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LCA: Ultimo Ancestro Comiin de todos los seres vivos (Last Common Ancestor 0 cenancestro).

LCRs: Regiones de baja complejidad (RBC o LCRs del inglés ‘Low complexity regions’). También

se conocen como secuencias simples.

IDRs: Regiones intrinsecamente desordenadas (RIDs o IDRs del inglés ‘Intrinsically disordered

regions’).



Resumen
Las secuencias simples son regiones de proteinas y 4cidos nucleicos que se caracterizan por

un sesgo composicional y frecuentemente se localizan dentro de regiones intrinsecamente
desordenadas. Su conservacién en proteinas antiguas sugiere su presencia en el ultimo ancestro
comun de todos los seres vivos (LCA por sus siglas en inglés). Es probable que las polimerasas
primitivas, al igual que las actuales, inevitablemente se deslizaran sobre el DNA, generando
secuencias simples durante la evolucién temprana de la vida y posiblemente contribuyendo en el
origen de genes, la formacién de materia prima, incremento de tamafio del genoma y en la variabilidad
genética; no obstante la evidencia de esto es escasa, ya que la preservacion del sesgo composicional
caracteristico de las secuencias simples se debe principalmente a motivos funcionales o estructurales.
Con el objetivo de indagar sobre el posible papel que tuvieron las secuencias simples y regiones
intrinsecamente desordenadas en etapas tempranas de la vida, se analizaron proteomas completos de
bacterias y arqueas. La composicién de aminodcidos de las secuencias simples y de las regiones
desordenadas, ademds de su localizacién en dominios funcionales de las proteinas o en los extremos
amino o carboxilo terminales, sugiere que ya se encontraban presentes en el LCA y que algunas de

ellas pudieron tener un papel significativo desde el mundo de RNA/proteinas.

Palabras clave: secuencias simples (LCRs), regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs),
deslizamiento de la polimerasa, evolucién temprana de la vida, dltimo ancestro comun (LCA), origen

de genes.



Abstract

Simple sequences are segments of proteins and nucleic acids which are biased in residue
composition and are frequently present in intrinsically disordered regions. Their conservation in
ancient proteins, suggest their presence in the last common ancestor (LCA). It is likely that primitive
polymerases, as the current ones, had slipped-strand mispairing (slippage) as an unavoidable
characteristic, generating simple sequences in early evolution of life and possibly contributing to the
origin of genes, promoting the formation of raw material, the increase of genome size and genetic
variability. Nevertheless, the evidence is limited because the preservation of the characteristic
compositional bias of simple sequences is due to functional or structural reasons. With the aim of
inquire about the possible roles of simple sequences and intrinsically disordered regions in early
evolution of life, complete proteomes of Bacteria and Archaea domains were analyzed. Amino acid
composition of simple sequences and disordered regions, their localization in protein functional
domains or in carboxy- and amino- terminal regions of proteins, suggests that they were already
present in the LCA and some of them may have played a significant role since the RNA/protein world

stage.

Keywords: simple sequences (LCRs), intrinsically disordered regions (IDRs), slipped strand

mispairing, early evolution of life, last common ancestor (LCA), origin of genes.



Introduccion

Evolucion temprana de la vida

El genoma es similar a una biblioteca, almacena informacion (o libros) de distintas etapas

evolutivas, algunas tan recientes provenientes de la dltima replicacién o mds antiguas, que anteceden

la divergencia de los linajes celulares. jExiste en la biblioteca algun rastro de la evolucion temprana

de la vida?.

Emile Zuckerkandl y Linus Pauling propusieron en 1964 que “De todos los sistemas

naturales, la materia viva es la que, ante grandes transformaciones, preserva inscrita en su

organizacion la mayor cantidad de su propia historia pasada”; es por ello que la comparacion de las

secuencias de DNA, RNA y proteinas, permite obtener informacién evolutiva (Zuckerkandl &

Pauling, 1965). La genémica comparada ha permitido acercarnos a etapas tempranas en la evolucion,

teniendo como limite el mundo de RNA/proteinas (Fig.1).
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Figura 1: Linea de tiempo que representa a los eventos principales en el origen y evolucién temprana de la vida. En la

imagen, cada billén de afios equivale a 1000 millones de afios. Modificado de Becerra et al. (2007) y Joyce (2002).



El hecho de que generalmente el DNA es el portador de la informacién hereditaria en los
seres vivos podria dar la primera impresion de que el DNA siempre ha sido el protagonista; sin
embargo, este es descendiente de un mundo en donde el RNA prevalecia. Una de las pruebas mas
convincentes de ello es que para llevar a cabo la sintesis de desoxirribonucleétidos, se necesitan

ribonucledtidos y las enzimas ribonucledtido reductasas (Lazcano et al., 1988).

Las células portan diversas evidencias de que somos descendientes del ultimo ancestro comun
(LCA por sus siglas en inglés) de todos los seres vivos (Lazcano, 1992): “El mismo cédigo genético,
las mismas caracteristicas esenciales de la replicacion y expresion genética, reacciones anabdlicas
bésicas y la produccion de energia por ATPasas en las membranas; asi como, las variaciones minimas
se explican facilmente como el resultado de procesos divergentes de una vida ancestral” (Becerra et
al.,2007). Si bien es cierto que el LCA no representa a los primeros seres vivos, proporciona cierta

informacion acerca de como era la vida hace mas de 3800 millones de afos.

Las primeras proteinas

En un mundo de RNA debieron haber evolucionado las primeras proteinas (Lazcano et al.,
1992), las cuales pudieron surgir completamente de novo. Es posible que estuvieran involucradas en
el mantenimiento estructural y en la replicacion del RNA, antes de presentar actividad catalitica; es
posible que las proteinas ancestrales tuvieran baja especificidad y actividad tipo chaperona (Poole et
al., 1998). Otros papeles posiblemente importantes en la evolucién temprana son la participacion en
el incremento de la actividad catalitica de las ribozimas, estabilizando sus estructuras
ribonucleotidicas, actividad de chaperona que puede ser el equivalente primitivo de la actividad actual
de la porcion proteica de la RNasa P (Delaye & Lazcano, 2000) y otras ribozimas (Ivanyi-Nagy et
al., 2008), contribuyendo con la disminucién de la dependencia de iones metélicos como el Mg2+,

necesarios para la estabilizacién de la estructura terciaria de las ribozimas (Poole et al., 1998).

A la actividad catalitica de las proteinas, posiblemente le antecedidé la formacién de una
estructura, realizando la funcién de un andamio. En general, cualquier proteina, ribozima o compuesto

inorganico que realice catdlisis, casi siempre requiere de una estructura previa (Di Mauro et al., 2012).

El ultimo ancestro comun

La buisqueda de genes con distribucién filogenética universal ha reemplazado la ausencia del
registro paleontoldgico del LCA (Delaye et al., 2005). El LCA es el resultado de etapas evolutivas

anteriores, es la parte superior de un tronco cuya longitud no se conoce; es decir, incluye secuencias

4



que se originaron en distintas épocas pre-cenancestrales, que antecedieron al LCA (Delaye & Becerra,

2012).

Se han desarrollado una gran diversidad de metodologias que realizan bisquedas de los genes
altamente conservados en los dominios celulares Archaea, Bacteria y Eucarya; los cuales muy
probablemente fueron heredados del ancestro comun de todos los seres vivos, formando parte de su
complemento génico, es decir, el conjunto de genes que poseia el LCA (Delaye & Becerra, 2012). La
diversidad de metodologias que abarca la reconstruccién del LCA se ha realizado considerando
dominios proteinicos (Delaye et al., 2005), grupos de genes ortdlogos (Harris et al., 2003; Mirkin et
al., 2003), superfamilias de plegamientos proteinicos (Yang et al., 2005), superfamilias de dominios

proteinicos (Ranea et al., 2006) y en la actualidad con estructuras terciarias de proteinas (Islas et al.,

in prep).

La forma (método) para determinar el complemento génico del LCA se ha renovado, y en la
actualidad, los genes conservados en Bacteria y Archaea constituyen una mejor aproximacion (Fig.
2). Al ser los eucariontes un grupo mds reciente que los procariontes y también un grupo hermano del
grupo TACK (Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota, Korarchaeota) de arqueas, se ha

propuesto una clasificacién de dos dominios celulares (Williams et al., 2013; Raymann et al., 2015).

Bacteria Archaea

Figura 2: El contenido génico del LCA, de acuerdo con la topologia de dos dominios celulares. La interseccion de los

circulos, corresponde a los genes compartidos en Bacteria y Archaea.

Secuencias simples

Las secuencias simples, son regiones de nucledtidos o aminoacidos con un sesgo en su

composicion (Fig. 3) (Ellegren, 2004; Velasco et al., 2013). Las secuencias simples en las proteinas



también se conocen como regiones de baja complejidad (LCRs por sus siglas en inglés) (Rad6-Trilla,
2013). Las LCRs pueden presentar diversas configuraciones, desde repeticiones de un solo
aminodcido (conocidas como homopolimeros) hasta motivos repetidos de mds de un aminoacido

(Toll-Riera et al., 2012; Chaudhry et al., 2018).
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Figura 3: Ejemplos de secuencias simples presentes en el factor de iniciacién de la transcripcién TFIID (TAF1)
de Homo sapiens. Las regiones de baja complejidad (LCRs; recuadro de color azul) y el Homopolimero (recuadro de
color naranja) fueron detectados con el algoritmo SEG (Wootton & Federhen, 1993). La imagen de la secuencia de la

proteina fue obtenida de PDB con el cédigo 6MZD (Patel et al., 2018).

Los motivos de repeticiones de aminodcidos en las secuencias simples son tan variables que
abarcan desde repeticiones cortas de aminodcidos, como las regiones de poliglutaminas, causantes de
la enfermedad de Huntington, hasta largas repeticiones con miiltiples dominios, como la titina, la

proteina mds larga conocida (Andrade et al., 2001).

El mecanismo principal de origen de las secuencias simples es el deslizamiento de la
polimerasa (slippage en inglés) (Fig. 4). Este fendmeno genera mutaciones que ocurren durante la
replicacion del DNA (Bebenek & Kunkel, 1990; Ellegren, 2004; Rad6-Trilla, 2013). Las secuencias
de DNA se caracterizan por formar estructuras secundarias, como los loops que bloquean la DNA
polimerasa y provocan la disociacién del complejo de replicacion. Si la estructura del loop se forma
en la hebra naciente, va a originar una expansion, si es en la hebra parental serd una delecidn

(Levinson & Gutman, 1987; Viguera et al., 2001).

El deslizamiento de la polimerasa puede ocurrir en todos los genomas celulares, virales y
posiblemente, de mitocondrias y cloroplastos. Las secuencias simples también pueden originarse por

otros procesos como la recombinacién y el entrecruzamiento desigual, ademds de incrementarse por
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eventos de duplicacion genética o transferencia lateral de genes (Lozada-Chavez, 2004). Aunque las
secuencias simples estén presentes en todos los genomas, los eucariontes poseen una mayor

proporcién de estas secuencias en comparacion con los procariontes (Sim & Creamer, 2002).

Replicacion del DNA

Hebra parental 5 = AGHIAGHEAGHEAGHEAGHEAGH =P 7
Hebra naciente 3 CHEHEHEHEEHEHEHEHEHE R 5

-@@@@mﬂ_
g 3
ER G TC G TCGTC G TC G TC gl

Incremento en la longitud de la repeticion Disminucién en la longitud de la repeticion

Figura 4: Mecanismo del deslizamiento de la polimerasa (slippage).

La mayor parte de las secuencias simples se encuentran en DNA no codificante, sin embargo,
también estdn en regiones codificantes que, a nivel de secuencia primaria, generan un sesgo
composicional de aminodcidos. Es importante mencionar que el sesgo en las proteinas puede deberse
o no a la simplicidad en la secuencia de nucleétidos en el DNA, debido a la degeneracion del codigo

genético (Rado-Trilla, 2013).

Las secuencias simples han contribuido a la evolucién del tamafio de los genomas
procariontes y eucariontes (Tautz et al., 1986; Wootton & Federhen, 1993; Hancock 1995; Hancock,
1996; Katti et al., 2001), por lo que ademds de aportar regiones nuevas a las proteinas, generan
materia prima para nuevas funciones. También son consideradas como una fuente de variabilidad en
procariontes patdégenos (Britten & Kohne, 1968; Tautz & Renz, 1984) y en virus (Lozada-Chévez,
2004; Velasco et al., 2013).



Regiones intrinsecamente desordenadas

Las proteinas intrinsecamente desordenadas (PIDs o IDPs del inglés ‘intrinsically disordered
proteins’) han desafiado la vision tradicional de la estructura y funcién en las proteinas, ya que
carecen de una estructura tridimensional unica en su estado nativo (Uversky, 2014) y son altamente
flexibles (Tompa, 2010). Aquellos segmentos en las proteinas que no adoptan ninguna estructura
terciaria se definen como regiones intrinsecamente desordenadas (RIDs o IDRs del inglés
‘intrinsically disordered regions’). En realidad, las proteinas en el genoma pueden considerarse como
modulares, porque estdn constituidas de combinaciones de regiones estructuradas y desordenadas
(Fig. 5) (van der Lee ef al., 2014). A diferencia de las proteinas y dominios ordenados, las IDPs no
tienen una estructura bien definida en equilibrio, y existen como un conjunto heterogéneo, altamente

dindmico de conférmeros (Uversky, 2014).

Proteoma
A~ < 1
BN . o'y e &
Proteina Proteina intrinsecamente
estructurada Proteinas con dominios estructurados y regiones desordenada (IDP)

intrinsecamente desordenadas (IDRs)

IDRs

O

N e |
4 A«, ﬁz,
Dominio CN
estructurado N
e
=
) N
'\“\

Figura 5: Las proteinas en el genoma, pueden considerarse modulares, porque estdn constituidas de combinaciones de
regiones estructuradas y desordenadas. Un ejemplo es la proteina p53, en la imagen se muestra el modelo SAXS de la

proteina (Tidow et al., 2007). Modificado de van der Lee et al., 2014.

Se ha propuesto que las IDPs han cambiado el paradigma de estructura y funcion de las

proteinas. Tradicionalmente, se consideraba necesaria la estructura para que una proteina llevara a



cabo cierta funcion, a tal grado que se postul6 que “para que una proteina sea funcional debe poseer
una estructura tridimensional bien definida”. El descubrimiento de nuevas proteinas y la
caracterizacion de algunas ya descritas, ha revelado la existencia de las IDPs, que presentan una
estructura flexible o un plegamiento azaroso y son capaces de llevar a cabo una o mas funciones. Esto
ha sido un reto para ampliar el concepto cldsico de estructura-funcion (Vazquez-Cuevas &

Covarrubias-Robles, 2011).

Uno de los aspectos mds relevantes de las IDRs es que por mucho tiempo fueron poco
analizadas, ya que, al ser regiones altamente flexibles, no pueden ser identificadas por cristalografia
de rayos X y aparecen publicadas como regiones con ausencia de densidad electrénica (missing
electron density regions) es decir, no aparecen en el patron de difraccion de rayos X. La identificacion
experimental de proteinas desordenadas se lleva a cabo mediante diversas técnicas como la
espectrometria de resonancia magnética nuclear (NMR), la espectroscopia infrarroja (IR),
espectroscopia UV, espectroscopia de fluorescencia (Ball et al., 2014) y la difraccidn por rayos X de
angulos pequefios 0 SAXS (del inglés Small Angle X-ray Scattering), las cuales permiten analizar la
flexibilidad conformacional de las mismas (Siliqi ez al., 2018). Adicionalmente, la aplicacion de la
bioinformdtica ha sido fundamental para el estudio de las proteinas intrinsecamente desordenadas
pues ha permitido demostrar la presencia de IDPs e IDRs en todos los dominios celulares; asi como,
establecer algunas de sus caracteristicas comunes (Uversky, 2014; Dunker et al., 2010; Peng et al.,

2015; Necci et al., 2016; Basile & Elofsson, 2018).

La flexibilidad de las IDPs e IDRs les confiere un amplio dindimismo conformacional, pues
pueden pasar de tener un estado coil-like, completamente desordenado, a ser pre-molten globule, con
estructuras secundarias no fijas, hasta tener estados globulares compactos (van der Lee et al., 2014).
La flexibilidad estructural de las IDPs también les proporciona la capacidad de adoptar diferentes
conformaciones dependiendo de las condiciones microambientales en la que se encuentren y de la
presencia de ligandos a partir de los cuales se reflejaria su funcién. La conformacién puede depender
del estado metabdlico o de desarrollo de las células, del tipo celular o de la presencia de una condicién
estresante (Vazquez-Cuevas & Covarrubias-Robles, 2011). Algunas IDRs pueden adquirir una
conformacion estructural especifica cuando se unen a su substrato (Dunker et al., 2002), al cambiar

el pH, o en presencia de sales u otra proteina.

Las IDRs e IDPs se componen de aminodcidos promotores del desorden: Lys, Glu, Pro, Ser

y Gln, los cuales poseen baja hidrofobicidad y son polares. Se caracterizan por ser pobres en

9



aminodcidos promotores del orden: Cys, His, Trp, Ile, Tyr, Phe, Leu, Met y Asn. Los aminoédcidos
Arg, Asp, Ala, Gly y Thr, son neutrales, es decir, pueden estar en regiones ordenadas o desordenadas
(Olfield & Dunker, 2014). Debido a que las IDRs carecen de aminoécidos hidrofébicos son incapaces
de formar un nicleo hidrofébico, que se conformaria como un dominio estructurado, y, por lo
consiguiente, su funcionalidad difiere de la vision cldsica de la estructura y funcién de las proteinas

estructurales globulares (van der Lee et al., 2014).

Frecuentemente, la secuencia de las proteinas y regiones desordenadas presentan LCRs
(Romero et al., 2001; Tompa & Fersht, 2009; Kumari et al., 2014), por lo tanto, no poseen una
estructura terciaria estable; sin embargo, algunas LCRs pueden formar estructuras secundarias y se
ha notado que la mayoria de las LCRs pueden conformarse en alfa hélices (Saqi, 1995; Kumari et al.,

2014).
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Objetivos

Objetivo general

Identificar la presencia y posible contribuciéon de secuencias simples y regiones

intrinsecamente desordenadas en la evolucion temprana de la vida.

Objetivos particulares

Buscar secuencias simples y regiones intrinsecamente desordenadas en proteomas de una

muestra representativa perteneciente a bacterias y arqueas.

Identificar las proteinas con secuencias simples y regiones intrinsecamente desordenadas que
presenten una amplia distribucién filogenética en Bacteria y Archaea e inferir su posible presencia en

el LCA.

Analizar la composicidon de aminodcidos de las secuencias simples y regiones intrinsecamente

desordenadas antes mencionadas.

Antecedentes

Las secuencias simples o regiones de baja complejidad (LCRs por sus siglas en inglés) y las
regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs) son abundantes en los proteomas celulares, sin
embargo, se desconoce qué tan antiguas son y qué papel pudieron haber tenido en la evolucién
temprana de la vida y, a la fecha, este fendmeno ha sido poco estudiado. Asimismo, se pretende
obtener indagar sobre la relacion evolutiva entre LCRs e IDRs, ya que anteriormente solo se habian
estudiado las secuencias simples en el Laboratorio de Origen de la Vida. El andlisis de proteomas de
Bacteria y Archaea permitird inferir la antigiiedad relativa de las LCRs e IDRs y aportard informacién
acerca de las relaciones entre la estructura y la funcién de estas proteinas peculiares desde una

perspectiva evolutiva.

Las IDRs y LCRs se caracterizan por presentar una alta variabilidad en la secuencia y se ha
reportado que, en las LCRs la huella de la simplicidad en la secuencia desaparece con el tiempo, ya
que el sesgo composicional en la secuencia primaria solo se conserva si tiene importancia estructural
o funcional en las proteinas, por lo que el andlisis de la conservacidn a nivel de secuencia de LCRs e

IDRs resulta fundamental.
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Metodologia

Base de datos de proteomas completos

La seleccion de los proteomas se realizé con base en la clasificacién actual del NCBI de

categorias de genomas de referencia y representativos. Los genomas de referencia son los de mejor

calidad en la anotacién, respaldada por la curacion del staff del NCBI, ademds son de importancia

médica, de calidad en el ensamblaje del genoma y la clasificacion también se basa en la disponibilidad

de evidencia experimental. Los genomas representativos también son de alta calidad y se identifican

por métodos de agrupacion de genomas y seleccién por consideracion de clasificacidn a nivel de

especie, calidad de ensamblaje y diversidad taxonémica (Tatusova et al., 2014).

Tabla I, Phyla de Bacteria analizados.

Bacteria
Acidobacteria Epsilonproteobacteria
Actinobacteria Fibrobacteres
Alphaproteobacteria Firmicutes
Aquificae Fusobacteria
Armatimonadetes Gammaproteobacteria
Bacteroidetes Gemmatimonadetes
Betaproteobacteria Nitrospirae
Caldiserica Other proteobacteria
Chlorobi Planctomycetes
Chloroflexi Spirochaetes
Chrysiogenetes Synergistetes
Cyanobacteria Tenericutes
Deferribacteres Thermodesulfobacteria
Deinococcus-Thermus Thermotogae

Deltaproteobacteria Unclassified Bacteria
Dictyoglomi Unclassified Terrabacteria group
Elusimicrobia Verrucomicrobia
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Tabla II, Phyla de Archaea analizados.

Archaea
Bathyarchaeota Lokiarchaeota
Crenarchaeota Nanohaloarchaeota
Euryarchaeota Thaumarchaeota
Korarchaeota Unclassified Archaea

Los proteomas se descargaron de KEGG (Kanehisa et al., 2000). Con el fin de evitar
redundancia bioldgica se eligié a una especie representativa o de referencia por género de cada
phylum y para tener representantes de todos los phyla de la base de KEGG (Tabla I y Tabla II). La
muestra biolégica consiste en 643 proteomas, 561 de Bacteria y 82 de Archaea. Asimismo, los
organismos se clasificaron de acuerdo con su estilo de vida en: i) Vida libre, ii) Patégenos, iii)
Intracelulares y iv) Extreméfilos (Tabla I1I). La clasificacion de estilos de vida se basé en la anotacion
de los genomas del NCBI, en la descripcién de BacMap y la literatura de la anotacién de los genomas

completos.

Estilo de vida Bacterias Arqueas
Vida libre 326 24
Pat6genos 99 0
Extremdfilos 136 58
Total 561 82

Tabla III: Proteomas analizados de Bacteria y Archaea

Para la identificacién de las secuencias simples y regiones intrinsecamente desordenadas en
el complemento génico del LCA, no se consideraron especies pertenecientes a la categoria de
Intracelulares que incluye a endosimbiontes o parasitos (Delaye et al., 2005) ya que pueden presentar

grandes pérdidas polifiléticas de genes (Becerra et al., 1997).
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Busqueda de secuencias simples (LCRs)

Las LCRs fueron identificadas mediante el programa SEG (Wootton & Federhen, 1993), que
encuentra secuencias de baja complejidad con una alta concentracidon de segmentos cortos repetidos.
Estd fundamentado en la entropia de Shannon adaptada a secuencias protefnicas. La entropia es
aplicada a dos niveles, el primero como el valor promedio de la entropia sobre la probabilidad de la
distribucion de los estados de complejidad de una longitud de ventana; el segundo es la entropia
promedio de la secuencia y las probabilidades de sus letras. El programa primero calcula la
complejidad para localizar segmentos de las secuencias de aminodcidos de un tamafio dado por la
entropia de Shannon, los extiende y reduce a una LCR (Tompa & Fersht, 2009). Los valores utilizados
en SEG (Anexo I) fueron: longitud de la ventana del disparador (W): 12; complejidad del disparador
(K1): 1.9 y complejidad de la extension (K2): 0.2.

Busqueda de regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs)

En la busqueda de IDRs en las proteinas es recomendable emplear multiples predictores de
desorden y confiar en una prediccion basada en el método de consenso. Es mds probable que las IDRs
predichas por varios métodos sean verosdmiles que aquellas que difieren entre distintos métodos
(Atkins et al.,2015; Meng et al., 2017). En este trabajo se analizaron proteomas completos y se utilizé

el método de consenso con los siguientes predictores:

o ESpritz (Walsh ef al., 2012): se basa en redes neurales recursivas y esta entrenado en tres
tipos de metodologias para desorden: (i) Rayos X, en donde las regiones desordenadas no
muestran densidad electrénica en las estructuras del Protein Data Bank (PDB ); (ii) Disprot,
una base de datos de proteinas desordenadas, la cual se cur6 manualmente; y (iii) Nuclear
Magnetic Resonance (NMR), que proporciona informacién mas confiable sobre la presencia
de desorden estructural en proteinas.

o IUpred2a (Mésziros et al., 2018): estima la capacidad de los polipéptidos de formar
contactos estabilizadores bajo la premisa de que las proteinas globulares presentan muchas
interacciones entre los residuos que las componen, proveyendo energia estabilizante, en
contraste con las regiones desordenadas que no tienen la capacidad de formar esas
interacciones. Ofrece tres tipos de prediccion de desorden: desorden largo, corto y dominios
estructurados; también predice las regiones de unién a proteinas.

o DISOPRED3 (Jones & Cozzetto, 2015): este predictor emplea un método de machine
learning,y esta clasificado como uno de los mds precisos y se especializa en predecir IDRs
largas de manera 6ptima (Meng et al., 2017). Adicionalmente, este predictor permite asignar
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las regiones de unién a otras protefnas dentro de la regién intrinsecamente desordenada.

Se ha descrito que las regiones desordenadas largas, de una longitud mayor o igual a 30
aminodcidos, pueden presentar alguna funcionalidad biolégica, o formar parte de dominios
proteinicos (Ward et al., 2004), por lo que en este estudio se realizo un andlisis de aquellas IDRs de

longitud mayor o igual a 30 residuos.

Clasificacion funcional de proteinas que contienen LCRs e IDRs

La clasificacion funcional de las proteinas que presentan LCRs e IDRs se realizé mediante
los grupos KO (KEGG Orthology) y los niveles de clasificacion correspondientes de KEGG Brite
(Kanehisa et al., 2000). Adicionalmente, se utilizaron los nimeros enzimaticos (EC), mediante el
esquema de clasificacion numérica para las enzimas. Los cddigos de grupos KO y los nimeros EC,

se obtuvieron a partir de los c6digos UniProt de cada proteina (The UniProt Consortium, 2017).

Contenido de GC en proteomas de Bacteria y Archaea
Los valores del contenido de GC fueron obtenidos de la base de datos GENOME_REPORTS
del NCBI (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GENOME_REPORTS/prokaryotes.txt).

Composicion de aminodcidos de LCRs e IDRs

El anélisis de la composicion de aminodcidos en LCRs e IDRs se realizé con el programa

ProtParam EXPASY tool (Gasteiger et al., 2005).

Asignacion de dominios proteinicos de proteinas con LCRs e IDRs

La anotacion de los dominios proteinicos fue realizada a partir de los resultados parametros
obtenidos con hmmscan para cada secuencia y usando como referencia la base de datos de perfiles
de Pfam. La anotacién se automatiz6 mediante un script (en perl) elaborado en el Laboratorio de

Origen de la Vida, por la Dra. Claudia Alvarez.

Busqueda de homélogos

Para la busqueda de homdlogos de las proteinas con LCRs e IDRs se emple6 el programa
Proteinortho (Lechner et al., 2011). Los valores de BLAST (Altschul et al., 1990) que utiliza el

programa son e-value= 0.00001, porcentaje de identidad = 25% y query coverage = 50%.
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Analisis filogenético de proteinas con LCRs e IDRs

Con el objetivo de indagar sobre el origen y evolucién de las LCRs e IDRs en las proteinas
bajo estudio, se realiz6 un andlisis de la distribucién filogenética de las mismas. El criterio que se
emple6 para analizar la distribucién filogenética fue la presencia de las proteinas en clados
filogenéticos, una estrategia desarrollada en el Laboratorio de Origen de la vida (Fig. 6). A
continuacion, se muestra la clasificacion de clados de Bacteria y Archaea, y los phyla que los

constituyen:

Bacteria Archaea

Aquificae Korarchaeota
Crenarchaeota

Thermotogae Thaumarchaeota

Deinococcus-Thermus Euryarchaeota
Chloroflexi

Tenericutes
Firmicutes

Actinobacteria

Planctomycetes
Verrucomicrobia

Gemmatimonadetes
Acidobacteria

Bacteroidetes
Chlorobi

Fusobacteria
Deltaproteobacteria
Epsilonproteobacteria

Alphaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Betaproteobacteria
Other proteobacteria

Figura 6: Clasificacion de clados de Bacteria y Archaea para el andlisis de distribucién filogenética. Cada recuadro gris

corresponde a un clado.
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Cada clado puede agrupar uno o varios phyla. En Bacteria, el superphylum PVC incluye a
los phyla Planctomycetes y Verrucomicrobia; el grupo Terrabacteria agrupa a Tenericutes y
Firmicutes; el grupo FCB incluye a Bacteroidetes y Chlorobi; mientras que en el caso del Phylum
Proteobacteria, esta conformado por las clases Deltaproteobacteria, Epsilonproteobacteria,
Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria y Betaproteobacteria. En las arqueas, el grupo TACK se
conforma por Korarchaeota, Crenarchaeota y Thaumarchaeota. Aquellas proteinas que contengan
LCRs o IDRs y que estén presentes en al menos cinco clados de Bacteria y dos clados de Archaea, se

consideraron como de amplia distribucién filogenética.

Alineamientos multiples de secuencias con LCRs e IDRs de amplia distribucion filogenética

Con el objetivo de analizar la conservacidn a nivel de secuencia primaria de las LCRs e IDRs,
se llevaron a cabo alineamientos multiples de las proteinas con secuencias simples y regiones
intrinsecamente desordenadas con amplia distribucién filogenética. Los alineamientos se realizaron
en el programa MAFFT 7 (Katoh & Standley, 2013), utilizando L-INS-i como método iterativo de

refinamiento.

Para determinar la posicion en la secuencia en la que se localizaban las LCRs e IDRs, se
utilizo el método de Coletta et al. (2010), el cual las clasifica en ‘N-terminal’ o ‘C-terminal’, si las
LCRs o IDRs se encuentran a no mds de 25 aminoécidos de cualquiera de estos extremos en la
secuencia; o bien los clasifica como ‘Central’, si se encuentran a 50 o mas aminoacidos de los

extremos de la secuencia.

Clasificacion de IDRs con amplia distribucidn filogenética
Las proteinas con IDRs de amplia distribucion filogenética se agruparon de acuerdo con la
clasificacion de Bellay et al. (2011):

e IDR conservada en secuencia (Constrained): Regiones en la secuencia de aminodcidos
donde el desorden se conserva en el 50% de las especies o mas, y la secuencia primaria se
conserva en el 50% de los residuos alineados o més. Se asocian a sitios de unién a RNA y
actividad como chaperona de proteinas.

o IDR conservada (Flexible): Regiones en la secuencia de aminodcidos donde el desorden se
conserva en el 50% de las especies o mds, y la secuencia primaria no se conserva. Estan
asociadas a vias de sefializacién y a la multifuncionalidad.

e DR no conservada: Regiones en la secuencia de aminodcidos donde ni el desorden ni la

secuencia primaria se conservan. No se asocian a ninguna categoria funcional.

17



Resultados

Analisis de LCRs
A partir de la bisqueda de LCRs en proteomas completos de 561 bacterias y 82 arqueas, se

localizaron 435,153 proteinas con LCRs en bacterias y 35,599 proteinas con LCRs en arqueas.

Distribucion filogenética de LCRs en Bacteria

Verrucomicrobia - I+

Unclassified Terrabacteria group =

Unclassified Bacteria - |
Thermotogae - -—ﬂ]— O
Thermodesulfobacteria - |
Tenericutes -
Synergistetes -

{1+
ﬂ_
Spirochaetes - —ﬂ:’—

Planctomycetes - —D:— O
Other proteobacteria - |
Nitrospirae - 1+

Gemmatimonadetes - — 1+
Gammaproteobacteria- ——{lF———=** *+ °
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Figura 7: Porcentaje de secuencias simples en bacterias. Los diagramas de caja y bigote muestran el valor minimo, el
primer cuartil, el segundo cuartil (la mediana, sefialada con una linea negra dentro de cada caja), el tercer cuartil y el valor

maximo.
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Las secuencias simples forman parte de los proteomas de todos los phyla de Bacteria, sin
embargo, cada grupo presenta diferentes porcentajes de LCRs (Fig. 7). Los diagramas de caja y bigote
permiten explicar el contenido de LCRs en los phyla, al ser una forma 6ptima de mostrar las
semejanzas y diferencias entre los datos. Estos graficos consisten en una caja central dividida en dos
areas divididas por una linea vertical (mediana) y otras dos dreas horizontales o bigotes; cada una de
las cajas engloba el 50 % de los datos y representa la variacion en la muestra, por lo que, a mayor
tamafio, la variacion y la desviacion estandar (DE) es mayor. Aquellos puntos que se localizan a la

derecha o izquierda de los bigotes son los valores atipicos (Solano & Rojas, 2005).

Los phyla bacterianos que presentan una mayor proporcion de secuencias simples o LCRs,
son Gemmatimonadetes, Actinobacteria y Deinococcus-Thermus (Fig. 7), como se puede ver con los
valores de la mediana, que corresponden a los valores mds altos de la mediana. Los phyla con

porcentajes mds bajos de LCRs son Synergisetes, Bacteroidetes y Deferribacteres.

La Desviacion estdndar es una medida que muestra la variacion en los porcentajes de las
LCRs dentro de todos los organismos que conforman cada phylum. El grupo que presenta la mayor
variacion en el contenido de LCRs es Planctomycetes, como se puede apreciar en el valor de la DE
es 18.48 (Fig. 7 y Anexo II). Los phyla que presentan la menor DE son Tenericutes y Spirochaetes,

lo que indica que la proporcién de secuencias simples en los organismos de estos phyla varia poco.

Los valores de porcentaje minimo y maximo al interior de cada phylum se aprecian en cada
extremo de los bigotes, el de la izquierda es el mas bajo y el de la derecha el valor més alto. Asimismo,

los puntos negros representan valores atipicos de la muestra.

Un factor importante para considerar es el nimero de proteomas que se analizé por phylum,
el cual difiere en cada caso, lo que podria ser importante al interpretar los diagramas de caja y

bigote y, por tanto, la abundancia de estas secuencias en cada phyla.

Distribucién de LCRs en Archaea

Los phyla de arqueas que presentan una mayor proporcién de secuencias simples o LCRs,
son Nanohaloarchaeota y Euryarchaeota (Fig. 8). En comparacion, Bathyarchaeota y Thaumarchaeota
presentan el menor porcentaje de LCRs en sus proteomas. Euryarchaeota presenta la mayor variacién

de porcentaje de LCRs, mientras que Thaumarcheota la menor.
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Figura 8: Porcentaje de secuencias simples en arqueas. Los diagramas de caja y bigote muestran el valor minimo, el

primer cuartil, el segundo cuartil (la mediana), el tercer cuartil y el valor maximo.

Tamaiio del proteoma vs el porcentaje de LCRs

Con el objetivo de indagar si el tamafio del proteoma es directamente proporcional al
porcentaje de secuencias simples en los proteomas analizados, se realizé un andlisis estadistico
utilizando el coeficiente de correlaciéon de Pearson, que es una medida de la asociacion lineal entre
dos variables y se denota por r. El coeficiente de correlacién de Pearson (r) puede tomar un rango de
valores de +1 a -1. Un valor de 0 indica que no hay asociacion entre las dos variables. Un valor mayor
que 0 indica una asociacion positiva, es decir, a medida que aumenta el valor de una variable también

lo hace el valor de la otra variable. Un valor menor que 0 indica una asociacién negativa (Pearson,

1948; Lane et al., 2013).

La asociacién entre el tamafio del proteoma y el porcentaje de secuencias simples en Bacteria

y Archaea es positiva, como lo indica el coeficiente de correlacion de Pearson (r= 0.33) (Fig. 9). Sin
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embargo, es una relacion lineal ascendente débil. La asociacion del porcentaje de LCRs con el tamafio

del proteoma en Bacteria es r= 0.30, mientras que para Archaea corresponde a r=0.47.
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Figura 9: Asociacién entre el tamafio del proteoma vs el porcentaje de secuencias simples en Bacteria y Archaea

Clasificacion funcional de las secuencias simples

De las 435,153 proteinas con LCRs en bacterias, 192,975 se encuentran anotadas
funcionalmente, mientras que para las 35,599 proteinas con LCRs en arqueas, 15,316 tienen
anotacion. El andlisis funcional de las proteinas con secuencias simples o LCRs revel6 que tienen un
sesgo funcional importante (Anexo III y Fig. 10). La mayor proporcién de estas pertenece a la
clasificacién funcional de Transporte de membrana, tanto en Archaea como en Bacteria (Fig. 10).

Sin embargo, un gran nimero de proteinas con LCRs carecen de asignacion funcional.

Ademads de la abundancia de LCRs en proteinas de membrana, también se aprecia que la
segunda categoria funcional que prevalece en bacterias y arqueas es la relacionada a Traduccion (Fig.
10), lo que sefiala la importancia que pueden tener las LCRs en dichas funciones celulares. Las LCRs
también presentan una alta proporcion en enzimas del Metabolismo de carbohidratos y Metabolismo

de aminodcidos.
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Figura 10: Categorias funcionales del segundo nivel de los grupos KEGG orthology (KO) de mayor abundancia en las

proteinas con LCRs. En la parte superior se muestran los valores porcentuales pertenecientes a las categorias funcionales

mds abundantes en Bacteria y en la inferior, de Archaea.
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Los phyla que presentan una mayor cantidad de secuencias simples presentan una proporcién
similar de las categorias funcionales mas abundantes (Fig. 11), lo que sugiere que la participacién de

las secuencias simples en ciertos procesos celulares se mantiene a lo largo de la Evolucién.
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Figura 11: Funciones mds abundantes en los phyla con mayor proporcion de LCRs en sus proteomas. Se muestran los

valores relativos.

Analisis evolutivo de las secuencias simples

Las secuencias simples forman parte de todos los proteomas de bacterias y arqueas
analizados, aunque la proporciéon de LCRs difiere a nivel interespecifico y en el interior de cada
phylum. Las barras de color azul claro representan los porcentajes de secuencias simples por

proteoma (Fig.12).
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Figura 12: Arbol filogenético basado en 16S rRNA. Se muestran los porcentajes de proteinas con LCRs en barras de color
azul claro. Los proteomas corresponden a bacterias y arqueas. El clado de Archaea esta sefialado con un tridngulo negro.

Algunos phyla con altos porcentajes de LCRs estdn indicados.
El organismo que presenta la mayor proporcion de LCRs en su proteoma es la
deltaproteobacteria Anaeromyxobacter dehalogenans (53.67 %). El procarionte que presenta menor

porcentaje de secuencias simples es Aerococcus viridans (0.10 %) del phylum Firmicutes.
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Contenido de GC en LCRs

El porcentaje de LCRs en los proteomas analizados parece estar relacionado con el contenido
de GC. El coeficiente de Coeficiente de correlacion de Pearson es positivo (r=0.77) (Fig. 13), es decir
existe una asociacion positiva entre ambos. La asociacion del porcentaje de LCRs con el contenido

de GC en Bacteria es r= 0.78, mientras que para Archaea corresponde a r= 0.62.
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Figura 13: Asociacién entre el contenido de GC y el porcentaje de LCRs en proteomas de Bacteria y Archaea.

La asociacion positiva entre el porcentaje de LCRs y el contenido de GC, se aprecia también
en la Figura 14, en donde a nivel de Phylum, aquellos con mayor porcentaje de GC (barras de color
rojo) coinciden con aquellos Phyla con los porcentajes mas altos de LCRs (barras de color azul), estos

son Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Betaproteobacteria y Euryarchaeota.

25



Phyla

B Acidobacteria

|:| Alphaproteobacteria
[ Actinobacteria

[7] Armatimonadetes
. Bacteroidetes

. Betaproteobacteria

MW“}I MW WUWQrcbaeota
g

. Aquificae ) //%
[7] chiorobi 4, %
[ chioroflexi / /"(

[ cyanobacteria
[l Deinococcus-Thermus

[l Dettaproteobacteria
. Epsilonproteobacteria

Firmicutes

[l Fusobacteria

!

d

[ Gammaproteobacteria r—

[ ] Gemmatimonadetes = | ——1

[ ] Nitrospirae g
[l Pianctomycetes
[ ] spirochaetes
<
[l synergistetes "@6
|:| Tenericutes %o /
) 7

. Thermodesulfobacteria .)?’o«

_— )
B Verrucomicrobia % "}/"

B Korarchaeota % {{%’/éy/)]]
7/

[l crenarchaeota % //l,

5.=.\:

\

d/
U/

[ Bathyarchaeota o%% & / AN \\&\\
[ Thaumarchaeota ’"o,b //// &y / \ \

B Lokiarchaeota 06‘99 ////%//////f//////// /M ] \\\\

[ euryarchaeota % , ””’M’M”‘ N“M\M \

- Elusimicrobia
- Thermotogae

- Dictyoglomi
. Fibrobacteres
[ caudiserica

Figura 14: Arbol filogenético basado en 16S rRNA. Se muestra el contenido de GC en los proteomas en un gradiente de
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Algunos phyla con valores altos de contenido de GC (barras de color rojo) y altos porcentajes de LCRs estdn indicados.
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Composicion de aminodcidos de LCRs

El sesgo composicional de los aminodcidos de las secuencias simples revel6 que el
aminodcido mds abundante es alanina (A) en Bacteria y Archaea, también glicina (G), leucina (L) y
valina (V) son frecuentes en ambos dominios celulares (Fig. 15). Sin embargo, es notable que, en las
arqueas el nimero de los residuos Asp (D) y Glu (E) es més alto que en las bacterias. L.a composicion
de aminoécidos también refleja la ausencia de Cys (C), Phe (F), His (H), Ile (I), Met (M), Asn (N),
GIn (Q), Thr (T), Trp (W) y Tyr (Y).
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Figura 15: Composicién de aminoécidos de las secuencias simples en en las clases funcionales mds abundantes

de proteinas con LCRs en Bacteria y Archaea.

Analisis de IDRs

A partir de la busqueda de regiones intrinsecamente desordenadas en proteomas completos
de 561 bacterias y 82 arqueas, se analizaron aquellas proteinas con IDRs en su secuencia. Utilizando
el método de consenso en tres predictores de desorden (Fig. 16), se estudiaron aquellas proteinas con
regiones intrinsecamente desordenadas de longitud igual o mayor a 30 aminodcidos. En total, fueron

identificadas 76,607 proteinas con IDRs.
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Es importante considerar que debido a que en este trabajo se realizé el andlisis de aquellas

IDRs con una longitud mayor o igual a 30 aminoécidos, existe la posibilidad de tener falsos negativos,

ya que podrian haber IDRs de 29 residuos o menor longitud que no fueron considerados.

DISOPRED3

—

Figura 16: Resultados del método de consenso de tres predictores para la deteccion de regiones intrinsecamente

ESpritz

Phm—

6.52 % en

Bacteria

7.64 % en
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desordenadas en los proteomas de Bacteria y Archaea. Se muestran los porcentajes de proteinas con IDRs respecto al total

de las proteinas por dominio celular.

Distribucion de IDRs en Bacteria

Al igual que las secuencias simples, las IDRs se encuentran en todos los proteomas de

bacterias, y existe una diversidad de abundancia en todos los phyla (Fig. 17).

Los phyla bacterianos que presentan una mayor proporcion de regiones intrinsecamente

desordenadas en sus proteomas son Planctomycetes, Actinobacteria y Gemmatimonadetes (Fig. 17 y

Anexo 1V). En contraste, Dictyoglomi, Thermodesulfobacteria y Aquificae tienen porcentajes bajos

de IDRs. Notablemente el phylum Deltaproteobacteria presenta la mayor variaciéon de IDRs. Los

grupos Tenericutes, Thermotogae y Aquificae presentan la menor variacion.
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Figura 17: Porcentaje de regiones intrinsecamente desordenadas en bacterias. Los diagramas de caja y bigote muestran el

valor minimo, el primer cuartil, el segundo cuartil (Ia mediana), el tercer cuartil y el valor mdximo.
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Distribucion de IDRs en Archaea
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Figura 18: Porcentaje de regiones intrinsecamente desordenadas en arqueas. Los diagramas de caja y bigote muestran el

valor minimo, el primer cuartil, el segundo cuartil (Ia mediana), el tercer cuartil y el valor mdximo.

Las arqueas que presentan la mayor proporcion de regiones intrinsecamente desordenadas en
sus proteomas son Nanohaloarchaeota y Euryarchaeota (Fig. 18 y Anexo IV). Aquellos phyla con
menor proporciéon de IDRs son Korarchaeota y Bathyarchaeota. Al igual que con las LCRs,

Euryarchaeota presenta la mayor variacion en los porcentajes de IDRs.

Tamaiio del proteoma vs el porcentaje de IDRs
Con el objetivo de evaluar la relacién entre el tamaiio del proteoma y el porcentaje de IDRs
en Bacteria y Archaea, se utilizé el Coeficiente de correlacion de Pearson (r). La asociacion entre el

tamafio del proteoma y el porcentaje de regiones intrinsecamente desordenadas en Bacteria y Archaea
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es positiva (r= 0.31) (Fig. 19). Es importante mencionar que, aunque los valores de r impliquen una
asociacion positiva, es una relacién lineal ascendente débil. La asociacion del porcentaje de LCRs

con el tamaiio del proteoma en Bacteria es r=0.31, mientras que para Archaea corresponde a r=0.64.
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Figura 19: Asociacién entre el tamafio del proteoma vs el porcentaje de regiones intrinsecamente desordenadas en

Bacteria y Archaea

Clasificacion funcional de las IDRs

El andlisis funcional de las proteinas que presentan regiones intrinsecamente desordenadas
demostré que son abundantes en procesos de Traduccion, Transporte de membrana y Replicacion y
Reparacion (Anexo V y Fig. 20) en los dos dominios celulares. Es importante mencionar que de las

76,607 proteinas con IDRs, tinicamente 28,959 se encuentran anotadas funcionalmente.
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Figura 20: Categorias funcionales del segundo nivel de los grupos KEGG orthology (KO) de mayor abundancia en las
proteinas con IDRs. En la parte superior se muestran los valores porcentuales pertenecientes a las categorias funcionales

mds abundantes en Bacteria y en la inferior, de Archaea.

32



A nivel de phylum de Bacteria y Archaea, las proteinas con IDRs presentan distintas
proporciones de desorden (Fig. 21) en las categorias funcionales mas abundantes (Fig. 20), a

diferencia de las LCRs (Fig. 11) que presentan valores similares en sus proporciones.
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Figura 21: Funciones mds abundantes en los phyla con mayor proporcién de IDRs en sus proteomas. Se muestran los

valores relativos.

Analisis evolutivo de las regiones intrinsecamente desordenadas
Como se aprecia en el arbol filogenético (Fig. 22), las proteinas con regiones intrinsecamente
desordenadas forman parte de todos los proteomas de bacterias y arqueas analizados. Las barras de

color azul rey representan los porcentajes de IDRs por organismo.
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Figura 22: Arbol filogenético basado en 16S rRNA. Los porcentajes de proteinas con IDRs de 30 o més residuos de
longitud, se muestran en barras color azul rey. Los proteomas corresponden a bacterias y arqueas. El clado de Archaea

esta seflalado con un tridngulo negro. Algunos phyla con altos porcentajes de LCRs estdn indicados.

El organismo que presenta el porcentaje mas alto de IDRs en su proteoma es

Thermaerobacter marianensis (25.87 %) del phylum Firmicutes. La crenarqueota Sulfolobus
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solfataricus contiene la menor proporcidon de desorden (0.46 %). Es importante mencionar que al
igual que las LCRs (Fig. 12), las IDRs (Fig. 22) presentan altos porcentajes en los phyla

Actinobacteria, Alphaproteobacteria y Euryarchaeota.

Contenido de GC en IDRs

El porcentaje de IDRs en los proteomas analizados parece estar relacionado con el contenido
de GC en los proteomas (Fig. 23). Aunque el coeficiente de Coeficiente de correlacién de Pearson es
positivo (r= 0.67), la asociacion es débil, a diferencia de lo observado en las LCRs (Fig. 13). La
asociacion del porcentaje de IDRs con el contenido de GC en Bacteria es r= 0.69, mientras que para

Archaea corresponde a r=0.70.
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Figura 23: Asociacién entre el contenido de GC y el porcentaje de IDRs en proteomas de Bacteria y Archaea.

La asociacion positiva entre el porcentaje de IDRs y el contenido de GC en los proteomas, se
observa en la Figura 24, en donde aquellos Phyla con los mayores porcentajes de IDRs (barras de
color azul rey) también presentan los valores mds altos de contenido de GC (barras de color rojo),

estos son Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria y Euryarchaeota.
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[ Betaproteobacteria
B Aquificae

[] chlorobi
Chloroflexi

[ cyanobacteria

. Deinococcus-Thermus
[l Dettaproteobacteria
- Epsilonproteobacteria
[] Firmicutes

[ Fusobacteria

. Gammaproteobacteria
[ ] cemmatimonadetes
[ ] Nitrospirae

- Planctomycetes

[ ] spirochaetes

[l synergistetes

EI Tenericutes

B Thermodesulfobacteria
. Verrucomicrobia

- Korarchaeota

- Crenarchaeota

. Bathyarchaeota

- Thaumarchaeota

. Lokiarchaeota
Euryarchaeota

. Elusimicrobia

. Thermotogae

B pictyoglomi

. Fibrobacteres

B caidiserica

Figura 24: Arbol filogenético basado en 16S rRNA. Se muestra el contenido de GC en los proteomas en un gradiente de
color, los valores de GC bajos corresponden a las barras color amarillo, los de valor medio de color naranja y los de
valores altos de GC en color rojo. También se muestran los porcentajes de proteinas con IDRs en barras de color azul rey.
Los proteomas corresponden a bacterias y arqueas. El clado de Archaea esta sefialado con un tridngulo negro. Algunos

phyla con valores altos de contenido de GC (barras de color rojo) y altos porcentajes de IDRs estan indicados.
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Composicion de aminoacidos de IDRs

La composicién de aminodcidos en las regiones intrinsecamente desordenadas reveld su
abundancia en Ala (A), Asp (D), Glu (E), Gly (G), Leu (L), Pro (P), Arg (R), Ser (S), Thr (T) y Val
(V) en bacterias y arqueas (Fig. 25). La Lys (K) es frecuente en la Traduccion, mientras que la Gln
(Q) se encuentra en més categorias funcionales de Bacteria, en comparacién con Archaea. Es notable

la ausencia de Cys (C), Phe (F), His (H), lle (I), Met (M), Asn (N), Trp (W) y Tyr (Y).

. ([ e SN S N e N S e (e ) e S 0.4 Functional_category
Bacterla [ ] — I 1 I | == | | [ | | | 1 1 | | I I | | ] Amino acid metabolism
| | — | 1 1 | 1 | | 1 1 | I 1 | 1 | | | | ] Carbohydrate metabolism
BEET I | | | == | 1 I ] 1 B | 1 I I I | J 0.3 Cell motil
[ ] — | | 1 i | 1 | L] | | | I | | [ | 1 ] ty <
[ eEmes B R G N NN Do [ D e S Energy metabolism
(] e N S O O (e [ e e [ 0.2 2 Enzyme families
EI:I T T N O N U NN NN NN O . Folding, sorting and degradation
 I— I | E==11 | I I I | I | =1 J=y I I 1 1 ]
(1 Emeee O I O N T N R D S [ R s R 0.1 membra,n e .
BB I LI I I T I T oo oL T 1T 11 etabolism of cofactors and vitamins
>O0O0MMEI - XFZZITO0I00AL E < Replication and repair
0 Signal transduction
Translation
[ o I 1 I | = | I I I I | [ | | = ) ] | I ]
Archaea ([ maw i e S " e B e e e e R -
[ [ . e I |
[ [ EEm NS N N e S S e S S S S e S
(] I I | | | 1 | | I 1 | I | | I I I | | ]
[ o I 1| | == | | | I 1 | I I I I I I 1 I ]
@ I I | | || | | I 1 | I I | I | =l | 1 | ]
[ [ I | 1 1 | I I I | I I | E= | I I 1 I ]
[ ] 1T | 1 | | I 1 | 1 I | | I I | I ]
[ o | | | 1 | | I 1 | | I I J— I 1 | ]
[ o I =1 I I | I 1 | I I | I I I 1 I ]
>O0O0MTMTEOAEI-TARACZIZOU000m A< s

Figura 25: Composicién de aminoécidos en regiones intrinsecamente desordenadas en las clases funcionales mds

abundantes de proteinas con IDRs en Bacteria y Archaea.

Secuencias simples con amplia distribucion filogenética
La bisqueda de LCRs en proteomas completos de bacterias y arqueas reveld su presencia en
todos estos (Fig. 12). Sin embargo, Unicamente 42 presentan una amplia distribucién filogenética

(Anexo VI), en la Tabla IV se muestran algunos ejemplos.
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Tabla I'V: LCRs con amplia distribucion filogenética

Proteina LCR Posicionenla  Dominio de Categoria funcional
secuencia localizacién
de la LCR
ATPasa transportadora N-terminal ArsA_ATPase Procesos celulares y de
de arseniato (EC: seflalizacion
3.6.3.16)
Chaperona HSP60 C-terminal ninguno Plegamiento, modificacién

y degradacion
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D-aminoacido
deshidrogenasa (EC:
14.5.1)

N-terminal

DAO

Metabolismo de

aminoacidos

Enolasa (EC: 4.2.1.11)

Central

Enolase N

Metabolismo de

carbohidratos

Metiltioribosa-1-fosfato

isomerasa (EC: 5.3.1.23)

78[

Central

IF-2B

Metabolismo de

aminoacidos
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Ribosomal .1 Traduccién

Central

Proteina ribosomal L1

KNAT cel
AEQ —m—

T M AN

SHQ

Traduccion

GTP_EFTU

Central

Factor de elongacion

EF-Tu

40



Conservacion de las LCRs con altos niveles de distribucion

Los alineamientos multiples de las proteinas con LCRs de amplia distribucién filogenética
permitieron analizar la conservacién de las secuencias simples en Bacteria y Archaea.
Adicionalmente, es posible identificar aquellos motivos de repeticiones de aminodcidos que
caracterizan a las secuencias simples y determinan su sesgo composicional. A continuacion, se

muestran algunos alineamientos representativos de LCRs.
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ATPasa transportadora de arseniato

Figura 26: Alineamiento multiple de las LCRs de la proteina ATPasa transportadora de arseniato. Ambas LCRs
forman parte del dominio ArsA_ATPase y se localizan en la regiéon N-terminal de la secuencia. Se observa que los

motivos de repeticiones AA, LL, GG, FF, CC y AA son frecuentes. Las arqueas se encuentran seflaladas en negritas.

Anaeromyxobacter dehalogenans
Hoyosella subflava
Gordonia bronchialis
Acidothermus cellulolyticus
Stackebrandtia nassauensis
Salinispora tropica
Luteipulveratus mongoliensis
Corallococcus coralloides
Myxococcus xanthus
Stigmatella aurantiaca
Actinosynnema mirum
Saccharothrix espanaensis
Kutzneria albida DSM 43870
Saccharopolyspora erythraea
Amycolatopsis mediterranei
Nakamurella multipartita
Saprospira grandis
Prosthecochloris aestuarii
Halogeometricum borinquense
Haloferax volcanii
Natronobacterium gregoryi
Natronococcus occultus SP4
Natrialba magadii

Natrinema pellirubrum
Halanaeroarchaeum sulfurireducens
Alcanivorax borkumensis
Truepera radiovictrix
Aminobacterium colombiense
Acetomicrobium mobile
Halobacillus halophilus
Oceanobacillus iheyensis
Aquifex aeolicus
Thermovibrio ammonificans
Brevibacterium linens
Thermobifida fusca
Thermosphaera aggregans

LCR1 LCR 2
1 1

i 1 1 1
CVGAGGVGKTTAAAALALSRALE

CCGAGGVGKTTTAAALALRAADM
CCGAGGVGKTTTAAAMAMYAAEH
CCGSGGVGKTTLAAALGLRAAEA
CCGSGGVGKTTTAAALALRAAEV
CCGAGGVGKTTTAAALALRAAEE
CCGSGGVGKTTTAAAVAVRAAEA
LCGAGGVGKTTTAAALGVAAARS
LCGAGGVGKTTTAAALGVAAARA
LCGAGGVGKTTTAAALGVAAARA
FTGKGGVGKTTLAAATAARLAES
FTGKGGVGKTTLAAATSAALAAG
FTGKGGVGKTTLAAATAAALVEG
FTGKGGVGKTTLAAATAARLAAR
CTGKGGVGKTTLAAATGAALAAL
HTGKGGVGKTTISAATAIACAAG
FTGKGGVGKTSSAAATALAAAAQ
FTGKGGVGKTTIAAATALKAAGM
FGGKGGVGKTTLASAYALKCARE
FGGKGGVGKTTMSSAYAVKCARD
FGGKGGVGKTTVSSAHALQCVEG
FGGKGGVGKTTVSSAYALNCVDA
FGGKGGVGKTTVSSAYALECATV
FGGKGGVGKTTVSCAYGLKCARD
FGGKGGVGKTTVSSAYGLKCARD
VGGKGGVGKTTTASALAVRAADQ
VGGKGGVGKTTTAAALALOWARR
FGGKGGTGKTTCAAAYAYALSRL
FGGKGGTGKTTCAAAFSLKASRM
VGGKGGVGKSTSSAAMAAAFARE
VGGKGGVGKSSSAAAIAWKLAKE
FGGKGGVGKTTASSAFAVKLSEQ
LSGKGGVGKSTLSAALAAALSRK
VGGKGGTGKTTVSSGLAMARADD
FGGKGGVGKTTLAAAHALALADS
VIGKGGVGKTTVSLLLGSALARL
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Chaperona HSP60

Acidipropionibacterium acidipropionici GG-—--DMDGM-GGMGGMM=——————————

Koribacter versatilis
Coraliomargarita akajimensis
Asticcacaulis excentricus
Methylocella silvestris
Comamonas testosteroni
Gallionella capsiferriformans
Pseudomonas aeruginosa
Bacteroidales bacterium
Zunongwangia profunda
Chloroherpeton thalassium
Anaeromyxobacter dehalogenans
Alkaliphilus metalliredigens
Oceanobacillus iheyensis
Salinispira pacifica
Truepera radiovictrix
Arcobacter butzleri
Pseudothermotoga lettingae
Fimbriimonas ginsengisoli
Isosphaera pallida
Arthrospira platensis
Verrucosispora maris
Aciduliprofundum boonei
Archaeoglobus fulgidus

Candidatus Bathyarchaeota archaeon

Lokiarchaeum sp. GC14_75

Candidatus Nitrosopelagicus brevis

Desulfurococcus amylolyticus
Sulfolobus solfataricus
Vulcanisaeta distributa
Caldisphaera lagunensis
Korarchaeum cryptofilum

AG-G-HGGGM-GGM-~~=Yoeccccaaax
AM-P-DMGGM-GGMGGMM~—————————~
-M-P--GGGM-GGMGGMDF ~—————————
---P-GGGGM-GGMGGMDF ~ = — === ===~
-M-P-DMGGM-GGMGGMGM- -~ === ===~
MG----GGDM-GGMGGMM~~———=—==—~
GM-P-DMGGM-GGMGGMM——————— == ——

GA-P----GM-GGMGGMM-——————————
-M-P---QGMGGGMPGMM~~——=——————
-M-P-PGGGM-GGMGGMGGM-—~ -~~~ Y
AG----GAGMGGGMDEMDY ——————————
GG----MGGM-GGMGGGMPM~——- -~~~ M
GGMP-DMGGM-GGMGGMM~=————— ===
AA----GGGM-GGMGGMPMM~ - — ==~ =~

AGAG-AGGGM-GGMGGMDF — = — == — ===~
SM-P-DMGGM--~GMPGMM———— === — ==~
TV ——
GGGG-HSHG--GGMGDMDF - —————————
HH-H-HHHDH-GGMGMM~~ - === === ———
DM-D-GMGGM-GGMGGMGGMGGMGGMGMM
AGHG-HGHGH-SHQHGPGF ——————————
GGMPGGMGGM-GGMPGMM~— -~ = — == ———

[y 1o e S —— EF-—--
GGMP-PGGGM-GGMGGGMG-GMPPGMM- -
GGMP-DMGGM-GGMPGMGGMGMPPGMG-M

GKKE----GE-ES--====- KMP-SFD--
GSKE-ESGGE-GG~=====~ STP-SLG-D
GKSKTESGGE-ES-====~~ ESK-SSE--
GPSSKSSEEE-SS-====~~ SKE-SSD--
GGEEEEGGGE-FKS-======e=- EFD--

Figura 27: Alineamiento miltiple de la LCR de la proteina Chaperona HSP60. La secuencia simple no forma parte de ningtin dominio proteinico y se localiza

en el extremo C-terminal de la secuencia. Los motivos de repeticiones GG, MM y GGM son abundantes. Las arqueas se encuentran sefialadas en negritas.



D-aminoacido deshidrogenasa

Figura 28: Alineamiento miiltiple de la LCR de la proteina D-aminodcido deshidrogenasa. La secuencia
simple se encuentra en el dominio DAO y se localiza en el extremo N-terminal de la secuencia. Los

motivos de repeticiones VV, GGG e II son frecuentes. Las arqueas se encuentran sefialadas en negritas.

Actinosynnema mirum
Conexibacter woesei
Pyrococcus horikoshii

VVVVGGGAMGSAA
VVIIGGGGIGASA
IVVIGGGIVGVTI

Palaeococcus pacificus DY20341 ITIIGGGIIGATL

Kosmotoga olearia
Thermofilum pendens
Sphaerobacter thermophilus
Caldivirga maquilingensis
alpha proteobacterium HIMB59
Serratia sp. FGI9%4
Agrobacterium fabrum
Bordetella pertussis
Collimonas pratensis
Brevibacillus brevis
Acidiphilium multivorum
Chloroherpeton thalassium
Crinalium epipsammum PCC 9333
Trichodesmium erythraeum
Atelocyanobacterium thalassa
Thermocrinis albus
Jeotgalibacillus malaysiensis
Halogeometricum borinquense
Natrialba magadii

Dokdonia donghaensis DSW-1
Leadbetterella byssophila
Rubinisphaera brasiliensis
Planctopirus limnophila
Paraburkholderia xenovorans
Cedecea neteri
Atelocyanobacterium thalassa
Chloroflexus aurantiacus
Desulfovibrio vulgaris
Haloarcula hispanica
Methylacidiphilum infernorum
Azospirillum lipoferum
Alicycliphilus denitrificans
Delftia acidovorans
Accumulibacter phosphatis
Caulobacter vibrioides

VVIIGGGIIGTAI
VVIVGGGIVGVSL
VVVVGGGVIGCAS
VVVVGGGVVGLAT
AIIIGGGGHGLGT
VIIIGGGGHGLGT
VVVIGGGIVGTST
VAIIGAGAAGVAT
VVVIGGGIIGIFT
IAVIGGGIIGAAI
VAIIGGGIIGLAL
VVIIGGGIIGLSL
ILIIGSGIIGLSL
IIIIGGGIIGISI
VIIIGGGIIGMSI
VLIVGGGILGLSS
AIVVGGGVIGGAI
AVVVGGGIVGSSV.
AVVVGGGIVGSSI
IIIIGGGIVGVSC
VVIVGGGIVGLSS
VVIVGGGIIGIAS
VVVVGGGVVGAMC
VVVLGSGVVGVTS
VVVLGSGVVGVAS.
JIVIIGAGIIGATI
VVVVGAGVVGAAT
IAIIGGGGTAAAL
VLVVGGGATGAGV.
CIIIGAGIAGATA
CVVVGAGVVGLAV.
CVVVGAGVVGLAV.
CVVVGAGVVGLAV.
AAVIGAGVVGLAC
VVVVGAGAVGLAC
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Enolasa

Acidipropionibacterium acidipropionici AAARAAAAS
Saccharothrix espanaensis AVAKAAAAS
Acholeplasma laidlawii AAAKAAADL
Acidithiobacillus ferrooxidans ATAHAAAHA
Laribacter hongkongensis AVAKAAALE
Candidatus Tenderia electrophaga AAAKAAAAE
Carboxydothermus hydrogenoformans AVAKAAANY
Flexistipes sinusarabici ACAKAAADA
Blastochloris viridis ATAKAAAAA
Methyloceanibacter caenitepidi AAAKAAANA
Akkermansia muciniphila ALAKAAAAQ
Coraliomargarita akajimensis ATAKAAALA
Flavobacteriaceae bacterium AAAKAAAAE
Sphaerobacter thermophilus ATARAAAAA
Thermomicrobium roseum AVARAAAAA
Truepera radiovictrix AAARAVAQT
Solibacter usitatus ATARAAAAA
Saccharophagus degradans AAAKAAAQD
Salmonella typhi ANAKAAAAA
Rubinisphaera brasiliensis AAAHAAART
Planctopirus limnophila AAAHAAARA
Stanieria cyanosphaera ATAKAAAEE
Mesoplasma florum AAAHAAASE
Methanoculleus marisnigri AVARAAAAA
Methylococcus capsulatus AVAAAAAKS
Fibrobacter succinogenes AVCVAAAKD
Pyrolobus fumarii AVAKAAAAT
Conexibacter woesei ATARAAALA
Lokiarchaeum sp. GCl4_75 AVAKLAAVL
Ferroglobus placidus AAAKAAANS
Geoglobus acetivorans ASAKAAANA

Figura 29: Alineamiento multiple de la LCR de la proteina Enolasa. La secuencia simple se encuentra en el dominio

Enolase_N. Los motivos de repeticiones de AAA, son altamente frecuentes. Las arqueas se encuentran sefialadas en negritas.



Metiltioribosa-1-fosfato isomerasa

Alicyclobacillus acidocaldarius GAPAIGAAAAFGLALE

Desulfobacca acetoxidans GAPAIGVAAAMAAALG
Desulfuromonas soudanensis GAPAIGVAAAFGAAFG
Geoalkalibacter subterraneus GAPAIGVAAAYGAAFG
Pelobacter carbinolicus GAPAIGVAAAYGAALG
Desulfotomaculum reducens GAPAIGAAAAYGLVVG
Flavonifractor plautii GAPAIGVAAAYAYCLA
Caldanaerobacter subterraneus GAPAIGAAAAYGVVLA
Oceanithermus profundus GAPAIGAAAAFGVVLA
Fimbriimonas ginsengisoli GAPAIGVAAAYGLALA
Leptospirillum ferrooxidans GAPAIGIAAAYGIAIG
Halorhodospira halophila GAPAIGVAAGYGAALA
Eggerthella lenta GAPAIGVAGAAAVALW
Sphaerobacter thermophilus GAPAIGIAAAAGMAIA
Palaeococcus pacificus GAPAIGAAAAYGLALL
Thermococcus kodakarensis GAPAIGAAAAFGLALY
Amycolatopsis mediterranei GAPALGGAGALGVALS
Cronobacter sakazakii GAPLIGLSASLLLALL
Klebsiella pneumoniae GAPLIGLSASLLLALL
Dickeya dadantii GAPLIGLSASLLLALL
Thermofilum pendens GAPAIGVAAAYAVALF
Methanohalophilus mahii GAPALAAAGAYGIALA
Hyperthermus butylicus GAPAIGVAAAYGLALA
Streptomyces coelicolor GAPLLGIAGGYGVALA
Blastochloris viridis GAPLIGAAAAYGLALG
Opitutus terrae GAPLIGATAAWGLWLA

Salinivirga cyanobacteriivorans GAGAIGGAAAFAMAQA

Natrialba magadii GAAAIADAAAAALATQ
Natrinema pellirubrum GAATIADAAAAALATQ
Pyrodictium delaneyi GAGRIARAAARALMIA

Figura 30: Alineamiento multiple de la LCR de la proteina Metiltioribosa-1-fosfato isomerasa. La secuencia simple se encuentra en

el dominio IF-2B. Los motivos de repeticiones de AA y LL, son frecuentes. Las arqueas se encuentran sefialadas en negritas.



Regiones intrinsecamente desordenadas con amplia distribucidn filogenética

Las regiones intrinsecamente desordenadas forman parte de los proteomas de todos los phyla

de Bacteria y Archaea (Fig. 22) pero s6lo 22 presentan una amplia distribucién filogenética (Anexo

VII); en la Tabla V se muestran algunos ejemplos.

Tabla V: IDRs con amplia distribucion filogenética

Proteina

Clasificacion de

Posicion en la

Dominio de

Categoria funcional

IDR secuencia localizacion de la
IDR
Proteina chaperona DnaK 1) IDR 1) Central 1) HSP70 Plegamiento,
(HSP70) conservada en 2) C-terminal 2) HSP70 modificacién y

Proteina ribosomal L.2

Proteina ribosomal L3

Proteina ribosomal L4

Proteina ribosomal S3

Proteina ribosomal S4

secuencia
2) IDR

conservada

1) IDR
conservada

2) IDR
conservada en

secuencia

IDR conservada

en secuencia

IDR conservada

en secuencia

IDR conservada

IDR conservada

1) N-terminal

2) C-terminal

Central

Central

C-terminal

N-terminal

1) Ribosomal_1L.2
2) Ribosomal_L2_C

Ribosomal_L.3

Ribosomal_L4

ninguno

Ribosomal_S4

degradacion

Traduccion

Traduccion

Traduccion

Traduccion

Traduccion
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Proteina ribosomal S9

Proteina ribosomal S13

Particula de reconocimiento

de sefial (EC:3.6.5.4)

Receptor de la Particula de

reconocimiento de sefnal

Helicasa de RNA DeaD
(EC:3.64.13)

IDR conservada

IDR conservada

en secuencia

IDR conservada

IDR conservada

IDR conservada

C-terminal

C-terminal

C-terminal

N-terminal

Central

Conservacion de IDRs con altos niveles de distribucion

Ribosomal_S9

Ribosomal_S13

SRP_SPB

ninguno

ninguno

Traduccion

Traduccion

Plegamiento,
modificacién y

degradacion

Plegamiento,
modificacién y
degradacion
Plegamiento,
modificacién y

degradacion

Los alineamientos multiples de las regiones intrinsecamente desordenadas de amplia

distribucion filogenética permitieron analizar su conservacion en las proteinas de bacterias y arqueas.

A continuacion, se muestran alineamientos representativos de IDRs.
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Proteina chaperona DnaK (HSP70)

Glutamicibacter arilaitensis KEDMER e,
Acidobacterium capsulatum KEE\ERIK
Solibacter usitatus
Corallococcus coralloides
Vulgatibacter incomptus
Acholeplasma laidlawii
Anoxybacillus gonensis
Spirochaeta thermophila
Alkalilimnicola ehrlichii
Castellaniella defragrans 65Phen
Chromobacterium violaceum
Aeromonas hydrophila
Asticcacaulis excentricus
Azospirillum lipoferum
Croceibacter atlanticus
Chryseobacterium gallinarum
Fusobacterium nucleatum
Anaerolinea thermophila
Sphaerobacter thermophilus
Thermomicrobium roseum
Dictyoglomus turgidum
Rubinisphaera brasiliensis
Opitutus terrae

Chthonomonas calidirosea
Candidatus Bathyarchaeota archaeon 34343
Methanobacterium lacus KEEIDK‘*

JDRKRKEEYV/EY#R |

‘ EEDR

o)1 \EEDRK[S RER)Y
i RoF? E:CDKRRRE

a'i

R

Methanomassiliicoccus intestinalis [WyoIp)] JERFEEDKKRKEK} I
Thermoplasmatales archaeon KED} D/ JEK)Y: DHDKKKE:LINA:NSA
Picrophilus torridus KDEIER\KK AI>QOYA DK KEE}!
Lokiarchaeum sp. GCl4_75 DDEIEg'IR AERI: DEDK REIN T

Marinitoga piezophila EDMERSIRELVCEV(EE[.DKRKREE} {
Figura 31: Alineamiento multiple de 1a IDR (1) conservada en secuencia de la proteina chaperona DnaK (HSP70). La regién intrinsecamente desordenada se encuentra en el dominio

HSP70. Se identifico una LCR sefialada con un recuadro azul claro. Las arqueas se encuentran sefialadas en negritas. Los aminoédcidos cargados se resaltan en color azul rey y rojo.
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Proteina chaperona DnaK (HSP70)

Glutamicibacter arilaitensis <LQASQ "LGZAIYANTQAZGAAAPEGE - ————————==———m— - S szm?m

Acidobacterium capsulatum | TALAD KT TP TAE]2LN ‘LTASS YKANAAAGAAPAGEPAP-—————————————m— GEPQ------ AEQKKMDGVIN

Solibacter usitatus AEAKRIEAALEET (KTLNEN--DAEKINAAVDRLTTAS YKSSSQPGAQEAPPTD-- === m e e mm e GOPK-====~ PDEKGKDNVV).

Corallococcus coralloides DVAKATEEGVAELNRVREGQ--DKEAINAALENLOOAS YUAAJEMYRATGGAPGATPPPGAE- -~ — -~ PS-—mmmmm AAPGSS----- AQPSAKDN

Vulgatibacter incomptus GARESVETAVKKVNEK --=-PIG2LREALKELETATH| L!RAAAPSEEAPEGGE ----------------------------- KKREDE!

Acholeplasma laidlawii BEEETVENAIKDLEEALKGD--DVEAIEAKNEALAKASQSIAMKA!EKANKSNGSDVNGAT ---------------------------- DADDNKDJAVE

Anoxybacillus gonensis ADVKKAQEA] (GK--DIEDIRAKKNALQEVVQOLSVKLYDOAAKQAQAQD = = = = = = e o o e e e e e e e e e e e e e e e e SEGKKBD

Spirochaeta thermophila TDREQIEKAIADLZJAVMDSG--STERIMAKVBVLROASY QI ANEVYKRAQAGGEDVSGGA === = == mmmm oo mm e mmmm e QGASGKGRVEADYEVVDNK -~ - -
Alkalilimnicola ehrlichii GEOSIEEAIKELEEAMKGD--DKEAIEAKTQOLAERSG! | AﬂGGIEEAAEQAAGGE ---------------- Q00AG-----~ GgGKSEDI-

Castellaniella defragrans 65Phen AEMEAIESAIKDLEEAIKGD--DKAAIDAKTI>ALATASQUWLG! !ADMQ}{KEAAEGAA ———————————————————— AADG-=———~— AKPAAEDu -------
Chromobacterium violaceum DE! IESALKEAEEVVKGD--DKEAIE. JELAKASQULG! ;LJ?AQAQAMQGGA ———————————————————— EQAE-———~~ AGKKDEGNVVWANFEEVKKDKA -~ ———
Aeromonas hydrophila DDISTKIEAALSELESAIKGD--DKAAIEAKQQALLEASOQ! I2TAQOOAQAQGAAGADA -~ === == — e e e e e e e GOSS—===== SSAKANDMVVIANFEEVKDDKIY-———~
Asticcacaulis excentricus EDI AIETAIAD AKDGE-~DVEDI HQALLTAS G| YAAQGAGEAG- == == = e e e e e e e e DEAQA!

Azospirillum lipoferum SDISTAAEAAVAELIMSVLDSE-~-DLILGI TDALAQVS JLG! YKAGQ'jAPGAG —————————————————————— GEAP-===~~ G.‘}\QPNEPGWIB

Croceibacter atlanticus DKIMAPIEEALTE HATG--DVPOIQOPALDIWINEAWKVAS! MYKAQ&QSAGAPTGDAG ---------------- QAEGD ===~~~ ASSSEGSWMVEDVDFEEVK= === = ===-
Chryseobacterium gallinarum DKIAAATEAAHGELSTAF[SAK - -NARDVIZAK DAAWMAAS/JELYAAGQQAEGAGAQ——— === === === mmm NPGG--—--- NNAGGADS FEEVK-----———~—
Fusobacterium nucleatum BDI NIEAAIEELKVKDGD--DKSAIDS ‘LSQASHEN L!KE‘;VQAQAQAQQQA ———————————————————— GANA-————-~ G‘PDKK" AE ﬂ -----------
Anaerolinea thermophila DLIMKOLNEQIVQVRNAMNGD~-~NIADIRSKSDALMOLVQOIVGASMYQOSGAPAGGDGSG -~ === = m e e e e SATG-=====~ ETQPGGDNVVEGI KNL--— e
Sphaerobacter thermophilus E: EQKIGVVRDI NDRENIERLRTAY:DMTQTLSRVGTTMYEQAGATSTGPDGG -------------------- DAGQ-===== QASAEEJATVEGIYFREVRNEE -~~~ ~~
Thermomicrobium roseum ENKMQOAVRE I RDPMNTARLRPAYDELARTLSQVGARMYEQAGATASTGPD~ == m e e e e GGGR-====~ TSGAPGAETVEGIJYREV - —m e e e
Dictyoglomus turgidum DIVOKVEDKIKNLEELIKPERINVEQVRKGMZELTQTLGEIGQFMYQSAGSTAGNP ~ === —m e e e e e e e e

Rubinisphaera brasiliensis GS| AIEASIEKVREAEKTD——DIB I !SAI JELTOASHALSKAMYESOOAAEGGEASP - ——— - e e

Opitutus terrae DKISSKI ESAIADﬂKDIESA— -D'.I.‘A JLTA-~~~LGGEL MAQKAAQMGAAAGPGEAAGGGE

Chthonomonas calidirosea DLIATLEKQISD SAINASDTSVERLQELTQALEQTMYRLSIEAVYQHATAGTHNTHSSD -------------------

Candidatus Bathyarchaeota archaeon VERIDKAVAELRETLSGK--DVEKI|{SK =ELAKVLQEVGTWYQQAAARRA.EQERTE —————————————————————————————

Methanobacterium lacus MSQIENLVKELREVAATD--DF[SAT TDELTKWQEVGAAIY‘QEAQQAQAQQEAEAGAG ----------------

Methanomassiliicoccus intestinalis PERAKISAAVIDLAAVKED--NVINVIATKMDALIKEMEPITTRIYOEAAAAAQAAQOTOAGN-OO0ABE

Thermoplasmatales archaeon RASVEAAINDLNAAAKGE-~-DLERIIMKKTI2ALSKAMEPI SKKIYENSTP@QQAYQEAAKQY Si:EAGA

Picrophilus torridus SSIMESVRSIVKDLRDAISSK--DINKIJJELSIJILTKEIQEIGTKMYOSOATQOGTSONS - - === === ————— === ——SONN—————— N.SQNNNGilx»

Lokiarchaeum sp. GCl4_75 DL! GIFDKVSDLRSANESE——DVNRI SOST]>TLONSLHEVSNRIYGOQQQGAPQEGYQGAPPGGMGDIPPGANYGYNEKTQODEIEQERFRKATGQDIY

Marinitoga piezophila DOIMARLETLINDVRDAINNN--DIAKL{{I 3DLKNESMELGQLIYQQAQQTANADAGAAGP ————————————————— NPED-====~ TONPNN- - e e

Figura 32: Alineamiento multiple de la IDR (2) conservada de la proteina chaperona DnaK (HSP70). La regién intrinsecamente desordenada se encuentra en el
dominio HSP70 y también forma parte de la regiéon C-terminal en la secuencia. Se identificaron algunas LCRs, sefialadas con recuadros azul claro, que contienen

motivos de repeticiones de AA y QQ. Las arqueas se encuentran sefialadas en negritas. Los aminodcidos cargados se resaltan en color azul rey y rojo.
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Proteina ribosomal L4

Lokiarchaeum sp. GCl4_75
Haloarcula hispanica
Natronobacterium gregoryi
Granulibacter bethesdensis
Beijerinckia indica
Chthonomonas calidirosea
Lactococcus lactis
Halobacillus halophilus
Acholeplasma laidlawii
Aminobacterium colombiense
Chloroflexus aurantiacus
Thermomicrobium roseum
Ilyobacter polytropus
Kosmotoga olearia
Dictyoglomus turgidum
Chroococcidiopsis thermalis
Trichodesmium erythraeum
Dehalogenimonas lykanthroporepellens
Desulfocapsa sulfexigens
Desulfuromonas soudanensis
Denitrovibrio acetiphilus
Pirellula staleyi
Rubinisphaera brasiliensis
Gemmatimonas aurantiaca
Gemmatirosa kalamazoonesis
Odoribacter splanchnicus
Rufibacter tibetensis
Deinococcus radiodurans
Leptospira interrogans
Methylotenera mobilis
Chromobacterium violaceum

SAGLNISBGWGT-GFGMSLAPIN (GSGFPTSIHVG]
ycs» YAGLRTPARISFGS -GRG--QAHVP|JODGRAR -~~~
DYG FAGLRTP SFGS-GRG- -MAHVPRODGRAR-~- - R

KRRAG-~-—~ THQSLGRADIHRT -GK---KMYKQ

NQRQG--——~ THDT{JORSZVRGG-GR- - ~KP

SLROG= === THA RSAVSGG GK---KP

NLRQG----- THK SGG-GR---KP

ALRQG----- TAK RGG-GK---KP

NLRQG---—- THS RGG-GR---KP

NARLG-~~~~ THNTRGRG{2VKGS-TR---KL

NARAG----- THD RGG-GR---KP

PV VT, — TAA RAMVRGG-GR---KPFKQ PHMVGG

NRRAG----- TAKAISTRSIVSGG-GR- - -KPWPQ PLWRHG
NGRQG----- THSTISRRSZVNRS -GR- - ~-KVWPQISGTGHARQGDR - KATHWVGG
NARQG----- TAN RGG-GR---KPWIQIIGTGRARAGS I - ISPLWRGG
NNRQG----- TASTISTRS]2VRGG-GR- - ~-KPWIQISGTGRARAGS I - lSPLWRGG
NARQG----- TSSTRTRS2VSGT-TQ- - -KMFQISGTGEARAGSR-KSGLRPGG
AKRAG= ===~ NAS R RGG~-GA~-~~-KPWKOIWGTGRARAGTR~-NSPIWRGG
ARRQG----- TASTISTRS}2VSGG-GK- - ~-KPYKQIUGTGNARQGC I - JAPHYVGG
NRRAG----~- THSTLNRAKMKGGRGA- - -KPWIQINGTGRARSGSR-KSPIWRGG
NLRQG----- THRT{IGRGEVAGS - TK - - ~KMYXONGTGNARA(SR-ISGVRRGG
NRRVG----- TFATISSRADVAGS -KK- - ~-KMY[JOISGTGNARAGGK - ISPTRRGG
NRRQG----~- TAKTISTRGVTGG-NQ- - ~KPWKQIUGTGRARQGST-APNWPGG
NORQG-—-——~ TAATIAIRKYVTGG-NQ- - —-KPWIQIUGTGRARQGS T-JAPHWVGG
NNRQG----- THKS ISGS-TK---KLKKQISGTGGARAGS I -KNPEFRGG
NORQG----- THKSIJE AGS-TK- - -KIKJOUGTGGARAGSM-KSPVFKGG
SRRRG----- TASTRTRAQVSKT-GR---KMYGQIYGTGNARHGDR - SVPTFVGG
NLRSG----- NHATUTRSMVSGG-GK- - -KPWSQIIGTGRARQGS T~ JAPHWVGG
NARTA----- TRAQIIGRDTVAHT-TH- - -KPYAQISGTGNARSGMS -SSPIWRGG
NARSG----- NRAQLTRABVKHS - TK- - -KPFIyQISGTGNARAGMT - STPNRRGG

Figura 33: Alineamiento multiple de la IDR conservada en secuencia de la proteina ribosomal L4. La regién intrinsecamente desordenada se encuentra en el dominio
Ribosomal_L4. Se identificé una LCR, sefialada con el recuadro azul claro. Aunque el algoritmo SEG (Wootton & Federhen, 1993) tnicamente detecto una LCR,

se observan varios motivos de repeticiones GG. Las arqueas se encuentran sefialadas en negritas. Los aminoédcidos cargados se resaltan en color azul rey y rojo.



Proteina ribosomal S13

Sulfolobus solfataricus
Metallosphaera sedula
Methanobrevibacter smithii
Ferroplasma acidarmanus
Halomicrobium mukohataei
Natronomonas pharaonis
Granulicella tundricola
Koribacter versatilis
Pseudarthrobacter chlorophenolicus HRKGL
Catenulispora acidiphila
Chthonomonas calidirosea
Deinococcus radiodurans
Desulfosporosinus orientis
Thermovirga lienii
Thermobaculum terrenum
Marinithermus hydrothermalis
Caldilinea aerophila
Carnobacterium maltaromaticum
Solibacillus silvestris
Acholeplasma laidlawii
Gemmatimonas aurantiaca
Corallococcus coralloides
Aquifex aeolicus
Hyphomicrobium denitrificans
Endomicrobium proavitum
Micavibrio aeruginosavorus
Fibrella aestuarina
Nitrosospira multiformis
Turneriella parva
Caldisericum exile
Isosphaera pallida

Pirellula staleyi

Mesotoga prima

Akkermansia muciniphila
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UTRKGKRK-
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Figura 34: Alineamiento miltiple de la IDR conservada en secuencia de la proteina ribosomal S13. La regién intrinsecamente desordenada se encuentra

en el dominio Ribosomal_S13. Se identificaron algunas LCRs, sefialadas con recuadros azul claro, que contienen motivos de repeticiones de AA y QQ.

Las arqueas se encuentran sefialadas en negritas. Los aminodcidos cargados se resaltan en color azul rey y rojo.
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Particula de reconocimiento de seiial

Alicyclobacillus acidocaldarius subsp MM---——-ldHL~ =« wwowooo
Acidocaldarius
Acholeplasma laidlawii
Anabaena cylindrica 7 — i it i et A R B ot it kel
Acidimicrobium ferrooxidans PGGVPGM-GGLP-GMGGLPGGGKKS - ~KGRMAP

Beutenbergia cavernae
Catenulispora acidiphila
Caldilinea aerophila
Chthonomonas calidirosea
Dokdonia donghaensis
Dinoroseobacter shibae
Dactylococcopsis salina
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QMK e

MG|GQPQ-~~~PGFRQ

Faecalitalea cylindroides - MSKHTGSKKQ------
Gordonibacter pamelaeae

Hal Ak 1furi MGDMGG AGPF - ~—~~

a sulfur.

Isosphaera pallida VKQGTGKRL--TI?(BREK

Candidatus ylophilus alvus
Mesorhizobium loti

Phycisphaera mikurensis
Prochlorococcus marinus
Rhodopirellula baltica

Stanieria cyanosphaera

rix is FGLPGA-~-~RP-~~

s
Th 1 les arch R KQFGGM-~-DPEAFKDM--~-—-=----r--m-emme===cEN=-=GSE-=====mmeeecomommms coon

Thermomicrobium roseum --GQLAAGRSRGPLRGLL -~ GAGNAF-PSLP--- GLDG--FPG-~-mmmmmee——— IGTAPA-~=RP==- e c e QPMHH——@HQS Re====
Xylanimonas cellulosilytica @ = MM-———ee-ROM--eeeme—— AKF ——————————————————————————— GGVPGM-~-~--P-PMPGMP ?RA——GAR"“ POKKVKGKSGNPAKRAQQERELLSKALGGGPS~~~APAG= ==~~~ SAFGVG-TPKKDDVDLSKLQLPEGFD{LLGG~~~

Figura 35: Alineamiento multiple de la IDR conservada de la Particula de reconocimiento de sefial. La region intrinsecamente desordenada se encuentra en el dominio SRP_SPB. Se
identificaron algunas LCRs, sefialadas con recuadros azul claro, que contienen motivos de repeticiones de GGM y MM. Las arqueas se encuentran seflaladas en negritas. Los

aminoécidos cargados se resaltan en color azul rey y rojo.
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Helicasa de RNA DeaD

Paenarthrobacter aurescens GGQpL__LvE::x ___________________________________ pngE _______________ ESE:F
Pseudarthrobacter chlorophenolicus GGQOPL - ~LVISALARARA ~ — —— = =« = = o o m o e o o e e 2] 1K R - S —— R F
Acaryochloris marina KDKPL--V----PPKED-LSSDPGHAVOTSNWA——— = — = — = — — m e e e ADLGK-PSH--——————-
Dechlorosoma suillum KSRPL--LM---PEKEV-RSFEADSAE--==-GR-==—cemmm e PERKEEF-ERPERGE-RFERKE UPERGE
Thauera humireducens RERPL--QIEQ----SG-RGWDLATAEPGSGGR-————————mmmmmm APREEHF ----TTGA-PRERTP|{{PNRDE
Pelodictyon phaeoclathratiforme GETPL--LLSNKPEKS--RSYEEREGS----GR-==—— e DRGSD@— RSTDRGR-SSDRDRGPVK--
Hahella chejuensis VEQPLFPILIDLPKLD - == = = e e e e e e e KDFBGEDRDBDGRVGRNE‘Q'RDRDBEGBE .
Planctopirus limnophila GDAPL--LVIi{D-DIRDF-NSIETRNREPAP-GR- - - - m e e GNPRLA@A ------- O-DAERSMIIPRGRE
Thioflavicoccus mobilis RERPL--VVA| PQP:R -------------------------------- IDADRRGBR----DRPD-RAGRDP GHGP
Rhodopirellula baltica NGRPF--LLI$JRPKKQR-ERSDRDNSR----GR-==———— e DSFDSND-RSGNRGS-FGDDRPj{R——-—

Chloroflexus aurantiacus NED-==—-ee—em OTD--QVDTITRLDPPP - m e e e e e e = =~ AIARPOI AN~ = = = = RSE-RSARSPj;
Corallococcus coralloides EKED-=====——- EGKDTADQEIPQVSAPAERKFPRTERSGPPGRFADRGA! PRTADRGE-RPERGERISERGE
Stigmatella aurantiaca EARD-=====—=—- EGHAQNEEEIPVVPPPSEKR APPPERRG-KAE-APPSERPR
Gemmatimonas aurantiaca ARDLRGK-PIGRE SEGATGE
Methanocorpusculum labreanum = DSG----------KNAA-QSEEIKPLOPSPSSS-----ETFTPGTVENSGA)--————-—mmmm e e
Methanosphaera stadtmanae @™ = DDKRY-----eecccccecKEEEF-=-ccccrmmccnccccccc e e e e c e e c e e e e e e e e e ———
Rufibacter tibetensis @ = = = KDT-=======—-KAKE-KSAEAGEAKGGPK - === == m e e e e e e e e e e e e e
Parvimonas micra
Methanococcus maripaludis @ KDE-----—--—=—==—--L-SESNYKRIG-KP-----=-=--eeeeee—e—ee--ANREGD- -~~~ RGE-GRSEGRI{——=——
Acholeplasma laidlawii ASRRSQDERGNDKGR—KDSRSFS(E -----
Nonlabens dokdonensis
Akkermansia muciniphila
Ketogulonicigenium vulgare
Novosphingobium aromaticivorans

Figura 36: Alineamiento multiple de la IDR conservada de la proteina Helicasa de RNA DeaD. La region intrinsecamente desordenada no se localiza en ningtin dominio proteinico.
Se identificaron algunas LCRs, sefialadas con recuadros azul claro, que contienen motivos de repeticiones de RR y RD. Las arqueas se encuentran sefialadas en negritas. Los

aminodcidos cargados se resaltan en color azul rey y rojo.
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Discusion

Secuencias simples en Bacteria y Archaea
La asociacion entre el tamafio del proteoma y el porcentaje de secuencias simples en Bacteria
y Archaea (Fig. 9) es débil, lo que sugiere que existe algiin factor que determina el sesgo en el

contenido de LCRs en los procariontes.

Las secuencias simples tienen presencia en todos los proteomas. Gemmatimonadetes es el
phylum bacteriano con mayor proporcion de LCRs en su proteoma, 37.73% de sus proteinas
contienen secuencias simples, mientras que la bacteria de la categoria “Unclassified Bacteria”
contiene 11.15% y el phylum Deferribacteres con 12.26% presentan los menores porcentajes (Fig. 7

y Anexo II).

Los genes que contienen secuencias simples tienden a presentar un alto contenido de GC
(Alba & Guigd, 2004). Esto también se observé a nivel de proteomas (Fig. 13). Las bacterias de
Gemmatimonadetes poseen un alto porcentaje de GC: 72.6%; lo que coincide con el segundo phylum
con mayor cantidad de LCRs, Actinobacteria, el cual se caracteriza por presentar un alto contenido
de GC en su genoma (Ventura et al., 2007). Las actinobacterias presentan un rango variable de
porcentajes de secuencias simples, como puede observarse en el valor de desviacion estandar (Fig. 7
y Anexo II); sin embargo, las especies con mayor porcentaje de LCRs presentan altos contenidos de
GC. Kitasatospora setae tiene el mayor porcentaje de LCRs y un contenido de GC de 74.2%, en
contraste, Atopobium parvulum, presenta un 45.69% de GC y es una de las actinobacterias con

menores porcentajes de LCRs (Fig. 14).

Los altos niveles de redundancia de genes que presenta Deinococcus radiodurans (White et
al., 1999) podrian relacionarse con el alto porcentaje de LCRs en su proteoma, ademds del alto

contenido de GC, 67%.

En Archaea se mantiene la relacién entre altos contenidos de GC y una gran proporcién de
secuencias simples (Fig. 13 y Fig. 14). Euryarchaeota (Fig. 12 y Anexo II), contiene a la arquea con
el mayor porcentaje de LCRs, Natrialba magadii cuyo contenido de GC es de 61%, mientras que

Methanolobus psychrophilus, 44.6% de GC, la euriarqueota con menos secuencias simples.
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Las arqueas de hdbitat hal6filo presentan los mayores porcentajes de secuencias simples y
altos contenidos de GC (60- 70%). No obstante, esta dltima caracteristica podria estar relacionada
con presiones selectivas de adaptacion al ambiente haléfilo y en particular, a la estabilidad del DNA

y proteinas en respuesta a las condiciones ambientales extremas (Paul et al., 2008).

Las secuencias simples no estdn restringidas a una categoria funcional, aunque la mayoria se
puede encontrar en la categoria Transporte de membrana (Fig. 10 y Anexo III). Nuestros hallazgos
concuerdan con lo encontrado en eucariontes (Sim & Creamer, 2002), donde algunas de las LCRs
pueden encontrarse en proteinas de sefializacion asociadas a la membrana y otras forman parte de

dominios integrales de membrana.

En general, el sesgo composicional de las LCRs (Fig. 15) revelé la ausencia de los
aminodcidos His y Cys, los dos mds abundantes en los sitios activos de las proteinas (Holliday ez al.,
2011), asi como de aquellos aromadticos Phe, Tyr y Trp, lo cual tiene sentido biolégico, ya que una

secuencia repetitiva de estos aminodcidos seria aberrante en la estructura de una proteina.

En algunos casos, la composiciéon de aminoédcidos de las secuencias simples tiende a
relacionarse con su temporalidad. Se ha reportado que las LCRs en las proteinas mds recientes de
vertebrados son ricas en Ala y Gly, mientras que las mds antiguas poseen altos niveles de aminoacidos
con carga positiva Lys y Arg, lo que implica el efecto de la seleccién purificadora en su preservacion

(Rad6-Trilla & Alba, 2012).

Regiones intrinsecamente desordenadas en Bacteria y Archaea

Al igual que ocurre con las secuencias simples, el porcentaje de IDRs no se relaciona con el
tamarfio del proteoma (Fig. 19), lo que indica que tienen alguna importancia bioldgica. El porcentaje
de IDRs en los proteomas parece estar relacionado con el contenido de GC (Fig. 23 y Fig. 24),
aquellos Phyla con los mayores porcentajes de IDRs también presentan los valores mas altos de

contenido de GC, esta asociacion es similar a la observada en las LCRs (Fig. 14).

Los porcentajes de desorden en el proteoma de los procariontes es variable, el rango varia de
0.63% en Dictyoglomi a 15.6% en Planctomycetes (Fig. 17 y Anexo IV). Resulta interesante que los
phyla de hdébitats termdfilos presentan los menores porcentajes de desorden, Dictyoglomi,
Thermodesulfobacteria, Aquificae, Thermotogae y Caldiserica. El bajo contenido de IDRs en estos

phyla puede deberse a una adaptacion a condiciones extremas de las altas temperaturas (Burra et al.,
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2010). Sin embargo, existe una excepcion, ya que la bacteria con mayor porcentaje de IDRs en su

proteoma es Thermaerobacter marianensis, un organismo hipertermdfilo del phylum Firmicutes.

Como se menciond anteriormente, el phylum que posee el mayor porcentaje de IDRs es
Planctomycetes (Fig. 17), lo que coincide con reportes anteriores (Pavlovi¢-Lazeti€ et al., 2011; Peng
et al., 2015; Bordin et al., 2018). Se ha sugerido que los altos niveles de proteinas desordenadas en
Planctomycetes, se relacionan con el desarrollo de sus membranas, lo cual desde una perspectiva
evolutiva resulta fascinante, ya que los Planctomycetes, que pertenecen al grupo PVC, presentan
caracteristicas que no se observan frecuentemente en las bacterias: algunas especies presentan una
extensa organizacion de la membrana interna, un sistema de transporte de macromoléculas inusual
(Bordin et al., 2018), y recientemente se ha descrito la presencia de poros nucleares en la especie
Gemmata obscuriglobus, los cuales tienen elementos estructurales similares a los poros nucleares de

eucariontes (Sagulenko et al., 2017).

En Archaea, el phylum con mayor porcentaje de IDRs es Nanohaloarchaeota, con 12.6%,
mientras que Korarchaeota con 0.68% presenta el menor porcentaje de proteinas desordenadas (Fig.
15 y Anexo IV). Al igual que ocurre en las bacterias, al parecer los bajos contenidos de IDRs en
arqueas se relacionan con los hébitats termofilos. Korarchaeota es un phylum de arqueas termofilas;
Crenarchaeota es el segundo phylum con menor proporcion de IDRs en sus proteomas, no obstante,
en este trabajo solo se analizaron especies termdfilas de este ultimo. Lo anterior confirma que uno de
los factores que originan la baja proporcién de IDRs en los organismos es la adaptacion a distintos

ambientes extremos (Xue et al., 2010; Burra et al., 2010).

Nanohaloarchaeota, el phylum con mayor porcentaje de proteinas desordenadas, es un grupo
de arqueas hiperhaléfilas. El hébitat haléfilo de Nanohaloarchaea archaeon parece ser otra
caracteristica de las arqueas con mayores porcentajes de IDRs. Euryarchaeota es el segundo phylum
con mayores niveles de IDRs, aunque presenta una gran variacién, lo que se puede ver con la
Desviacion estandar (Fig. 18 y Anexo IV). Este grupo contiene especies de diversos habitats, sin
embargo, las especies con mayores porcentajes de IDRs son haldfilas, algunos ejemplos son:
Natrialba magadii, Halopiger xanaduensis y Halorubrum lacusprofundi. La dependencia del
contenido de proteinas desordenadas en organismos de ambientes hal6filos puede explicarse debido
a que estas proteinas pueden ayudarles en la supervivencia en ambientes con altas concentraciones

de iones en el ambiente (Xue et al., 2010).
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Por otro lado, las funciones en las que participan las proteinas con regiones intrinsecamente
desordenadas son principalmente Traduccion, Transporte de membrana, asi como Replicacion y
reparacion (Fig. 20, Fig. 21 y Anexo V). Lo que sugieren dos de las categorias mas abundantes,
Traduccion y la Replicacion y reparacion, es que en la interaccién con 4cidos nucléicos, las regiones
y proteinas intrinsecamente desordenadas tienen alguna importancia. Se ha reportado que las regiones
intrinsecamente desordenadas en proteinas de unidn a 4cidos nucleicos frecuentemente requieren el
desorden para sus funciones y regulaciéon (Wang et al., 2016). Las proteinas de unién a RNA son
ricas en desorden, y la mayor fraccion de los residuos desordenados, se localizan en la interfaz de
unién en contacto directo con el RNA (Varadi et al., 2015). La importancia del desorden también
subyace en que la clase de proteinas con mayor frecuencia de desorden es la de chaperonas de RNA
(Tompa & Csermely, 2004). Las proteinas que interactian con DNA también presentan altos
contenidos de regiones desordenadas, aunque los dominios proteinicos desordenados que se unen al

DNA son abundantes en eucariontes, en comparacion con los procariontes.

El andlisis de la composicion de las IDRs (Fig. 25), demostré que son abundantes en los
aminodcidos promotores de desorden Glu, Pro, Ser y Gln (Olfield & Dunker, 2014); la Lys que
también pertenece a esa categoria solo es frecuente en Traduccion. Los residuos Ala, Asp, Gly, Arg
y Thr que también presentan una alta frecuencia, son aminodcidos neutrales que pueden estar
presentes en en regiones ordenadas o desordenadas. Cabe destacar que al igual que en las LCRs, los
aminodcidos mds abundantes en los sitios activos enzimaticos (Holliday et al., 2011), la His y la Cys

estdn ausentes, estos también se caracterizan por ser promotores de orden en las proteinas.

LCRs con amplia distribucidn filogenética

Los proteomas de las bacterias y arqueas analizadas comparten LCRs, que han preservado su
sesgo composicional a lo largo de la evolucion. En la Tabla IV y Anexo VI se muestran LCRs
conservadas en Bacteria y Archaea presentes en genes que posiblemente formaban parte del

complemento génico del LCA, el ancestro de todos los seres vivos.

Lo que define a las secuencias simples, es un sesgo composicional, el cual se refleja en la
presencia de motivos repetidos sefialados en los alineamientos multiples; no obstante, la divergencia
a nivel de secuencia primaria y la longitud corta de las secuencias simples, dificultan la deteccion de

los motivos repetidos (Andrade et al., 2001).
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A continuacion, se muestra un listado de LCRs conservadas en bacterias y arqueas y la

importancia que presentan en las proteinas en las que se encuentran.

ATPasa transportadora de arseniato

Las LCRs forman parte de dominios funcionales, un ejemplo son las que se identificaron en
la proteina ArsA celulares (Tabla IV y Fig. 26), una ATPasa de la membrana interna de las bacterias.
La conservacion de las secuencias simples en esta proteina demuestra que cumplen funciones
importantes, ArsA participa en la expulsion del arseniato de las células. Las LCRs conservadas

forman parte del P-loop, un sitio de unién a Mg* (Zhou et al., 2001).

Chaperona HSP60

Se ha demostrado que las LCRs conservadas en los dos dominios celulares (Tabla IV y Fig.
27) presentes en el extremo C-terminal de la familia de chaperonas moleculares HSP60 son
indispensables para su funcién, ya que la eliminacion del extremo C- terminal en GroEL puede
producir consecuencias desfavorables: en la proteina mds abundante de la bidsfera, la Rubisco, se
produce una disminucién en la velocidad de plegamiento (Weaver & Rye, 2014); mientras que en la
proteina verde fluorescente (o GFP, por sus siglas en inglés, Green Fluorescent Protein), el extremo
C-terminal es indispensables para retener a la GFP dentro del complejo GroEL-GroES (Ishino et al.,

2015).

El extremo C-terminal donde se localiza la LCR, presenta altos niveles de inserciones y
remociones, y un alto contenido de aminoécidos hidrofébicos casi ubicuo, caracterizado por muchas

repeticiones de Gly-Gly-Met.

D-aminoacido deshidrogenasa

En la flavoproteina D-aminoécido deshidrogenasa, que cataliza la desaminacion oxidativa de
los D-aminoécidos, también se identific una LCR conservada en el dominio proteico DAO (Fig. 28),
lo que indica que una vez que se originan las secuencias simples, pueden asociarse a funciones. La
enzima cataliza la desaminacion oxidativa de los D-aminodcidos y tiene amplia especificidad de
sustrato. Esta enzima es principalmente activa en D-prolina y, en menor grado, en varios otros D-

aminoécidos como D-alanina, D-fenilalanina y D-serina (He ez al; 2011).
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Enolasa

Las secuencias simples pueden presentar cualquier tipo de estructura secundaria (Kumari et
al.,2014). La LCR conservada en la Enolasa (Tabla IV y Fig. 29) conforma una alfa hélice dentro
del dominio Enolase_N (Kiihnel & Luisi, 2001). La estructura secundaria de la secuencia simple, es
predecible tomando en consideracion la alta frecuencia de alaninas en su composicion. El residuo Lys
119 es un contacto clave en la unién a la RNasa E (Chandran & Luisi, 2006). La enolasa es una
enzima universal que, ademds de ser clave en los ultimos pasos de la glucdlisis, forma parte del
degradosoma de RNA, un complejo multienzimdtico que interviene en el procesamiento y
degradacion del mRNA (Carpousis, 2007). El procesamiento del mRNA mediante el degradosoma
es un antiguo mecanismo que posiblemente se establecié en épocas evolutivas anteriores al LCA,
cuando “las moléculas de RNA desempefiaban un papel mds conspicuo en los procesos celulares”

(Delaye et al., 2005).

IDRs con amplia distribucion filogenética

Las regiones intrinsecamente desordenadas forman parte de todos los proteomas de bacterias
y arqueas (Fig. 22). Con el objetivo de conocer aquellas IDRs conservadas y sus posibles funciones
en la evolucién temprana de la vida, se analizaron las IDRs con amplia distribucion filogenética en
Bacteria y Archaea (Tabla V y Anexo VII). A continuacién, se muestra un listado de protefnas con
regiones intrinsecamente desordenadas conservadas en los dos dominios celulares y la importancia

funcional que presentan.

Proteina chaperona DnaK (HSP70)

La chaperona Hsp70, codificada por el gen DnaK, contiene dos IDRs con amplia distribucion
filogenética (Tabla V) que, al igual que las LCRs, forman parte de dominios funcionales. Ambas
IDRs se localizan en el dominio HSP70; sin embargo, difieren en su clasificacion y posicion. La IDR
1 estd conservada en secuencia (Fig. 31) y se encuentra dentro del dominio HSP70, mientras que la
IDR 2, cuya secuencia primaria no se conserva sino solo el desorden, contiene una parte dentro del

dominio y también abarca el extremo C-terminal (Fig. 32).

La familia de chaperonas Hsp70 se conoce por ser asistentes de plegamiento de proteinas, sin
embargo, se ha demostrado que la chaperona Hsp70 también presenta actividad chaperona de RNA
(Zimmer et al., 2001). La proteina DnaK interactia con el 16S rRNA y facilita el ensamblaje de la
subunidad 30S ribosomal y participa en la Biogénesis del Ribosoma (Maki et al., 2002). Los residuos

delaIDR 1 (Fig.31) se encuentran conservados en la Hsp70 de mamiferos y corresponden a los sitios
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de interaccion con RNA, lo que sugiere que la IDR 1 es sitio de unién al 4cido nucleico, lo que se
demuestra con la conservacion a nivel de secuencia de la region desordenada, ya que aquellas IDRs
que preservan su secuencia primaria tienden a interactuar con RNA y presentar actividad chaperona

(Bellay et al., 2011).

La IDR 2 (Fig. 32 ) que forma parte del extremo C-terminal de la DnaK, contiene residuos
que presentan un sitio de unién débil, auxiliar para proteinas desnaturalizadas. La asociacién débil de
le regién intrinsecamente desordenada promueve ciclos subsecuentes de unién y liberacion del
substrato, esta actividad corresponde a una funcidn frecuente en las IDRs, la de actuar como flexible
tether y presentan motivos de aminodcidos que les confieren caracteristicas de reconocimiento
molecular; la flexibilidad resultante permite a las regiones participar en multiples modos de unién
(Smock et al., 2011), la conservacion de la IDR 2 en Bacteria y Archaea, sugiere la antigiiedad de

este fendmeno.

Proteinas ribosomales de la subunidad grande

La estructura del ribosoma es una ventana hacia el pasado, la universalidad de varios de sus
componentes, implica que ya estaban establecidos antes de la divergencia de los tres linajes celulares
(Becerra et al., 2007). En las proteinas ribosomales que corresponden L4, L3y L2, se encontraron

IDRs conservadas en secuencia en Bacteria y Archaea (Tabla V y Fig. 28).

El orden de ensamblaje del ribosoma, permite asignar una temporalidad relativa a las
proteinas ribosomales, lo que permite hacer una inferencia sobre la evolucién de las IDRs que
presentan; se han establecido cuatro grupos de antigiiedad (Fox, 2010) del mds antiguo al mads
reciente: I): L2, L3, L4; II): L22, L23, L24; I1I): LS5, L6, L10, L11,L12,L15 y IV): L1, L13, L14,
L16,L18,L29,L30.

Es probable que la preservacién de IDRs conservadas en secuencia de las proteinas L2, L3y
L4, se deba a factores que se relacionen con su temporalidad, diversos autores han propuesto que son
muy antiguas: i) son las mas préximas al sitio de la peptidil transferasa (PTC, por sus siglas en inglés)
(Worbs et al., 2000; Fox, 2010; Hsiao et al., 2013), uno de los componentes ribonucleotidicos mas
antiguas del ribosoma. ii) las proteinas L3 y L4 son imprescindibles en las primeras etapas del
ensamblaje de la subunidad grande del ribosoma bacteriano (Timsit et al., 2009; Fox, 2010). iii)
poseen extensiones no globulares, que cubren la mayor drea de la superficie del rRNA en la subunidad

grande del ribosoma de Haloarcula marismortui (Klein et al., 2004). iv) se unen de manera normal
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al 23S rRNA en presencia de Mg2+ (Hsiao et al., 2013) y v) tienen, en conjunto con la L15, las

extensiones mas largas y complejas de todas las proteinas ribosomales (Klein et al., 2004).

Un fésil molecular presente en todas las células es el ribosoma, el cual tiene grabado una
cronologia molecular del origen y evolucidon de las proteinas; los segmentos de las proteinas
ribosomales revelan la historia del plegamiento de las proteinas a nivel atémico (Hsiao et al., 2013;
Kovacs et al., 2017), en otras palabras, “las proteinas ribosomales ofrecen una ventana en el tiempo
cuando las proteinas adquirieron la habilidad de plegarse” (Lupas & Alva, 2017); resulta intrigante
que la etapa mds temprana de las proteinas ribosomales estd representada por protopéptidos cortos
“random coil”, es decir estdn intrinsecamente desordenados, lo que sugiere que uno de los fenémenos

mds antiguos de las proteinas son los polipéptidos desordenados.

Es posible que las primeras proteinas ribosomales hayan sido pequefios péptidos bdsicos,
cuyos vestigios posiblemente forman parte de dominios funcionales de proteinas ribosomales actuales
(Lazcano et al., 1992). Por lo que podemos inferir, las regiones intrinsecamente desordenadas
conservadas en Bacteria y Archaea podrian ser vestigios de las proteinas mds antiguas. Los primeros
péptidos adquirieron la habilidad de plegarse resultado de una propiedad emergente de la coevolucién

péptido-RNA (Kovacs et al., 2017; Lupas & Alva, 2017).

Algunos autores han realizado estudios de diversos péptidos de unién a RNA, definidos como
cadenas de < 30 aminodcidos que carecen de una estructura estable en ausencia del Acido
ribonucleico y no obstante, se unen a este de manera especifica (Frankel, 2000); estas transiciones de
desorden a orden estdn presentes en otros péptidos de unién a RNA y muchos de ellos presentan

simplicidad en la secuencia (Das & Franklin, 2003).

El andlisis de las IDRs conservadas en Bacteria y Archaea (Tabla V), revela una preservacion
a nivel estructural de componentes peptidicos antiguos del ribosoma. Asimismo, la simplicidad
representada por los motivos de repeticiones presentes en la secuencia de aminoécidos (Fig. 33),

sugiere el papel del deslizamiento de la polimerasa en etapas evolutivas tempranas.
Proteinas ribosomales de la subunidad pequeiia

Todas las proteinas de la subunidad pequefia del ribosoma presentan extensiones no

globulares o IDRs, con excepcién de la S4 y S15 (Peng et al., 2015). Algunas IDRs fueron

62



identificadas en las proteinas ribosomales S4, S3, S9 y S13 (Tabla V y Fig. 34), cuya distribucién

universal permite inferir que formaban parte del proteoma del LCA.

Se ha establecido una temporalidad de las proteinas ribosomales de la subunidad pequefia
(Shajani et al., 2011) que van del més antiguo al mds reciente: I): S4, S7, S8, S15, S17; I): S9, S13,
S19y HI): S2, S3, S5, S10, S11, S12, S14. En la subunidad pequeiia del ribosoma, la distribucién y
conservacion de las IDRs, sugiere que no se relacionan con la temporalidad de las riboproteinas y
probablemente la evolucion de estas es de un caracter mds flexible, a diferencia de las proteinas en la

subunidad grande.

Las proteinas S9 y S13 (Fig. 34) incrementan la estabilidad del ribosoma, sin embargo, no
son indispensables para que la traduccion funcione (Peng et al., 2015). Las riboproteinas S9 y S13
estdn en contacto con el tRNA (Yusupov et al., 2001). La IDR en la proteina S4, pertenece al tipo de
desorden conservado (Tabla V) y la secuencia es conservada solo por dominio celular, esto sugiere
que son divergencias y su origen es posterior al LCA. La proteina ribosomal S3 contiene una IDR
conservada y de manera extraordinaria, presenta una alta abundancia de secuencias simples (Anexo
VIy VII) y una de las LCRs mas largas, de 162 aminodcidos de longitud en la bacteria Conexibacter
woesei . Es posible que la presencia de LCRs en la proteina S3 se deba a que es una proteina ribosomal
perteneciente a la etapa III de la temporalidad relativa, es decir, es mds reciente que las demds
riboproteinas, lo cual coincide con que las secuencias simples tienden a disminuir con el tiempo (Toll-

Riera et al., 2012) .

Particula de reconocimiento de seial

La particula de reconocimiento de sefial (SRP) es un complejo ribonucleoproteinico que
transporta las proteinas membranales y de secrecién a las membranas celulares en procariontes y
hacia el reticulo endopldsmico rugoso en eucariontes. Se identificaron IDRs conservadas en dos
proteinas del complejo, una IDR en la Particula de reconocimiento de sefial y otra en el Receptor de

la Particula de reconocimiento de sefial.

Todas las células transportan proteinas con la particula de reconocimiento de sefial, pero los
unicos componentes universales son las proteinas SRP, llamada Ffh en bacterias y SRP54, su
homdloga en arqueas, unidas a las hélices 5 y 8 del SRP RNA. Estos llevan a cabo el reconocimiento

de la secuencia sefial, la interaccién con el ribosoma y con el receptor de SRP (Egea er al., 2008;
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Hainzl & Sauer-Eriksson, 2015), lo que sugiere que estos procesos son los mas antiguos de todo el

complejo SRP.

En la IDR conservada (Fig. 35) en el extremo C-terminal de las proteinas Fth y SRP54 se
identificaron LCRs, lo que permite proponer que ambas estaban presentes en el LCA. El dominio M
y los residuos de su extremo C-terminal son esenciales en la interaccidn con la secuencia sefial. En
su conformacion libre, es decir no unido a la secuencia sefial, el dominio M de la SRP54 se define
solo por sus hélices aM1- oaM35, el finger loop, el GM linker y los residuos del extremo C-terminal
estdn desordenados. Las regiones desordenadas del dominio M en su conformacion libre
corresponden al GM linker: Met 303 - Ile 318, finger loop: Lys 346 - His 364 y el extremo C- terminal:
Lys 431- Gly 451 (Hainzl & Sauer-Eriksson, 2015). En el momento que la SRP se une a la secuencia
sefal, es comunicado al dominio NG, lo que produce la interaccion con el SR; esta unién ocasiona
cambios conformacionales en el dominio M, causando que el GM linker, el finger loop y los residuos
del extremo C-terminal se plieguen. Este cambio estructural de desorden a orden es evolutivamente
relevante, ya que provee una capacidad estructural en los componentes que reconocen la secuencia
sefial; estas IDRs son promiscuas y podrian reconocer diversas secuencias sefial debido a su

plasticidad estructural (Keenan et al., 1998; Hainzl & Sauer-Eriksson, 2015).

Las LCRs pertenecen al extremo C-terminal del dominio M de las proteinas Fth y SRP54.
Este es importante en la unién del SRP con la secuencia sefial (Hainzl & Sauer-Eriksson, 2015) (Fig.
35) y varia mucho en longitud (Keenan et al., 1998), pero presenta muchas repeticiones de motivos
MM y GGM. La metionina es muy abundante en estas secuencias simples, un aminodcido hidrofébico
cuya cadena lateral flexible confiere plasticidad en el sitio de unién a la secuencia senal (Keenan et
al., 1998); otro aminodcido abundante es lisina, lo que sugiere que sea una region de unién a RNA,
que se comprueba por la interaccion de los residuos del extremo C-terminal del dominio M con el
rRNA. Los motivos de repeticiones GGM, también son caracteristicos en la IDR de las chaperonas
moleculares HSP60 (Fig. 27), lo cual indica que este aporta una flexibilidad inherente a estas regiones

terminales.
La IDR conservada del Receptor de la Particula de reconocimiento de sefal (Tabla V) se

localiza en el extremo N-terminal. La particula de reconocimiento de sefial (SRP) primero reconoce

la secuencia de sefial N-terminal de proteinas nacientes y luego interactiia con el receptor de SRP.
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Debido a que las IDRs del dominio M estdn conservadas en los dos grupos celulares es muy
probable que el cambio conformacional de desorden a orden que ocurre en la particula de
reconocimiento de sefial, sea un mecanismo universal, lo que implica que: 1) este cambio estructural
es antiguo y estaba presente en LCA, 2) la presencia y conservacion de la LCR (Fig. 35) dentro de la
IDR, sugiere la importancia del deslizamiento de la polimerasa en la generacion de partes funcionales

en las proteinas.

DEAD-box RNA helicasas

Se identificé una IDR conservada en el extremo C- terminal de la helicasa DeaD (Tabla V'y
Fig. 36), la cual interviene en la biogénesis de la subunidad grande del ribosoma, en la iniciacién de
la traduccion y en el ensamblaje del degradosoma “cold shock™ (Redder et al., 2015). Aunque la IDR
no presenta ningin motivo conservado, la alta proporcidon de Lys y Arg, aminoédcidos con carga
positiva en las extensiones de las DEAD-box helicasas analizadas, sugiere que se unen al RNA

(Lopez-Ramirez et al., 2011), de manera no especifica (Rudolph & Klostermeier, 2009).

Las proteinas DEAD-box son helicasas de RNA, ATP dependientes que forman parte del
proteoma de todos los seres vivos e intervienen en varios procesos centrales en el metabolismo del
RNA (Lopez-Ramirez et al., 2011). La relacion directa de las DEAD helicasas con el RNA, sugiere
que tenfan importancia durante el mundo de RNA/proteinas y su temporalidad antecede a la

divergencia de los dominios celulares (Delaye et al., 2005).

Relacidn entre LCRs e IDRs

Se encontraron diversos motivos de repeticiones y LCRs en las IDRs, lo que sugiere que
posiblemente hayan evolucionado a partir de expansion de repeticiones. La inestabilidad genética de
las regiones gendmicas de repeticiones, en combinacidn con la naturaleza permisiva estructural de las

IDRs, tiende a incrementar la cantidad de desorden en la evolucién (Tompa, 2003).

La mayoria de los homopolimeros, secuencias simples compuestas por un solo aminoécido,
se localizan en regiones intrinsecamente desordenadas (Alba et al., 2007). Es importante mencionar
que las regiones desordenadas no siempre presentan una baja complejidad en la secuencia primaria

(Romero et al., 2001; Tompa & Kovacs, 2010).
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Las diferencias en longitud de LCRs e IDRs de los extremos terminales en chaperonas
HSP60, DEAD-box helicasas de RNA, la particula de reconocimiento de sefial y algunas
riboproteinas, caracterizadas por una elevada cantidad de repeticiones, indica que las secuencias
simples tienden a extender la secuencia de las proteinas (Ellegren, 2004; Rad6-Trilla & Alba, 2012),
en general se ha observado una tendencia a originarse en esas regiones terminales (Toll-Riera & Alba,

2013).

Aquellas IDRs que interaccionan con &dcidos nucleicos presentan una frecuencia alta de
argininas y lisinas. La elevada proporcion de glicinas en IDRs de unidén a RNA es frecuentemente
favorecida por su flexibilidad conformacional (Fournier et al., 2010). Se ha propuesto que ciertas
repeticiones de aminodcidos, como Arg-Gly-Gly y Arg-Ser se encuentran en proteinas de union a
RNA y su estructura desordenada y baja complejidad en la secuencia, posiblemente fueron

fundamentales en proteinas muy antiguas (Fornerod, 2012).

La contribucion de las secuencias simples en el origen de genes

En la comprensién del origen de genes durante la evolucion temprana de la vida siempre
habra incertidumbre. Es probable que las polimerasas primitivas, al igual que las actuales,
inevitablemente tuvieran como caracteristica el deslizamiento de la polimerasa, proceso que puede
generar secuencias simples en el material genético y consecuentemente, en proteinas (Becerra et al.,
2002). Es importante mencionar que el deslizamiento de la polimerasa no siempre genera baja

complejidad o repeticiones en la secuencia (V. Valdés, comunicacién personal).

Aln si el deslizamiento de la polimerasa careciera de cualquier implicacion en la formacién
de los primeros genes, es un mecanismo que ocurre constantemente en las células durante la

replicacidn del DNA.

En el surgimiento de una secuencia simple, pueden ocurrir dos posibles eventos: que las
repeticiones por si mismas, no presenten alguna funcién inicial, se produzcan mutaciones puntuales
y la huella de lo simple desaparezca con el tiempo, entonces la region repetitiva actuard como materia
prima para nuevas funciones; si por el contrario, el sesgo composicional resulta beneficioso,
probablemente la seleccion purificadora actuard y mantendré la secuencia simple, reteniendo la huella

en sus motivos de repeticiones (Sim & Creamer, 2004; Rad6-Trilla & Alba, 2012; Radé6-Trilla, 2013).
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Las proteinas de origen reciente contienen una mayor proporcidn de secuencias simples que
las proteinas antiguas, lo que sugiere que las LCRs contribuyen al origen de nuevos genes (Toll-Riera
et al., 2012). Ademads de la baja complejidad en la secuencia (Toll-Riera et al., 2012), los genes
nuevos tienden a ser estructuralmente desordenados (Kersting et al., 2012; Bornberg-Bauer et al.,
2015; Basile et al., 2017; Wilson et al., 2017), lo que les confiere promiscuidad y la capacidad de
unién a diversos substratos; estas regiones actian como un buffer, presentando altas tasas de mutacion

(Tokuriki & Tawfik, 2009).

La simplicidad o baja complejidad en la secuencia también se presenta en los nuevos
dominios o nuevas regiones en las proteinas y existe una propension a encontrarse en el dominio N-

terminal de la proteina (Toll-Riera & Alba, 2013).

Se ha considerado que los genes nuevos han sido cruciales en las innovaciones evolutivas
adaptativas. Las LCRs son fuente de variacién genética (Rado-Trilla, 2013), al igual que las IDRs;
resulta interesante que las clases de proteinas cuyas funciones y mecanismos moleculares pueden ser
acoplados a procesos adaptativos, tienden a presentar un contenido de porcentaje mds alto de IDRs,
entre las clases principales se encuentran los factores de transcripcion, membrana nuclear, dominios
de union al DNA (coordinacién del Zn), factores de defensa, virulencia y enfermedades y union a

RNA (Nilsson et al., 2011).

El papel de las LCRs e IDRs en la evolucion temprana de la vida

La preservacién de algunas secuencias simples y regiones intrinsecamente desordenadas en
Bacteria y Archaea (Tabla IV y Tabla V), sugiere su presencia en el proteoma del ultimo ancestro
comun (LCA). La presencia de secuencias simples en proteinas ancestrales, implica que el

deslizamiento de la polimerasa es un mecanismo antiguo.

Algunas LCRs e IDRs conservadas tienen importancia en la estructura y funcioén de las
proteinas donde se encuentran: en dominios funcionales, en segmentos que unen a los dominios
proteicos y en extremos terminales, sugiere que pudieron tener un papel importante en la evolucién
temprana de la vida, contribuyendo al aumento del tamafio del genoma, origen de genes y a la

variacidn genética y materia prima (Becerra et al., 2002).

Las proteinas tienen una temporalidad relativa, esto permite establecer una polaridad de las

LCRs dentro de las proteinas; aquellas conservadas en los dos dominios celulares que interactiian con
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RNA, son més antiguas que las que lo hacen con DNA (Delaye & Lazcano, 2000). En el mundo de
RNA/proteinas, aquellas secuencias simples que presentaban una composicién de aminoécidos
bésica, pudieron haber contribuido en la estabilizacion de las conformaciones del RNA necesarias
para funciones cataliticas, replicativas o estructurales. La conservaciéon de LCRs en la Proteina
ribosomal L1 y de IDRs en la Chaperona HSP70, en proteinas ribosomales y en DEAD- box helicasas
de RNA, sugieren que tuvieron un aporte durante esa etapa temprana; una evidencia adicional, es el
incremento de la actividad ribozimica mediante la asociacién con un péptido corto rico en lisinas y

de composicién simple (AAKK) (Bergstrom et al., 2001).

El nacimiento de las proteinas donde el RNA era el protagonista, sugiere que sus primeras
funciones eran estructurales y se relacionaban en mayor medida con la estabilizacién del RNA,
actuando como chaperonas de RNA (Csermely, 1997; Poole et al., 1998; Delaye & Lazcano, 2000;
Tompa & Csermely, 2004). “Es altamente improbable que las primeras proteinas fueran enzimas
complejas con una actividad catalitica exquisita y finamente establecida” (Delaye & Lazcano, 2000).
Posteriormente, una vez establecido un “andamio” comenzaron a tener actividad catalitica. Se han
descrito asociaciones entre proteinas que no requieren de un plegamiento especifico ni de la
interaccion especifica de residuos, éstas solo se originan mediante la atraccion entre cargas opuestas
y pueden formar complejos estables y dindmicos (Borgia et al., 2018); es probable que este tipo de

asociacion sea antiguo.

Es posible que los primeros genes codificantes, fueran altamente repetitivos, como resultado
de la expansion de repeticiones. Conforme fueron adquiriendo periodicidades mds largas, adoptaron
una estructura secundaria de hélices alfa y hojas beta (Ohno & Epplen, 1983), sin embargo, la

presencia de LCRs dentro de IDRs demuestra que también dan lugar a regiones desordenadas.

Las secuencias simples, demuestran que solo se requiere un pequefio nimero de aminodcidos
para hacer proteinas con funciones importantes, lo que sostiene la teoria de que las primeras proteinas
codificadas genéticamente tenian LCRs (Poole et al., 1998). Posiblemente, los aminodcidos de esos
polipéptidos estaban conformados por aminodcidos tempranos, de acuerdo con las teorfas de la
temporalidad de los aminoécidos, se ha descrito que los polipéptidos mds antiguos tienden a ser mas

desordenados (Trifonov, 2009; Di Mauro et al; 2012).

Uno de los métodos para el estudio del mundo de RNA/proteinas, es el analisis de virus con

genomas de RNA, utilizando la naturaleza de su material genético como modelo (Jacome et al., 2015;
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Campillo-Balderas et al., 2015). Las IDRs se encuentran en la nucleocdpside de virus de RNA
pertenecientes a las familias Flaviviridae y Coronaviridae, donde interactian directamente con el
RNA y le ayudan a adoptar su conformacion funcional, ademds de actuar como chaperonas de RNA,
incrementar la actividad de ribozimas y habilitar el apareamiento de las cadenas del RNA (Zuiiiga et
al., 2007; Nagy et al., 2008); otras IDRs son abundantes en la maquinaria de replicacién de los
paramyxovirus (Communie et al., 2014), al igual que ocurre con las LCRs en la proteina gp120 del
virus VIH que proveen variabilidad y materia prima para generar nuevas funciones (Velasco et al.,
2013) lo que indica que el surgimiento de secuencias simples pudo haber incrementado el tamafio de

los genomas primitivos de RNA (Poole et al., 1998; Velasco et al., 2013).

Las secuencias simples también pudieron haber tenido importancia en la generacion de
proteinas de union a membrana. La abundancia de LCRs en la categoria funcional de transporte de
membrana (Fig. 10) y la conservacién de ATPasas en los dos dominios celulares indica que que es
probable su presencia en etapas evolutivas tempranas. Mds aun, se ha reportado que pequefios
oligopéptidos sintéticos de baja complejidad en su composicion (Leu-Ser-Ser-Leu-Leu-Ser-Leu)
(Lear et al., 1988), los cuales pudieron haberse producido en condiciones primitivas y son lo
suficientemente largas para abarcar la fase hidrocarbonada de las bicapas lipidicas, tienen
permeabilidades y tiempos de vida similares a los de los canales selectivos de protones y al receptor

de acetilcolina.

El deslizamiento de la polimerasa parece tener una tendencia que acumula el niimero de

secuencias simples a lo largo de la evolucidn, ya que son abundantes en todos los seres vivos.

El estudio de secuencias simples y regiones intrinsecamente desordenadas conservadas en
Bacteria y Archaea, permite indagar acerca del papel que tuvieron en etapas tempranas de la evolucion
bioldgica; debido a que la causa de su conservacidn es por motivos funcionales y estructurales, quiza
en la actualidad, no se aprecie la contribucién del deslizamiento de la polimerasa y la huella de

repeticiones en las proteinas se difumine con el transcurso del tiempo.
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Conclusiones
Las secuencias simples y regiones intrinsecamente desordenadas forman parte de los

proteomas de Bacteria y Archaea. La proporcion de secuencias simples en los procariontes parece
estar relacionada con el contenido de GC en los genomas y es mayor su prevalencia en comparacion
con las IDRs en los phyla de Bacteria y Archaea. Las IDRs son abundantes en los organismos
haldfilos y presentan bajos porcentajes en termoéfilos. El andlisis de la secuencia primaria en LCRs e
IDRs, revel6 un sesgo composicional no azaroso y la frecuente localizacion de secuencias simples
dentro de regiones intrinsecamente desordenadas, sugiere alguna relacion evolutiva entre ambos. La
conservacion de aquellas que presentan una alta distribucion filogenética, sugiere su posible presencia
en el complemento génico del ultimo ancestro comiin (LCA por sus siglas en inglés). En el mundo
de RNA/proteinas, aquellas secuencias simples y regiones intrinsecamente desordenadas que
presentaban una composicion de aminodcidos bdsica, pudieron haber contribuido en la estabilizacion
de las conformaciones de RNA cataliticas, replicativas o estructurales, lo cual es sugerido por la
conservacion de LCRs en la riboproteina L1 y las IDRs conservadas en proteinas ribosomales
antiguas y en DEAD-box helicasas de RNA, por lo que es posible inferir ambos fendmenos han estado

presentes en los proteomas de los seres vivos desde la evolucion temprana de la vida.
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Anexos

Anexo I) Algoritmo SEG

Descripcion

SEG es un algoritmo que divide a la secuencia en dos tipos: segmentos de baja y alta complejidad.
Las regiones de baja complejidad representan “regiones con un sesgo composicional”. El sesgo se
basa en la composicion de los residuos, no necesariamente en las repeticiones o periodicidades en la
secuencia. Permite localizar secuencias simples desde homopolimeros a regiones no globulares de las

proteinas.

Formato de entrada

En formato FASTA, pueden ser una secuencia o varias.

Sinopsis
seg sequence [ W ] [ K(1) ] [ K(2) ][ -x ] [ options ]

Parametros
La bisqueda de segmentos de secuencias simples utiliza tres pardmetros, los cuales pueden ser
especificados en la linea de comandos seguidos del nombre del archivo y antes de las opciones; van

en el siguiente orden:

1) Longitud de la ventana del disparador [W]: Representa a la longitud de la ventana inicial de
biisqueda y debe representar un entero mayor a cero. El valor default es 12

2) Complejidad del disparador [K1]: Es la complejidad mdxima de una ventana inicial en unidades
de bits; debe ser de un nimero entre cero (para la bisqueda de las secuencias mas simples) a 4.322
bits (log [base2] 20) para secuencias de aminoécidos. El valor default es 2.2 bits

3) Complejidad de la extensién [K2]: La complejidad méaxima de la extension de una ventana en
unidades de bits. Solamente valores mayores que K1 son efectivos en extender ventanas adicionadas.

El intervalo posible de valores es similar al de K1. El valor default es 2.5 bits.

El algoritmo SEG tiene dos estados:
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1) La primera etapa identifica segmentos aproximadas de baja complejidad en bruto. La biisqueda se
basa en los pardmetros W, K2 (1) y K2 (2). Las ventanas disparadoras son definidas, incluyendo a las
ventanas sobrelapantes, de longitud W y complejidad menores a K1. La “Complejidad” se define
como la ecuacién (3) de Wootton y Federhen (1993). Cada ventana disparadora es extendida en un
contig (segmento en bruto) en ambas direcciones, por la fusion con las ventanas de extension, que
son ventanas sobrelapantes de longitud W y complejidad menor o igual a K2.

ii) La segunda etapa es la optimizacion local de cada segmento identificado en la etapa anterior. Cada
segmento es reducido en un segmento de baja complejidad, el cual puede ser el segmento en bruto
completo, aunque generalmente es una subsecuencia. La subsecuencia éptima tiene el valor menor

de la probabilidad P (0) de la ecuacién 5 de Wootton y Federhen (1993).

Opciones

Se colocan después de los pardmetros en la linea de comandos

OpciénDescripcion

Salida para los segmentos de alta y baja complejidad en un archivo con formato FASTA, como un

sistema de entradas separadas con lineas principales.

[caracteres por linea] Nimero de caracteres por linea de salida. El valor estandar es 60. Otros
-c
caracteres, tales como el niimero de residuos, son adicionales.

Salida solamente a los segmentos de alta complejidad en un archivo con formato FASTA, como un

sistema de entradas separadas con lineas principales.

| Salida solamente a los segmentos de baja complejidad en un archivo con formato FASTA, como un
sistema de entradas separadas con lineas principales.

[longitud] Longitud minima en residuos para un segmento de alta complejidad. El valor estandar es 0.

Segmentos cortos son fusionados con segmentos de baja complejidad adyacentes.

Muestra todos los sobrelapamientos, segmentos de baja complejidad disparados independientemente.

Estos son fusionados por estandarizacidn.

Produce un formato de salida con la secuencia en bloques numerados con marcas que ayudan a contar
-q los residuos. Los segmentos de baja y alta complejidad estdn en mintdsculas y mayusculas,

respectivamente.

[longitud] Pardmetro de la “longitud méxima de ajuste”. El valor estandar es 100. Este controla el
-t espacio de la bisqueda (y el tiempo de la bisqueda) durante la optimizacién de segmentos crudos.

Por default, las subsecuencias de 100 residuos o mds, de menor longitud que el segmento crudo son
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omitidas de la busqueda. Este pardmetro se puede aumentar para dar una bisqueda mds extensa si los

segmentos crudos son mas largos que 100 residuos.

Opcién que enmascara las secuencias de amino. Cada secuencia de entrada es representada por una
-X sola secuencia de la salida en formato FASTA con las regiones de baja complejidad, sustituidas por

[Tt}

cadenas con caracteres “x”.

Anexo Il) LCRs en phyla de Bacteria y Archaea

Phylum N Media | Desviacion | Mediana | Minimo | Maximo
estandar
Gemmatimonadetes 2 37.74 11.17 37.74 29.83 45.64
Actinobacteria 75 32.61 9.11 33.20 7.56 50.42
Deinococcus-Thermus 7 27.60 11.97 31.10 5.56 37.04
Chloroflexi 8 22.90 7.22 25.76 10.95 30.39
Betaproteobacteria 41 2427 8.75 24.90 4.30 42.37
Acidobacteria 6 23.10 2.90 23.95 19.47 26.39
Armatimonadetes 1 23.30 NA 23.30 23.30 23.30
Alphaproteobacteria 65 |22 7.09 22.12 0.57 37.56
Planctomycetes 6 26.70 1348 21.98 14.61 50.79
Thermodesulfobacteria 1 20.05 NA 20.05 20.05 20.05
Unclassified Terrabacteria | 1 18.54 NA 18.54 18.54 18.54
group
Verrucomicrobia 5 20.62 6.23 18.15 15.09 29.29
Dictyoglomi 1 17.57 NA 17.57 17.57 17.57
Other proteobacteria 1 17 NA 17 17 17
Fibrobacteres 1 17 NA 17 17 17
Deltaproteobacteria 32 | 2232 11.25 16.59 9.88 53.68
Chrysiogenetes 1 15.56 NA 15.56 15.56 15.56
Aquificae 5 14.57 7.78 15.51 1.37 20.41
Tenericutes 2 1546 413 1546 12.54 18.38
Spirochaetes 6 16.81 442 15.32 11.73 22.70
Elusimicrobia 1 15.06 NA 15.06 15.06 15.06
Fusobacteria 6 14.81 2.80 14.72 10.52 17.89
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Gammaproteobacteria 96 16.21 6.94 13.92 1.45 4261
Epsilonproteobacteria 8 13.75 2.49 13.77 10.40 18.06
Cyanobacteria 19 15.58 6.65 13.03 10.19 38.45
Firmicutes 80 13.68 5.66 12.69 0.10 53.33
Caldiserica 1 12.58 NA 12.58 12.58 12.58
Chlorobi 7 12.60 0.89 12.47 11.19 13.80
Nitrospirae 3 12.73 2.29 12.28 10.70 15.21
Thermotogae 8 13.58 4.96 1222 7.79 22.87
Synergistetes 4 12.66 2.30 11.81 11.01 16.01
Bacteroidetes 56 13.13 4.30 11.60 9.55 29.09
Deferribacteres 4 12.26 2.78 1144 9.95 16.22
Unclassified Bacteria 1 11.15 NA 11.15 11.15 11.15

Nanohaloarchaeota 1 17.67 NA 17.67 17.67 17.67
Euryarchaeota 57 17.26 6.14 15.52 9.19 29.68
Korarchaeota 1 15.29 NA 15.29 15.29 15.29
Crenarchaeota 15 16.81 429 14.98 11.61 24 .02
Lokiarchaeota 1 12.39 NA 12.39 12.39 12.39
Thaumarchaeota 5 13.58 3.97 11.70 932 17.92
Bathyarchaeota 1 6.82 NA 6.82 6.82 6.82

Anexo lll) Clasificacion funcional de LCRs

Functional categories of LCRs in Bacteria ‘

Function %
Membrane transport 20.618
Translation 6.451
Amino acid metabolism 6.290
Carbohydrate metabolism 5.853
Replication and repair 5.497
Energy metabolism 4.797
Signal transduction 4.149
Cellular community - prokaryotes 4117
Folding, sorting and degradation 4.091
Metabolism of cofactors and vitamins 3978
Enzyme families 3.776
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Cell motility 3.084
Function unknown 3.078
Glycan biosynthesis and metabolism 2.712
Lipid metabolism 2.208
Nucleotide metabolism 2.047
Transcription 1.807
Transport and catabolism 1.619
Metabolism of other amino acids 1.493
Metabolism of terpenoids and polyketides 1.154
Xenobiotics biodegradation and metabolism 1.130
Cell growth and death 1.112
Unclassified: Energy metabolism 1.056
Biosynthesis of other secondary metabolites 1.038
Unclassified: Transport 0.950
Prokaryotic defense system 0.751
Unclassified: Structural proteins 0.742
Unclassified: Protein processing 0.713
Unclassified: Replication and repair 0.502
Unclassified: Others 0.495
Environmental adaptation 0.406
Unclassified: Carbohydrate metabolism 0.303
Unclassified: Cell growth 0.287
Unclassified: Cofactor metabolism 0.283
Unclassified: Signaling proteins 0.277
Membrane trafficking 0.198
Unclassified: Amino acid metabolism 0.182
Signaling molecules and interaction 0.148
Unclassified: Glycan metabolism 0.137
Unclassified: Lipid metabolism 0.116
Unclassified: Cell motility 0.105
Unclassified: Secondary metabolism 0.104
Unclassified: Transcription 0.076
Unclassified: Translation 0.040
Unclassified: Nucleotide metabolism 0.026
Unclassified viral proteins 0.002

Functional categories of LCRs in Archaea ‘

Function

%

Membrane transport

16.804

84



Translation 9.072
Amino acid metabolism 8.380
Energy metabolism 7479
Carbohydrate metabolism 5.686
Replication and repair 5.512
Metabolism of cofactors and vitamins 5318
Function unknown 5.243
Folding, sorting and degradation 4.725
Cellular community - prokaryotes 3.555
Cell motility 2.908
Nucleotide metabolism 2.549
Signal transduction 2.490
Enzyme families 2.330
Transport and catabolism 2.156
Transcription 1.773
Unclassified: Energy metabolism 1.753
General function prediction only 1.743
Lipid metabolism 1.733
Prokaryotic defense system 1.409
Metabolism of terpenoids and polyketides 1.285
Metabolism of other amino acids 1.280
Unclassified: Transport 1.135
Xenobiotics biodegradation and metabolism 1.061
Biosynthesis of other secondary metabolites 1.051
Unclassified: Replication and repair 0.936
Glycan biosynthesis and metabolism 0.931
Cell growth and death 0.876
Unclassified: Protein processing 0.533
Unclassified: Cofactor metabolism 0.408
Drug resistance 0.388
Unclassified: Signaling proteins 0.363
Unclassified: Others 0.339
Environmental adaptation 0334
Unclassified: Transcription 0.304
Membrane trafficking 0.294
Unclassified: Carbohydrate metabolism 0.194
Unclassified: Translation 0.194
Unclassified: Lipid metabolism 0.144
Unclassified: Cell motility 0.139
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Unclassified: Secondary metabolism 0.110

Signaling molecules and interaction 0.095

Unclassified: Amino acid metabolism 0.085

Unclassified: Cell growth 0.075

Unclassified: Structural proteins 0.055

Unclassified: Glycan metabolism 0.010

Unclassified: Nucleotide metabolism 0.010

Anexo IV) IDRs en phyla de Bacteria y Archaea
Phylum N Media Desviacién | Mediana | Minimo | Maximo
estandar

Bacteria
Planctomycetes 6 15.59 438 13.76 11.98 2397
Actinobacteria 75 12.05 3.53 12.08 4.69 20.93
Gemmatimonadetes 2 9.64 0.77 9.64 9.10 10.18
Armatimonadetes 1 7.97 NA 7.97 797 7.97
Acidobacteria 6 8.18 1.38 7.96 6.66 10.48
Alphaproteobacteria 65 6.96 2.07 6.82 1.34 11.57
Betaproteobacteria 41 6.36 2.07 6.08 342 13.41
Chloroflexi 8 5.80 1.92 6.02 2.22 8.09
Cyanobacteria 19 | 555 1.69 5.67 2.33 9.16
Unclassified Terrabacteria | 1 5.54 NA 5.54 5.54 5.54
group
Nitrospirae 3 4.64 3.15 5.53 1.13 7.24
Fibrobacteres 1 543 NA 543 543 543
Deltaproteobacteria 32 | 840 6.40 5.36 1.25 25.34
Verrucomicrobia 5 5.65 1.76 4.84 3.72 7.81
Chrysiogenetes 1 4.63 NA 4.63 4.63 4.63
Other proteobacteria 1 4.61 NA 4.61 4.61 4.61
Gammaproteobacteria 96 4.89 2.20 432 1.83 13.77
Firmicutes 80 | 4.23 297 3.86 0.69 25.87
Deinococcus-Thermus 7 5.38 3.20 3.80 2.62 11.68
Chlorobi 7 297 1.07 352 1.44 395
Spirochaetes 6 423 2.89 347 1.26 9.74
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Bacteroidetes 56 3.53 2.84 2.87 1.69 2241
Unclassified Bacteria 1 2.77 NA 2.77 2.77 2.77
Elusimicrobia 1 2.61 NA 2.61 2.61 2.61
Epsilonproteobacteria 8 2.61 1.38 2.13 1.21 517
Synergistetes 4 2.29 1.14 1.95 1.34 3.93
Fusobacteria 6 2.23 0.99 1.92 1.25 4.05
Tenericutes 2 1.57 0.27 1.57 1.38 1.76
Deferribacteres 4 1.54 0.75 1.37 0.90 2.53
Caldiserica 1 1.07 NA 1.07 1.07 1.07
Thermotogae 8 0.99 0.34 1.02 0.49 1.48
Aquificae 5 1.03 0.35 0.95 0.66 1.60
Thermodesulfobacteria 1 0.69 NA 0.69 0.69 0.69
Dictyoglomi 1 0.63 NA 0.63 0.63 0.63

Nanohaloarchaeota 1 12.68 NA 12.68 12.68 12.68
Euryarchaeota 57 |7.63 7.68 327 0.56 25.02
Thaumarchaeota 5 2.96 1.10 3.22 1.44 432
Lokiarchaeota 1 1.49 NA 1.49 1.49 1.49
Crenarchaeota 15 1.24 0.50 1.23 047 2.46
Bathyarchaeota 1 092 NA 0.92 0.92 0.92
Korarchaeota 1 0.69 NA 0.69 0.69 0.69

Anexo V) Clasificacion funcional de IDRs

Functional categories of IDRs in Bacteria

Function %
Membrane transport 13.271
Translation 11.413
Replication and repair 10.255
Folding, sorting and degradation 8.123
Cell motility 5.443
Enzyme families 5.406
Signal transduction 4.639
Carbohydrate metabolism 4310
Cellular community - prokaryotes 4.260
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Transcription 2.963
Amino acid metabolism 2.790
Function unknown 2.581
Glycan biosynthesis and metabolism 2.504
Energy metabolism 2.315
Nucleotide metabolism 2.021
Metabolism of cofactors and vitamins 1.894
Drug resistance 1.737
Transport and catabolism 1.683
Cell growth and death 1.334
Unclassified: Structural proteins 1.042
Prokaryotic defense system 1.024
Lipid metabolism 0.961
General function prediction only 0.942
Unclassified: Replication and repair 0.860
Unclassified: Protein processing 0.756
Metabolism of other amino acids 0.616
Unclassified: Energy metabolism 0.579
Unclassified: Others 0.501
Unclassified: Cell growth 0.444
Xenobiotics biodegradation and metabolism 0.442
Biosynthesis of other secondary metabolites 0.400
Metabolism of terpenoids and polyketides 0318
Unclassified: Signaling proteins 0.284
Unclassified: Carbohydrate metabolism 0.275
Unclassified: Transcription 0.269
Unclassified: Cell motility 0.183
Signaling molecules and interaction 0.169
Unclassified: Glycan metabolism 0.158
Environmental adaptation 0.152
Unclassified: Cofactor metabolism 0.142
Unclassified: Transport 0.134
Membrane trafficking 0.114
Unclassified: Secondary metabolism 0.097
Unclassified: Amino acid metabolism 0.070
Unclassified: Translation 0.070
Unclassified: Lipid metabolism 0.042
Unclassified: Nucleotide metabolism 0.011
Unclassified viral proteins 0.003
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Functional categories of IDRs in Archaea

Function %
Translation 12.507
Replication and repair 9.167
Membrane transport 9.057
Amino acid metabolism 7.546
Carbohydrate metabolism 5.815
Metabolism of cofactors and vitamins 5410
Energy metabolism 4.950
Folding, sorting and degradation 4928
Function unknown 4271
Cell motility 3.745
Cellular community - prokaryotes 3.406
Nucleotide metabolism 3.329
Transcription 3.209
Signal transduction 2.847
Enzyme families 2.322
Transport and catabolism 2.300
Xenobiotics biodegradation and metabolism 1.369
Lipid metabolism 1.358
Metabolism of other amino acids 1.325
Unclassified: Replication and repair 1.194
General function prediction only 0.964
Unclassified: Energy metabolism 0.964
Biosynthesis of other secondary metabolites 0.920
Metabolism of terpenoids and polyketides 0.909
Prokaryotic defense system 0.909
Cell growth and death 0.690
Glycan biosynthesis and metabolism 0.548
Unclassified: Protein processing 0.548
Unclassified: Others 0.526
Membrane trafficking 0.504
Drug resistance 0.361
Unclassified: Transcription 0.340
Unclassified: Cofactor metabolism 0.296
Environmental adaptation 0.285
Unclassified: Signaling proteins 0.252
Unclassified: Translation 0.208
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Unclassified: Carbohydrate metabolism 0.186
Unclassified: Amino acid metabolism 0.175
Unclassified: Transport 0.131
Unclassified: Cell motility 0.088
Unclassified: Cell growth 0.077
Unclassified: Structural proteins 0.033
Unclassified: Glycan metabolism 0.022
Unclassified: Lipid metabolism 0.011

Anexo VI) LCRs con amplia distribucion filogenética

Proteina Posicion en Dominio de Categoria
la localizacién de  funcional
secuencia  la LCR
Galactoquinasa (EC ggkllgaggg  Central GHMP_kinases_  Biosintesis y
2.7.1.6) g C metabolismo del
glicanos

Cisteina sintasa (EC gigtggtimgt  Central PALP Metabolismo de
2.5.147) g aminodcidos
S-adenosilhomocisteina aaaaiaaa Central AdoHcyase Metabolismo de
hidrolasa (EC 3.3.1.1) aminodacidos
Aldehido deshidrogenasa  aavaaaraaq  N-terminal  Aldedh Metabolismo de

pa aminodcidos
D-aminoécido vvvigggivg N-terminal DAO Metabolismo de
deshidrogenasa aminodcidos
Homoserina quinasa (EC  aaaivaayaaa Central GHMP_kinases_ Metabolismo de
2.7.1.39) dallpa N aminodcidos
Metiltioribosa-1-fosfato gapaigaaaaf Central IF-2B Metabolismo de
isomerasa g aminodcidos
Glicina deshidrogenasa ggggpgagp  Central ninguno Metabolismo de
(EC144.2) vgv aminodacidos
Shikimato gaggaaraaa  Central Shikimate_ DH Metabolismo de
deshidrogenasa (EC wa aminodcidos
1.1.1.25)
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Treonina deshidratasa gggglaagiai  Central PALP Metabolismo de
a aminodcidos
Treonina sintasa (EC sasaaayaara Central PALP Metabolismo de
423.1) aminoacidos
Aconitato hidratasa (EC glgvvgwgv  Central Aconitase Metabolismo de
42.1.3) gg carbohidratos
Biotin carboxilasa kaaaggggkg Central CPSase_L_D2 Metabolismo de
mkk carbohidratos
Enolasa (EC 4.2.1.11) aaaraaaasa  Central Enolase_N Metabolismo de
carbohidratos
Oxidorreductasa piruvato  ggdgdgfgig  Central TPP_enzyme_C  Metabolismo de
ferredoxina Ig carbohidratos
(flavodoxina), subunidad
beta
Cobalto-precorrin-5B tgacataatka  N-terminal  CbiD Metabolismo de
metiltransferasa (EC a cofactores y
2.1.1.195) vitaminas
Proteina bifuncional aalaadadarg Central DFP Metabolismo de
CoaBC de ad cofactores y
biosintesis de la vitaminas
Coenzima A (EC
4.1.136; EC63.2)5)
Magnesio quelatasa (EC ~ 1lddhlvdvll  Central Mg_chelatase Metabolismo de
6.6.1.1) d cofactores y
vitaminas
Nicotinato fosforibosil eellelvelevr  Central GTP_EFTU Metabolismo de
transferasa (EC. 6.3.4.21) ell cofactores y
vitaminas
Protefna de biosintesis de  iagaiggalaa  Central ThiC_Rad_SAM Metabolismo de
tiamina ThiC (EC ayga cofactores y

4.1.99.17)

vitaminas
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Descarboxilasa de la vvfdddvdvq Central UbiD Metabolismo de
familia UbiD dv cofactores y
vitaminas
Subunidad A de la iiigggatgagi N-terminal DAO Metabolismo de
glicerol-3-fosfato a lipidos
deshidrogenasa
Chaperona HSP60 ggdmdgmg C-terminal  ninguno Plegamiento,
gmggmm modificacién y
degradacion
Chaperona DnaJ aagggfgdag Central Ninguno Plegamiento,
fggafdf modificacién y
degradacion
Chaperona DnaK 1) 1) Central ninguno Plegamiento,
(HSP70) gqaiyaaaqaa 2)C- modificacién y
qqgsapa terminal degradacion
2)
anaaagaapa
gepapg
Particula de gmsqgmgg  Central ninguno Plegamiento,
reconocimiento de sefial gmmgsm modificacién y
degradacion
ATPasa transportadora de  1)vggkggvg N-terminal ArsA_ATPase Procesos celulares
arseniato kttt y de sefializacion
2)laaalglraa
ea
Proteina de divisién tagegggtetg  Central Tubulin Replicacion y
celular FtsZ ga reparacion
Proteina ribosomal S3 gsgrgrggnrr  C-terminal  ninguno Traduccién
grgdrpdrggr
T
Proteina ribosomal L1 anaeaakaag Central Ribosomal_L.1 Traduccién
a
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Alanina - tRNA ligasa acaaggrggg  Central DHHAI1 Traduccién

(EC6.1.1.7) rea

Factor de elongaciéon Tu  eellelvelevr  Central GTP_EFTU Traduccién

(EF-Tu) ell

Subunidad A de la ggssggsaas  Central Amidase Traduccién

glutamil-tRNA (Gln)

amidotransferasa A

(EC6.3.5.7)

Histidina quinasa CheA adagcgaagd Central ninguno Transduccién de

de transduccion de aaaa sefales

sefales

Glutamato metilesterasa aakatpvtata  Central ninguno Transduccién de

(EC3.1.1.61) a sefales

Bomba ABC, subunidad  ggilgvllggil Central FtsX Transporte de

de membrana interna membrana

Transportador ABC lleapdllll Central ABC_tran Transporte de
membrana

Proteina de los canales ggavgvglgl  Central MS_channel Transporte de

mecanosensibles gl membrana

Transportador de gfllgltgagg  N-terminal  TauE Transporte de

membrana g membrana

Transportador de gggagigagl  Central ninguno Transporte de

membrana gagia membrana

CoA-disulfuro reductasa ~ vggvaggasv N-terminal Pyr_redox_2

(EC1.8.1.14) aa

Proteina de fusion aavlaveaavr Central Carb_kinase

multifuncional [H-hidrato a

deshidratasa ADP-
dependiente ;
NAD (P) H-hidrato
epimerasa | (EC
4.2.1.136;5.1.99.6)

Anexo V) IDRs con amplia distribucidn filogenética
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Proteina

Clasificacion de
IDR

Posicion
en la

secuencia

Dominio de

localizacion de

la IDR

Categoria

funcional

Fumarato liasa IDR conservada en C-terminal ninguno Metabolismo
secuencia de
aminodcidos
Formato deshidrogenasa IDR conservada C-terminal ninguno Metabolismo
subunidad alfa (EC de
12.1.2) carbohidratos
Nitrito reductasa (EC IDR conservada en Central ninguno Metabolismo
1.7.2.1) secuencia de energia
RNA polimerasa, IDR conservada C-terminal ninguno Transcripcién
subunidad beta (EC
2.1.7.6)
Proteina chaperona 1) IDR conservada 1) Central 1) HSP70 Plegamiento,
DnaK (HSP70) en secuencia 2) C- 2) HSP70 modificacion
2) IDR conservada terminal y degradacion
Helicasa de RNA DeaD  IDR conservada Central ninguno Plegamiento,
(EC:3.64.13) modificacion
y degradacion
Particula de IDR conservada C-terminal SRP_SPB Plegamiento,
reconocimiento de sefial modificacién
y degradacion
Proteina TatA IDR conservada C-terminal MttA_Hcf106 Plegamiento,
translocasa sec- modificacién
independiente y degradacién
Receptor de la Particula  IDR conservada N-terminal ninguno Plegamiento,
de modificacién
reconocimiento de sefial y degradacion
Helicasa de DNA ATP-  IDR conservada Central ninguno Replicacion y
dependiente (EC reparacion
364.12)
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Proteina RecA IDR conservada C-terminal ninguno Replicacion y
(Recombinasa A) reparacion
Proteina ribosomal L2 1) IDR conservada 1) N- 1) Traduccién
2) IDR conservada terminal Ribosomal_1.2
en secuencia 2) C- 2)
terminal Ribosomal_L2_
C
Proteina ribosomal S13 IDR conservada en C-terminal Ribosomal_S13  Traduccién
secuencia
Proteina ribosomal S3 IDR conservada C-terminal ninguno Traduccién
Proteina ribosomal L3 IDR conservada en Central Ribosomal_L3 Traduccién
secuencia
Proteina ribosomal L4 IDR conservada en Central Ribosomal_L4 Traduccién
secuencia
Proteina ribosomal S4 IDR conservada N-terminal Ribosomal_S4 Traducciéon
Proteina ribosomal S9 IDR conservada C-terminal Ribosomal_S9 Traduccién
Transportador ABC de IDR conservada Central ZnuA Transporte de
hierro / manganeso / membrana
zinc, proteina de unién
al sustrato
Subunidad YbbK de la IDR conservada C-terminal ninguno Transporte de
proteasa de membrana membrana
de la familia estomatina
/ prohibitina
Transportador de IDR conservada C-terminal ninguno Transporte de
cationes membrana
Deshidrogenasa/ IDR conservada C-terminal ninguno
reductasa SDR de

cadena corta
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