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Resumen: Los factores transcripcionales regulan la expresion de genes al interactuar directamente
con el ADN. La clase de factores basicos de zipper de leucina o bZIP en arabidopsis posee 75
miembros con dominios de aminoacidos similares entre todos sus miembros. En este trabajo se
estudio in silico el genoma de papaya con la finalidad de encontrar posibles genes ortdlogos bZIP en
papaya. Se encontrd 37 secuencias posibles, se realizé el analisis bioinformatico de las secuencias.
Se agrupo las secuencias y nombré de forma similar a la clasificacion de arabidopsis. Los resultados
expuestos a continuacion podrian ser utilizados para evaluar de forma experimental la funcion

bioldgica posible de estos genes en papaya.
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Abstract: Transcription factors regulate gene expression by interacting directly with DNA. The class
of basic leucine zipper factors or bZIP in arabidopsis has 75 members with similar amino acid
domains among all its members. In this work, the papaya genome was studied in silico in order to
find possible ortholog bZIP genes in papaya. 37 possible sequences were found, the bioinformatics
analysis of the sequences was performed. The sequences were grouped and named similarly to the
arabidopsis classification. The results presented below could be used to experimentally evaluate the

possible biological function of these genes in papaya.
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1. Introduccion reprimiéndola en respuesta a sefales especificas
Los factores transcripcionales (FT) son proteinas  intracelulares o ambientales (2).
que se unen a secuencias especificas de ADN y

regulan la transcripcion (/) activandola o



La base de datos TRANSFAC 7.0 (3) agrupa a los
factores transcripcionales de mamiferos en 5
superclases principales, cada una de estas se divide
a su vez en clases y estas en familias. Los bZIP
pertenecen a la superclase de dominios basicos y a
la clase de factores basicos de zipper de leucina
(del inglés Basic Leucine Zipper factors), el
dominio esta formado por una repeticion periddica
de leucinas por cada 7 residuos de aminoacidos
(denominado heptamero) y la conformacion
resultante es una o-hélice (4, 5) que permiten la
formacion del dimero de zipper de leucina (figura
la). Cada posicion de los residuos se designa con
letras empezando por la posicion gy seguidas de las
posiciones a, b, c,d, eyf. Los residuos de leucina
de forma general se ubican en cada posicion d (6) de

acuerdo como se ilustra en la figura 1b.

Adicionalmente, en el extremo N-terminal existe

una region basica que facilita la unién del ADN (4).

Zipper de
leucina

ADN

Figura 1. Descripcion  grafica de los factores
transcripcionales bZIP a) dominio basico de zipper de
leucina y forma de unién al ADN b) composicion del
heptamero en funcion de la posicion de aa.

Para Arabidopsis thaliana Jakoby et al. (7)
clasificaron a los bZIP dentro de una familia con

75 miembros, familia compuesta a su vez por 10
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grupos que compartian similitud de secuencias

proteicas.

El genoma secuenciado de Carica papaya se
publico el en el afio 2008 (8) y desde entonces ha
servido como referencia para el estudio de genes
involucrados en diferentes procesos metabdlicos
de la papaya (9-12) la caracterizacion de
secuencias bZIP del grupo D (13) asi como
también genes ortdlogos de otras caricaceas (/4

15)

El presente trabajo es un estudio in silico a partir
del genoma secuenciado de C. papaya que
contempld la  descripcion de  factores
transcripcionales basicos de zipper de leucina en

esta especie vegetal.
2. Parte Experimental

2.1. Materiales

Se utiliz6 las bases de datos bioinformaticos TAIR
de arabidopsis (/6) y PHYTOZOME (/7) para
papaya. Adicionalmente la plataforma en /linea
para prediccion de secuencias proteicas FGENESH
(18) y finalmente los softwares, MEGA7 (19),
PerfctBlast (20).

2.2. Métodos

2.2.1 Busqueda de secuencias

Se tomaron como referencia las 75 secuencias
proteicas bZIP de arabidopsis (7) y se buscaron las
secuencias de nucledtidos a partir de sus numeros
de accesion en la base de datos TAIR (/6). El
genoma completo de papaya se descargd desde
PHYTOZOME (/7). Con las secuencias de
arabidopsis se realizd6 un tBLASTx local (21)
contra el genoma de papaya mediante PerfctBlast
(20). Se seleccion6 las secuencias codificantes con

valores E menores que 107 y porcentajes de

[\
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identidad, superiores a 25% dentro del genoma de C.

papaya.

2.2.2 Andalisis bioinformdtico

Se realizé la prediccion proteica de las secuencias
FGENESH (/8), el

modelo y filogenia

mediante

(ClustalW),

codificantes
alineamiento
(Maximun Likelihood) de las predicciones proteicas
se realizd6 mediante MEGA7 (19). Se utiliz6 la
secuencia 26S (numero de accesion AAF22522.1)

que codifica para una subunidad del proteasoma de

arabidopsis como outgroup.
3. Resultados y Discusion

3.1. Numero y funcién probable de genes
CpbZIP

A partir de la busqueda tBLASTx local se encontrd
37 secuencias CpbZIP (tabla 1), se agrupd cada
secuencia en siete grupos de acuerdo con la
clasificacion para arabidopsis

Jakoby et al. (7).

propuesta por

Tabla 1. Distribucion de secuencias de nucleotidos de genes que codifican para bZIP de A4. thaliana y posibles

ortologos en C. papaya.

Grupo/N° AthZIP Funcién conocida en A. thaliana CpbZIP (este
estudio)
A/13 Respuesta a sefializacion por ABA, 7

respuesta a estrés osmotico y sequia en
tejidos vegetativos (22-26).

B/3 Modificacion de las histonas durante 1
estrés, respuesta a estrés salino en el
reticulo endoplasmatico (27,28).

C/4 Desarrollo de semillas, respuestas 2
mediadas por ABA a estrés abidtico

(29,30).

D/10 Dependiendo del factor transcripcional, 6, reportados
activador o represor de la expresion de previamente en
genes de defensa (31). papaya (13)

E/2 Desarrollo del polen (32). 3

F/3 Adaptacion a bajas concentraciones de 1
zine (33).

G/8 Germinacion de semillas, elongacion de 3
hipocétilos (34)

H/2 Captacion de nitrogeno, fotomorfogénesis 1
(35).

/13 Sefializacion osmosensora (36) 5

S/17 Respuesta a la luz (37). 8

Claramente se observé que las secuencias CpbZIP
estan presentes en un numero menor que Sus
contrapartes de arabidopsis. Esta caracteristica se
repite en practicamente todos los genes de las dos
especies al compararlas entre si, en promedio
existe una reduccion del 20% de genes en papaya.
Presumiblemente esto se debe a las diferencias

morfologicas entre arabidopsis y papaya (§).

En los grupos H y C el nimero de genes de
arabidopsis fue el doble que los de papaya,
probablemente por efecto de las dos duplicaciones
genOmicas consecutivas (de sus siglas en inglés
whole genome duplications WGD) que sufrié el
genoma de arabidopsis en comparacion con el de
papaya que no tuvo duplicacién alguna (38). Para

el resto de los genes de arabidopsis cuyo niimero



no es doble de los genes de papapa, probablemente
algunas copias de genes en arabidopsis se
perdieron por el proceso llamado de
fraccionamiento que puede ocurrir luego de un

evento de WGD (39).

Las funciones de los genes que codifican para bZIP
en arabidopsis son plenamente conocidas (tabla 1)
y como una primera aproximacion, es factible
esperar respuestas biologicas parecidas entre genes
ortélogos con secuencias similares, pero de
diferentes especies. De hecho, algunos de los genes
CpbZIP del grupo D respondieron a acido salicilico
(13) y podrian estar involucrados en la defensa en
plantas en contra de patogenos de la misma forma
como lo hacen en arabidopsis. Sin embargo, para
conocer las funciones de los demas genes de
papaya encontrados en este trabajo, se deberia
demostrar experimentalmente. Las predicciones in
silico son un excelente punto de partida, pero las
diferencias morfologicas y fisiologicas entre
arabidopsis y papaya, se remontan de acuerdo con

Fang et al. (40) hace 72 millones de afios.

Alineamiento y composicion del dominio basico

de zipper de leucina

Las 37 secuencias proteicas CpbZIP compartieron
dominios basicos de zipper de leucina similares,
formados por los heptameros de residuos de
leucina y espaciados regularmente cada 7 aa
(figura 2)lo que concuerda con lo expuesto

previamente por Hakoshima (4).
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Fig. 2. Alincamiento de secuencias predichas de
aminoacidos CpbZIP en sus respectivos grupos , se
detallaron también los heptameros Loto Lsdentro de
los dominios bZIP y los tipos de aminoacidos
alifaticos (cuadrados negros), basicos (cuadrados
blancos ), acidos (cuadrados grises claros ) e
hidroxilicos (cuadrados grises oscuros).

Como criterio para seleccionar las 37 secuencias
CpbZIP se considerdé que cada heptamero debia
contener uno de los aminoacidos L, M, I, V, C, A
y S en la posicién d ya que Moitra et al. (41)
determinaron que la estabilizacion del dominio
basico zipper de leucina depende del aminoécido
en esa posicion en particular y que el orden
descendiente de estabilidad lo conferia el
aminoacido en la secuencia indicada. De forma
general entre todas las CpbZIP predichas, la
leucina es el aminoacido que se repite con mayor

frecuencia en la posicion d dentro de todos los

heptameros (Lo a Ls).

Los heptdmeros con aa diferentes no fueron
considerados y las secuencias se cortaron hasta el
heptamero anterior completo. Este es el motivo por
el cual se encontr6 CpbZIP, con numeros de

heptameros y longitud variables (figura 2).

Los aa ubicados en posiciones g y e en cambio, son
los responsables de la formacién de dimeros y la
interaccion entre aa cargados de forma opuesta

(positiva/negativa) promueven la dimerizacion
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mientras que la interaccion entre aa cargados de

forma similar (positiva/positiva 0
negativa/negativa) inhiben la dimerizacion en FT
bZIP de arabidopsis (42). Esto coincide con lo
encontrado en las secuencias CpbZIP que
mostraron la presencia de aa negativos y positivos
en estas posiciones en particular que podrian
interactuar entre si de una forma especifica,
promoviendo la dimerizacion o inhibiéndola,

segun las caracteristicas de los aa involucrados.
3.3 Arbol filogenético de secuencias CpbZIP

La filogenia de las 37 secuencias generd tres clados
(Figura 3), el primero formado por los miembros de
los grupos A (4 subclados ), D (3 subclados ), G (2
subclados ), S (3 subclados ), H, C y F y un clado
mas pequeilo formado por los grupos I (3 subclados
)y E (2 subclados ) y el tercer clado formado

unicamente por la a secuencia B.
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Fig. 3. Arbol filogenético (Maximun Likelihood ) de
CpbZIP. El mejor método de substitucion de aa para el
conjunto de datos fue calculado con MEGA 7 (19) el
analisis involucré 38 secuencias de aa.Todas las
posiciones que contenian gaps y datos faltantes fueron
eliminadas . Se adjunta la firma caracteristica de cada
grupo, el bZIP se representa como un rectangulo gris.

Se observd que la clasificacion de heptadmeros

propuesta en la figura 2 es consistente con este

CpbZIP20 )]: F
CpbZIP24 > H
CpbZIP8 B
| CPbLIPLY DMASYSS
- t CpbZ1P18 E =i
CpbZ1P19
i CPbZIP27
L CpbzIP26 DD[LVJF(CSITAJY[MI[DN]
CpbZIP28 | —— 0 —
CpbZIP25
| cpbzIP29
265

arbol es decir las secuencias se agruparon en los

clados correspondientes a su grupo en particular.

El arbol filogenético también mostrd duplicacion
especifica de linajes entre los subclados, lo que
quiere decir que cada miembro podria tener
funciones similares dentro de cada grupo que
deberian demostrarse de forma experimental. Junto
al arbol filogenético se incluy6 las firmas de cada
grupo que son representaciones graficas que
ilustran la posicion del bZIP en cada grupo y otros
dominios conservados que no necesariamente
cumplen una funcién bioldgica determinada. Estas
firmas fueron originalmente descritas también por
Jakoby et al. (7). Las letras sin corchetes
representan la secuencia de aa en esas posiciones
en particular, las mismas que son constantes en
todos los miembros del grupo, mientras que las
letras entre corchetes representan aminoacidos
variables que pueden ocupar esa posicion en
particular (solo una de las encerradas entre

corchetes).

Mediante este trabajo se determiné la presencia de
genes con caracteristicas de FT bZIP en el genoma
de papaya desde un enfoque in silico a partir bases
de datos gendémicos y prediccion de genes, como
estrategia para la notacion de genes no descritos
ain y cuya funcién biologica requiere ser
confirmada de forma experimental. De acuerdo
con Martinez (43), el advenimiento de tecnologias
de secuenciacion, el numero creciente de genomas
las  herramientas

vegetales  disponibles

y
bioinformaticas han permitido la notacion de genes
con la finalidad de incrementar el conocimiento de

las familias génicas y de la evolucion.

4. Conclusiones

Se encontr6 in silico 37 secuencias que podrian ser

ortdlogos a factores transcripcionales basicos de



zipper de leucina (CpbZIP) en el genoma de
papaya. En funcion de la similitud de las
secuencias, estas se nombraron y agruparon en 10
grupos, de forma analoga a la clasificacion de
secuencias caracterizadas bZIP de arabidopsis. Se
elaboro el alineamiento y filogenia de las
secuencias encontradas cuyas funciones biologicas

podrian ser evaluadas de forma experimental a

partir de esta informacion generada.
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