcion y reguladores transcripcionales ayuden
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a la tolerancia al estrés salino (Acharya et al., 2022). En platano (Musa acuminata) se encontré que
la proteina PHD1 podria estar involucrada en una red de regulacién génica controlando la
degradacion de la pared celular y la maduracion del platano (Wei et al., 2017). En otro estudio, se
identificaron 45 reguladores transcripcionales de la familia PHD en tomate y observaron que
algunos de estos se expresan diferencialmente en diversos tejidos de este fruto, en diferentes
estados de maduracién y en diferentes escenarios de estrés (Chen et al., 2016). Estos trabajos
demuestran, las diversas funciones que tienen los reguladores transcripcionales. Adicionalmente,
en un estudio llevado a cabo por Hayashi (2012), se describio el mecanismo por el cual reguladores
transcripcionales de la familia AUX/IAA acttan junto con factores de transcripcion para regular la
sefial de la auxina que consecuentemente regulan multiples procesos en el desarrollo de las plantas.
De acuerdo con estos datos, en nuestro andlisis del transcriptoma de frutos de guanédbana
encontramos un total de 611 transcritos que codifican para reguladores transcripcionales,
incluyendo 19 miembros de la familia AUX/IAA. Con lo anterior, es evidente que tanto factores
de transcripcion y reguladores transcripcionales se encuentran involucrados en procesos similares
y cumplen una funcién en una compleja red de regulacion conservada.

Las familias de reguladores transcripcionales mas abundantes que se logro identificar en frutos de
guanabana en este trabajo fueron SNF2, SET, PHD y mTERF. El conocimiento acerca de los
reguladores transcripcionales es bastante escaso comparado a lo que se conoce para los factores de
transcripcion. Sin embargo, se sabe que los reguladores transcripcionales de estas familias llevan
a cabo su rol regulatorio interaccionando con la cromatina. En el caso de las proteinas de la familia
SNF2, estas poseen un dominio que, mediante un mecanismo desconocido, utilizan ATP para
modificar la estructura de la cromatina (Ryan y Owen-Hughes, 2011). Por otro lado, se ha reportado
que las proteinas de la familia SET estan involucradas en la metilacién de histonas (Dillon et al.,
2005). La funcidn de las proteinas clasificadas dentro de la familia PHD aun no es muy conocida;
sin embargo, se cree que podrian estar involucradas en la ubiquitinacion de proteinas, ya que las
proteinas mas cercanas a estas son las que contienen un dominio RING, cuya funcion es
precisamente la ubiquitinacion de proteinas (Bienz, 2006). También se ha visto que la mayoria de
las proteinas que se encuentran dentro de la familia PHD son capaces de interaccionar con la
cromatina (Bienz, 2006). Hablando de los reguladores de la familia mTERF, aunque en plantas no
se conoce a profundidad su funcidn, se ha reportado que podrian ser necesarias para el crecimiento

y desarrollo normal de las plantas (Kleine, 2012). De manera interesante, en arroz (Oryza sativa),
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mediante una mutante se reportd que un regulador transcripcional de la familia SNF2 esta
involucrado en el aumento en el contenido de ceras cuticulares, aumentando la tolerancia a la sequia
(Guo et al., 2019). En otro estudio, observaron que CHR729, una proteina perteneciente a SNF2
interacciona con KCS6 y que al silenciar CHR729, la expresion de KCS6 disminuye, provocando
una reduccion en la acumulacion de ceras cuticulares en trigo (Triticum aestivum) (Wang et al.,
2019). Lo cual demuestra la participacion de los reguladores transcripcionales en el proceso de la
biosintesis de componentes cuticulares en plantas. En este sentido, con nuestro analisis logramos
identificar 72 transcritos que codifican para reguladores transcripcionales de la familia SNF2, los
cuales también podrian estar involucrados en la regulacién de la biosintesis de componentes de la
cuticula de frutos de guanabana.

Como uno de los objetivos de este trabajo, se construyo una base de datos llamada CuticulaDB, la
cual recopila informacién de genes involucrados en la biosintesis, transporte y ensamblaje de
componentes cuticulares, principalmente en organismos modelo como Arabidopsis y tomate.
Aunque esta base de datos sigue siendo pequefia y ain hay oportunidad de que siga creciendo, con
ella fue posible identificar homologos de genes de cuticula en frutos de guanabana, demostrando
que es un recurso que puede impulsar la generacion de conocimiento enfocado a conocer la
biosintesis de componentes cuticulares en otros frutos tropicales. Entre los ort6logos a genes de
cuticula identificados en los frutos de guandbana se encuentra el factor de transcripcion SHINE3,
el cual regula la biosintesis de cutina. En el transcriptoma de guanabana se encontré que el
transcrito evm.model.scaf 116.35 fue el mejor hit bidireccional, fue cercano filogenéticamente a
SHINES3 de tomate y present6 los dominios conservados caracteristicos de la familia AP2/ERF.
Por esta razén, éste transcrito fue considerado como ortélogo de guandbana al gen SHINE3 de
tomate. Algo interesante fue que otro transcrito llamado evm.model.scaf 187.87, aunque no fue el
mejor hit bidireccional, también fue cercano filogenéticamente a SHINE3 de tomate y present6 los
dominios conservados caracteristicos de la familia AP2/ERF. Ambos transcritos no provienen del
mismo gen, por lo tanto es probable que evm.model.scaf_116.35 y evm.model.scaf_187.87
correspondan a genes paralogos y ambos puedan ser ortélogos del gen SHINE3. En la base de datos
ITAK se reporta para Arabidopsis dos versiones de SHINE3 (AT5G25390.1 y AT5G25390.2) y
para tomate solamente una version (Solyc12g009490). Otra posible explicacién es que
evm.model.scaf _187.87 sea ortdlogo a otro de los genes que se encuentran dentro del clado SHINE,
en donde se han identificado al menos tres genes en Arabidopsis y tomate (SHINE1, SHINE2 y
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SHINES3) (Aharoni et al. 2004; Shi et al., 2013) y que debido a que SHINEL no se incluy6 en la
base de datos CuticulaDB, existe la posibilidad de que el transcrito evm.model.scaf_187.87 pueda
ser ortélogo a otro gen de la familia SHINE.

Se ha reportado que la cuticula juega un rol importante durante la vida poscosecha de los frutos, ya
que esta relacionada con algunos de los cambios fisiologicos y morfoldgicos que presentan los
frutos durante su maduracion como el cambio de coloracion y la pérdida de firmeza (Lara et al.,
2019). La biosintesis de la cuticula es un proceso que esta sujeto a una compleja red de regulacion,
que involucra la regulacion de la biosintesis de la cutina, las ceras, los fenilpropanoides e
isoprenoides y la biosintesis de metabolitos secundarios como flavonoides. Ademas, involucra la
regulacion del metabolismo de lipidos, ya que esta ruta genera los precursores necesarios para la
biosintesis de componentes cuticulares (Mandel et al., 2007). En este trabajo se identificaron
transcritos que codifican para genes relacionados con la biosintesis, transporte y ensamblaje de los
componentes cuticulares. EI anélisis de expresion de estos mostré que la mayoria presentd un
mayor nivel de expresion en el estado de madurez fisiolgica y posteriormente éste fue
disminuyendo durante la maduracion de los frutos de guanabana. De acuerdo con esto, el analisis
de expresion diferencial demostré que la mayoria de los transcritos relacionados a cuticula se
reprimen cuando los frutos pasan del estado de madurez comercial a sobremaduro. Lo cual sugiere
que la biosintesis de la cuticula en frutos de guanabana disminuye o se detiene cuando los frutos
Ilegan a la madurez comercial. Esto concuerda con lo observado en otros frutos como Manzana
Fuji (Malus domestica) (Dong et al., 2012), naranja navel (Citrus sinensis [L.] Osbeck) (Liu et al.,
2012), toronja (Citrus paradisi) (Commenil et al., 1997) y cereza (Prunus avium) (Peschel et al.,
2007), donde se ha reportado una disminucion en la acumulacién de componentes cuticulares
durante la maduracion de los frutos. Por el contrario, un comportamiento contrario al observado en
guanabana, caracterizado por una continua acumulacion de componentes cuticulares durante la
maduracion de los frutos se ha reportado en tomate (Solanum lycopersicum) (Kosma et al., 2010),
en manzana red delicius (Malus domestica) (Ju y Bramlage, 2001) y mango (Mangifera indica L)
(Tafolla-Arellano et al., 2013). Asimismo, se ha reportado un aumento en la acumulacion del
contenido de componentes cuticulares durante la maduracion de la naranja navel (Citrus sinensis
[L.] Osbeck) (Wang et al., 2016). Aunque esto es contrario a lo que se ha reportado en otros
estudios (Liu et al., 2012). Estos datos demuestran que la biosintesis de componentes cuticulares
varia entre diferentes especies y depende de la etapa de maduracion en la que se encuentra el fruto.
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Lo cual confirma que la biosintesis de componentes cuticulares estd influenciada por factores
fisiologicos y ambientales durante todo el ciclo de vida de los frutos. Asimismo, es probable que
esté relacionada con los procesos de adaptacion de las especies.

La biosintesis, transporte y ensamblaje de los componentes cuticulares se regula a distintos niveles,
incluyendo el nivel transcripcional, en donde estdn involucrados factores de transcripcion y
reguladores transcripcionales. En plantas, la mayoria de los factores de transcripcion que se han
identificado que regulan estos procesos pertenecen a las familias AP2/ERF, MYB y HD-Zip, en
donde ademas se ha visto como la sobreexpresion de estos factores de transcripcion altera la
composicion de la cuticula, otorgando a la planta una mayor proteccion contra diversos factores de
estrés bidticos y abidticos (Borisjuk et al., 2014). Una parte esencial para la biosintesis de la
cuticula es la regulacién de la biosintesis de precursores. Por ejemplo, se ha demostrado que los
factores de transcripcion WRI1 y WRI3 participan en la regulacién de la biosintesis de lipidos
precursores que posteriormente formaran cutina y ceras cuticulares (To et al., 2012; Park et al.,
2016; He et al., 2019). En el andlisis transcriptémico de frutos de guanabana se encontrd que WRI1
y WRI3 aumentaron su expresion durante el paso de madurez fisioldégica a comercial y no presentan
cambios en su expresion al pasar a sobremaduro. Esto sugiere que la biosintesis de precursores de
la cuticula sucede principalmente durante los estados de madurez fisiologica y comercial de los
frutos de guanabana.

De acuerdo con lo anterior, el factor de transcripcion SHINE3 de la familia AP2/ERF-ERF el cual
es considerado como regulador central de la biosintesis de ceras y cutina, mostr6 la mayor
expresion en el exocarpo durante la etapa verde maduro del fruto de tomate y posteriormente éste
disminuye su expresion. Ademas, el silenciamiento de SHINE3 redujo la expresion de varios genes
de la cuticula, incluyendo GPAT®6 (Shi et al., 2013). Lo cual sugiere que SHINE3 podria participar
en la regulacién de la expresion de GPAT6. En este sentido, el analisis de nuestros datos mostro
que los transcritos que codifican para SHINE3 y GPATG (el cual esta involucrado en el ensamblaje
de cuticula) aumentan su expresion junto con GPATG6 durante la transicion de madurez fisiologica
a comercial, pero disminuye al pasar a sobremaduro. Mientras que GPAT6 no cambia su expresion
durante la transicién de maduracion comercial a sobremaduro. Estos datos sugieren que en los
frutos de guanabana SHINE3 podria estar regulando la expresion del gen GPATS6. Por lo tanto, es
posible que, en guanabana, SHINE3 y GPAT6 controlen la acumulacion de ceras y cutina durante

la transicion de maduracién fisiologica a maduracion comercial, la cual se detiene cuando el fruto
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entra a un estado sobremaduro. Adicionalmente, nuestro analisis transcriptomico también mostro
la disminucion de la expresion de los factores de transcripcion CD2, WXP2, MYB16 y ANT1
durante la transicion de madurez comercial a sobremaduro. Se ha reportado que estos genes estan
involucrados en la biosintesis de cutina, de ceras y en la acumulacion de antocianinas (Zhang et
al., 2007; Isaacson et al., 2009; Nadakuduti et al., 2012; Oshima y Mitsuda, 2013).

En frutos de tomate, se demostrd que los factores de transcripcién Woolly y MYB31 interactdan
para regular la expresion de KCS6, el cual esta involucrado en la elongacion de los &cidos grasos
para formar acidos grasos de cadena muy larga (VLCFASs) (Xiong et al., 2020). La sobreexpresion
de Wolly resultd en un aumento en la expresion de genes involucrados en la biosintesis de VLCFASs
y genes involucrados en el transporte de estos a la cuticula (Xiong et al., 2020). Mientras que, en
el caso de MYB31, ademas de demostrar que éste interacciona con Wolly, el silenciamiento y
sobreexpresion de MYB31 mostrd que este factor de transcripcidn se correlaciona positivamente
con el contenido de ceras cuticulares en los frutos de tomate (Xiong et al., 2020). Interesantemente,
nuestro andlisis demostré como la expresion de KCS6 disminuyo junto con la expresion de Wolly
durante el paso de madurez fisioldgica a comercial, aunque MYB31 aumentd su expresion durante
este cambio de estado de madurez, otro factor de transcripcion MYB30, de la familia MYB,
involucrado en la regulacién de la biosintesis de acidos grasos de cadena muy larga (VLCFAS)
también disminuyd su expresion durante el paso de madurez fisiol6gica a comercial. Lo cual podria
sugerir que, en guanabana, la biosintesis de acidos grasos de cadena muy larga podria regularse a
través de dos rutas, una a traves de la interaccion entre Woolly y MYB30, y a través de MYB31.
Sin embargo, hacen falta realizar otros experimentos para confirmar esto.

Por otro lado, la presencia de metabolitos secundarios como las antocianinas en la cuticula de los
frutos son las responsables de que los frutos presentes diversas coloraciones como parpuras, rosas
o rojizos (Ma et al., 2021). Estos metabolitos secundarios juegan un rol importante en la resistencia
a diversos factores de estrés biotico y abidtico y para el ser humano tiene un valor econémico
debido a sus beneficios para la salud humana como antioxidantes (Ma et al., 2021). En este sentido,
se ha demostrado como el factor de transcripcion HY5, que pertenece a la familia bZIP, promueve
la acumulacion de antocianinas en tomate (Liu et al., 2018). En frutos de guanabana se encontrd
que la expresion de HY5 aumentd durante el paso de madurez fisioldgica a comercial y
posteriormente no se observo un cambio significativo. Igualmente, el factor de transcripcion

MYBS, el cual esta involucrado en la regulacion de diversos metabolitos secundarios como los
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fenilpropanoides y los terpenos (Mahjoub et al., 2009), present6 el mismo patrén de expresion que
HY5 en frutos de guanabana. Esto podria indicar que durante el cambio de maduracién fisiologica
a comercial hay una acumulacion de metabolitos secundarios en los frutos de guanabana, la cual
se detiene una vez que el fruto alcanza la maduracion comercial.

En total acuerdo con lo que se ha discutido, el analisis de los transcritos relacionados con la
biosintesis de componentes cuticulares mostrd que la mayoria de éstos transcritos presentan una
disminucion en los niveles de expresion durante el proceso de maduracion de los frutos de
guanabana. Dentro de los transcritos analizados se encuentran KCS2, CHS2, ELO2, KAS1, FDH,
KCS4, KCS6 y LACSL1. Donde KCS2, KCS4 y KCS6 codifican para las enzimas 3-CETOACIL-
COA-SINTASA 2, 3-CETOACIL-COA-SINTASA 4 y 3-CETOACIL-COA-SINTASA 6,
respectivamente. Estas enzimas estan involucradas en la elongacion de los acidos grasos para
formar acidos grasos de cadena muy larga (VLCFAS). En A. thaliana, el silenciamiento de KCS2,
presentd una disminucion en el contenido total de ceras cuticulares de hojas y tallos (Lee et al.,
2009). El silenciamiento de KCS6, en S. lycopersicum provocé una disminucion en el contenido
de alcanos y aldehidos de méas de 30 carbonos (Vogg et al., 2004). En el caso de estos transcritos,
el analisis de expresion mostré que KCS2, KCS4 y KCS6 se reprimen en los estados de madurez
comercial y sobremaduro en comparacion la madurez fisioldgica de los frutos de guanabana, lo
cual sugiere una disminucion de la biosintesis de VLCFAs durante la maduracion de los frutos. De
acuerdo con esto, los transcritos que codifican para las enzimas FDH (FIDDLEHEAD) y LACS1
(LONG-CHAIN FATTY ACYL COA SYNTHETASE), las cuales estan involucradas en la
biosintesis de &cidos grasos de cadena muy larga mediante la elongacion de los &cidos grasos
(Weng et al., 2010; Yan et al., 2015; Richardson et al, 2007), también se reprimen durante la
maduracion de los frutos de guandbana. Adicionalmente, los transcritos homdélogos a los genes
CER10y PP2C3 en frutos de guanabana se inducen en el paso del estado de madurez fisiologica a
madurez comercial, mientras que al pasar al estado sobremaduro ya no cambian su expresion.
CER10 es un gen que codifica para la enzima ENOIL-COA REDUCTASA que participa en el
ultimo paso de la elongacion de los VCLFAs (Zheng et al., 2005). Estos datos junto con los
anteriores refuerzan la hipdtesis de que en frutos de guanabana la biosintesis de acidos grasos de
cadena muy larga se mantiene en los estados de madurez fisiolégica y comercial, y posteriormente
disminuye al llegar al estado sobremaduro. De acuerdo con esto, el transcrito homélogo a CHS2,
que codifica para la enzima CHALCONA SINTASA 2, también se reprime durante la maduracion
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del fruto de guandbana. Esta enzima ademas de participar en la biosintesis de flavonoides se
encuentra involucrada en la sintesis de diversos componentes cuticulares incluyendo la cutina'y los
flavonoides (Espafia et al., 2014). Por lo que, ademas de disminuir la biosintesis de VCLFAs, es
posible que también el contenido de cutina en frutos de guandbana disminuye conforme avanza la
maduracion poscosecha. Por otro lado, la funcion de PP2C3 aln no esta muy clara, sin embargo,
se ha reportado que la represion de PP2C3 en tomate acelera la maduracion del fruto, altera la
estructura de la cuticula y modifica la expresion de otros genes de cuticula (Liang et al., 2021), lo
que sugiere que PP2C3 podria estar involucrado en la regulacion de la maduracion y la biosintesis
de cuticula en guanabana.

Por otra parte, después de la biosintesis de componentes cuticulares se lleva a cabo el transporte de
éstos hacia el exterior de la célula, esto se lleva a cabo principalmente por proteinas transportadoras
de lipidos y transportadores tipo ABC (Lee et al., 2009). En nuestro trabajo identificamos
transcritos homdlogos a los genes ABCG32, LTPG1, FAP2 y FAP3. El gen LTPG1 est4
involucrado en el transporte de lipidos, por lo que su silenciamiento resulta en alteraciones en la
composicion de la cuticula de Arabidopsis (Lee et al., 2009; Fahlberg et al., 2019). El gen
ABCG32, codifica para un transportador tipo ABCG que esta involucrado en el transporte de
cutina, el silenciamiento de este gen provocé alteraciones en la cuticula de frutos de tomate
(Elejalde-Palmett et al., 2021). De la misma forma, en Arabidopsis, se ha reportado que los genes
FABP1, FABP2 y FABP3 (Fatty Acid Binding Protein) estan involucrados en el metabolismo de
lipidos y trabajan en conjunto con los transportadores ABC para el transporte de los mismos
(Panikashvili y Aharoni, 2008). En este contexto, el analisis transcriptomico de los frutos de
guanabana mostro que transcritos homélogos a estos genes que codifican para transportadores de
componentes cuticulares se reprimen durante el paso de madurez fisioldgica a madurez comercial,
a excepcion del gen FABP2, el cual se induce durante la transicién de madurez fisiologica a
comercial. De la misma forma, al evaluar los patrones de expresion de los transcritos homologos a
los genes involucrados en el ensamblaje de componentes cuticulares, se observo que CUS2 y DCR
disminuyen su expresion durante la maduracion del fruto de guandbana. La importancia de estos
genes en la cuticula se ha demostrado en varios trabajos, por ejemplo, en frutos de tomate, CUS1
y CUS2 (CUTINA SINTASA) se expresan exclusivamente en el exocarpo y estan involucrados en
la polimerizacion de los monomeros de cutina (Yeats et al., 2012; Philippe et al., 2020). De la
misma manera, DCR esta involucrado en la polimerizacion de la cutina y al igual que CUS2. En

114



frutos de tomate, se ha reportado que DCR se encuentra altamente expresado en el exocarpo y su
expresion disminuye conforme avanza la maduracion poscosecha del fruto (Lashbrooke et al.,
2015). Acorde con esto, los resultados del andlisis transcriptdmico mostraron que transcritos
homologos a los genes CUS2 y DCR disminuyen su expresion durante la maduracion de los frutos
de guandbana. Es evidente que estos datos se correlacionan con lo observado en los genes
relacionados con la regulacion, biosintesis y transporte de la cuticula, por lo que, se fortalece la
hipdtesis de que la deposicion de la cuticula disminuye gradualmente conforme el fruto de
guanabana avanza en la maduracion durante el almacenamiento en poscosecha.

Todos estos resultados sugieren que durante la maduracién poscosecha de los frutos de guandbana,
podria haber una disminucion en la biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes
cuticulares, lo que a su vez provocaria una disminucion en el contenido de estos en la cuticula de
los frutos. Primeramente, se presenta una disminucion en la biosintesis de los precursores de ceras
y cutina durante la maduracién fisiol6gica y después una disminucion en la produccion de cutina,
ceras y metabolitos secundarios durante la maduracion comercial, acompafado de una disminucion
en la actividad de genes de ensamblaje de cuticula, lo cual, debido a la funcién de la cuticula en los
frutos, la disminucion de ésta podria contribuir a la pérdida de firmeza del fruto. Sin embargo, es
necesario llevar a cabo estudios orientados a la cuantificacion de estos componentes cuticulares
durante la maduracion poscosecha del fruto para confirmarlo.

Por otro lado, el agrupamiento jerarquico de los transcritos con base a sus niveles de expresion
sugiere la participacion de transcritos que codifican para probables nuevos factores de transcripcion
y reguladores transcripcionales asociados a la regulacion de la biosintesis de la cuticula. Esto podria
significar que ademdas de los factores de transcripcion y reguladores transcripcionales ya
identificados podriamos identificar nuevos reguladores de la biosintesis, transporte y ensamblaje
de componentes cuticulares. Con este objetivo, se reconstruyé la red de co-expresion géenica del
transcriptoma de guanabana en los estados de madurez fisioldgica, comercial y sobremaduro. Este
analisis permitid la reconstruccion de 110 maddulos, donde el analisis funcional mostro que en solo
14 modulos se encontraron procesos bioldgicos enriquecidos, los cuales estan relacionados a
procesos esenciales como metabolismo, transporte, fotosintesis, replicacion de DNA, pared celular
y transporte mediado por vesiculas, entre otros. Interesantemente, se identificaron cuatro mddulos
(black, yellow, greenyellow, darkgreen) en donde se encontraron factores de transcripcion y

reguladores transcripcionales co-expresados con genes de biosintesis, transporte y ensamblaje de
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componentes cuticulares. Lo cual sugiere que estos elementos reguladores pudieran formar parte
de la red de regulacion de la biosintesis de la cuticula durante la maduracién de los frutos de
guanébana.

Dentro del mddulo greenyellow, el cual agrup6 a 22 factores de transcripcion (FT) y 9 reguladores
transcripcionales (RT), incluyendo a los FT (HDG11, LHCB5, NF-YC13 y FMA) y al RT
(PTAC15). Junto con estos, en este grupo se encontraron co-expresados transcritos que codifican
para homologos a genes involucrados en la elongacion de acidos grasos (KCS2, KCS6), transporte
de lipidos (LTPG1), ademés del FT MYB94. Estos datos sugieren que MYB94 podria participar
en la regulacion de la biosintesis de VLCFAs y el transporte de lipidos en los frutos de guanabana
durante la maduracion. Esto coincide con reportes previos donde se menciona que MYB94 junto
con MYB30 regulan genes involucrados en la elongacién de acidos grasos como KCS1, KCS2,
KCS10, KCS20 y genes involucrados en el transporte de lipidos como LTPG2 en A. thaliana y
Thellungiella salsugineum (Lee y Suh, 2015; Xu et al., 2019). De igual manera, el médulo yellow,
agrup6 80 transcritos que codifican para factores de transcripcion y 37 reguladores
transcripcionales, incluyendo los FT (NAC35, NLP2, RXD5, MYR2, IDD4 y PIF3) y los
reguladores transcripcionales (SNF2, JMJ27, COL16 y BIM1) co-expresados con transcritos que
codifican para transportadores de componentes cuticulares (LTP1, LTP8, LTPG11, ABCG32), con
los factores de transcripcion WOOLLY y ELO2 (reguladores de la biosintesis de ceras). WOOLLY
controla junto con MYB31 la biosintesis de ceras cuticulares mediante la regulacion de la expresion
de KCS6 (también llamado CER®), el cual esta involucrado en la biosintesis de acidos grasos de
cadena muy larga (Xiong et al., 2020). Por otro lado, ELO2 también estd involucrado en la
biosintesis de acidos grasos de cadena muy larga mediante la interaccion con otros genes como
CER10, KCR1 y PAS2 (Nagano et al.,, 2019). Asimismo, se han reportado reguladores
transcripcionales de la familia SNF2 (remodelador de cromatina) interaccionando con genes
relacionados con la biosintesis de ceras cuticulares (Guo et al., 2019; Wang et al., 2019). Ademas,
se ha reportado que NAC35 se induce por estrés abidtico y bidtico en tomate (Wang et al., 2016)
y en alamo (Populus tremula x Populus alba) NAC35 esta relacionado al metabolismo de lipidos
involucrado en la biosintesis de suberina (Rains et al., 2018). Estos datos sugieren que, en frutos
de guanabana, el factor de transcripcion WOOLLY podria regular junto con otros factores de
transcripcion y reguladores transcripcionales la biosintesis de flavonoides y ceras. Asimismo, es

evidente que estos dos modulos con transcritos co-expresados son una fuente de nuevos factores
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de transcripcion y reguladores transcripcionales relacionados con la biosintesis y transporte de
componentes cuticulares en frutos de guandbana.

Finalmente, el modulo darkgreen agrupé a 272 transcritos (17 FT y 3 RT), incluyendo dos
transcritos hdmologos a los factores de transcripcion involucrados en la regulacion central de la
biosintesis de cutina (SHINE3) y ceras (MYB31). Interesantemente, este mddulo fue enriquecido
para genes involucrados en el metabolismo de pectina. Al analizar los genes que se encontraron
co-expresados con SHINE3 y MYB31, encontramos transcritos que codifican para enzimas que
catalizan cambios en los polimeros de la pared celular como la expansina, la pectato liasa,
poligalacturonasa 2 y el transportador de UDP-rhamnosa. Lo cual sugiere una probable interaccién
entre la regulacion de la cuticula y la remodelacion de la pared celular en frutos de guandbana. Esto
es consistente con lo reportado en otras plantas, donde el silenciamiento de genes de ensamblaje
de cuticula provoco cambios en la expresion de genes relacionados con la pared celular (Philippe
et al., 2020). Esto podria indicar una posible relacion entre los genes de ensamblaje de cuticula 'y
los cambios en el crecimiento y la firmeza de los frutos.

De acuerdo con esto, en S. lycopersicum se ha reportado que el factor de transcripcion SHINE3,
ademas de cumplir un rol importante en la regulacion de la biosintesis de cuticula, también se ha
reportado que interacciona con genes de remodelacion de la pared celular (Shi et al., 2013). En
estudios previos se ha encontrado que en Arabidopsis, el factor de transcripcion SHINE3 regula la
expresion de genes del metabolismo de la pectina, incluyendo pectato liasa, poligalacturonasa e
inhibidores de la pectin metilesterasa (Shi et al., 2011). Recientemente, en frutos de tomate se
identifico que la mutacién del factor de transcripcién SHINE2 (otro miembro de la familia de FT
SHINE) provoc6 un aumento en la expresion de genes relacionados con el metabolismo de la
pectina, como pectato liasa, pectin esterasa e inhibidores de la pectin metilesterasa (Bres et al.,
2022). La pectato liasa es una enzima involucrada en la remodelacion de la pared celular durante
la maduracion de los frutos (Uluisik y Seymour, 2020). El silenciamiento de esta enzima en frutos
de tomate resulta en una mayor firmeza de los frutos, una vida poscosecha mas prolongada y una
menor susceptibilidad a la infeccion de hongos (Yang et al., 2017). Sorpresivamente, en nuestro
analisis de expresion de los transcritos agrupados en este modulo encontramos una correlacion
positiva entre SHINE3 y los transcritos que codifican para pectato liasa, poligaracturonasa 2 y
expansina. Lo que significa que, cuando la expresion de SHINE3 aumenta, también aumenta la

expresion de estos transcritos. Esto contrasta con lo reportado para frutos de tomate, donde SHINE2
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parece estar reprimiendo a los genes de remodelacion de pared celular. Por lo tanto, es posible que,
en los frutos de guanabana, ademas de regular la biosintesis de cuticula, el factor de transcripcion
SHINES3 podria controlar la remodelacién de la pared celular incidiendo en el crecimiento del fruto,
la pérdida de firmeza y la susceptibilidad al ataque por patdgenos, procesos que pueden afectar la
vida poscosecha del fruto.

Adicionalmente, dentro de este mismo mddulo también se encontré co-expresado al factor de
transcripcion MYB31, el cual esta involucrado en la biosintesis de ceras a través de la elongacién
de los acidos grasos para formar acidos grasos de cadena muy larga (VLCFAS) (Xiong et al., 2020).
De acuerdo con lo discutido anteriormente, MYB31 también se encuentra co-expresado con los
genes de remodelacion de pared celular. Sin embargo, contrario a lo reportado para SHINE3, no
existen reportes donde MYB31 se encuentre asociado a genes de la remodelacion de la pared
celular en frutos. No obstante, se ha reportado que MYB31 reprime genes de biosintesis de lignina
en Zea mays (Fornale et al., 2010). Adicionalmente, segun la base de datos TAIR, el factor de
transcripcion MYB31 (AT1G74650) esta involucrado en la biosintesis de pared celular en
Arabidopsis. De acuerdo con nuestro analisis, aunque no se observo que SHINE3 y MYB31
interaccionen directamente, segun la reconstruccion de la red de co-expresion génica, ambos
factores de transcripcion interaccionan con genes de remodelacion de pared celular y fueron
agrupados en un mismo médulo, por lo tanto, es posible que SHINE3 y MYB31 participen junto
con otros reguladores en una red de regulacién de la remodelacion de la pared celular durante la

maduracion del fruto de guanabana (Figura 30).

Pectato liasa
Figura 30. Modelo propuesto de la regulacion de la remodelacion de pared celular durante la
maduracion poscosecha de frutos de guanabana.
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En resumen, este trabajo aporta informacion valiosa que permite comenzar a entender los
mecanismos involucrados en la regulacion de la biosintesis de cuticula y los cambios en la pared
celular que sufren los frutos de guanabana durante su maduracion en poscosecha. Esta informacion
sera relevante para en un futuro disefiar estrategias que permitan mejorar la calidad de los frutos y

obtener frutos mas resistentes, asi como, prolongar la vida de anaquel de estos frutos.
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8. CONCLUSIONES

El analisis del transcriptoma de frutos de guanabana en tres estados de maduracion permitio
identificar 1,887 transcritos que codifican para factores de transcripcion y 611 transcritos que
codifican para reguladores transcripcionales. En estos grupos se identificaron nuevos reguladores
de la biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes cuticulares La reconstruccion de la red
de co-expresion génica permitié identificar a SHINE3 y MYB31 como posibles reguladores de la
remodelacion de la pared celular durante la maduracion de los frutos de guanabana en poscosecha,
sugiriendo una posible conexion en la cuticula y la maduracién de los frutos. La informacion
generada en este trabajo ayuda a comprender los mecanismos que regulan la biosintesis, transporte
y ensamblaje de componentes cuticulares en frutos de guanabana y sirve como guia para seguir
profundizando en la comprension de estos mecanismos, lo que ayudard en un futuro a disefiar
estrategias que permitan mejorar la calidad de los frutos y su resistencia a diferentes tipos de estrés,

asi como, prolongar su vida de anaquel.
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9. RECOMENDACIONES

Debido a la cantidad de factores de transcripcion y reguladores transcripcionales que se
identificaron, el objetivo de este trabajo no fue caracterizar a profundidad a estos reguladores. Sin
embargo, se recomienda caracterizar a mayor profundidad a los miembros de las familias méas
representadas de factores de transcripcion (bHLH, MYB, AP2/ERF-ERF y C2H2). Ademas, se
recomienda llevar a cabo un analisis bioinformatico de la regién promotora de los genes que
participan en la biosintesis, transporte y ensamblaje de componentes cuticulares para confirmar
una posible interaccion con los factores de transcripcién. Adicional a esto, tomando en cuenta que
la red de co-expresion génica utilizada en este trabajo fue generada con datos de expresion
obtenidos a partir de muestras de exocarpo, para obtener una red de co-expresion mas robusta, se
recomienda llevar a cabo este andlisis con datos de expresion de otros tejidos del fruto o la planta
de guanabana. Por Ultimo, para comprobar experimentalmente la interaccion que se observo en la
red de co-expresion génica entre el factor de transcripcion SHINE3 y la enzima pectato liasa, se

recomienda llevar a cabo un analisis mediante RT-qPCR.
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