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RESUMEN.

Elinterior celular ademas de estar conformado por el citosol y organulos
delimitados por membranas también contiene compartimentos que carecen de
membranas lipidicas, a los cuales se les conoce como condensados
biomoleculares. Los condensados biomoleculares se forman a través de un
proceso fisicoquimico conocido como separacion de fases liquido-liquido.
Estudios recientes han revelado que un grupo de proteinas conocidas como
proteinas intrinsecamente desordenadas o aquellas que contienen regiones
intrinsecamente desordenadas contienen la informacién necesaria para
conferir la capacidad de experimentar separacion de fases liquido-liquido y
formar condensados biomoleculares. Las proteinas intrinsecamente
desordenadas y las regiones intrinsecamente desordenadas tienen
secuencias de complejidad baja, debido a que carecen de aminoacidos
promotores del orden (lle, Leu, Tyr, Trp, Phe, Asn, Val, y Cys) pero estan
enriquecidas en residuos promotores del desorden (Pro, Ser, Arg, Gly, Glu,
GIn, Lys y Ala), lo que les confiere una notable flexibilidad conformacional y
plasticidad estructural. En nuestro laboratorio se ha observado que cuando se
expresa una proteina intrinsecamente desordenada conocida como AtLEA4-5
de la planta modelo Arabidopsis thaliana fusionada con dos proteinas
fluorescentes en sus extremos (para formar un par de Férster Resonance
Energy Transfer) en células vivas de levadura, esta experimenta el fenédmeno
de separacion de fases liquido-liquido sélo en condiciones de estrés osmatico,
lo que podria conferirle a la levadura la capacidad de responder de manera
rapida y eficiente al estrés.

El objetivo de este proyecto de tesis fue identificar proteinas que
experimentan separacion de fases liquido-liquido en respuesta a estrés
osmatico, asi como determinar la composicion de aminoacidos de sus
regiones intrinsecamente desordenadas y compararla con las regiones
intrinsecamente desordenadas ortdlogas de la planta modelo Arabidopsis
thaliana. Se realiz6 una busqueda en la literatura de proteinas que



experimentan el fendmeno de separacion de fases liquido-liquido en respuesta
a condiciones de estrés osmotico, y de las cuales se sabe que su region
intrinsecamente desordenada es la responsable de dirigir el ensamblaje de los
condensados biomoleculares. Todas las proteinas encontradas fueron de
humano (Homo sapiens). Las proteinas fueron YAP, DCP1A, RAD23B vy
G3BP1. Usando herramientas bioinformaticas, se caracterizé este grupo de
proteinas con respecto a ciertos parametros (porcentaje de desorden,
porcentaje de estructura y composicion de aminoacidos), los cuales se
integraron en una base de datos. Esta informacion nos permitié determinar
cuales eran los aminoacidos caracteristicos en las regiones intrinsecamente
desordenadas con respecto al resto de su secuencia, con la hipétesis de que
la composicion de aminoacidos es la responsable de conferirle a las regiones
intrinsecamente desordenadas la capacidad de dirigir la separacion de fases
liquido-liquido en respuesta a estrés osmaético. Se encontré que los
aminoacidos abundantes en las regiones intrinsecamente desordenadas
analizadas fueron Asn, Asp, Glu, Val, Met, Gly, His, Pro y Arg. Ademas, se
encontré que los aminoacidos carentes en las regiones intrinsecamente
desordenadas en todas las proteinas analizadas fueron Cys y Trp. Por otro
lado, también se buscaron las proteinas ortélogas a YAP, DCP1A, RAD23B y
G3BP1, en la planta modelo Arabidopsis thaliana. Se encontré que la
composicidon de aminoacidos abundantes en las regiones intrinsecamente
desordenadas se conserva en los ortdlogos de Arabidopsis thaliana. Estos
datos sugieren que posiblemente los ortélogos en esta planta también tienen
la capacidad de experimentar separaciéon de fases liquido-liquido durante
condiciones de estrés osmotico. Los resultados obtenidos en esta tesis
contribuyen a entender la gramatica molecular de la separacion de fases

liquido-liquido en respuesta a estrés osmatico en distintos organismos.



ABREVIATURAS.

AFM: Microscopia de fuerza atémica (del inglés Atomic force microscopy).

BFP: Sonda de fuerza de biomembrana (del inglés Biomembrane Force
Probe).

CETN2: Centrin-2.

FRAP: Recuperacién de fluorescencia después del fotoblanqueo (del inglés

Fluorescence Recovery After Photobleaching).

GG-NER: Reparaciéon por escisiéon de nucleétidos del genoma global (del

inglés Global genome nucleotide excision repair).

IDP: Proteina intrinsecamente desordenada (del inglés Intrinsecally

disordered protein).

IDR: Region intrinsecamente desordenada (del inglés Intrinsically disordered

region).

LEA: Proteinas abundantes en embriogénesis tardia (del inglés Late

embryogenesis abundant proteins).

LLPS: Separacién de fases liquido-liquido (del inglés Liquid-liquid phase

separation).

IncRNA: RNA largo no codificante (del inglés long noncoding RNA).

miRNA: micro RNA
mRNA: RNA mensajero (del inglés Messenger RNA).
ncRNA: RNA no codificante (del inglés non-coding RNA).

OT: Pinzas épticas (del inglés Optical tweezers).



p97 (VCP): Proteina que contiene valosina (del inglés Valosin-containing

protein).
PB: Cuerpo de procesamiento (del inglés Processing body).
PLD: Dominio similar a prion (del inglés Prion-Like domain).
RBP: Proteina de unién a RNA (del inglés RNA-binding protein).
RNA: Acido ribonucleico (del inglés Ribonucleic acid).
RNAi: RNA interferente (del inglés RNA interference).
SG: Granulo de estrés (del inglés Stress granule).

TAD: Dominio de activacion de la transcripcion (del inglés Transcription

activation domain).
TrD: Dominio de trimerizacion (del inglés Trimerization domain).

UBA1: Dominio 1 asociado a ubicuitina (del inglés Ubiquitin-associated

domain 1).

UBA2: Dominio 2 asociado a ubicuitina (del inglés Ubiquitin-associated

domain 2).

XPC: Xeroderma pigmentosum, grupo de complementacién C (del inglés

Xeroderma pigmentosum, complementation group C).



. INTRODUCCION.

|.I Estrés osmaoético.

A lo largo de la evolucion, células y organismos han desarrollado una
gran variedad de estrategias y adaptaciones fisiolégicas para poder
desarrollarse en entornos especificos, en los que podrian estar presentes
diferentes desafios ambientales como por ejemplo cambios en el pH, en la
osmolaridad y en la temperatura, que podrian provocar la alteracion de las

funciones del organismo afectando su supervivencia (Miermont et al., 2013).

Existen perturbaciones en el equilibrio osmaético intracelular y
extracelular, conocidas como ambiente hipoosmotico e hiperosmoético, que
pueden provocar que las células inevitablemente se hinchen amenazando la
integridad de la membrana (Grant, WD. 2004 ; Hohmann, S. 2002 ; Lang F, et
al., 1998) o se encojan provocando la contraccion celular (Petelenz et al., 2011
; Hohmann, S. 2002), respectivamente, esto debido al flujo de agua impulsado
osmoticamente. Las consecuencias de esto son perturbaciones en el equilibrio
fisiolégico y bioquimico de las células, amenazando su funcién vy
supervivencia, por lo cual estas han desarrollado distintas vias de
sefalizacion, asi como respuestas transcripcionales para mediar la

homeostasis del agua y su volumen celular (Miermont et al., 2013).

Por lo general, los organismos (unicelulares y multicelulares) pueden
encontrarse bajo condiciones de estrés hiperosmaético, que también es
relevante para algunos tejidos en mamiferos, como es el caso de las células
que conforman a los rifiones, donde existe un ambiente hiperosmético en
relacion con el resto del cuerpo (Brocker et al., 2012 ; Marsh y Azen, 1975).

Este tipo de estrés es un factor ambiental ubicuo que tiene la capacidad de


https://www.pnas.org/content/110/14/5725
https://royalsocietypublishing.org/doi/abs/10.1098/rstb.2004.1502
https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/MMBR.66.2.300-372.2002
https://journals.physiology.org/doi/full/10.1152/physrev.1998.78.1.247
https://journals.physiology.org/doi/full/10.1152/physrev.1998.78.1.247
https://academic.oup.com/ib/article-abstract/3/11/1120/5219086
https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/MMBR.66.2.300-372.2002
https://www.pnas.org/content/110/14/5725
https://journals.biologists.com/bio/article/8/7/bio044529/2275/Analysis-of-novel-hyperosmotic-shock-response
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3616882/#R5

alterar diversos procesos celulares como, por ejemplo, inducir la remodelacion
de la cromatina, alterar la estructura del citoesqueleto, asi como desencadenar
la detencion del ciclo celular y la apoptosis (Silva et al., 2005 ; Escoté et al.,
2004 ; Kultz y Chakravarty, 2001 ; Slaninova et al., 2000).

El estudio de este tipo de estrés en organismos como C. elegansy S.
cerevisiae, ha permitido conocer cuales son los principales cambios
fisiolégicos y moleculares que se producen inmediatamente después del
estrés hiperosmaotico debido al encogimiento de la célula provocado por el flujo
de agua hacia el exterior y que conduce hacia el hacinamiento molecular. Se
ha observado una reduccion en la velocidad de difusién de proteinas debida a
un aumento en la viscosidad citoplasmatica, asi como una afectacion en el
plegamiento, asociacién y estabilidad de proteinas en el interior de la célula lo
que provoca su agregacion (Oeser et al, 2016 ; Miermont et al., 2013 ;
Burkewitz et al., 2011 ; Han y Emr, 2011).

I.I Condensados biomoleculares.

El interior celular, ademas de estar constituido por el citosol, también
esta conformado por distintos organulos que son los encargados de llevar a
cabo diversos procesos metabdlicos en areas aisladas demarcadas por
membranas para lograr especificidad y eficiencia (Mao et al., 2011). Estas
membranas son impermeables a la mayoria de las moléculas biologicas, lo
que permite que el interior y el exterior de los organulos estén separados
fisicamente, siendo maquinarias especializadas de transporte las que llevan a
cabo la regulacion de la composicion en su interior. Sin embargo, ahora se
sabe que existen muchos compartimentos celulares que no estan separados
por una membrana, pero que tienen la capacidad de compartimentar y
concentrar moléculas especificas al igual que los organulos. A este tipo de
compartimentos, debido a que sus propiedades se asemejan a liquidos, geles

0 soélidos, se les ha denominado como condensados biomoleculares (u
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https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2958.2005.04868.x
https://www.nature.com/articles/ncb1174
https://www.nature.com/articles/ncb1174
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1095643301004408
https://link.springer.com/article/10.1007/s002030000136
https://journals.biologists.com/bio/article/8/7/bio044529/2275/Analysis-of-novel-hyperosmotic-shock-response
https://journals.physiology.org/doi/full/10.1152/ajpcell.00030.2011
https://journals.physiology.org/doi/full/10.1152/ajpcell.00030.2011
http://genesdev.cshlp.org/content/25/9/984
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3144265/

organulos sin membrana) (Banani et al., 2017 ; Shin y Brangwynne, 2017). La
ventaja que tienen los condensados biomoleculares sobre los organulos con
membrana es que tienen la capacidad de formarse para responder
dinamicamente contra diversas condiciones de estrés, condiciones
metabdlicas alteradas o simplemente ante procesos fisioldgicos basicos,
permitiendo concentrar acido ribonucleico (RNA, del inglés Ribonucleic acid) y

proteinas en sitios discretos (Mao et al., 2011).

La razon por la que los condensados pueden formarse y mantenerse
unidos es debido a interacciones débiles entre sus componentes, que
contienen colecciones de miles de moléculas cuya organizacion relativa es
tipicamente muy dinamica. Estos estan conformados por dos tipos de
componentes proteicos, por un lado estan los clasificados como “andamios”,
que son los encargados de impulsar su formacion reversible, y por otro lado
estan los “clientes”, que se distribuyen preferentemente hacia el interior de los
condensados (Banani et al., 2017 ; Banani et al., 2016). Ademas, el que la
composicién macromolecular de los condensados sea especifica, implica que
estos al formarse logran dividir clientes particulares en su interior, mientras que
a otros los mantienen fuera (Banani et al., 2016 ; Feric et al., 2016 ; Zhang et
al., 2015).

Un tipo particular de condensados biomoleculares son aquellos que
estan constituidos por RNA y proteinas, por ejemplo, los granulos de estrés
(SG, del inglés Stress granule), los cuerpos de Cajal y los cuerpos de

procesamiento (PB, del inglés Processing body) (Shin y Brangwynne, 2017).

Como dato histérico, alrededor del afio 1830, el primer condensado
biomolecular observado fue el nucleolo, que se encontraba ubicado en el
interior del nucleo de células neuronales (Pederson, 2011). Desde entonces,
se han descubierto muchos de estos condensados en el nucleo y en el
citoplasma de practicamente todas las células eucariotas. En la Figura 1 se

representan estos condensados biomoleculares en una célula.
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https://www.nature.com/articles/nrm.2017.7
https://science.sciencemag.org/content/357/6357/eaaf4382.abstract
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3144265/
https://www.nature.com/articles/nrm.2017.7
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(18)30731-1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867416307395
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867416304925
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1097276515007376
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1097276515007376
https://science.sciencemag.org/content/357/6357/eaaf4382.full
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21106648/

Figura 1. Condensados biomoleculares en células eucariotas. Cuerpo P: Cuerpo de
procesamiento. Cuerpo U: Cuerpo que contiene ribonucleoproteinas nucleares ricas en
uridina. Cuerpo PML: Cuerpo de leucemia promielocitica. Modificado de Banani et al., 2017.

L.IIl Granulos de estrés.

Este es un tipo de condensado biomolecular cuya composicion esta
dada por distintos tipos de moléculas de RNA (mRNA, del inglés messenger
RNA, IncRNA, del inglés long noncoding RNA, y miRNA, del inglés micro RNA)
y proteinas, el cual se forma bajo diversas condiciones de estrés (temperatura,
oxidacion, genotoxicidad, privacion de nutrientes y osmotico) (Kedersha et al.,
2013 ; Thomas et al., 2011 ; Pothof et al., 2009), por lo que se le conoce como
SG. Una caracteristica importante es que este tipo de condensado puede
contener elementos de la traduccion de mRNA como subunidades ribosomales
o factores de traduccion. El granulo de estrés tiene la capacidad de
intercambiar proteinas y RNA con el citoplasma circundante u otros
compartimentos (como los PB) gracias a sus propiedades dinamicas (Zhang
et al., 2011 ; Mollet et al., 2008 ; Kedersha et al., 2005).
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7434221/
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S096800041300131X
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S096800041300131X
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S089865681000238X
https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.4161/cc.8.21.9835
https://journals.biologists.com/jcs/article/124/23/4087/32028/Dynamic-association-dissociation-and-harboring-of
https://journals.biologists.com/jcs/article/124/23/4087/32028/Dynamic-association-dissociation-and-harboring-of
https://www.molbiolcell.org/doi/full/10.1091/mbc.e08-05-0499
https://rupress.org/jcb/article/169/6/871/51749

La formacion de los SG resulta muy importante para la fisiologia y
supervivencia celular bajo condiciones de estrés, ya que le permiten a la célula
poder controlar y minimizar el gasto energético y la ribostasis (Panas et al.,
2016 ; Walters y Parker, 2015 ; Arimoto et al., 2008). Sin embargo, la formacion
de estos granulos resulta un arma de doble filo, ya que su ensamblaje
incorrecto se ha relacionado con distintas enfermedades como las
neurodegenerativas y autoinmunes, el glaucoma y las cataratas, por
mencionar algunas (Shukla y Parker, 2016 ; Buchan, 2014 ; Lachke et al.,
2011).

El ensamblaje de los SG se debe a proteinas de uniéon a RNA que estan
constituidas por dominios similares a priones (PLD, del inglés Prion-Like
domain) o por regiones intrinsecamente desordenadas (IDR, del inglés
Intrinsecally disordered regions) (Gilks et al., 2004) que impulsan su formacién
a través del fendmeno de separacion de fases liquido-liquido (LLPS, del inglés
Liquid-liquid phase separation) mediante multiples interacciones débiles
gracias a su complejidad baja dada por su composicion caracteristica de
aminoacidos, en particular polares, incluidos Ser, Tyr, GIn y Asn (Courchaine
etal., 2016 ; Lin et al., 2015 ; Malinovska et al., 2013).

Es importante mencionar que las modificaciones postraduccionales de
las proteinas que constituyen al SG afectan su interaccién y en consecuencia
a su ensamblaje, coalescencia y desensamblado general (Xie y Denman,
2011).

I.IV Cuerpos P.

Otro ejemplo de condensados biomoleculares de ribonucleoproteinas
citoplasmicos son los PB, de los cuales se sabe que llevan a cabo diversas
funciones importantes como lo es la sefalizacion celular, la homeostasis de
proteinas, el almacenamiento y degradaciéon de mRNA y la respuesta a estrés
(Zhang y Herman, 2019 ; Brengues et al., 2005).
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Estos, al igual que los SG, estan conformados por RNA y proteinas que
contienen PLD e IDR en su secuencia, lo que les confiere la capacidad a
dichos componentes para formar condensados a través del fendbmeno de LLPS
(Riggs et al., 2020 ; Banani et al., 2017). Cabe destacar que las proteinas que
contienen los PB participan en ciertos procesos postranscripcionales como la
represion traduccional y el silenciamiento génico mediado por interferencia de
RNA (RNAI, del inglés RNA interference), por mencionar algunos (Eulalio et
al., 2020). Los PB no contienen subunidades ribosomales u otros elementos
de la traduccion de mRNA, aunque si pueden contener a la proteina de unién
al 5’ Cap.

Finalmente, respecto a la relacion que existe entre el ensamblaje
incorrecto de los PB y la enfermedad, se ha reportado que, en infecciones por
virus de RNA, estos pueden reclutar componentes de estos condensados a
los centros de replicacion viral, afectando tanto su numero como su estabilidad
(Liu et al., 2019 ; Chahar et al., 2013 ; Emara y Brinton, 2007).

.V Proteinas y regiones intrinsecamente desordenadas.

En la actualidad, la vision clasica de funcion-estructura de una proteina
ha cambiado drasticamente, ya que ahora es bien sabido que las regiones
carentes de estructura de las proteinas también cumplen una funcion
importante. Estas regiones carentes de estructura se han denominado IDR,
sin embargo, también existen proteinas completamente desordenadas que se
conocen como proteinas intrinsecamente desordenadas (IDP, del inglés
Intrinsecally disordered proteins) (van der Lee et al., 2014 ; Dunker et al., 2013)
(Figura 2).
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estructurado estructurado W

Proteina con regiones

intrinsecamente desordenadas Proteina intrinsecamente
(IDR) desordenada (IDP)

Figura 2. Proteinas y regiones intrinsecamente desordenadas. Modificado de van der
Lee et al., 2014

Las IDP e IDR son frecuentes en eucariotas, por ejemplo, en Homo
sapiens se sabe que alrededor de 44% de los genes codifican estas proteinas,
las cuales estan conformadas por regiones intrinsecamente desordenadas de
mas de 30 aminoacidos de longitud (Oates et al., 2012), cuya composicion
carece de aminoacidos hidréfobos voluminosos (Tyr, Phe, Val, Trp, Cys, Asn,
lle y Leu), lo que les impide tener una estructura tridimensional bien defina en

condiciones fisiolégicas (Romero et al., 2001 ; Uversky et al., 2000).

En cambio, en diversos estudios sobre IDR e IDP, se ha determinado
que estan enriquecidas en aminoacidos promotores del desorden y que
comunmente estan repetidos en tandem (Simon y Hancock, 2009) como por
ejemplo Pro, Arg, Gly, GIn, Glu, Ser, Lys, Asp, Arg, His y Thr (Uversky y
Dunker, 2010), confiriéndole a la secuencia una notable plasticidad y
flexibilidad estructural (Uversky, 2019).

Anteriormente se mencioné que las IDP y las IDR no pueden formar
estructuras estables, sin embargo, algunos autores sefialan que, debido a la
naturaleza de los aminoacidos y su distribucidn en la secuencia, bajo
condiciones de apifiamiento molecular, algunas fluctian estocasticamente
entre diferentes estados estructurales en forma transitoria, y que van desde
estructuras desplegadas, hasta estructuras secundarias localizadas y estados
globulares mas compactos (Mao et al., 2010 ; Marsh y Forman, 2010). Por
ejemplo, en estudios recientes in vitro se ha caracterizado la estructura

secundaria del grupo 4 de proteinas abundantes en embriogénesis tardia
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(LEA, del inglés Late Embryogenesis-Abundant) de Arabidopsis thaliana
(AtILEA4-2 y AtLEA4-5), que tienen la composicion caracteristica de las IDP.
Las LEA del grupo 4 estan desordenadas en solucién acuosa, sin embargo, se
ha demostrado que los potenciales osmoéticos bajos y el apifiamiento
macromolecular pueden inducir niveles significativos de a-hélice,
particularmente en la region N-terminal conservada de AtLEA4-5, mientras que
la regién C-terminal muestra un desorden estructural alto (Cuevas et al.,
2016).

Por otra parte, con respecto a la evolucion y conservacion del desorden
en IDR e IDP, explican van der Lee et al., 2014, que este suele ocurrir mas
rapido con respecto a los dominios globulares; sefialando también que el
desorden se conserva solo para las secuencias funcionales, pero que varia de

acuerdo con sus funciones especificas.

Las funciones de las IDP e IDR se han distinguido en diferentes clases
funcionales entre las que destacan las cadenas entropicas (enlazadores
flexibles y espaciadores de dominios), chaperonas (permiten interacciones
macromoleculares rapidas) (Rogers et al., 2013), efectores (interactuan con
otras proteinas y modifican su actividad) (Wright y Dyson, 2009),
ensambladores (promueven la formacién de complejos de proteinas de orden
superior como el ribosoma) (Cumberworth et al., 2013 ; Wu, 2013), y
carroferos (almacenan y neutralizan ligandos pequefnos) (Tompa, 2005 ;
Tompa, 2002).

En relacion a la participacion de las IDP e IDR en la formacion de los
condensados biomoleculares, se ha observado que todos los condensados
tienen numerosos IDP/IDR, caracterizandose por niveles generales muy altos
de desorden estructural. En otras palabras, parece que la fluidez y la
naturaleza altamente dinamica de los condensados estan determinadas por la
naturaleza intrinsecamente desordenada de las proteinas involucradas en su

formacién (Uversky, 2017).
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I.VI Separacion de fases liquido-liquido.

Cuevas y Dinneny (2018) mencionan que una de las estrategias que
han desarrollado los organismos para contender contra las distintas formas de
estrés abidtico, incluido el hiperosmoético, es la compartimentalizacion de
biomoléculas a través de un fendbmeno conocido como LLPS, que es un
proceso en el que dos liquidos se mezclan en dos fases no miscibles (una fase
rica y otra pobre en proteinas) segun el umbral de concentracién critica de los
componentes, que puede ajustarse mediante alteraciones fisicoquimicas del
sistema (similar a la separacion de gotas de aceite en un mezcla de
aceite/agua) (Mitrea y Kriwacki, 2016). Estas gotas (condensados
biomoleculares) pueden experimentar un proceso conocido como
envejecimiento, en el cual la dinamica molecular del condensado, previamente
similar a un liquido, se ve disminuida (Babinchak y Surewicz, 2020). Por otro
lado, la investigacidn continua de este tipo de compartimentos que se forman
a través de LLPS, ha dado lugar al descubrimiento de que sus propiedades
materiales pueden estar moduladas por agentes de apifiamiento (Kaur et al.,
2019), cationes divalentes (Onuchic et al., 2019) y presencia, tipo y
concentracion de RNA (Alshareedah et al., 2019)

Para la investigacion de LLPS se consideran tres caracteristicas
distintas de los condensados biomoleculares: fusion, reversibilidad y dinamica
alta (Guo et al., 2021). Los métodos desarrollados para el estudio de este
fendmeno son: la recuperacion de fluorescencia después del fotoblanqueo
(FRAP, del inglés Fluorescence Recovery After Photobleaching) (Banani et al.,
2017 ; Hyman et al., 2014 ), que permite determinar la dinamica molecular del
condensado, y la microscopia de fuerza atomica (AFM, del inglés Atomic force
microscopy), que ayuda a detectar la forma de los condensados a través de
imagenes de alta resolucion (Zemla et al., 2018). También se ha desarrollado
una sonda de fuerza de biomembrana (BFP, del inglés Biomembrane Force

Probe) y las pinzas o6pticas (OT, del inglés Optical tweezers), las cuales
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permiten detectar la tensién superficial y la elasticidad de los condensados
(Jawerth et al., 2018).

Respecto a las caracteristicas de secuencia e interaccion de proteinas
que estan involucradas en el fendmeno de LLPS, Saar et al., 2021, explican
que diversos autores han sugerido la influencia y participacion de distintos
tipos de interacciones involucradas en la formacién de los condensados
biomoleculares, como lo son las interacciones tipo pi-pi, cation-pi,
interacciones electrostaticas e hidrofobicas. Ademas, también la valencia y la
distribucion de las IDR a lo largo de la secuencia son importantes para que
ocurra LLPS (Gomes y Shorter et al., 2019 ; Martiny Mittag, 2018).

Evidencias experimentales sustentan la capacidad de las IDR y los
desplazados internos para dirigir y modular la LLPS de proteinas; sin embargo,
cada vez mas estudios revelan que la concentraciéon de RNA puede tener un
efecto regulador sobre la aparicién de LLPS, esto a través de interacciones
electrostaticas entre proteinas (carga positiva) y moléculas de RNA (carga
negativa) presentes en el nucleo celular (Henninger et al., 2021). Relacionado
a lo anterior, distintos autores han sefialado que el RNA no codificante
(ncRNA, del inglés non-coding RNA) participa como un andamio en la
regulacion de LLPS, ya que une multiples proteinas de union a RNA (RBP, del
inglés RNA-binding protein) formando una red dinamica que da lugar a la
formacion de condensados (Pessina et al., 2019 ; Lin et al., 2015 ; Aumiller et
al., 2016). También otros estudios han revelado que los mMRNA, mediante el
apareamiento de bases complementarias, pueden formar condensados
(Langdon et al., 2018).
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El interior celular, no solo esta constituido por el citosol y por distintos
organulos encargados de llevar a cabo diversas funciones en regiones
demarcadas por membranas para lograr especificidad y eficiencia (Mao YS, et
al., 2011), sino que también esta conformado por compartimentos que no
estan delimitados por membranas, los cuales tienen propiedades que se
asemejan a la de los liquidos y que se conocen como condensados
biomoleculares (u organulos sin membrana) (Banani et al., 2017, Shin y
Brangwynne, 2017). Los condensados biomoleculares se forman a través del
fenobmeno de LLPS, en el cual se entiende como separacién de fases a la
aparicion de una fase enriquecida en proteinas y una fase empobrecida en
proteinas a partir de una solucion uniformemente dispersa (Chong y Forman-
Kay, 2016 ; Mitrea y Kriwacki, 2016), de las cuales la fase enriquecida a
menudo asume la forma de gotas liquidas que contienen proteina altamente

concentrada, similar a las gotas de aceite en una mezcla de agua y aceite.

A diferencia de los organulos clasicos, los condensados biomoleculares
que subyacen del fendmeno de LLPS, resultan ser un poderoso mecanismo
de regulacion, porque su formacién y disolucion se controla rapida vy
dinamicamente mediante modificaciones postraduccionales, en respuesta a
sefiales ambientales (Anderson y Kedersha, 2009) o al incremento en la
concentracion de proteinas citoplasmicas (Matsumoto et al., 2012).

Los condensados biomoleculares estan conformados por
proteinas que impulsan su formacion reversible a las cuales se les ha

clasificado como “andamios” y por componentes macromoleculares que se
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dividen preferentemente en los condensados que se han definido como
“clientes” (Banani et al., 2017 ; Banani et al., 2016). Es importante destacar
que Wang et al., 2018, explican que una célula a través del fenbmeno de LLPS
es capaz de formar condensados biomoleculares de proteinas, discriminando
aquellos clientes que se mantendran dentro y fuera del compartimento (Banani
etal., 2016 ; Feric et al., 2016 ; Zhang et al., 2015).

A la fecha se sabe que un tipo de dominios proteicos que tienen la
capacidad de experimentar el fenomeno de LLPS vy, por lo tanto, formar
condensados biomoleculares son las IDR, las cuales carecen de una
estructura tridimensional bien definida (Romero et al., 2001 ; Uversky et al.,
2000). Dunker et al., 2013, explican que tanto los dominios estructurados y las
regiones intrinsecamente desordenadas en proteomas eucariotas, son
importantes para el repertorio de funciones que una proteina puede tener en
una variedad de contextos celulares. Se ha reportado que la composicion de
aminoacidos, pero no la secuencia primaria per se, es importante para ejercer
las funciones especificas de las IDR (Mao et al., 2010 ; Marsh y Forman, 2010).
Esto es consistente con el hecho de que los niveles de conservacion de

secuencia primaria en las IDR son muy bajos.

Los condensados biomoleculares representan una estrategia
innovadora para responder de forma rapida y eficiente a condiciones adversas.
Las células de diferentes organismos pueden estar sometidas a condiciones
de estrés abidtico como la osmolaridad alta, cambios de pH, temperatura,
estado redox, entre otros (He et al.,, 2018 ; Miermont et al., 2013). Algunos
reportes en células humanas han mostrado que existen condensados
biomoleculares que se forman inmediatamente después del aumento en la
osmolaridad extracelular, lo cual induce un aumento en el amontonamiento
macromolecular al interior de la célula (Jalihal, A. et al., 2020 ; Yasuda et al.,
2020 ; Cai, D et al., 2019). En dichos casos, se demostrd que la formacién de
los condensados promueve la respuesta eficiente a las condiciones de estrés.

Ademas, se mostré6 que las proteinas que facilitan la formaciéon de los
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condensados biomoleculares contienen IDR las cuales, en algunos casos, son
necesarias y suficientes para su biogénesis. Los resultados descritos sugieren
que este tipo de respuesta ante las condiciones de estrés podria estar
conservada en otros organismos que estan constantemente expuestos a
cambios en su ambiente abidtico, como las plantas, sin embargo, a la fecha
no existen reportes sobre proteinas que experimentan LLPS en respuesta a

estrés abidtico en estos organismos.
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. HIPOTESIS.

La composicion de aminoacidos de las regiones intrinsecamente
desordenadas de proteinas identificadas que experimentan separacion de
fases liquido-liquido en respuesta a estrés osmaético esta conservada en las
regiones intrinsecamente desordenadas de las proteinas ortélogas de la planta

modelo Arabidopsis thaliana.

IV. OBJETIVO GENERAL.

Identificar proteinas que experimentan separaciéon de fases liquido-
liquido en respuesta a estrés osmoético, determinar la composicion de
aminoacidos de sus regiones intrinsecamente desordenadas y compararla con
las regiones intrinsecamente desordenadas ortdlogas de Arabidopsis

thaliana.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Buscar en la literatura reportes de proteinas de cualquier organismo que
experimentan separacion de fases liquido-liquido durante condiciones
de estrés osmotico.

o Caracterizar los niveles de desorden y composicion de aminoacidos de
las regiones intrinsecamente desordenadas de las proteinas que
experimentan separacion de fases liquido-liquido en respuesta a estrés

osmotico.
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Determinar los aminoacidos abundantes y carentes en las regiones
intrinsecamente desordenadas de las proteinas que experimentan
separacion de fases liquido-liquido en respuesta a estrés osmatico.
Identificar las proteinas de Arabidopsis thaliana ortlogas a las
proteinas que experimentan separacion de fases liquido-liquido en
respuesta a estrés osmotico.

Comparar la composicion de aminoacidos de las regiones
intrinsecamente desordenadas entre las proteinas que experimentan
separacion de fases liquido-liquido en respuesta a estrés osmotico y los
ortdlogos de Arabidopsis thaliana.

Predecir la capacidad de experimentar separacion de fases liquido-
liquido en las proteinas ortélogas de Arabidopsis thaliana con base en
la composicion de aminoacidos y utilizando el predictor PSPredictor.
Establecer un procedimiento de analisis de proteinas para predecir si
experimentaran separaciéon de fases liquido-liquido en respuesta a

estrés osmotico en base a su composicion de aminoacidos.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VL.l Obtencion de los grupos LLPS, IDR-LLPS y Delta-IDR-LLPS.

Las proteinas del grupo LLPS se obtuvieron de la busqueda en la
literatura de proteinas con la capacidad de experimentar separaciéon de fases
liquido-liquido en respuesta a estrés osmaotico. La busqueda se realizd en
septiembre del 2020, utilizando la base de datos de PubMed con el criterio de
busqueda (hyperosmotic stress) AND (phase separation). Los articulos
encontrados en la busqueda fueron analizados individualmente para
determinar la presencia de proteinas que experimentan separacion de fases
liquido-liquido en respuesta a estrés osmoético. Ademas, se realizd una
busqueda manual de los articulos publicados en las revistas Nature, Science,
Cell y PNAS entre los anos 2019 a 2020. Una vez identificadas las proteinas
candidatas a estudio, su secuencia de aminoacidos (grupo LLPS), asi como
sus regiones intrinsecamente desordenadas (grupo IDR-LLPS) se obtuvieron

del servidor UniProt (https://www.uniprot.org/) y Pfam (http://pfam.xfam.org/).

El grupo Delta-IDR-LLPS que corresponde a la secuencia de aminoacidos de
la proteina, pero sin la region intrinsecamente desordenada, se obtuvo al

eliminar la IDR previamente identificada en la secuencia.

VLII Obtencioén del grupo AtHomélogos e IDR-AtHomoélogos.

Los ortdlogos en Arabidopsis thaliana (grupo AtHomodlogos) a las
proteinas del grupo LLPS se obtuvieron utilizando el servidor Blastp
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Proteins) en conjunto con el

servidor Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/blast-search). Los
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ortdlogos obtenidos se alinearon individualmente con su respectiva proteina
del grupo LLPS en el servidor T-Coffee

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msal/tcoffee/) para determinar su nivel de

conservacion e identificar la IDR en el ortélogo (grupo IDR-AtHomdlogos).

VLIl Caracterizacion de grupos de estudio.

A los grupos obtenidos se les determinaron diferentes parametros. Para
obtener el porcentaje de desorden de cada proteina se utilizd la herramienta
en linea Predictor of Natural Disordered Regions (PONDR)

(http://www.pondr.com/) utilizando el algoritmo VLXT. Para determinar el

porcentaje de estructura secundaria particular (alfa hélice, lamina beta o
‘random coil’) se utilizé la herramienta en linea Pole Rhone-Alpes de

Bioinformatique (prabi) (http://www.prabi.fr/) utilizando el algoritmo MLRC. El

porcentaje de cada aminodacido en la composicion de la secuencia se obtuvo

con la herramienta en linea ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/).

VLIV Integracion de parametros en una base de datos.

Los parametros obtenidos para cada grupo de estudio se organizaron
en un archivo de Excel, indicando en cada columna el parametro
correspondiente para cada proteina indicada en cada fila del archivo. Para
facilitar el analisis grafico del archivo, se utilizé el formato CSV para su manejo

con apoyo de Rstudio.

VL.V Anadlisis de la base de datos utilizando Rstudio.

Para el analisis de la base de datos se utilizd el software Rstudio a
través de la paqueteria ggplot2. Se elaboraron dos cédigos para el analisis
grafico de barras y el de puntos, mediante los cuales se estudid la composicion
particular de cada aminoacido de cada grupo de proteinas, asi como de sus
ortologos.
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VIl. RESULTADOS

VIl.I Busqueda de proteinas que experimentan separacion de fases

liquido-liquido durante condiciones de estrés osmético.

Se realizd una busqueda en la literatura de proteinas con la capacidad
de experimentar LLPS bajo condiciones de estrés osmotico (ver materiales y
métodos). La base de datos de PubMed arrojo 16 resultados al momento de
la busqueda (septiembre del 2020). Tras analizar cada una de las
publicaciones encontradas, se encontraron cuatro proteinas: YAP, DCP1A,
RAD23B y G3BP1 (Tabla 1). Todas las proteinas encontradas fueron proteinas
de humanos. Estas proteinas estan conformadas por diferentes dominios
proteicos, entre los que podemos destacar los dominios estructurados y las
IDR. En la Tabla 1 se presentan las proteinas encontradas, su funcién

molecular y el dominio responsable de la LLPS.

Tabla 1. Proteinas que experimentan LLPS bajo condiciones de estrés osmético en células
humanas.

Proteina Funcion Condensados Dominio IDR Referencia
molecular biomoleculares
YAP Transcripcion de Condensados TAD Cai, D et al.,
genes involucrados nucleares 2019
en la proliferacion
celular
DCP1A Formacion de Cuerpos P CTD Jalihal, A. et al.,
cuerpos P 2020
RAD23B Modulacién de la Condensados de UBA1, UBA2 Yasuda, S. et
degradacion en el proteasoma al., 2020
proteasoma
G3BP1 Ensamblaje de Granulos de estrés RG, Acido Guillén, J. et al.,
granulos de estrés 2020
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A continuacion, se describen brevemente aspectos generales de cada
una de las proteinas encontradas.

YAP (Yes-associated Protein).

YAP es un coactivador transcripcional encargado de promover la
proliferacion y supervivencia celular al unirse a un conjunto selectivo de
potenciadores para la activacion de genes diana; sin embargo, se desconoce

cémo YAP coordina estas respuestas transcripcionales.

En estudios recientes, Cai, D et al., 2019 demostraron que YAP tiene
la capacidad de experimentar LLPS en el nucleo, formando condensados
liquidos en dicha region en respuesta al hacinamiento macromolecular (Cai, D
etal., 2019).

Cabe destacar que, en su estudio, Cai, D et al 2019 demostraron que
la eliminacion del dominio intrinsecamente desordenado de activacion de la
transcripcion, mejor conocido como TAD (del inglés Transcription activation
domain), evitd la formacién de condensados de YAP y disminuyo la
sefalizacion de YAP corriente abajo. En la Figura 3 se muestra la estructura
de YAP.

P TEAD m WW Ml TAD PDZ/bm
(. I )
51 174 203 259 449 454

Figura 3. Estructura de la proteina YAP. P (Proline rich region), TEAD (transcriptional
enhanced associate domain), TAD (transcription activation domain). Modificado de Cai, D et
al., 2019.
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DCP1A (mRNA-decapping enzyme 1A).

DCP1A es un componente especifico de los cuerpos P, se une
especificamente al 5 Cap de los mMRNA y lo elimina, promoviendo asi la
degradacion del mRNA (Aizer et al., 2013).

En estudios recientes, Jalihal, A. et al., 2020 observaron que DCP1A
tiene la capacidad de experimentar rapidamente (dentro de ~ 10s) el fendmeno
de LLPS en células de mamiferos durante condiciones de estrés
hiperosmoético, siendo reversible tras el rescate isosmético (mas de ~ 100 s)
con un impacto minimo en la viabilidad celular, incluso después de multiples

ciclos de perturbacion osmatica (Jalihal, A. et al., 2020).

La capacidad de DCP1A para experimentar LLPS bajo condiciones de
estrés osmotico se debe a su dominio de trimerizacién C-terminal (TrD, del
inglés Trimerization domain). En la Figura 4 se muestra la estructura de
DCP1A (Jalihal, A. et al., 2020).

0 EVH1 200 380 TrD 582
DCP1A

Figura 4. Estructura de la proteina DCP1A. EVH1 (enabled/vasodilator-stimulated
phosphoprotein homology domain 1), TrD (trimerization domain), NTD (N-terminal domain),
CTD (C-terminal domain). Modificado de Jalihal, A. et al., 2020.
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RAD23B (UV excision repair protein RAD23 homolog B).

El proteasoma es una maquina proteolitica importante que regula la
proteostasis celular a través de la degradacién selectiva de proteinas
ubicuitinadas (Sun, D. et al., 2018 ; Turakhiya, A. et al., 2018).

En estudios recientes realizados por Yasuda et al., 2020, revelan que
bajo condiciones de estrés hiperosmético agudo, se forman focos nucleares
con propiedades de gotas liquidas que contienen proteasomas, proteinas
ubicuitinadas, p97 (VCP, del inglés Valosin-containing protein) y multiples
proteinas que interactuan con el proteasoma, que colectivamente constituyen
un centro proteolitico encargado de la degradacion de proteinas ribosomales
no ensambladas correctamente (Yasuda et al., 2020). El ensamblaje de dichos
cuerpos ocurre mediante el proceso de separacion de fases liquido-liquido. La
proteina RAD23B, la cual segun Yasuda et al., 2020, es indispensable en
conjunto con proteinas ubicuitinadas para la formacion de los focos nucleares
gracias a interacciones multivalentes de dos dominios asociados a ubicuitina
de RAD23B (UBA1, del inglés Ubiquitin-associated domain 1 y UBA2, del
inglés Ubiquitin-associated domain 2) y cadenas de ubicuitina que constan de
cuatro o mas moléculas de ubicuitina. Ademas, también se sabe que RAD23B
participa en la reparacion por escision de nucledtidos del genoma global (GG-
NER, del inglés global genome nucleotide excision repair) al actuar como
componente del complejo XPC (del inglés Xeroderma pigmentosum,
complementation group C). En cooperacion con CETN2 (del inglés Centrin-2)
parece estabilizar XPC. Puede proteger XPC de la degradacién proteosomal

(UniProt, s.f.). En la Figura 5 se muestra la estructura de RAD23B.

UBL UBA1 UBA2

0 189 225 365 401

Figura 5. Estructura de la proteina RAD23B. UBL (ubiquitin-like domain), UBA1
(ubiquitin-associated domain 1), UBA2 (ubiquitin-associated domain 2). Modificado de Yasuda
etal., 2020.
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G3BP1 (Ras GTPase-activating protein-binding protein 1).

En estudios recientes realizados por Guillén-Boixet et al., 2020
mencionan que las células estresadas detienen la traduccion, liberan mRNA
de los polisomas y forman SG a través de una red de interacciones que
involucran a la proteina G3BP1. Esta proteina estad conformada por distintos
dominios, de los cuales dos son IDR, una de ellas es la IDR-acida que se
encuentra unida a la IDR rica en glicina y arginina (IDR-RG) a través de
interacciones intramoleculares electrostaticas. Sin embargo, tras el estrés, el
MRNA liberado supera esta interaccion intramolecular induciendo la expansion
de G3BP1, liberando la IDR-RG (estado expandido) para participar en
interacciones proteina-RNA, que permiten la unién cooperativa del RNA y el
ensamblaje del condensado, siendo esta region la encargada de proporcionar
a G3BP1 el control sobre las fuerzas impulsoras de la condensacién (Figura
6). (Guillén-Boixet et al., 2020).

Por lo tanto, G3BP1 aprovecha la separacién de fases liquido-liquido
para formar condensados liquidos en respuesta a cambios locales en la
concentracion de RNA, inhibiendo las interacciones RNA-RNA evitando su
agregacion (Guillén-Boixet et al., 2020). En la Figura 6 se muestra la estructura
de G3BP1.

NTF Acido W PxxP BMRRM = RG
( | T )
144 225 340 415 466

Figura 6. Estructura de la proteina G3BP1. NTF (N-terminal nuclear transport factor-
like domain), Acido (central acidic IDR), PxxP (proline residues), RRM (RNA-recognition motif),
RG (RG-rich region). Modificado de Guillén-Boixet et al., 2020.
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VILII Caracterizacion de los niveles de desorden y composicién de
aminoacidos de las regiones intrinsecamente desordenadas de las
proteinas que experimentan separacion de fases liquido-liquido en

respuesta a estrés osmético.

El siguiente paso fue caracterizar las propiedades particulares de las
proteinas que experimentan LLPS en respuesta a estrés osmético. Entre estas
caracteristicas se encuentran el porcentaje de desorden, los niveles de
estructura secundaria y la composicion de aminoacidos, mediante el uso de
herramientas bioinformaticas como PONDR, Prabi y Protparam. La
informacion de estas propiedades se recopilé en una base de datos para poder
determinar cuales son aquellos aminoacidos abundantes en la regidn
intrinsecamente desordenada con respecto al resto de la secuencia de cada
proteina, independientemente de si promueven o no el desorden estructural,
bajo la hipotesis de que su abundancia es importante para la funcion. Asi
mismo, se determinaron los aminoacidos carentes en la region
intrinsecamente desordenada. En la Tabla 2 se presenta como esta
organizada la base de datos, mostrandose que las proteinas que experimentan
LLPS se clasificaron en tres grupos distintos. La primera fue caracterizando la
totalidad de las proteinas, denominando a este grupo como “LLPS”, por otro
lado, las otras dos formas de clasificar a estas proteinas fue separando sus
IDR y el resto de la secuencia que no corresponde a la IDR, denominando a

estos dos grupos como IDR-LLPS y Delta-IDR-LLPS, respectivamente.

Como se puede observar en la Tabla 2, en el caso de DCP1A, la regién
Delta-IDR-LLPS esta 19.53 % mas desordenada que la IDR-LLPS descrita por
los autores, mientras que para el caso de YAP no difiere mucho el porcentaje
de desorden de ambas regiones, lo cual se debe a la distribucion de
aminoacidos promotores de orden y desorden en las secuencias. Aun asi, se
consideré como region desordenada de interés al dominio descrito por los

autores de los respectivos articulos como el responsable de dirigir el fendbmeno
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de LLPS en respuesta a estrés osmaético en ambas proteinas, incluso si el

resto de la secuencia era mas desordenada.

Este analisis se realizé debido a que en los articulos encontrados en la
literatura se encontré que la IDR de cada proteina es necesaria y suficiente

para experimentar LLPS.

Tabla 2. Proteinas que experimentan LLPS en células humanas y cuyas secuencias son parte
de la base de datos de este trabajo.

Proteina Grupo % Desorden % Estructura
secundaria
YAP LLPS 75.5 32.38
DCP1A LLPS 59.62 34.71
RAD23B LLPS 60.88 42.05
G3BP1 LLPS 53.22 34.54
IDR-YAP IDR-LLPS 71.94 45.41
IDR-DCP1A IDR-LLPS 48.28 42.85
IDR-RAD23B(UBA1) IDR-LLPS 67.50 45

IDR-RAD23B(UBA2) IDR-LLPS 76.74 41.86
IDR-G3BP1(Regidn acida) IDR-LLPS 100 39.02
IDR-G3BP1(RG) IDR-LLPS 93.75 3.12
Delta-IDR-YAP Delta-IDR-LLPS 72.65 24.49
Delta-IDR-DCP1A Delta-IDR-LLPS 67.81 34.04
Delta-IDR-RAD23B Delta-IDR-LLPS 53.68 42.03
Delta-IDR-G3BP1 Delta-IDR-LLPS 35.51 42.9

VILIII Determinacion de los aminoacidos abundantes y carentes en las
regiones intrinsecamente desordenadas de las proteinas que
experimentan separacion de fases liquido-liquido en respuesta a estrés

osmoético.

Una vez construida la base de datos se compard la composicion de
aminoacidos en el grupo IDR-LLPS versus el grupo Delta-IDR-LLPS para
poder determinar cuales eran aquellos aminoacidos abundantes y carentes en
las IDR de cada proteina. En las Figuras 7 - 12 se muestran los resultados de

la comparacion. A continuacion, se describira el analisis realizado en cada una
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de las IDR pertenecientes a las proteinas que experimentan LLPS en

respuesta a estrés osmotico.

En la Figura 7 se observa que los aminoacidos Arg, Asn, Asp, Glu, Leu,
Met y Ser son mas abundantes en la IDR que en la region de la proteina YAP
que no es IDR. A este tipo de aminoacidos se les denominé aminoacidos
“abundantes”. Por otro lado, se observo que la IDR de la proteina YAP carece

del aminoacido Cys. A este tipo de aminoacidos se les denomind aminoacidos

“carentes”.
YAP
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Figura 7. Composicién de aminoacidos en la region IDR-LLPS (barras azules) y en la
region Delta-IDR-LLPS (barras rojas) de la proteina YAP. Cada aminoacido se representa
mediante el codigo de tres letras.
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En la Figura 8 se observa que los aminoacidos abundantes en la IDR
de la proteina DCP1A son Ala, GiIn, Leu, Lys, Ser, Thry Val. Por otro lado, los

aminoacidos carentes en la IDR de la proteina DCP1A son Trp y Cys.

DCP1A
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5
510
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Figura 8. Composicién de aminoacidos en la region IDR-LLPS (barras azules) y en la
region Delta-IDR-LLPS (barras rojas) de la proteina DCP1A. Cada aminoacido se representa
mediante el codigo de tres letras.
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En la Figura 9 se observa que los aminoacidos abundantes en la IDR
(UBA1) de la proteina RAD23B son Asn, Arg, Met, Sery Thr. Por otro lado, los
aminoacidos carentes en la IDR de la proteina RAD23B son Cys, His, Lys y

Trp.

RAD23B (UBA1)
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Figura 9. Composicién de aminoacidos en la region IDR-LLPS (barras azules) y en la
region Delta-IDR-LLPS (barras rojas) de la proteina RAD23B (UBA1). Cada aminoacido se
representa mediante el codigo de tres letras.
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En la Figura 10 se observa que los aminoacidos abundantes en la IDR
(UBA2) de la proteina RAD23B son Asn, GIn, Glu, Gly, His, lle y Met. Por otro
lado, los aminoacidos carentes en la IDR de la proteina RAD23B son Arg, Asp,
Cys, Lys, Thr, Trp.
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Figura 10. Composicién de aminoacidos en la region IDR-LLPS (barras azules) y en
la regién Delta-IDR-LLPS (barras rojas) de la proteina RAD23B (UBA2). Cada aminoacido se
representa mediante el codigo de tres letras.
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En la Figura 11 se observa que los aminoacidos enriquecidos en la IDR
(RG) de la proteina G3BP1 son Arg, Gly, Met y Pro. Por otro lado, los
aminoacidos carentes en la IDR de la proteina G3BP1 son Ala, Asn, Asp, Cys,
Glu, His, lle, Ser, Thr, Trp y Tyr.

G3BP1 (RG)
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Figura 11. Composicién de aminoacidos en la region IDR-LLPS (barras azules) y en
la regién Delta-IDR-LLPS (barras rojas) de la proteina G3BP1 (RG). Cada aminoacido se
representa mediante el codigo de tres letras.
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En la Figura 12 se observa que los aminoacidos abundantes en la IDR
(regidn acida) de la proteina G3BP1 son Glu y Pro. Por otro lado, los

aminoacidos carentes en la IDR de la proteina G3BP1 son Cys y Trp.
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Figura 12. Composicién de aminoacidos en la region IDR-LLPS (barras azules) y en
la region Delta-IDR-LLPS (barras rojas) de la proteina G3BP1 (Regién &cida). Cada
aminoacido se representa mediante el cddigo de tres letras.

Los analisis anteriores nos permitieron encontrar que aminoacidos son
abundantes y carentes en las IDR. Se esperaba en un inicio que los
aminoacidos abundantes y carentes fuesen similares en todas las IDR, pero

fueron particulares para cada una.

Para poder determinar cuales de estos aminoacidos eran
significativamente abundantes en el grupo IDR-LLPS con respecto al grupo
Delta-IDR-LLPS, fue necesario definir un parametro nuevo. El parametro,

denominado como “enriquecimiento”, indica qué tan enriquecido esta un
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aminoacido en la regién IDR-LLPS con respecto al Delta-IDR-LLPS. La

ecuacion para calcular este parametro es la siguiente.

%aaAIDR)

Enriquecimiento = 1 — (
%aapr

En la Tabla 3 se muestran los resultados de enriquecimiento de algunos
aminoacidos (Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, Glu, GIn y Gly) obtenidos para cada
IDR.

Tabla 3. Porcentajes de enriquecimiento para cada aminoacido en las IDR de las proteinas
analizadas.

Proteina Ala Arg Asn Asp Cys Glu GIn Gly
YAP -3.385 0.275 0.411 0.519 - 0.756 -0.134 -0.131
DCP1A 0.202 -0.800 -0.077 -0.176 - -1.567 0.250 -0.400
RAD23B (UBA1) -0.960 0.0 0.320 0.547 - 0.013 -2.680 0.260
RAD23B (UBA2) -1.100 - 0.277 - - 0.204 0.207 0.877
G3BP1(Region -0.459 -6.583 -3.750 0.115 - 0.833 0.110 -4.417

acida)

G3BP1 (IDR-RG) - 0.272 - - - - -1.097 0.861

Los guiones representan aquellos aminoacidos carentes para cada proteina.

Una vez obtenidos los valores de enriquecimiento para cada
aminoacido, se definié el siguiente punto de corte: aquellos aminoacidos que
tuviesen un valor mayor o igual a 0.4 de enriquecimiento se consideraron
aminoacidos abundantes significativamente en la IDR. Un enriquecimiento de
0.4 indica que el aminoacido de interés se encuentra enriquecido 0.4 veces
mas en la regién IDR-LLPS con respecto al Delta-IDR-LLPS, es decir, 40 %
mas. Asumimos que el que un aminoacido estuviese 0.5 veces mas
enriquecido en la region desordenada con respecto al resto de la secuencia
tenia una razon evolutiva importante para la funcién de la proteina, sin
embargo, elegimos el valor de corte de 0.4 para hacer mas flexible el
parametro de enriquecimiento y poder tener un mayor numero de aminoacidos
candidatos a ser abundantes. Ademas del “enriquecimiento”, para considerar
a un aminoacido como abundante de forma significativa en el grupo IDR-LLPS

se considero el “porcentaje de composicion”, que se refiere al porcentaje de
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cada aminoacido en cada secuencia. Para este porcentaje se establecié que
un aminoacido con un valor mayor al 5% se considera como abundante en la
IDR.

Los aminoacidos que cumplieron con el criterio de enriquecimiento se
enlistaron y posteriormente se grafico su porcentaje de composicion por pares.
Las lineas punteadas en el grafico indican el parametro de corte de
composicién de 5 % para aminoacidos. Por otro lado, también se graficaron
por pares los aminoacidos carentes, sin embargo, para estos no se establecio
un valor de corte ya que su composicion es del 0 %. Los graficos

correspondientes a las demas proteinas se encuentran en el Anexo |.
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En la Figura 13 se muestran los aminoacidos Asp y Met, aminoacidos
que cumplieron con los criterios de enriquecimiento y composicion para la IDR
(UBA1) de la proteina RAD23B como aminoacidos abundantes, observandose
que ambos se encuentran en mayor composicion en la IDR con respecto al

resto de la secuencia.
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Figura 13. Porcentaje de Asp y porcentaje de Met, aminoacidos abundantes en la IDR
UBA1 de RAD23B.
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En la Figura 14 se muestran los aminoacidos His y Cys, cuya
composicién es del 0% en la IDR respecto al resto de la secuencia,
definiéndolos por lo tanto como aminoacidos carentes en la region
desordenada UBA1 de RAD23B.
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Figura 14. Porcentaje de His y porcentaje de Cys, aminoacidos carentes en la IDR
UBA1 de RAD23B.
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En la Figura 15 se muestran los aminoacidos Gly y His, aminoacidos
que cumplieron con los criterios de enriquecimiento y composicion para la IDR
(UBA2) de la proteina RAD23B como aminoacidos abundantes, observandose
que ambos se encuentran en mayor composicion en la IDR con respecto al

resto de la secuencia.

RAD23B (UBA2)

E Grupos
! ® Delta-IDR-LLPS
; IDR-LLPS

Figura 15. Porcentaje de Gly y porcentaje de His, aminoacidos abundantes en la IDR
UBA2 de RAD23B.
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En la Figura 16 se muestran los aminoacidos Thr y Cys, cuya
composiciéon es del 0% en la IDR respecto al resto de la secuencia,
definiéndolos por lo tanto como aminoacidos carentes en la region
desordenada UBA2 de RAD23B.
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Figura 16. Porcentaje de Thr y porcentaje de Cys, aminoacidos carentes en la IDR
UBA2 de RAD23B.

Como se observé en las Figuras 13 y 15 los aminoacidos
abundantes encontrados para las IDR (UBA1 y UBA2) de la proteina RAD23B,
si cumplieron con los parametros de enriquecimiento y composicion, ademas,
en las Figuras 14 y 16 se muestra la composicién nula de los aminoacidos
carentes en la IDR, previamente observada en los graficos de barras. Por otro
lado, para la proteina G3BP1, el grupo IDR-LLPS no cumplié con el porcentaje
de composicién, aun asi, al verse una diferencia notoria en cuanto a

composiciéon con respecto al grupo Delta-IDR-LLPS, los aminoacidos
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encontrados se consideraron como abundantes. En la Figura 17 y Figura 18
se ejemplifica lo descrito para la regidon acida y la region RG de la proteina
G3BP1, respectivamente. En las Figuras 19 y 20 se muestra la composicion
nula de los aminoacidos carentes en la IDR, previamente observada en los

graficos de barras.

En la Figura 17 se muestran los aminoacidos Glu y Pro, aminoacidos
gque se consideraron como abundantes en la regién acida de G3BP1 a pesar
de que el grupo Delta-IDR-LLPS tiene una composicién también arriba del 5
% para ambos aminodacidos, ya que, aun asi, la diferencia de composicion

entre ambos grupos fue muy notoria.

G3BP1 (Regidn acida)

Grupos

® Delta-IDR-LLPS
IDR-LLPS

—
(3]
VAU U g U g

0 5 10 15 20

Figura 17. Porcentaje de Glu y porcentaje de Pro, aminoacidos abundantes en la
regién acida de G3BP1.
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En la Figura 18 se muestran los aminoacidos Gly y Arg, aminoacidos
que se consideraron como abundantes en la IDR RG de G3BP1 a pesar de
que el grupo Delta-IDR-LLPS tiene una composicion también arriba del 5 %
para ambos aminoacidos, ya que, aun asi, la diferencia de composicion entre
ambos grupos fue muy notoria. Cabe sefialar que el aminoacido Arg tuvo un
enriquecimiento de 0.272, estando por debajo del punto de corte (0.4), sin
embargo, al ser un aminoacido caracteristico de esta region desordenada y
tener una mayor composicion en el grupo IDR-LLPS con respecto a Delta-IDR-

LLPS, se considera también como abundante.

G3BP1 (RG)

Grupos

® Delta-IDR-LLPS
IDR-LLPS

o

% Arg

Figura 18. Porcentaje de Gly y porcentaje de Arg, aminoacidos abundantes en la IDR
RG de G3BP1.

46



En la Figura 19 se muestran los aminoacidos Trp y Cys, cuya
composicién es del 0% en la IDR respecto al resto de la secuencia,
definiéndolos por lo tanto como aminoacidos carentes en la regién acida de
G3BP1.

G3BP1 (Regidn acida)

0.50
o
o Grupos
l: 0.25 ® Delta-IDR-LLPS
X IDR-LLPS
0.00-
0.00 0.25 0.50

% Cys

Figura 19. Porcentaje de Trp y porcentaje de Cys, aminoacidos carentes en la region
acida de G3BP1.
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En la Figura 20 se muestran los aminoacidos Trp y Cys, cuya
composicién es del 0% en la IDR respecto al resto de la secuencia,
definiéndolos por lo tanto como aminoacidos carentes en la IDR RG de
G3BP1.

G3BP1 (RG)

0.50
o i d Grupos
I: 0.25 ® Delta-IDR-LLPS
X IDR-LLPS

0.00-

0.00 0.25 0.50
% Cys

Figura 20. Porcentaje de Trp y porcentaje de Cys, aminoacidos carentes en la IDR RG
de G3BP1.

Aplicando este mismo andlisis a las proteinas restantes se obtuvieron
aquellos aminoacidos abundantes y carentes para cada una. En la Tabla 4 se
muestran los aminoacidos significativamente abundantes y los aminoacidos

carentes encontrados en las IDR de cada proteina.
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Tabla 4. Aminoacidos abundantes y carentes en las IDR de las proteinas que experimentan

LLPS en respuesta a estrés osmotico en células humanas.

Proteina (IDR)

Aminoacidos abundantes

Aminoacidos carentes en

en IDR IDR
YAP Asn, Asp, Glu Cys
DCP1A Val Trp, Cys
RAD23B (UBA1) Asp, Met Lys, Cys, His, Trp
RAD23B (UBA2) Gly, His Lys, Thr, Arg, Asp, Cys, Trp
G3BP1 (Region acida) Glu, Pro Trp, Cys

G3BP1 (IDR-RG)

Gly, Pro, Arg, Met

Ala, Asn, Asp, Cys, Glu,

Ser, His, lle, Thr, Trp, Tyr

VILIV Busqueda de proteinas de Arabidopsis thaliana ortélogas a las
proteinas que experimentan separacion de fases liquido-liquido en

respuesta a estrés osmético.

El siguiente objetivo consistio en determinar si los aminoacidos
abundantes y carentes en las IDR de las proteinas que experimentan LLPS en
humanos se encuentran conservados en los ortdélogos de la planta modelo
Arabidopsis thaliana, con la hipotesis de que aquellos ortélogos que cumplan
con lo anterior serian posibles candidatos a experimentar LLPS en respuesta
a estrés osmotico.

Mediante el uso de herramientas como BLASTp y Phytozome, se
buscaron proteinas ortélogas a las proteinas YAP, DCP1A, RAD23B y G3BP1
en la planta modelo Arabidopsis thaliana. Los ortdlogos encontrados se
caracterizaron por su porcentaje de desorden, estructura y composicion de
aminoacidos y se incluyeron en la base de datos, denominado a este nuevo
grupo como “AtHomdlogos”.
Tabla 5.

Los ortdlogos encontrados se resumen en la
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Tabla 5. Ortélogos en A. thaliana a proteinas que experimentan LLPS bajo condiciones de
estrés osmotico.

Proteina LLPS Ortélogos en
Arabidopsis
thaliana (AGl)

YAP —
DCP1A At1908370

At1g16190.1
At3g02540.1
RAD23B At5g16090
At5g38470
At1g79650
G3BP1 At2g03640
At1g13730
At1969250
At5g60980
At3g25150
At5g48650
At5g43960
*No existen ortélogos para YAP.

Debido a que las proteinas globulares generalmente no experimentan
LLPS (Zhou et al., 2018), se incluyeron y caracterizaron un grupo aleatorio de
veinte proteinas globulares de Arabidopsis thaliana a la base de datos,
denominado a este nuevo grupo como “AtGlobulares”, con la hipétesis de que
estas proteinas tendran propiedades de desorden y estructura distintas al
grupo AtHomdélogos y al grupo LLPS, asi como para los respectivos grupos
IDR, distinguiendo a las proteinas que tienen la capacidad de experimentar el
fendmeno de LLPS de las que no, funcionando por lo tanto como un grupo

control. En la Tabla 6 se resumen las proteinas globulares mencionadas.
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Tabla 6. Proteinas globulares de Arabidopsis thaliana seleccionadas para este estudio.

Proteina AGI Proteina AGI
globular globular
G6PD3 AT1G24280 ENO1 AT1G74030
HEXO3 AT1G65590 PGK3 AT1G79550
CAO AT1G44446 LPCAT2 AT1G63050
PP2AA1 AT1G25490 MGL AT1G64660
LPCAT1 AT1G12640 PKP3 AT1G32440
APR2. AT1G62180 PME18 AT1G11580
GLYK AT1G80380 PMI2 AT1G67070
KAS2 AT1G74960 GLPK AT1G80460
AGC1-7 AT1G79250 HT1 AT1G62400
GAPCP1 AT1G79530 GGAT1 AT1G23310

Respecto a lo anterior, se determind a nivel global si efectivamente
existia una diferencia en cuanto a desorden y estructura entre los grupos
LLPS, AtHomologos y AtGlobulares.

En la Figura 21 se representa el resultado de la comparacién, en la cual
se observo que el grupo AtHomologos comparte caracteristicas de desorden
y estructura muy similares al grupo LLPS, separandose ambos grupos de las
proteinas globulares. Esto sugiere que los ortélogos son posibles candidatos
a experimentar LLPS bajo condiciones de estrés osmatico. Por otro lado,
también se demostrd con esto que el grupo AtGlobulares se comporta como

grupo control de proteinas que probablemente no tienen la capacidad de

experimentar LLPS, el cual se utilizé para el resto de la investigacion.
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Figura 21. Comparacién del contenido predicho de desorden y estructura secundaria
entre el grupo LLPS, AtHomdélogos y AtGlobulares.

Sabiendo que los ortélogos comparten propiedades de estructura y
desorden similares al grupo LLPS, distinguiéndose del grupo control, el
siguiente paso fue encontrar las regiones intrinsecamente desordenadas del
grupo AtHomoélogos, teniendo en cuenta que las IDR son indispensables para
la formacion de condensados biomoleculares del grupo LLPS. Utilizando la
herramienta T-COFFEE, se alinearon y analizaron las secuencias de las
proteinas del grupo LLPS con sus respectivos ortélogos de A. thaliana. A
través de este analisis, se determind el dominio correspondiente a la IDR en
los ortdlogos. En la Figura 22 se muestra el alineamiento entre RAD23B y uno
de sus ortdlogos, resaltandose en amarillo los aminoacidos que conforman
ambas regiones intrinsecamente desordenadas de la proteina (UBA1 y UBA2).
Como se puede observar en la Figura 22, existen niveles bajos de
conservacion de la secuencia primaria de las IDR de RAD23B y las IDR de los
ortdlogos. Los alineamientos correspondientes a las demas proteinas se

encuentran en el Anexo Il.
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ATS5G38470

RAD23B

ATS5G38470

RAD23B

ATS5E32470 NANPLNLFPOQGMPARADAGAGAGNLDFL
RAD23B TTATTTTTSSGGHPLEFL
ATSG38470 RNSQQFQALRAMVQOANPQILOPMLOELGRONPQLVRLIQEHQADFLRLIN
RAD23B RNQPQFQOOMRQIIQONPSLLPALLQQIGRENPQLLOQISQHOEHFIQOMLN
ATS5G38470 EPVE-—————————— EENVMEQLEAZMPQAEVTVT

RAD23B EPVQE.:CCQC—GGGGC—GSCC:;.E: GS-GHMNYIQVT

ATSG38470 DREMVL

RAD23B PEGLVIQA

Figura 22. Alineamiento de RAD23B y su ortélogo en A. thaliana. En amarillo se
resaltan las regiones IDR de RAD23B.

Conociendo la secuencia de la IDR en los ortdlogos, el siguiente paso
fue caracterizar sus niveles de desorden, estructura y composicion,

denominando a este nuevo grupo como IDR-AtHomdlogos.

Nuevamente comparamos el porcentaje de desorden y estructura, pero
ahora entre los grupos IDR-LLPS, IDR-AtHomodlogos y AtGlobulares. El
resultado de esta comparacion es consistente con el de la Figura 21, teniendo
los primeros dos grupos caracteristicas similares de desorden y estructura
secundaria, diferenciandose notablemente del grupo de proteinas globulares.
Esto sustenta la idea de que las proteinas ortélogas son posibles candidatos
a experimentar LLPS en respuesta a estrés osmotico. La Figura 23 muestra el

resultado obtenido en esta comparacion.
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Figura 23. Comparacion del contenido predicho de desorden y estructura secundaria
entre el grupo IDR-LLPS, IDR-AtHomdlogos y AtGlobulares.

VIL.V Comparaciéon de la composicion de aminoacidos de las regiones
intrinsecamente desordenadas entre las proteinas de humanos y los

ortologos de Arabidopsis thaliana.

Debido a que se ha reportado que la composicion de aminoacidos es
importante para la funcion de las IDR en diversos sistemas (Martin y Mittaj,
2018 ; Wang et al., 2018; Lin et al., 2017), el siguiente analisis consistio en
determinar si la composicion de aminoacidos resumidos en la Tabla 4 para el
grupo IDR-LLPS se encontraba conservada en cada ortélogo en el grupo IDR-
AtHomologos. Para lograr esto, se graficaron por pares los aminoacidos de la
Tabla 4 para cada IDR, utilizando al grupo AtGlobulares como control.
Ademas, en las Tablas 7-10 se resume cuales son aquellos aminoacidos
conservados como abundantes y carentes para cada ortélogo y si se predicen
segun nuestro analisis de conservaciéon como candidatos a promover LLPS.

Para esto ultimo, los ortélogos debian tener conservados la mitad de los
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aminoacidos abundantes y obligatoriamente Cys y Trp conservados como

carentes para poder considerarse como candidatos a experimentar LLPS.

A continuacion, en las Figuras 24 - 31, se muestran los resultados

obtenidos para RAD23B y G3BP1. Los graficos correspondientes a las demas

proteinas se encuentran en el Anexo lIl.

En la Figura 24 se muestran aquellos aminoacidos abundantes en la

region intrinsecamente desordenada UBA1 de la proteina RAD23B. De los

cuatro ortélogos, el aminoacido Asp se encuentra conservado en sélo uno,

teniendo una composicion por encima del 5 %, por otro lado, el aminoacido

Met sélo estda conservado en dos de los ortélogos teniendo ambos una

composiciéon mayor al 5 %.

RAD23B (UBA1)
10 !
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]
R ahtt
R

R il
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Grupos

AtGlobulares
IDR-AtHomadlogos
IDR-LLPS

Figura 24. Porcentaje de Asp y porcentaje de Met, aminoacidos abundantes del grupo

IDR-LLPS en el grupo IDR-AtHomologo de la proteina RAD23B (UBA1).
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En la Figura 25 se muestran aquellos aminoacidos carentes en la region
UBA1 de RAD23B, observandose que los ortdlogos tienen una composicion
idéntica (0 %) al grupo IDR-LLPS, distinguiéndose ambos del grupo control.
Por lo tanto, His y Cys se consideran como aminoacidos carentes del grupo

IDR-LLPS y dicha carencia se conserva en el grupo IDR-AtHomologos.

RAD23B (UBA1)

4_
® Grupos
T 2 AtGlobulares
o IDR-AtHomodlogos
° IDR-LLPS

o_

0 2 4
% Cys

Figura 25. Determinacion de la conservacion de aminoacidos carentes del grupo IDR-
LLPS en el grupo IDR-AtHomdlogos de la proteina RAD23B (UBA1).

La Tabla 7 se construyd con los resultados del analisis de las dos
Figuras anteriores, en la cual se resume para cada ortélogo cuales son
aquellos aminoacidos del grupo IDR-LLPS conservados en el grupo IDR-
AtHomologos. En la ultima columna se menciona si el ortdlogo es candidato a
promover LLPS dependiendo de la cantidad de aminoacidos conservados
como abundantes y/o carentes de acuerdo con lo mencionado al inicio de esta

seccion. Este mismo analisis se hizo para el resto de las proteinas.
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En la Tabla 7 se muestran aquellos aminoacidos abundantes y carentes

del grupo IDR-LLPS conservados o no en el grupo IDR-AtHomologos, de los

cuales, el ortélogo At5g38470 no se considera como candidato a promover

LLPS ya que ninguno de los aminoacidos abundantes esta conservado.

Tabla 7. Aminoacidos conservados como abundantes o carentes en los ortélogos de la
proteina RAD23B (UBA1).

Abundantes Carentes
Candidato a
Ortélogo Asp Met Lys Cys His Trp promover
LLPS

At1g16190.1 NO Sl Sl Sl Sl Sl Sl
At3g02540.1 Si NO Sl Sl Sl Sl Sl

At5g38470 NO NO Sl Sl Sl Sl NO

At1g79650 NO Sl Sl Sl Sl Sl Sl

En la Figura 26 se muestran aquellos aminoacidos abundantes en la

region intrinsecamente desordenada UBA2 de la proteina RAD23B. De los

cinco ortélogos, el aminoacido Gly se encuentra conservado en tres, teniendo

una composicion por encima del 5 %, por otro lado, el aminoacido His no esta

conservado en ninguno de los ortélogos, teniendo todos una composicion

menor al 5 %.
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Figura 26. Determinacién de la conservacion de aminoacidos abundantes del grupo
IDR-LLPS en el grupo IDR-AtHomologos de la proteina RAD23B (UBA2).

En la Figura 27 se muestran aquellos aminoacidos carentes en la region
UBA2 de RAD23B, observandose que los ortdlogos tienen una composicion
idéntica (0 %) al grupo IDR-LLPS, distinguiéndose ambos del grupo control.
Por lo tanto, Thr y Cys se consideran como aminoacidos del grupo IDR-LLPS

conservados en el grupo IDR-AtHomdlogos.
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Figura 27. Determinacion de la conservacion de aminoacidos carentes del grupo IDR-
LLPS en el grupo IDR-AtHomdlogo de la proteina RAD23B (UBA2).

En la Tabla 8 se muestran aquellos aminoacidos abundantes y carentes
del grupo IDR-LLPS conservados o no en el grupo IDR-AtHomologos, de los
cuales, los ortélogos At5g16090 y At5g38470 no se consideran como
candidatos a promover LLPS ya que ninguno de los aminoacidos abundantes

esta conservado.
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Tabla 8. Aminoacidos conservados como abundantes o carentes en los ortélogos de la
proteina RAD23B (UBA2).

Abundantes Carentes
Ortélogo Gly His Lys Thr Arg Asp Cys Trp Candidato a
promover
LLPS
At1g16190.1 Si NO Si Sl Sl NO Sl Sl Sl
At3g02540.1 Si NO Si Sl NO NO Sl Sl Sl
At5g16090 NO NO NO Sl NO NO Sl Sl NO
At5g38470 NO NO Sl Sl NO NO Sl Sl NO
At1g79650 Sl NO Sl Sl Sl NO Sl Sl Sl

region

intrinsecamente desordenada acida de

En la Figura 28 se muestran aquellos aminoacidos abundantes en la

la proteina G3BP1,

observandose que los ortdlogos se distinguen del grupo de proteinas

globulares al tener una mayor composicion en Glu y Pro, por tal motivo ambos

aminoacidos del grupo IDR-LLPS se consideran como conservados en el

grupo IDR-AtHomdlogos.
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Figura 28. Determinacién de la conservacion de aminoacidos abundantes del grupo
IDR-LLPS en el grupo IDR-AtHomologos de la proteina G3BP1 (Regién acida).

En la Figura 29 se muestran aquellos aminoacidos carentes en la region
acida de G3BP1, observandose que los ortélogos tienen una composicion
idéntica (0 %) al grupo IDR-LLPS para Trp, sin embargo, para Cys los
ortélogos At19g69250 y At5g48650 no cumplen.
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Figura 29. Determinacioén de la conservacion de aminoacidos carentes del grupo IDR-
LLPS en el grupo IDR-AtHomadlogo de la proteina G3BP1 (Regién acida).

En la Tabla 9 se muestran aquellos aminoacidos abundantes y carentes

del grupo IDR-LLPS conservados o no en el grupo IDR-AtHomologos, de los

cuales, los ortélogos At1g69250 y At5g48650 no se consideran como

candidatos a promover LLPS ya que el aminoacido Cys no esta conservado

como carente en ambos.

Tabla 9. Aminoacidos conservados como abundantes y carentes en los ortdlogos de la
proteina G3BP1 (Region acida).

Abundantes Carentes
Ortélogo Glu Pro Cys Trp Candidato a
promover
LLPS
At29g03640 SI SI SI Sl Si
At1g13730 SI SI SI Sl Si
At1g69250 SI SI NO Sl NO
At5g60980 SI SI SI Sl Si
At3g25150 SI SI SI Sl Si
At5g48650 SI SI NO Sl NO
At5g43960 SI SI SI Sl Si
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La Figura 30 muestra aquellos aminoacidos abundantes en la region
intrinsecamente desordenada rica en arginina y glicina de la proteina G3BP1,
observandose que todos los ortélogos a excepcion de uno estan igualmente
enriquecidos en Arg y Gly, separandose notoriamente de las proteinas
globulares. Por tal motivo ambos aminoacidos del grupo IDR-LLPS se

consideran conservados en el grupo IDR-AtHomaologos.

G3BP1 (RG)

AtGlobulares
IDR-AtHomodlogos
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Figura 30. Determinacion de la conservacién de aminoacidos abundantes en el grupo
IDR-LLPS en el grupo IDR-AtHomdlogo de la proteina G3BP1 (RG).

En la Figura 31 se muestran aquellos aminoacidos carentes en la region
RG de G3BP1, observandose que los ortélogos tienen una composiciéon
idéntica (0 %) al grupo IDR-LLPS, distinguiéndose ambos del grupo control.
Por lo tanto, Trp y Cys se consideran como aminoacidos del grupo IDR-LLPS

conservados en el grupo IDR-AtHomdélogos.
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Figura 31. Determinacion de la conservacion de aminoacidos carentes del grupo IDR-
LLPS en el grupo IDR-AtHomdlogo de la proteina G3BP1 (RG).

En la Tabla 10 se muestran aquellos aminoacidos abundantes y
carentes del grupo IDR-LLPS conservados o no en el grupo IDR-AtHomdlogos,
de los cuales, el ortdlogo At1g69250 no se considera como candidato a
promover LLPS, ya que, de los cuatro aminoacidos abundantes, no estan

conservados tres.

Tabla 10. Aminoacidos conservados como abundantes y carentes en los ortélogos de la
proteina G3BP1 (RG).

Abundantes Carentes |

Ortélogo | Gly | Pro | Arg | Met | Ala | Asn | Asp | Cys | Glu | Ser | His | lle | Thr | Trp | Tyr | Candidato
a

promover

LLPS

At2g03640 | SI | NO | SI NO [ NO | NO | NO SI NO | NO | NO | SI | NO| SI | NO Sl
At1g13730 | SI | NO | SI NO [ NO | NO | NO Sl NO | NO | NO | SI | SI SI | NO Sl
At1g69250 | SI | NO | NO | NO | NO | NO | NO SI NO | NO| SI | SI | NO | SI Sl NO
At5g60980 | SI | NO | SI NO [ NO | NO SI SI NO | NO | SI | SI| SI SI | NO Sl
At3g25150 | SI | NO | SI NO [ NO | NO | NO Sl SI INO| SI | SI | NO| SI | NO Sl
At5g48650 | SI | NO | SI NO | SI NO | NO SI SI |NO| SI | SI| SI SI | NO Sl
At5g43960 | SI Sl Sl NO [ NO | NO | NO Sl NO | NO| SI | SI| NO | SI | NO Sl
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Una vez obtenidos los resultados de prediccion para las IDR de cada
ortdlogo como candidatas a promover LLPS segun nuestro analisis,
procedimos a determinar los niveles de prediccién de experimentar LLPS
utilizando un predictor conocido como PSPredictor y, de esta manera,
determinar si la conservacion en la composicion de aminoacidos correlaciona
con la prediccion. A continuacion, en las Tablas 11 — 13 se muestra la
comparacion entre los ortdlogos candidatos a experimentar LLPS, asi como

su valor de PSP Score segun el predictor.

En la Tabla 11 se muestra la comparacion entre la prediccion de nuestro
analisis para el ortdlogo de la proteina DCP1A contra PSPredictor. Como se
puede observar, para el ortélogo At1g08370 existe una correlacion entre el
analisis de composicion y el PSPredictor, sugiriendo que si es candidato a

experimentar separacion de fases liquido-liquido al igual que DCP1A.

Tabla 11. Prediccion de la capacidad de experimentar separacion de fases liquido-liquido en

respuesta a estrés osmotico para DCP1A.

Proteina Ortélogo Candidato LLPS PSP Score
(¢LLPS?)
DCP1A At1g08370 SI 0.8741 (SI)

En la Tabla 12 se muestra la comparacion entre la prediccion de nuestro
analisis para los ortélogos de la proteina RAD23B contra PSPredictor. Como
se puede observar, para todos los ortélogos, excepto At5g38470, existe una
correlacion entre el analisis de composicion y el PSPredictor, sugiriendo
aquellos ortdlogos que si son candidatos a experimentar separacion de fases
liquido-liquido al igual que RAD23B.
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Tabla 12. Prediccion de la capacidad de experimentar separacion de fases liquido-liquido en

respuesta a estrés osmotico para RAD23B.

UBA1 UBA2
Proteina Ortélogo Ortélogo Candidato PSP Score (¢, LLPS?)
RAD23B At1g16190.1 At1g16190.1 SI 0.9588 (SI)
At3g02540.1 At3g02540.1 SI 0.957 (SI)
- At5g16090 NO 0.007 (NO)
At5g38470 At5g38470 NO 0.9666 (SI)
At1g79650 At1g79650 SI 0.9495 (SI)

En la Tabla 13 se muestra la comparacion entre la prediccion de nuestro

analisis para los ortélogos de la proteina G3BP1 contra PSPredictor. Como se

puede observar, para los ortélogos, excepto At1g13730, At5g48650 vy

At5g43960, existe una correlacion entre el analisis de composicion y el

PSPredictor,

sugiriendo aquellos ortdlogos que si son candidatos a

experimentar separacion de fases liquido-liquido al igual que G3BP1.

Tabla 13. Prediccion de la capacidad de experimentar separacion de fases liquido-liquido en
respuesta a estrés osmoético para G3BP1.

RG Acido
Proteinas Ortélogo Ortélogo Candidato PSP Score (¢(LLPS?)

G3BP1 At2903640 At2903640 Sl 0.9709
At1913730 At1913730 Sl 0.1058
At1969250 At1969250 NO 0.0316
At5g60980 At5g60980 Sl 0.9774
At3925150 At3925150 Sl 0.8274
At5g48650 At5g48650 NO 0.968
At5g43960 At5g43960 Sl 0.4959
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VIIl. DISCUSION.

Muchas proteinas celulares tienen la capacidad de formar condensados
moleculares ricos en biomoléculas (proteinas y RNA), que subyacen a la
formacion de compartimentos subcelulares a través del fendmeno de LLPS,
que ademas de llevar a cabo diversas funciones fisiolégicas, también estan
relacionados a su vez con enfermedades debido a errores en su ensamblaje
(Bondos et al., 2022 ; Kanekura y Kuroda, 2022 ; Shukla et al., 2022 ; Guillén-
Chable et al., 2021 ; Borgia et al., 2018), de tal forma que resulta muy
importante el estudiar y comprender la base molecular de este fenémeno (Saar
etal., 2021).

Considerando las caracteristicas particulares de secuencia (grado de
desorden y estructura) y composicion de aminoacidos propias de las proteinas
que tienen la capacidad de experimentar separacion de fases liquido-liquido,
en este proyecto de tesis mediante el analisis in silico de las proteinas del
grupo LLPS, se demostré que cumplen con aquellas propiedades tipicas de
composicion y desorden para las proteinas con la capacidad de formar
condensados biomoleculares en respuesta a estrés osmaotico. Esto también
nos permitié determinar especificamente aquellos aminoacidos abundantes y
carentes en sus regiones intrinsecamente desordenadas, siendo posiblemente
esa composicion particular la responsable de conferirle a dichas regiones de
complejidad baja la capacidad de dirigir la formacién de los condensados para

responder al estrés osmatico.

Es importante sefalar que, en nuestro estudio, las proteinas del grupo
LLPS compartian como caracteristica particular de composicion la ausencia

de Trp y Cys, sin embargo, diferian en composicion de aminoacidos
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abundantes de las IDR de YAP y DCP1A respecto a las IDR de RAD23B y
G3BP1, ya que las dos primeras comparten la presencia de un aminoacido
promotor del orden (Leu). Resulta interesante como perspectiva averiguar
mediante estudios de mutaciones, si dicho aminoacido es relevante en la

funcién de ambas proteinas.

En otros estudios, investigadores han sido capaces de determinar
mediante el uso de bases de datos de proteinas desordenadas (DisProt) la
composicién particular de todos los IDR reportados en dicha base, siendo Gin,
Ser, Pro, Lys y Glu los aminoacidos que mas promueven el desorden. Ademas,
otros aminoacidos como Tyr, Asn, Asp, Arg, Gly, Thr y His son también
abundantes en algunos IDR (Liu et al., 2019 ; Sickmeier et al., 2007 ; Vacic et
al., 2007).

En este estudio también investigamos si las caracteristicas de
secuencia y composiciéon de aminoacidos (abundantes y carentes) del grupo
LLPS se encontraban conservadas en las IDR de sus ortélogos en Arabidopsis
thaliana mediante el uso de herramientas bioinformaticas como T-COFFE y un
software para el analisis grafico (Rstudio). Nuestro analisis mostré que los
ortélogos conservan las IDR del grupo LLPS, un grado de desorden vy
estructura similares, asi como una conservacion en cuanto a composicion para
la mayoria de los aminoacidos de interés. Este hallazgo indica hasta ahora que
los ortélogos de Arabidopsis thaliana son posibles candidatos a experimentar

LLPS bajo condiciones de estrés osmotico.

En relacion con lo anterior, se utilizé también un predictor de LLPS para
proteinas (PSPredictor), cuyos valores de prediccidn arrojados para
experimentar LLPS o no, correlacionaron con la mayoria de nuestros
resultados. Sin embargo, la razén por la que nuestra predicciéon para algunos
ortélogos a experimentar LLPS no coincidié con el predictor, posiblemente se
deba a que nuestro analisis no considera la presencia de otros aminoacidos

en la composicion de los ortélogos de cada proteina, los cuales podrian ser
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los responsables de estos resultados particulares que no correlacionan con los
de PSPredictor.

Con respecto a PSPredictor, es una herramienta util para predecir si
una proteina tiene una alta probabilidad a experimentar LLPS, sin embargo, a
diferencia de nuestro método de prediccidon, esta herramienta no considera
ninguna condicion de estrés, unicamente se basa en el analisis de la secuencia
de aminoacidos de la proteina. Esto es una limitante para el predictor, porque
el que una proteina tenga una alta probabilidad de experimentar LLPS no
quiere decir que esta forme condensados biomoleculares bajo distintas
condiciones de estrés (temperatura, osmotico, oxidativo, etc.). Por otro lado,
la metodologia desarrollada en este proyecto, si nos permite determinar
posibles candidatos a experimentar LLPS bajo una condiciéon particular de
estrés (osmotico), lo cual podria aplicarse para encontrar otras proteinas
candidatas, en Arabidopsis thaliana o en algun otro organismo, a separarse en

fases bajo otra condicion de estrés aplicando la misma metodologia.

Considerando que hasta ahora un numero limitado de IDR se han
caracterizado en modelos experimentales (Hatos et al., 2020), es importante
sefalar que los nuevos métodos computacionales desarrollados o que estan
en desarrollo para predecir estas regiones directamente a partir de secuencias
de proteinas, han dado lugar a una nueva forma de identificar e investigar
funcionalmente los IDR (Ahmed et al., 2022 ; French et al., 2022 ; McFadden
y Yanowitz, 2022 ; Zhao y Kurgan, 2022 ; Shen et al., 2021 ; Liu et al., 2019
; Meng et al., 2017 ; Cozzetto y Jones, 2013), siendo aun mas viable que los
métodos experimentales tradicionales debido a que es mas eficiente y

econdmica (Piovesan et al., 2022 ; Fischer, 2003).

En la actualidad, a pesar de que se han desarrollado alrededor de 70
predictores de desorden en proteinas (Ohue et al., 2013), aun queda un
extenso trabajo que hacer para lograr elaborar herramientas bioinformaticas

predictivas mas precisas y eficientes que superen los desafios y limitaciones
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que derivan del creciente conjunto de datos de proteinas, asi como de las

caracteristicas de estas (Lindorff-Larsen y Kragelund, 2021).

La estrategia que optamos emplear en esta investigacion para la
determinacion de proteinas candidatas a separarse en fases en Arabidopsis
thaliana, usando como base proteinas de otro organismo (Homo sapiens) pero
que ya estan bien caracterizadas en experimentar LLPS bajo ciertas
condiciones de estrés, resulto util al grado de arrojar resultados de “prediccion”
que coinciden con los de un predictor mas complejo. Por lo tanto, nuestro
trabajo aporta una metodologia util para la busqueda y/o prediccién de
posibles proteinas con la capacidad de formar condensados biomoleculares
que les permitan a los organismos contender contra condiciones de estrés
osmotico. Sin embargo, cabe senalar que podria mejorarse nuestra
metodologia utilizando un grupo LLPS y un grupo control mas extensos que
nos permitan tener resultados aun mas confiables y a mayor escala para la
determinaciéon de aminoacidos abundantes y carentes en las regiones

desordenadas.
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IX. CONCLUSIONES.

e Se encontro en la literatura que las proteinas humanas YAP, DCP1A,
RAD23B y G3BP1 experimentan separacion de fases liquido-liquido
durante condiciones de estrés osmatico.

e Parametros como la composiciéon de aminoacidos, asi como el nivel de
desorden de las regiones intrinsecamente desordenadas de las
proteinas que experimentan separacion de fases liquido-liquido en
respuesta a estrés osmoético en células humanas, difieren a los del resto
de su secuencia.

e Los aminoacidos abundantes en las regiones intrinsecamente
desordenadas de las proteinas que experimentan separacion de fases
liquido-liquido en respuesta a estrés osmaotico en células humanas son
Asn, Asp, Glu, Val, Met, Gly, His, Pro y Arg. Ademas, se encontré que
los aminoacidos carentes en las regiones intrinsecamente
desordenadas en todas las proteinas analizadas son Cys 'y Trp.

e Se identificaron los ortdlogos de las proteinas DCP1A, RAD23B vy
G3BP1 en Arabidopsis thaliana.

e Los ortdlogos de Arabidopsis thaliana conservan Ila region
intrinsecamente desordenada de las proteinas que experimentan
separacion de fases liquido-liquido en respuesta a estrés osmético en
células humanas, asi como la composicién para la mayoria de los
aminoacidos abundantes y carentes.

o Se predijo la capacidad de experimentar separacion de fases liquido-
liquido en los ortélogos de Arabidopsis thaliana en base a la

conservacion de la composicion de aminoacidos.

70



e Se desarrollé una metodologia para encontrar proteinas candidatas a
experimentar separacion de fases liquido-liquido en respuesta a estrés
osmotico, basada en el analisis de conservacién de aminoacidos en las

regiones intrinsecamente desordenadas.

X. PERSPECTIVAS.

Estudiar aquellas proteinas candidatas en ensayos de estrés osmaotico
in vivo para verificar si experimentan LLPS bajo condiciones de estrés, lo cual
a su vez nos permitiria validar los resultados de prediccion arrojados por

nuestra metodologia in silico.

Aplicar nuestra metodologia, pero a una mayor escala como seria el
proteoma de Arabidopsis thaliana para la busqueda de mas proteinas

candidatas a experimentar LLPS.

Realizar este mismo estudio, en otros organismos distintos a
Arabidopsis thaliana como las levaduras o algun otro organismo cuyo numero

de proteinas que experimenten LLPS sea reducido.
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ANEXOS.
Anexo |. Aminoacidos abundantes y carentes del grupo IDR-

LLPS respecto al grupo Delta-IDR-LLPS.

YAP
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Figura A.1.1. Porcentaje de Asn y porcentaje de Asp, aminoacidos abundantes en la IDR de
YAP.
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Figura A.1.2. Porcentaje de Asn y porcentaje de Glu, aminoacidos abundantes en la IDR de
YAP.
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YAP
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Figura A.1.3. Porcentaje de Cys, aminoacido carente en la IDR de YAP. (Ambos grupos
estan sobrelapados).
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Figura A.1.4. Porcentaje de Val, aminoacido abundante en la IDR de DCP1A.
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DCP1A
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Figura A.1.5. Porcentaje de Trp y porcentaje de Cys, aminoacidos carentes en la IDR de
DCP1A.

RAD23B (UBA1)

1.0
o Grupos
o5 ® Delta-IDR-LLPS
=S ® IDR-LLPS
0.0 ® °
(1} 5 10
% Lys

Figura A.1.6. Porcentaje de Trp y porcentaje de Lys, aminoacidos carentes en la IDR de
DCP1A.
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Figura A.1.7. Porcentaje de Arg y porcentaje de Lys, aminoacidos carentes en la IDR UBA2
de RAD23B.
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Figura A.1.8. Porcentaje de Asp y porcentaje de Trp, aminoacidos carentes en la IDR UBA2
de RAD23B.
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Figura A.1.9. Porcentaje de Pro y porcentaje de Met, aminoacidos abundantes en la IDR RG
de G3BP1.
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Figura A.1.10. Porcentaje de Ala y porcentaje de Asn, aminoacidos carentes en la IDR RG
de G3BP1.
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Figura A.1.11. Porcentaje de Asp y porcentaje de Glu, aminoacidos carentes en la IDR RG
de G3BP1.
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Figura A.1.12. Porcentaje de Ser y porcentaje de His, aminoacidos carentes en la IDR RG de

G3BP1.

86



G3BP1 (RG)

10/
o Grupos
< o ® Delta-IDR-LLPS
o - ® IDR-LLPS
o
0 ®
0 5 10
% Thr
Figura A.1.13. Porcentaje de lle y porcentaje de Thr, aminoacidos carentes en la IDR RG de
G3BP1.
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Figura A.1.14. Porcentaje de Tyr y porcentaje de Thr, aminoacidos carentes en la IDR RG de
G3BP1.
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Anexo Il. Conservacion de la IDR del grupo LLPS en el grupo

AtHomodlogos.

Ortélogo AT1G08370 de DCP1A en Arabidopsis thaliana.

CLUSTAL W
AT1G08370
DCP1A

AT1G08370
DCP1A

AT1G08370
DCP1A

AT1G08370
DCP1A

AT1G08370
DCP1A

AT1G08370
DCP1A

AT1G08370
DCP1A

AT1G08370
DCP1A

AT1G08370
DCP1A

AT1G08370
DCP1A

AT1G08370
DCP1A

AT1G08370
DCP1A

multiple sequence alignment

MSONGKIIPNLDONSTRLLNLTVLQRIDPYIEEILITAAHVTFYEFNIEL
MEALSR-——————-— AGQEMSLAALKQHDPYITSIADLTGQVALYTFCPKA

* . e e ke ke kkkk * I R

SOQWSRKDVEGSLEVVKRSTQPRFQFIVMNRRNTDNLVENLLGDFEYEVQG
NOWEKTDIEGTLEVYRRSASPYHGFTIVNRLNMHNLVEPVNKDLEFQLHE

* K . Kk e kK o kKK e kK . * * e e kk Kk * k kK . Kook o o oo

PYLLYRNASQEVNGIWFYNKRECEEVATLENRILSAYSKVNQKP-—-———-
PFLLYRNASLSIYSIWFYDKNDCHRIAKLMADVVEEETRRSQQAARDKQS

* *kkkk Kk Kk . **** * .k * * . .. * .

————————————————— KASSSKSEFEELEAKPTMAVMDGPLEPSSTARD
PSQANGCSDHRPIDILEMLSRAKDEYERNQMGDSNI SSPGLQPSTQLSN

* * * * . . . * **
———————————————————————————————————— APDDPAFVNFFSST
LGSTETLEEMPSGSQDKSAPSGHKHLTVEELFGTSLPKEQPAVVGLDSEE

.- e kK * . *
MN-LGNTASGSAS————=—=—————— GP--YQSSAIPHQPHQPHQPTIAPP
MERLPGDASQKEPNSFLPFPFEQLGGAPQSETLGVPSAAHHSVQPEITTP
Kook kR *. HE LKL R kK
VA-————mmm e AAAPPQIQSPPPLQSSSPL
VLITPASITQSNEKHAPTYTIPLSPVLSPTLPAEAPTAQVPPSLPRNSTM

* * * * kk X * .

MTLEDNNPE - —— === == == —— oo oo
MOAVKTTPRQRSPLLNQPVPELSHASLIANQSPFRAPLNVTNTAGTSLPS
* *

————————————————————————— VISSNSNIHTDLVTP-SFFGPPRMM
VDLLOKLRLTPQHDQIQTQPLGKGAMVASFSPAAGOLATPESFIEPPSKT

« kK ek kk kKo * Kk

AQPHLIPGVSMPTA--PPLNPNNASHQORSYGTPVL-—-——————-—-—————
AAARVAASASLSNMVLAPLQSMQQNQDPEVFVQPKVLSSAIPVAGAPLVT

oot oLLurnL. A *
————————————————————————————————— QPFPPPTPPPSLAPAPT
ATTTAVSSVLLAPSVFQOTVTRSSDLERKASSPSPLTIGTPESQRKP--—

* . * % *

GPVISRDKVKEALLSLLOQEDE-FIDKITRTLONALQQ-—---—---—
SIILSKSQLQDTLIHLIKNDSSFLSTLHEVYLQVLTKNKDNHNL

* ----- ) . Koo e ok *- . . *

# Percent Identlty Matrix - created by ClustalZ.l

#

1: AT1G08370 100.00 29.58
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2:

DCP1A

29.58 100.00

Ortélogo AT1G16190.1 de RAD23B en Arabidopsis thaliana.

CLUSTAL W

AT1G16190.

RAD23B

AT1G16190.

RAD23B

AT1G16190.

RAD23B

AT1G16190.

RAD23B

AT1G16190.

RAD23B

AT1G16190.

RAD23B

AT1G16190.

RAD23B

AT1G16190.

RAD23B

AT1G16190.

RAD23B

(1.83)

1

multiple sequence alignment

MKLTVKTLKGSHFEIRVLPTDTIMAVKKNIEDSQSKDNYPCGQQLLIHNG
MOVTLKTLQOQOTFKIDIDPEETVKALKEKIESEKGKDAFPVAGOKLIYAG

Koo ok e kkk oo * o Kk . * ok . K ek o o kk . * x .k Kk kK . *

KVLKDETTLVENKVTEEGEFLVVMLSKSKTASSAGPSSTQ---PTSTTTST
KILNDDTALKEYKIDEKNEFVVVMVTKPKAVSTPAPATTQQSAPASTTAVT

*:*:*:*:* * *: *:'*:***::*.*:'*:.'*::** *:***: *
ISSTTLAA-——-————-— PSTTQSTAVPAS—————=—-—=——————————
SSTTTTVAQAPTPVPALAPTSTPASITPASATASSEPAPASAAKQEKPAE
*:** -* *::* . -***
--NSTPVQEQPTAQSDTY-—=--—-—=~ GOAASTLVSGSSIEQMVQQIMEM
KPAETPVATSPTATDSTSGDSSRSNLFEDATSALVTGQSYENMVTE IMSM

* % % * % % * ekekekk ok k kekk kA K

GGGSWDKETVTRALRAAYNNPERAVDYLYSGIPETVTIPATNLSGVGSGR
G-—--YEREQVIAALRASENNPDRAVEYLLMGIPGDRESQAV-————————

* ek ok kkk k. akkkaokokkakk kkK *
ELTAPPP---SGGPNSSPLDLFPQE----AVSDAAGGDLGTLEFLRGNDQ
——VDPPQAASTGAPQSSAVAAAAATTTATTTTTSSGG——HPLEFLRNQPQ

* % sk KKKk . I B

FOOLRSMVNSNPQILQOPMLOELGKONPQLLRLIQENQAEFLOLLNEPYEG
FOOMRQIIQONPSLLPALLQQIGRENPQLLOQISQHQEHFIQOMLNEPVQE

Kkk ok wes kk sk skkeakeskkkkks k_sek _kekskkkx
SD—————-—-—-— GDVDIFDQPDQEMPHSVNVTPEEQESIERLEAMGEFDRAIV
AGGQGGGGGGGSGGIAEAGSGHM NYIQVTPQEKEAIERLKALGFPEGLV

* * . *or i kXK ek ek e kkohk ek sk .k

IEAFLSCDRNEELAANYLLEHSADFED
IQAYFACEKNENLAANFLLQONFED-ED

K ekhkeoookeookkeokhkkhhkhkokkoo * kK

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1l

#
#

1: AT1G16190.1 100.00 44.86
2: RAD23B

44.86 100.00
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Ortélogo AT3G02540.1 de RAD23B en Arabidopsis thaliana.

CLUSTAL W (1.83)
AT3G02540.1
RAD23B

AT3G02540.1
RAD23B

AT3G02540.1
RAD23B

AT3G02540.1
RAD23B

AT3G02540.1
RAD23B

AT3G02540.1
RAD23B

AT3G02540.1
RAD23B

AT3G02540.1
RAD23B

AT3G02540.1
RAD23B

multiple sequence alignment

MKIFVKTLKGTHFEIEVKPEDSVVDVKKNIESVQGADVYPAAKQMLIHQG
MOVTLKTLQQOTFKIDIDPEETVKALKEKIESEKGKDAFPVAGOKLIYAG

K e . ek k koo K e koo oo Kk e ok ok o o kkk « kK ek kK kK kk . *

KVLKDETTIEENKVAENSEFIVIMMNKSKPASAAASSASAGTSQAKSIPPS
KILNDDTALKEYKIDEKNEFVVVMVTKPKAVSTPAPAT---TQ--QSAPAS

K ekokokeoook Ko * . K ook o ko * % * . * .. * ek kK Kk

TSQPSISPQTPASVSAPVAPAPTRPPPPAPTPTPAPVAATETV-——————
TT--=-=-—- AVTSSTTTTVAQAPTPVPALAPTSTPASITPASATASSEPAP

* . .k .. **x kkx * kK Kk kkk .. .

—————— TTPIPEPVPATISSSTPAPDSAP-VGSQGDVYGQAASNLAAGSN
ASAAKQEKPAEKPAETPVATSPTATDSTSGDSSRSNLFEDATSALVTGQS

X HEI S S I R A R
LESTIQQILDMGGGTWDRETVVLALRAAFNNPERAVEYLYTGIPEQAEVP
YENMVTEIMSMG---YEREQVIAALRASFNNPDRAVEYLLMGIPGDRESQ

* o ek e kK e ekk ke khkhkkekhkhkk o khkhkkhkk *khkKx . K

PVARPPASAGQPANPPAQTQOPAAAPASGPNANPLDLEFPQGLPNVGGNPG
AVVDPPQAASTGA-PQSSAVAAAAATTTA-———————————— TTTTTSSG

* * ke % * ke . R *

AGTLDFLRNSQQOFQALRAMVQANPQVLOPMLOELGKONPNLMRLIQDHQA
GHPLEFLRNQPQFQOMRQITQONPSLLPALLQQIGRENPQLLOQISQHQE

ke kkkok | kkk sk ek KKk sk skKksekeakKakes Kk _skk
DFLRLINEPVE-—-—--- GGGESGNLLGOMAAGMPQPOATIQVTHEEREATIER
HEFIQMLNEPVQEAGGQGGGGGGGSGGIAEAGSGHMNY IQVTPQEKEATIER

koo e e khkhk Kk * % * * * * % e e kkkk ek e kkhk kK

LEAMGFERALVLEVFFACNKNEELAANYLLDHMHEFE-E
LKALGFPEGLVIQAYFACEKNENLAANFLLQOQ--NEDED

koo ko kK hkoo ohkkhkkoekhkhkhkoehkkhhkhkoxkhoo ok .

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

#
#

1: AT3G02540.1 100.00 41.65

2: RAD23B

41.65 100.00
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Ortélogo AT5G16090 de RAD23B en Arabidopsis thaliana.

CLUSTAL W (1.83)
AT5G16090
RAD23B

AT5G16090
RAD23B

AT5G16090
RAD23B

AT5G16090
RAD23B

AT5G16090
RAD23B

AT5G16090
RAD23B

AT5G16090
RAD23B

AT5G16090
RAD23B

AT5G16090
RAD23B

multiple sequence alignment

MKIIVKTLKGIRFEIEVKPNDSVAEVKKNIETVMGASEYPAAQQILIHKR
MOVTLKTLQQOTFKIDIDPEETVKALKEKIESEKGKDAFPVAGOKLIYAG

K e . ek k koo K e koo o K e o ook ek o o kk o * ek k kK kko.

EKLRDETTMEANKVEDKSVIAIIITKGC--—————————-—-——————————
KILNDDTALKEYKIDEKNEVVVMVTKPKAVSTPAPATTQQSAPASTTAVT

Kk ke koo oo * . .- % . e« e e kK

QSSAVAAAAATTTATTTTTSSGGHPLEFLRNQPQFQOMROQITIQONPSLLP

—--LEEMEKONPPLFQOMIRHNSAGFVPVLNKESFERDNE-—————-—-—-—-— LA
ALLQQIGRENPQLLQQISQHQEHFIQOMLNEPVQEAGGQOGGGGGGGSGGIA

keeoe eekk kek Kk oo koo e kK e * . .k

QP-EEDLLQLQVTAVDDEAINRLEAMGFERRVVLEVFLACNKNEQLAANF
EAGSGHMNYIQVTPQEKEAIERLKALGFPEGLVIQAYFACEKNENLAANE

.k kk . Kk hkk o hkk o ko kk ok o . e e kk e kk ko khkKk kK

LLDHIH---
LLOONFDED

Kk e o

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1l

#
#

1: AT5G16090 100.00 34.50

2: RAD23B

34.50 100.00
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Ortélogo AT5G38470 de RAD23B en Arabidopsis thaliana.

CLUSTAL W (1.83)
AT5G38470
RAD23B

AT5G38470
RAD23B

AT5G38470
RAD23B

AT5G38470
RAD23B

AT5G38470
RAD23B

AT5G38470
RAD23B

AT5G38470
RAD23B

AT5G38470
RAD23B

AT5G38470
RAD23B

multiple sequence alignment

MKIFVKTLSGSNFEIEVKPADKVSDVKTAIETVKGAE-YPAAKQMLIHQG
MOVTLKTLQQOTFKIDIDPEETVKALKEKIESEKGKDAFPVAGOKLIYAG

koo e kkk kekeo Kk o Kk .k kke Kk o ek Kk Kk kk.e K

KVLKDETTLEENNVVENSFIVIMLSKTKAS--PSGASTA-SAPAPSATQP
KILNDDTALKEYKIDEKNEVVVMVTKPKAVSTPAPATTQQSAPASTTAVT

*:*:*:*:*:* [ *:.*:*:*::*'** *: *:* ****':::
QTVATPQVSAP— === == === = — = m o e
SSTTTTVAQAPTPVPALAPTSTPASITPASATASSEPAPASAAKQEKPAE

.« % * K

-TASVPVPTSGTATAAAPATAASVQTDVYGQAASNLVAGTTLESTVQQIL
KPAETPVATSPTATDS--TSGDSSRSNLFEDATSALVTGQSYENMVTEIM

RO S R A o S R R
DMGGGSWDRDTVVRALRAAFNNPERAVEYLYSGIPAQAEIPPVAQAPATG
SMG---YEREQVIAALRASFNNPDRAVEYLLMGIPGDRESQAVVDPP-—-

* % cek e ke khkkhkk e khkkhk o kkhkkhk *Kkk . K * .k

EQAANPLAQPQOAAAPAAATGGPNANPLNLFPQGMPAADAGAGAGNLDFEL
-QAASTGAPQSSAVAAAAAT ———————————— TTATTTTTSSGGHPLEFL

* K % * * ok Kk kkx . % * o kK

RNSQQFQALRAMVOANPQILOPMLOELGKONPQLVRLIQEHQADFLRLIN
RNQPQFQQOMRQI IQONPSLLPALLQOQIGRENPQLLOQISQHQEHFIQMLN

Kok | kkk sk sek kk sk skksaksskkkkss Kk skk _kasossk
EPVE-—————————— GEENVMEQLEAAMPQAVTVTPEEREAIERLEGMGF
EPVQEAGGQGGGGGGGSGGIAEAGS-GHMNYIQVTPQEKEATERLKALGE

* Kk k . * . * . . KAk ok e khkkkhk ko .k k

DRAMVLEVFFACNKNEELAANYLLDHMHEFEDQ
PEGLVIQAYFACEKNENLAANFLLOONFD-E-D

ok o . ekhkkhk o hkhkk o hhkhk o kk oo . *

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1l

#
#

1: AT5G38470 100.00 42.37

2: RAD23B

42.37 100.00
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Ortélogo AT1G79650 de RAD23B en Arabidopsis thaliana.

CLUSTAL W (1.83)
AT1G79650
RAD23B

AT1G79650
RAD23B

AT1G79650
RAD23B

AT1G79650
RAD23B

AT1G79650
RAD23B

AT1G79650
RAD23B

AT1G79650
RAD23B

AT1G79650
RAD23B

AT1G79650
RAD23B

multiple sequence alignment

MKLTVKTLKGSHFEIRVLPSDTIMAVKKNIEDSQGKDNYPCGQQLLIHNG
MOVTLKTLQQOTFKIDIDPEETVKALKEKIESEKGKDAFPVAGOKLIYAG

koo ok o kkKk oo Kk ek o Kk eke kekoeokk ek kk ek *  kk.e K

KVLKDETSLVENKVTEEGFLVVMLSKSKSGGSAGQASVQTSSVSQPVSAT
KILNDDTALKEYKIDEKNEVVVMVTKPKAVSTPAPATTQQSAPASTTAVT

Faokokokok ok okg kg kR ok ok L. Ko UR R n LUK
TSSTKPA-—-=——————— AP-—————————-— STTQSSPVPASPIPAQEQPA
SSTTTTVAQAPTPVPALAPTSTPASITPASATASSEPAPASA-AKQEKPA
:*:*..' * % :*:.*.*.***. . **:**
VYAFVFSFAGLAFCPLYGFPKV—-===-— SMAQTDTYGQAASTLVSGSSLE
EKP-——————- AETPVATSPTATDSTSGDSSRSNLFEDATSALVTGQSYE

xR L. Lot S
OMVQQIMEMGGGSWDKETVTRALRAAYNNPERAVDYLYSGIPQTAEVAVP
NMVTEIMSMG---YEREQVIAALRASFNNPDRAVEYLLMGIPGDRESQAV

ek ke kk kK e e ek Kk hhkkok o o kkk o khkk o kk * K x *

VPEAQIAGSGAAPVAPASGGPNSSPLDLFPQETVAAAGSGDL--GTLEFL
VDPPQAAS————————— TGAPQSSAVAAAAATTTATTTTTSSGGHPLEFL

* *  *x ek ke kk . * ke e . * %k %

RNNDQFQQLRTMVHSNPQILOPMLOELGKONPQOLLRLIQENQAEFLOLVN
RNQPQFQQOMRQI IQONPSLLPALLQOQIGRENPQLLOQISQHQEHFIQMLN

Kk e KkKkk ek sae Kk ek kK eaksekkAAKk:s K sk Kk aXk
EPYEGSDGE-—-—-————— GDMFDQPEQEMPHAINVTPAEQEAIQRLEAMGE
EPVQEAGGQGGGGGGGSGGIAEAGSGHM-NYIQVTPQEKEATIERLKALGE

* % . . * . * . . * . K ekkk Kekkhkkohkkoko kK

DRALVIEAFLACDRNEELAANYLLENSGDFED
PEGLVIQAYFACEKNENLAANFLLQONFD-ED

hhkk okhkeoohkkhkookkhkeoekhkhhkhkeokhkoo * k%

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

#
#

1: AT1G79650 100.00 42 .47

2: RAD23B

42.47 100.00
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Ortélogo At2g03640 de G3BP1 en Arabidopsis thaliana.

CLUSTAL W
At2g03640
G3BP1

At2g03640
G3BP1

At2g03640
G3BP1

At2903640
G3BP1

At2903640
G3BP1

At2903640
G3BP1

At2903640
G3BP1

At2903640
G3BP1

At2903640
G3BP1

At2g03640
G3BP1

(1.83)

multiple sequence alignment

MTPESNAPSVDPQEFVGNGEFVQEYYNHLYDSTSEVHKEFYLEDSMISRPGLD
MVMEKP----SPLLVGREFVRQYYTLLNQAPDMLHRFYGKNSSYVHGGLD

* * * .k k Kk e o kKk * .. ok ok k . ok . * k%

GEIV---TIKSLKGINDQIMSIDYKSSRIEILTADSQSTLKNGVVTLVTG
SNGKPADAVYGQKETIHRKVMSONFTNCHTKIRHVDAHATLNDGVVVQVMG

: Kok oraRR oLl 0¥ JRrra kR oxEkk k%
LVIGNDGGRRKFSQSFFLVSR---NGSYFVLNDTFRYVSDEFV----EP-
LLSNNNQALRRFMQTFVLAPEGSVANKFYVHNDIFRYQDEVEFGGEVTEPQ

* . * . * ek kek ok e ek kk Kk Kk . % * K

—-———-EATKEVEESQSTNAITAEPANESVEAVIVPTEAKTTVTKPASAIPN
EESEEEVEEPEERQQTPEVVPDDSGTFYDQAVVSNDMEEHLEEPVAEPEP

Kook xRk ok ok HEG A R
GHAKVPEEKVVNE-——=-=——=———————————— NS--SLPKAAEAKLQEEV
DPEPEPEQEPVSEIQEEKPEPVLEETAPEDAQKSSSPAPADIAQTVQEDL

*k oo kX .k * ek Kk oo

PKKSFALIVQSLAQSAGTLQVKASPVK-—-—————--—-—-—-————————————
RTFSWASVTSKNLPPSGAVPVTGIPPHVVKVPASQPRPESKPESQIPPQR

ik, R
—-—-——-RKPVEKPVAAPERKAPSPIRKQASAESIKPQA-—-—-—-- QOGSSIFVAN
PORDQRVREQRINIPPQRGPRPIREAGEQGDIEPRRMVRHPDSHQLFEIGN

* o . * e ek kkk e * ook o . e ke K

LPMDATIEQLYETFKSFGAIRKDGIQVRSYPEKKNCIGEFVAFENGEAVKN
LPHEVDKSELKDFFQSYGNVVE--LRINSGG-KLPNEFGFVVEDDSEPVQK

* % . .k . * ek ok . . o .. * * e khkk ke e K K. e

VFQAHRESPIRIGNRRASIEEKRGGNNOQNGNRVSTRNNSGYKNEDGFRRD
VLSN-RPIMF-RGEVRLNVEEKKTRAAREGDRRDNRLRG-———-——-————-—

* . * . * . * o« Xk k. o ok ok *

GYKPRGSGVNGGRGYGRRNSESNGDGKAYQNNGHGNTEAKN-——
————— PGGPRGGLGGGMRGPPRGG—--MVQKPGFGVGRGLAPRQ

* *xk K Kk 0k * * . * K

# Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

#
#

1: At2g03640 100.00 28.10
2: G3BP1

28.10 100.00
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Ortélogo At1g13730 de G3BP1 en Arabidopsis thaliana.

CLUSTAL W (1.83)

At1g13730
G3BP1

At1g13730
G3BP1

At1g13730
G3BP1

At1g13730
G3BP1

At1g13730
G3BP1

At1g13730
G3BP1

At1g13730
G3BP1

At1g13730
G3BP1

At1g13730
G3BP1

At1g13730
G3BP1

multiple sequence alignment

MALESNAPVVDPNTIGNSEFVEKYYNLLYKSPSQVHQFYLDDSV--LGRPG
MVMEKPSPL----LVGREFVRQYYTLLNQAPDMLHRFYGKNSSYVHGGLD

* ek o k. .k *k ek k  kk e ek o ke kK .k *

SDGEMV-SVKSLKAINEQIMSFDYEISKIQILTADSQASYMNGVVTLVTG
SNGKPADAVYGQKETHRKVMSONFTNCHTKIRHVDAHATLNDGVVVQVMG

S A B R P
LLTVKEGQRMREFSQSFFLVPLN---GSYFVLNDVFRYVADEI----— VEP
LLSNNNQALRRFMOTEFVLAPEGSVANKFYVHNDIFRYQ-DEVFGGFVTEP
*koeooes *kookex ok k LLss R Kok okkk * k. LK
EA-N-—-—=————- KKEVEEVIP-—-==—-—--- QVVQP---TEQV-DEVAEPV
QEESEEEVEEPEERQQTPEVVPDDSGTFYDQAVVSNDMEEHLEEPVAEPE

* Kk ok * ok koo o kA KkKk

TIPTQOPEAKQTTENTVKKPERAVANGHPKTQEDNV---VNDKSNGVDAP
PDPEPEPEQEPVSEIQEEKPEPVLEETAPEDAQKSSSPAPADIAQTVQED

* . kK . . K .« Kk Kk Kk . . * . . * Y * .

KKSFA--HIV-QDLAQNGAT---—-—-———— FNAKASPAKPKSKPVTKPSAA
LRTFSWASVTSKNLPPSGAVPVTGIPPHVVKVPASQPRPESKPESQIPPQ

o oKk . . .ok * % . * % e ke kK Kk

rR-——-——————- ESKAPAPVSEHSSAATIDQ-—-—--—— QOAEGYTIFVA
RPOQRDQRVREQRINIPPQRGPRPIREAGEQGDIEPRRMVRHPDSHQLFIG
* I H I
NLLMDATPEQLNETFKGFGAITKDGIQVRSYRLKGNCFGFVTFASAEAVK
NLPHEVDKSELKDFFQSYGNVVELRINS--G-GKLPNFGEFVVEFDDSEPVQ

K H RO *: * KREA Kok R
LVLQAHKESAIRIGNRRVSIEEKRGNNDNGRPAMRNGGYRNDNGYRNDGY
KVLSNR--PIMFRGEVRLNVEEKKTR-—-=---— AAR-EGDRRDNRLRGPGG

* * . . * . * . « Kk Kk K . * K * ok kK * *

RPRGNGSNGGRGYGRNGSERRGESRNGEAHNGDGKVHQNGTVEASR

* K *xk kK K * *  x .. *  *

# Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

#
#

1: Atl1gl3730 100.00 31.41

2:

G3BP1

31.41 100.00
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Ortélogo At1g69250 de G3BP1 en Arabidopsis thaliana.

CLUSTAL W
At1g69250
G3BP1

At1g69250
G3BP1

At1969250
G3BP1

At1969250
G3BP1

At1969250
G3BP1

At1969250
G3BP1

At1g69250
G3BP1

At1g69250
G3BP1

At1g69250
G3BP1

At1g69250
G3BP1

At1g69250
G3BP1

(1.83)

multiple sequence alignment

MATEGVVPSAQDIAAEFVRQYYHVLGQLPHEARRLYVDASV--VSRPDVT
MVMEK--PSPLLVGREFVRQYYTLLNQAPDMLHRFYGKNSSYVHGGLDSN

* * * * kAhkrxkkkk ok Kk Kk ok ook * *

GTMM-SFTSVEAINKHILSCDFENTKFEVLSVDSONSLEDGIFIMVIGEM
GKPADAVYGQKEIHRKVMSQNFTNCHTKIRHVDAHATLNDGVVVQVMGLL

* . * ok K * K. sk kx. *oek.

TGKDNQRRKFSQMFYLARQN----TLVVLNDMLRYVDQEDSSTTETPCEP
SNNNQALRRFMQTFVLAPEGSVANKFYVHNDIFRYQDEVFGGFVTEPQEE

* ek ok Kk kK * o kk e e kK Kk * K%

VT-ETVRPADGLKK—— === === === ———m—m oo AE
SEEEVEEPEERQQTPEVVPDDSGTFYDQAVVSNDMEEHLEEPVAEPEPDP

* . *

KTELKQKNVASVEKSVNAAVEKNAAPLDNGKMKQSEKAVITQKVTEPDAA
EPEPEQEPVSEIQEEKPEPVLEETAPEDAQKSSSPAPADIAQTVQED---

e kK ek e ke eoee * ek k Kx * * ok ek Kk %

POPDGAKRSFADIVGSM--AKNAAPFQVK--SPVQAPVQOKPKYVGQPRAA
————-LRTFSWASVTSKNLPPSGAVPVTGIPPHVVKVPASQPRPESKPESQ

ikl LELUR ook LooR -
AAPQKPAYVSK-——=———————————————— SIKK---NDQKVIEVP-GTS
IPPQRPQRDQRVREQRINIPPQRGPRPIREAGEQGDIEPRRMVRHPDSHQ

JRK X . oo *

IFVANLPLNAMPPQLFELFKDFGPIKENGIQVRSSRGNANPVCEFGFISFE
LFIGNLPHEVDKSELKDFFQSYGNVVE----LRINSGGKLP-NFGEVVFED

ok . * % K . .-k o ok e .k . * .k * * * ok k. * .

TVASVQSVLQAAKNTPEFML-ADRKLRVKEKEVD--YDGSKPSGKTKG———
DSEPVQKVL---SNRPIMFRGEVRLNVEEKKTRAAREGDRRDNRLRGPGG

* Kk kK K ke k. ek ke kk oo .k . . . %

———GSNKTQONGSADSSKTENGSADDSKTNGSAEDGEKEFKQVKSRRNRKK

PRGGLGGGMRGPPR-—-====—————————— GGMVQKPGFGVGRGLAPRQ-
* o LR .. : * H *:
SEAAH

# Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

#
#

1: At1g69250

2: G3BP1

100.00
26.55

26.55
100.00
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Ortélogo At5g60980 de G3BP1 en Arabidopsis thaliana.

CLUSTAL W (1.83)

At5360980
G3BP1

At5g60980
G3BP1

At5g60980
G3BP1

At5g60980
G3BP1

At5g60980
G3BP1

At5g60980
G3BP1

At5g60980
G3BP1

At5360980
G3BP1

At5360980
G3BP1

At5360980
G3BP1

At5g60980
G3BP1

multiple sequence alignment

MAQQEASPSPGAEVVGRAFVEQYYHILHQSPGLVHREFYQD-SSFLT-RPD
MVMEKPSP----LLVGREFVRQYYTLLNQAPDMLHRFYGKNSSYVHGGLD

* e kK ekkk kk kkk e kekek .0 kkokKk Kk koo oo *

VITGA-VTTVTTMQAINDKILSLKYEDYTAEIETADAQESHERGVIVLVTG
SNGKPADAVYGQKETHRKVMSONFTNCHTKIRHVDAHATLNDGVVVQVMG

* 3 e ke Kook e e . ek kKo o o kkek *x Kk

RLTGNDNVRKKFSQSFFLAPQDK---GYFVLNDVFRFLEEKEVTAQARSV
LLSNNNQALRRFMQTEFVLAPEGSVANKEYVHNDIFRYQDE--VEGGEVT

FroFro, opoR o Row xkwn A :
PINGTTRDVQAPTEPER-——-——————————— VVV-mmmmmmmmm——
POQEESEEEVEEPEERQQTPEVVPDDSGTFYDQAVVSNDMEEHLEEPVAEP

* e . ek e kK k.. * %

--SHEPEVEPEPVASIEEEDLDNVAEVYDPSDKDEGVVVDVEPIEPPTQT
EPDPEPEPEQEPVSEIQEEKPEPVLEETAPEDAQKSSSP-——————————

Kxk K kkke Kekk . Kk X * Kk
SHNEILSVPQGDAPKHSYASIL-———-—-—-————————————————— KOMK
APADIAQTVQEDLRTFSWASVTSKNLPPSGAVPVTGIPPHVVKVPASQPR

.« % *  x * ek koo *

SSPAPTTHVARNKPR-PAP-VNQKLTAPPAEPAARPEASAHE--NVPNSS
PESKPESQIPPQRPQRDORVREQRINIPPQ-RGPRPIREAGEQGDIEPRR

* e e e ek . ek oo . * % * * * %

HVDVEDDGHSIYVRNLPEFDSTPTQLEEVFKNFGAIKHEGIQVRSNKQQ-G
MV-RHPDSHQLFIGNLPHEVDKSELKDFFQSYGNVVE----LRINSGGKL

* * K ... * % % . o ok e e * . .k . ek K

FCEGFVEFETSSGKQSALEASPVTI-GDRQAVVEEKKTNSRGGGNNGGSR
PNEFGFVVEFDDSEPVQKVLSNRPIMFRGEVRLNVEEKKTRAAREGDRRDNR

XKk kKk k. * * * * . . * . . * Kk kK kK . * . *

GRYFSGRGSFRNESFKGGRGGGGRGGYGRGGGEFSGRPKSSNPRNGGEGY

QRVPONGGGGRGGRGEGGRGGARGGGSS——————————————
—————— PGGPRGGLGGGMRGPPRGGMVQKPGFGVGRGLAPRQ

*k kkk Kk Kk K%k * k k*

# Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

#
#

1: At5g60980 100.00 33.07

2:

G3BP1

33.07 100.00
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Ortélogo At3g25150 de G3BP1 en Arabidopsis thaliana.

CLUSTAL W
At3g25150
G3BP1

At3g25150
G3BP1

At3g25150
G3BP1

At3g25150
G3BP1

At3g25150
G3BP1

At3g25150
G3BP1

At3g25150
G3BP1

At3g25150
G3BP1

At3g25150
G3BP1

At3g25150
G3BP1

At3g25150
G3BP1

At3g25150
G3BP1

At3g25150
G3BP1

(1.83)

multiple sequence alignment

MNESVLLYINSKATFFSSSSIFLESRRSLFFSRESCKTLTSATAKEAFLR

AMLGAQQVPAAACTPDMVGNAFVPQYYHILHQSPEHVHRFYQEISKL--G
—————————— EKPSPLLVGREFVRQYYTLLNQAPDMLHREFYGKNSSYVHG

ek ek k kkhk hkkk ekekeke oxkkkKk o K *

RPEENGLMS-ITSTLQAIDKKIMALGYGVISAEIATVDTQESHGGGYIVL
GLDSNGKPADAVYGQKEIHRKVMSONEFTNCHTKIRHVDAHATLNDGVVVQ

. * % . . * ek oKk . . .ok R S . * .k

VIGYLTGKDSVRRTFSQTFFLAPQET---GYFVLNDMFRFIDE---GTVV
VMGLLSNNNQALRRFMQTEVLAPEGSVANKEYVHNDIFRYQDEVEGGEVT

* ok ke e * ok kkk kkk.e . s ek kk e kk e kK * ok

HGNQIPVNNVQAPVNTYQDTAAAKEIPDDEFVQEKYVQENHAVKQTEVLSK
EPQEESEEEVEEPEERQQT———PEVVPDDS GTEFYDQAVVSNDMEEHLEE

e ek e k. * ] * ok . * ook

SINEPEKVFTPS-EDEQVSAAEEALVT-——————-—-—-——-— ETVNEAPIEVQ
PVAEPEPDPEPEPEQEPVSEIQEEKPEPVLEETAPEDAQKSSSPAPADIA

* K % * * ek kX .« % .. * *

KVGESDSRT--—-——————————— GEIPKRSYA-SIVKVMKENAAPMSASR
QTVQEDLRTFSWASVTSKNLPPSGAVPVTGIPPHVVKVPASQ——PRPESK

* * K * .k *** . * * .

TPTKVEPKK-————— QEDQAIHIPL---PTPLSEKSDSGANVAVNENNQE
PESQIPPQRPQRDQRVREQRINIPPQRGPRPIREAGEQGDIEP————RRM

K e . * * * K * * * . *

NERALGPSIYLKGLPLDATPALLENEFQKFGLIRTNGIQVRSQKGFCEFGFE
VRHPDSHQLFIGNLPHEVDKSELKDFFQSYGNVVELRINSG GKLPNFGF

** . . K e . ** .k . * . * * Kk Kk

VEFESASSMQSATEASPVMLNGH-KVVVEEKRSTARGNYRGRSTFGVNTG
VVEFDDSEPVQKVLSNRPIMFRGEVRLNVEEKKTRAA-—-————————— REG

* k. . .k . Kk ok . * .. Kk ok k e o * *

YRNEGGRGRGSFGGGRGGYGRTDENGYGNNRGNNRGGYANRA-NGDGGGE
DRRD-NRLRGP-GGPRGGLG-———-—--— GGMRGPPRGGMVQKPGFGVGRG-

* . * Kk x *k Kk k K * * K * k k .. *x Kk %

PRANGNNGRVRRGGGNDANRATKPVDDAPRVSVAA
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# Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

1:
2

At3g25150 100.00 31.82

G3BP1

31.82 100.00

Ortélogo At5g48650 de G3BP1 en Arabidopsis thaliana.

CLUSTAL W (1.83)

At5g48650
G3BP1

At5g48650
G3BP1

At5g48650
G3BP1

At5g48650
G3BP1

At5348650
G3BP1

At5348650
G3BP1

At5348650
G3BP1

At5348650
G3BP1

At5348650
G3BP1

At5348650
G3BP1

At5g48650
G3BP1

multiple sequence alignment

MDSTAATKRVVDPLTVGSAFVNQYYYIFCNMPEHLPREFYQEISRVGRVGQ
MVME-—-—--- KPSPLLVGREFVRQYYTLLNQAPDMLHREFYGKNSSYVHGGL

* *x  kx kkhk kkk .. o ke Kk kkk . K . %

DGVMRDFSTFQGISEE---LKRLTYGDCNSAEITSYDTQESHNGGFLLEV
DSNGKPADAVYGQKEIHRKVMSQONFTNCH-TKIRHVDAHATLNDGVVVQV

* . . * * . . ok . . oK% K o . . *  * .. *

TGYFTLNERSRRKFTQTFFLAPQE---KGFFVLNDILRFVNDDAKDNVPE
MGLLSNNNQALRRFMQTFVLAPEGSVANKEYVHNDIFRYQDEVEGGEVTE

Kk ee ke ee Kkek hkhkk Kkkko e kek hhkkeke oo *  x

TI---DGEVVS-GINSTTPTIINGMKGSEQAACVSVNPVCKEVSKPL---
POEESEEEVEEPEERQQTPEVVPDDSGTEFYDQAVVSNDMEEHLEEPVAEP
O P R LR nor Lt
——-DNENAKDNVLVPEIANEVARTEITCKEV-ADDSQKNYDPDDG-L——---
EPDPEPEPEQEPVSEIQEE--KPEPVLEETAPEDAQKSSSPAPADIAQTV

* K .. * kK .k . * .k ok o kK * .

—-ADAPKKSYASVLKVTKDKE-GVPAVSL-—————————— PSPKKIPKDQE
QEDLRTFSWASVTSKNLPPSGAVPVTGIPPHVVKVPASQPRPESKPES-—-

* K e kKK * K . K k. * .

HQAPSDPSTGQIL———————————————— KDQGQOASSDPSQVIESDTVS
QIPPQRPORDQORVREQRINIPPORGPRPIREAGEQGDIEPRRMVRH-———

* * * . .. * o Kk . %

ESVDASENGHNQEAVAEGTSIYVRHLPEFNANIDMLEAEFKQFGAITNGGI
——————————————— PDSHQLFIGNLPHEVDKSELKDFFQSYGNVVEL--

.k k . . * . * . .k

QVINQRGLGYPYGEFVEFEEADAAHRAIEASPVKI-GGLRAFVEEKLSTS -
—RINSGGKLPNFGEFVVFDDSEPVQKVLSNRPIMFRGEVRLNVEEKKTRAA

* % * ekkkhk ke oo oo . * . . * .k * Kk k k

—RG-KRGNGNVGYGNRN--VGVGMRGRGSYGYGYDYRRGG--RGPG-GGG

REGDRRDNRLRGPGGPRGGLGGGMRGPP————————-— RGGMVQKPGFGVG
‘* :*.* * *. . :* * Kk Kk Kk * Kk x . **k Kk x

RSFNRRGNEYVASINSY

RGLAPRQ-----—=---

* . *

# Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

#
#

1:
2:

At5g48650 100.00 28.99

G3BP1

28.99 100.00
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Ortélogo At5g43960 de G3BP1 en Arabidopsis thaliana.

CLUSTAL W (1.83)

AT5G43960
G3BP1

AT5G43960
G3BP1

AT5G43960
G3BP1

AT5G43960
G3BP1

AT5G43960
G3BP1

AT5G43960
G3BP1

AT5G43960
G3BP1

AT5G43960
G3BP1

AT5G43960
G3BP1

AT5G43960
G3BP1

AT5G43960
G3BP1

multiple sequence alignment

MATPYPGATQVGSYEFVGQYYQVLOQQOPDLIHQFYSEPSRAIRID----GD
MVMEKPSPLLVGREFVRQYYTLLNQAPDMLHREFYGKNSSYVHGGLDSNGK

* * * K * Kk Kk Kk ek ek kk o ok kk . * .. *

STETANSLLHIHNMVMSLNEFTAIE--VKTINSVESWEGGVLVVVSGSVKT
PADAVYGQKEIHRKVMSQNFTNCHTKIRHVDAHATLNDGVVVQVMGLLSN

** * Kk Kk kkk . . ** * *  Kx

KEFSNRRSEFVQTFFLAPQE---KGYFVLSDVFLEVDEGT-VYYHQPSYLS
NNQALR RFMQTEFVLAPEGSVANKFYVHNDIFRYQDEVFGGEVTEPQEES

* * *** *** . .ok * * . * x . .k *

EIKHEAQLNPPTRHPDPQVSDYVLEEEASDYVNAVQIKDDLVDKYSLQED
E---EEVEEPEERQQTPEV---VPDDSGTFYDQAV-VSNDMEEH--LEEP
* * HEE *ox R O *ix

QHQPQHEDYEDEVAIEETPREEVAVDVVHEHRAAPVEE-PVGE-——-—-——~

VA----EP---EPDPEPEPEQE-PVSEIQEEKPEPVLEETAPEDAQKSSS
* * S P

———————————— K-SKMSYASIL-KVAKEAATVPVAATQPSYNKSSQ---
PAPADIAQTVQEDLRTFSWASVTSKNLPPSGAVPVTGIPPHVVKVPASQP

:*:**: * :.:***:. * *
————————————————— DINEW-----DQPMRTPSPQLAAPLAPIQQSNS
RPESKPESQIPPQRPORDQRVREQRINIPPQRGPRPI—————————————

* * x Kk 0k

STYVSDYGAEAEDGSGFEDFEFKSVYVRNLPSDISASEIEEEFKNFGTIK
——REAGEQGDIEPRRMVRHPDSHQLFIGNLPHEVDKSELKDFFQSYGNVV
H Cee DTt KRR Lo Kk Kot
PDGVFLRTRKDVMGVCYAFVEFEDMTSVENAIKASPIYLGGR-QVYIEER
E----LRINSGGKLPNFGFVVFEFDDSEPVQKVLSNRPIMFRGEVRLNVEEK

* % ok Kk Kk ek Koo . *k . % e e ek k.

RPNPAGVRGARRGG-GRGRGGYPTEAPRGRFGGRGSGRGNQDGGDYRPRG

KTRAA-REGDRRDNRLRGP-—---- GGPRGGLGG--GMRGPPRGGMVQKPG
. ‘* ‘* **.‘ * * ‘*** :** . * Kk * * : *
NGYYRGGGR--
FGVGRGLAPRQ

* k%

# Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

#

1: AT5G43960 100.00 30.37

2:

G3BP1

30.37 100.00
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Anexo lll. Aminoacidos conservados como abundantes y

carentes del grupo IDR-LLPS en el grupo IDR-AtHomélogos.

DCP1A

15/ i

10 !
= ! Grupos
> X AtGlobulares
2 ' IDR-AtHomologo

: IDR-LLPS
e S dmmm oo
0 E
0 5 10
% Trp

Figura A.3.1. Determinacién de la conservacion de aminoacidos abundantes en el grupo
IDR-LLPS en el grupo IDR-AtHomadlogo de la proteina DCP1A.

DCP1A

5.

4-
n 3 Grupos
5‘ AtGlobulares
o IDR-AtHomologo
5! IDR-LLPS

14

04

0 1 2 3 4 5
% Trp

Figura A.3.2. Determinacion de la conservacion de aminoacidos carentes en el grupo IDR-
LLPS en el grupo IDR-AtHomdlogo de la proteina DCP1A.
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RAD23B (UBA1)

4
3.
a Grupos
-2 AtGlobulares
~° . IDR-AtHomologos
° ® IDR-LLPS
1.
0.
0 2 4 6 8 10

% Lys

Figura A.3.3 Determinacion de la conservacién de aminoacidos carentes del grupo IDR-
LLPS en el grupo IDR-AtHomélogo de la proteina RAD23B (UBA1).

RAD23B (UBA2)

10-

8 1
» 6 Grupos
_>|’ AtGlobulares
) IDR-AtHomologos
S 4 ® IDR-LLPS

2 4

0 J

0 2 4 6 8 10

% Arg

Figura A.3.4 Determinacion de la conservacion de aminoacidos carentes del grupo IDR-
LLPS en el grupo IDR-AtHomélogo de la proteina RAD23B (UBA2).
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RAD23B (UBA2)

10+

8 J
o 6 Grupos
2 AtGlobulares
) ~ IDR-AtHomologos
S 4 ) IDR-LLPS

2 4

0- )

0 2 4 6 8 10

% Trp

Figura A.3.5. Determinacion de la conservacion de aminoacidos carentes del grupo IDR-
LLPS en el grupo IDR-AtHomélogo de la proteina RAD23B (UBA2).

G3BP1 (RG)

20 :

15
o E Grupos
o 10 : AtGlobulares
o | . IDR-AtHomologos
© | ® IDR-LLPS

51---GF i o m e

0 E

0 5 10 15 20
% Met

Figura A.3.6 Determinacion de la conservacion de aminoacidos abundantes del grupo IDR-
LLPS en el grupo IDR-AtHomdélogo de la proteina G3BP1 (RG).

103



151

10-

% Ala

G3BP1 (RG)

10
% Asn

Grupos

AtGlobulares
IDR-AtHomologos
® IDR-LLPS

Figura A.3.7 Determinacion de la conservacion de aminoacidos carentes del grupo IDR-
LLPS en el grupo IDR-AtHomélogo de la proteina G3BP1 (RG).

151

10-

% Asp

G3BP1 (RG)

Grupos

AtGlobulares
IDR-AtHomologos
® IDR-LLPS

10
% Glu

Figura A.3.8 Determinacién de la conservacion de aminoacidos carentes del grupo IDR-
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LLPS en el grupo IDR-AtHomdélogo de la proteina G3BP1 (RG).



G3BP1 (RG)

15;

10-
= Grupos
n AtGlobulares
° ~ IDR-AtHomologos
° ) IDR-LLPS

5 4

0 4 )

0 5 10 15 20

% His

Figura A.3.9 Determinacion de la conservacion de aminoacidos carentes del grupo IDR-
LLPS en el grupo IDR-AtHomélogo de la proteina G3BP1 (RG).

G3BP1 (RG)
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8 4
° 6 - Grupos
= AtGlobulares
X IDR-AtHomologos

4- ® IDR-LLPS

2 4

0 4
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Figura A.3.10 Determinacion de la conservacion de aminoacidos carentes del grupo IDR-
LLPS en el grupo IDR-AtHomdélogo de la proteina G3BP1 (RG).
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G3BP1 (RG)

20-

15;
- Grupos
l51o AtGlobulares
o IDR-AtHomologos
° ® IDR-LLPS

5 4

0 ©®

0 2 4 6 8 10

% Thr

Figura A.3.11. Determinacion de la conservacion de aminoacidos carentes del grupo IDR-
LLPS en el grupo IDR-AtHomélogo de la proteina G3BP1 (RG).
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