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Resumen

El déficit hidrico es un tipo de estrés abibtico que las plantas experimentan a lo largo de su vida.
Las plantas han desarrollado diferentes mecanismos para contrarrestar este tipo de condiciones
adversas. Algunos arboles extienden sus raices hasta el subsuelo para conseguir nuevas fuentes
de agua, mientras que las plantas suculentas (dentro de las cuales se encuentran las cactaceas)
almacenan grandes cantidades de agua para futuras emergencias. Bajo ciertas condiciones, el
déficit hidrico puede ser muy severo, alcanzando niveles de mas del 90 % de pérdida de agua.
A esta condicién se le conoce como desecacion. Algunas plantas experimentan desecaciéon
natural durante la Ultima etapa de la maduracién de las semillas. En esta etapa se acumulan un
tipo de proteinas conocidas como proteinas abundantes en la embriogénesis tardia (LEA, Late
Embryogenesis Abundant). La acumulacién de proteinas LEA es uno de los mecanismos que
contribuye a que las semillas sean tolerantes a la desecacion.

Ademas de las semillas, en la naturaleza existen otros organismos tolerantes a la desecacion,
como algunos tipos de algas unicelulares, y organismos multicelulares como las plantas de
resurreccion y los tardigrados. Més alla de las plantas, es dificil encontrar ortdlogos de las
proteinas LEA. Existen muy pocas proteinas con similitud de secuencia con las proteinas LEA
(Covarrubias et. al, 2017).

Previamente, se ha sugerido en la literatura que las propiedades fisicoquimicas codificadas en la
secuencia de las proteinas LEA, y no la secuencia de aminoacidos por si misma, podrian ser
suficientes para conferir una funcién protectora durante condiciones de desecacién en semillas
(Garay-Arroyo et. al 2000). Por ello, el objetivo de este trabajo fue encontrar las propiedades
fisicoguimicas particulares de las proteinas LEA y utilizar dichas propiedades para buscar
proteinas similares en el proteoma de otro organismo tolerante a la desecacion, el tardigrado
Hypsibius dujardini, el cual no contiene ort6logos que codifican para proteinas LEA.

Los resultados obtenidos a partir del estudio de A. thaliana, Oryza sativa (arroz), Triticum
aestivum (trigo) y Zea mays (maiz) muestran que las propiedades de las proteinas consideradas
como tipo-LEA tienen valores de hidropatia (una medida de la proporcién de residuos
hidrofébicos) menores o iguales a 0.46, valores de composicién de aminoacidos promotores del
desorden estructural mayores o iguales a 0.76, y un valor de carga neta media menor o igual a
0.03. Tras aplicar estos cortes, primeramente de hidropatia y desorden, y posteriormente de
carga neta media, se delimitaron a las proteinas tipo-LEA, que corresponden al 1.3 % del
proteoma del tardigrado.

Por dltimo, se realiz6 un analisis de ontologia genética en Arabidopsis thaliana que mostré que,
de acuerdo a su funcién molecular, la mayoria de las proteinas tipo-LEA estan asociadas a la
respuesta a diferentes tipos de estrés abidtico. Los datos obtenidos en esta tesis representan la
base para estudiar a un mayor nimero de organismos tolerantes a la desecacién no solo
mediante estudios in silico, si no también en estudios in vitro e in vivo.



I. Introduccién

I.I Organismos tolerantes a la desecacion

Existe una diferencia entre la tolerancia a la deshidratacion y la tolerancia a la desecacion ya que
aunque en ambos casos hay poca disponibilidad de agua en el ambiente, en la primera la
cantidad de agua intracelular es relativamente elevada y en la segunda es casi nula (Deeba and
Pandey, 2017). La desecacion puede definirse como una situacion en donde el contenido de
agua es menor o igual a 0.1 g de agua por gramo de peso seco (Deeba and Pandey, 2017). Asi
es como a diferencia de las suculentas, por ejemplo, los organismos tolerantes a la desecacion,
en lugar de acumular agua en caso de emergencia, tienen que pasar por diferentes procesos ya
sea fisioldgicos, morfol6gicos o genéticos para adaptarse a la falta de la misma.

I.I.l. Plantas de resurreccion

Las plantas de resurreccién son un tipo de plantas que se adaptan a la humedad relativa del
ambiente. Pueden sobrevivir en un estado deshidratado, con un contenido celular de agua menor
al 5.0 % (w/w) por varios afios y después regresar a un estado fisiolégico activo al rehidratarse
(Deeba and Pandey, 2017). Se encuentran mayoritariamente donde hay temporadas
estacionales bien establecidas en lugar de climas extremos (Deeba and Pandey, 2017).

Existen dos tipos de plantas de resurreccion, las estrictamente tolerantes a la desecacién y las
“‘modificadas”. Las primeras carecen de los mecanismos necesarios para acumular agua por lo
gue su respuesta ante esta condicion de estrés es rapida. Las segundas se subdividen en dos
grupos: PDT (Poikilochlorophyllous Desiccation-Tolerant) y HDT (Homoiochlorophyllous
Desiccation-Tolerant).

Hasta el afilo de 2017 se conocian cinco familias del tipo PDT: Cyperaceae, Liliaceae,
Anthericaceae, Poaceae y Velloziaceae (Deeba and Pandey, 2017). Estas destruyen sus
cloroplastos de manera controlada, dando lugar a “desicoplastos” que permiten la formacion de
clorofila en el momento de la rehidratacién (Tuba et. al, 1993). Contrario a lo que ocurre en las
hojas de plantas no tolerantes, en las PDT la destruccion de los cloroplastos es un mecanismo
de defensa y no sefial de dafio (Deeba and Pandey, 2017). Por su parte las HDT no modifican
su contenido de clorofila ni muestran pérdidas significativas de proteinas insolubles ni
estructurales, como se observa en las PDT (Gaff and Hallman, 1974)".

Las plantas de resurreccion no solo experimentan adecuaciones fisioldgicas, sino que
morfol6gicamente también toman medidas para tolerar la desecacién. La mayoria de las plantas
de resurreccién enrollan sus hojas hacia si en periodos de falta de agua y esto desencadena la
acumulacion de compuestos fendlicos que sirven para proteger a la planta contra la radiacion
solar, y por ende previenen la formacién de especies reactivas de oxigeno (Deeba and Pandey,
2017). A nivel celular también hay un cambio consecuente de la pérdida de agua, las paredes

L El articulo no ahonda en el mecanismo de accién de las proteinas HDT.



celulares se tornan un poco mas flexibles y se compactan, lo cual permite mantener la viabilidad
de la comunicacién intercelular mediante plasmodesmos (Jones and McQueen-Manson, 2004).
Esto a gran escala provoca que la planta se encoja y que por ello las hojas se retraigan sin
embargo, este cambio es reversible.

Uno de los primeros cambios fisiol6gicos que toda planta lleva a cabo es el cierre de sus estomas,
en cuanto detecta una disminucién de agua en el ambiente. De este modo, las plantas previenen
la pérdida de agua interna por evaporacion (Deeba and Pandey, 2017). Las plantas de
resurreccion ademas de evitar la pérdida de agua mediante el cierre de sus estomas, tienen una
ventaja adicional debido al enrollamiento de sus hojas; ya que esa accion reduce la superficie
total de la hoja y por consiguiente reduce la transpiracion de la planta. Asi regula su temperatura
y la protege contra la exposicion a la radiaciéon solar, como ya se menciond anteriormente
(Dinakar et. al, 2012). Se ha visto que este proceso esta ligado a los niveles de citoquininas (CK)
y &cido abscisico (ABA) en plantas. Se sabe que cuando hay altas concentraciones de CK en el
xilema, los estomas se vuelven menos sensibles al ABA y se abren. Es importante destacar que
el estado de las raices afecta los niveles de las CK como el ribésido y el ribdsido de zeatina
(Deeba and Pandey, 2017).

Las raices de las plantas de resurreccion juegan una parte importante en la supervivencia de
este tipo de plantas. En ocasiones, redireccionan su crecimiento en busca de fuentes de agua
(hidrotropismo positivo) o cesan el desarrollo de raices secundarias o terciarias (inhibicién del
meristemo de raices laterales) (Deak and Malamy, 2005). Cuando partes de la raiz comienzan a
secarse, la concentracion de CK disminuye; y eso conlleva que en el xilema la concentracion de
ABA se vea aumentada y por ende la conductancia del xilema disminuye y los poros (estomas)
se cierran (Stoll et. al, 2000).

Lamentablemente, el cierre de estomas por un periodo prolongado tiene consecuencias
negativas para la planta. Debido a este bloqueo para la obtencién de di6xido de carbono (CO5),
se detiene la fijacion de carbono, que provoca una sobreexcitacion de la clorofila, la cual cede un
radical al oxigeno dando la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen
Species) (Deeba and Pandey, 2017). Ante la presencia de ROS se cree que algunas enzimas se
sobreexpresan; pero no se ha demostrado una clara relacién entre sus niveles en desecaciéon y
la rehidratacion (Deeba and Pandey, 2017).

Adicionalmente hay otras proteinas no enzimaticas que actdan contrarrestando el estrés por
déficit hidrico en estas plantas. Un ejemplo de estas son las aquaporinas, canales presentes en
la membrana celular y responsables de facilitar el paso de agua de un lado de la membrana a
otro en las células. Por otro lado, estan las proteinas abundantes en la embriogénesis tardia
(LEA, Late Embryogenesis Abundant), que son aguellas en las que se centra esta tesis. Estas
proteinas a grandes rasgos ayudan a conservar la estructura de la membrana celular y protegen
a otras proteinas evitando que se desnaturalicen bajo ciertas condiciones de estrés (Deeba and
Pandey, 2017). Estas proteinas se analizardn con mas detalle en el apartado L.1II.



Finalmente, otra macromolécula que se ha visto involucrada con la tolerancia a la desecacién en
plantas de resurreccion son los carbohidratos, en particular dos azucares: sacarosa y trehalosa.
La sacarosa puede actuar por medio de una interaccién directa con membranas y/o
macromoléculas o indirectamente al afectar la fluidez del citoplasma provocando un estado vitreo
del mismo. La trehalosa al ser muy estable y poco reactiva también posee una funcion protectora
de la cual se hablard mas a fondo en la seccién de tardigrados.

I.I.Il Tardigrados

Los tardigrados son animales microscépicos conocidos por su gran habilidad de supervivencia.
Al ser organismos extremdfilos pueden vivir en condiciones completamente opuestas con la
misma facilidad; desde volcanes hasta glaciares, sin que las temperaturas extremas afecten su
viabilidad. Los tardigrados inclusive son capaces de sobrevivir décadas sin una fuente de
alimento y/o agua al entrar en un estado latente llamado criptobiosis que les permite afrontar
varias condiciones de estrés del ambiente, tales como choque osmético, radiacién, o inclusive el
vacio en el espacio (Mgbjerg and Cardoso, 2021). Para fines de esta tesis nos centraremos
particularmente en su habilidad para tolerar la desecacién. En términos del mecanismo de accién
para tolerar la desecacién hay varios factores a los cuales se les ha atribuido parcial o totalmente
esta caracteristica.

Anteriormente se creia que quizas la estrategia de los tardigrados era la sintesis o acumulacion
de trehalosa; pero tras realizar diferentes analisis se ha constatado que los niveles de trehalosa
en tardigrados y algunos rotiferos microscopicos como los de la clase Bdelloidea, son muy bajos
o nulos (Lapinski and Tunnacliffe, 2003); por lo que los niveles de trehalosa no tiene correlacion
con su capacidad para tolerar la desecacion (Tunnacliffe et. al 2005). En el caso de los
tardigrados es otra macromolécula la que se vitrifica brindandole proteccion al contenido
intracelular; en lugar de tratarse de un carbohidrato hay tres familias de proteinas solubles a altas
temperaturas que pueden llevar a cabo esa funcion (Boothby et. al, 2020). Las tres familias son:
las proteinas citoplasmaticas abundantes solubles en calor (CAHS, Cytoplasmic Abundant Heat
Soluble), las proteinas secretadas abundantes solubles en calor (SAHS, Secreted Abundant Heat
Soluble), y las proteinas mitocondriales abundantes solubles en calor (MAHS, Mitochondrial
Abundant Heat Soluble). Todas estas tienen en comdn que no suelen encontrarse en una
conformacion tridimensional establecida sino que, al ser proteinas intrinsecamente
desordenadas (IDP, Intrinsically Disordered Proteins), se encuentran en un constante cambio
conformacional. Es asi como las tres familias se clasifican en el grupo de las proteinas
intrinsecamente desordenadas de tardigrados (TDPs, Tardigrade Disordered Proteins) (Boothby
et. al, 2020). Actualmente no se han realizado experimentos concluyentes para determinar los
mecanismos de accion de cualquiera de las tres familias; es por eso que a continuacion solo se
mencionan diferentes hipétesis a partir de lo que se conoce de su caracterizacion.

Respecto a las CAHS, se cree que pueden llevar a cabo dos acciones debido a su distribucion
homogénea de cargas a lo largo de su secuencia. La primera es similar a lo que se menciona
para la trehalosa y es la vitrificacion de los componentes intracelulares; lo cual lograria evitar la
desnaturalizacion de varias proteinas y ayudaria a mantener la composicién de la membrana.



Tras realizar estudios de calorimetria, se lleg6 a valores distintos de temperaturas de transicion
vitrea para tardigrados enteros y la proteina recombinante CAHS in vitro y en levadura; por lo
cual se concluyé que CAHS seguramente dependia de otras moléculas y co-solutos para llevar
a cabo esta accion (Boothby et. al, 2020).

Derivado de esto, se analizé que podria pasar con la poca agua que permanece en el tardigrado
cuando este se encuentra en un estado vitreo y se plantearon dos vertientes. La primera sugiere
gue el agua remanente forma una ligera capa protectora alrededor de proteinas sensibles. Las
CAHS tienen dos motivos octa-peptidicos cargados y algunas de las proteinas en esa familia
adicionalmente tienen una distribuciéon de cargas homogénea; lo cual hace que actlien como
polianfolitos (Yamaguchi et. al, 2012). En estos casos, esa caracteristica les permitiria formar
enlaces de puentes de hidrégeno con el agua al estar preferentemente en una conformacion
extendida (Boothby et. al, 2017). Adicionalmente, las CAHS podrian participar en la exclusion
preferente del agua. Las CAHS son mas grandes que la trehalosa y por lo mismo podrian realizar
un mejor trabajo al alejar el agua de si y acercarla a las proteinas propensas a desnaturalizarse
durante la desecacién del tardigrado (Boothby et. al, 2020).

Durante el proceso de desecacion el tardigrado forma una estructura extracelular especial (SES,
Special Extracellular Structure) alrededor de sus células secretoras; similar a la pared celular de
las células vegetales (Boothby et. al, 2020). Aqui es donde posiblemente las proteinas SAHS
juegan un papel importante. Por un lado, se ha visto que las células secretoras abundan durante
la desecacion y desaparecen conforme el tardigrado es rehidratado; esta es una conducta
parecida a la de las proteinas SAHS ya que estas también incrementan su abundancia en el
estado de desecacion del tardigrado (Richaud et. al, 2020). Ni la funcién de las SES en la
desecacion ni la presencia de las SAHS en los SES esta completamente clara; sin embargo la
correlacion de su aparicion con el estado de desecacion indican un posible rol en la proteccion
ante el dafio por esta condicion de estrés (Boothby et. al, 2020).

En general, ante cualquier condicion de estrés la mitocondria y el peroxisoma producen especies
reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species), pero al mismo tiempo son los organelos
responsables de la eliminacion de dichas moléculas; por lo que es de suma importancia para el
tardigrado proteger ambos organelos (Boothby et. al, 2020). Una manera de mitigar los dafios
realizados a la mitocondria durante la desecacion podria ser un reajuste a nivel de membrana,
dado que una disminucion del area superficial de la membrana interna impediria que las enzimas
productoras de ROS que se encuentran en ella pudieran llevar a cabo su funcién (Cogliati et. al,
2013). Para poder lograr eso, lo principal es mantener la fluidez de la membrana mitocondrial en
la transicion de un ambiente hidratado a deshidratado y viceversa. Hasta ahora se ha visto que
dentro de otra familia de IDP, las proteinas LEA de plantas, existe al menos un grupo de proteinas
capaz de salvaguardar la fluidez de esta membrana; y estas son las proteinas LEA_4 (Boothby
et. al, 2020). En condiciones de desecacion las proteinas LEA_4 adquieren una conformacion de
alfa-hélice que acomoda los amino4cidos cargados en su secuencia de tal manera que le permite
intercalarse entre los fosfolipidos de la membrana. Esto mantiene un espaciamiento adecuado lo
cual evita que la membrana mitocondrial pase a un estado de gel aberrante (Boothby et. al, 2020).
Como las proteinas MAHS muestran una distribucién similar de aminoacidos cargados y no



cargados, se propone que serian capaces de tomar una conformacion helicoidal y actuar del
mismo modo que las proteinas LEA_4, pero ain no se sabe cémo es que las condiciones
intracelulares en el tardigrado podrian afectar esta accion (Boothby et. al, 2020).

Actualmente falta realizar mas estudios para clarificar los mecanismos de accién de las TDPs y
gueda abierta la pregunta de si las TDPs son proteinas que surgieron como modificaciones de
las proteinas LEA simplemente para adaptarse a la biologia especifica de los tardigrados o si las
diferencias a nivel de secuencia les confirieron nuevas funciones (Boothby et. al, 2020). En esta
tesis, se ahondara en las caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas LEA y quizas esto ayude
al lector a acercarse a una respuesta a las preguntas anteriores.

1.1l Proteinas Intrinsecamente Desordenadas

Las proteinas son un tipo de macromolécula esencial para la vida. Hay proteinas que participan
en procesos de sefializacion y de transporte, otras que actian como enzimas, y también estan
las proteinas estructurales. En animales, adicionalmente participan en la contraccion muscular y
actian como hormonas; por lo que son un tema de estudio muy amplio. Su funcién radica en dos
propiedades principales: su secuencia de aminoacidos, y su estructura tridimensional (terciaria y
cuaternaria).

El enlace peptidico por si mismo tiene un comportamiento planar pero debido a la diferencia de
cargas de cada aminoacido es que las proteinas pueden obtener conformaciones secundarias y
terciarias. En contraste con las proteinas globulares, las proteinas intrinsecamente
desordenadas (IDP, Intrinsically Disordered Proteins) carecen de estructuras secundarias o
terciarias bien definidas, y se comportan como un ensamble de conformaciones constantemente
cambiante. Debido a su falta de estructura, el estudio de las IDP es complicado. Actualmente se
han creado parametros para cuantificar diferentes propiedades de las IDP como la cantidad de
cargas en una proteina y la distribucién de las mismas. La fraccion de residuos cargados (FCR,
Fraction of Charged Residues) de la mano de la distribucion de cargas (cuantificado con un
pardmetro conocido como kappa) han permitido crear un modelo para predecir si una proteina
tendra conformacion tipo horquilla, con cargas polarizadas en segmentos, o si sera desordenada
al tener una distribucion homogénea de cargas a lo largo de su secuencia (Das y Pappu 2013).

Las IDP juegan un papel importante en el desarrollo de las plantas. En plantas tienen funciones
tipo-chaperona, de factores de transcripcién, entre otros; que afectan el correcto funcionamiento
de diferentes procesos fisiolégicos y la formacion de semillas (Covarrubias et. al, 2017).
Adicionalmente, se han predicho IDP que estan fuertemente relacionadas con la respuesta al
estrés, aunque no todas han sido confirmadas como IDP experimentalmente. Actualmente, se
conocen al menos tres familias prometedoras: las Proteinas LEA, las proteinas pequefas de
choque térmico (sHSP, small Heat Shock Proteins), y las proteinas de unién a RNA ricas en
glicina (GR-RBP, Glycine Rich RNA Binding Proteins) (Covarrubias et. al, 2017). De las
anteriores, en este proyecto ahondaremos en las proteinas LEA.



I.IIl Proteinas abundantes en la embriogénesis tardia

Existe un subgrupo de las IDP llamadas proteinas LEA, que tienen propiedades particulares. Se
acumulan en la Ultima etapa de la embriogénesis de las semillas la cual, corresponde al momento
en que la semilla adquiere tolerancia a la desecacién (Battaglia et. al, 2008). Uno de los rasgos
gue las caracterizan es su baja incidencia de aminoacidos como cisteina y triptéfano; y alta
incidencia de aminoacidos pequefios y/o hidrofilicos como glicina, alanina, glutamina, lisina,
arginina y treonina (Battaglia et. al, 2008).

Las proteinas LEA se clasifican en grupos de acuerdo a motivos de aminoacidos altamente
conservados evolutivamente, no solo en Arabidopsis thaliana sino en las proteinas LEA de
distintas especies como algunas algas, angiospermas, gimnospermas, pteridofitos entre otros
(Battaglia et. al, 2008). Una de estas clasificaciones es la de Pfam (Mistry et. al 2021). En esta
clasificacién los grupos o familias son: LEA 1, LEA 2, LEA 3, LEA 4, LEA 5, LEA 7,
dehidrinas, PVLEA18, AtM y SMP (Battaglia et. al, 2008). A su vez, estas se subclasifican en dos
grupos de acuerdo a su hidropatia: las atipicas o hidrofébicas (LEA_2, LEA_3, SMP), y las tipicas
o hidrofilicas (LEA_1, LEA 4, LEA 5, LEA 7, PVLEA18, AtM) (Battaglia et. al, 2008). A la fecha
no se han encontrado otras proteinas similares en cuanto a su secuencia primaria cuya funcién
ya se conozca; por lo que estudiar a las proteinas LEA resulta un gran reto (Covarrubias et. al,
2017).

Se sabe que las proteinas LEA pueden tener mas de una funciéon y que algunas de ellas actian
como chaperonas por su capacidad de proteccion hacia enzimas en respuesta a condiciones de
estrés. (Olvera-Carrillo et. al, 2011). Otra vertiente habla de cémo las proteinas LEA son capaces
de proteger a otras proteinas al tomar una conformacion de alfa hélice debido al hacinamiento
macromolecular, condicion prevalente durante condiciones de déficit hidrico (Cuevas-Velazquez
et. al, 2016). En diversos estudios usando mutantes de Arabidopsis que carecian, de forma
independiente, de genes que codifican para proteinas de los grupos LEA 1, LEA 2, LEA 3,y
LEA 4, se observl que estas proteinas eran necesarias para que la planta pudiera adaptarse a
la desecacion, el frio y concentraciones elevadas de sal (Covarrubias et. al, 2017). Aunque hasta
ahora su mecanismo de accién no sea claro, se cree que el ser IDP esta relacionado con su
capacidad de tener mdltiples funciones en los organismos que las poseen (Tompa et. al, 2005).

I.IV Propiedades fisicoquimicas de las proteinas

Las propiedades fisicoquimicas son, como su nombre lo dice, aquello que describe a un
elemento, un compuesto, una sustancia, una mezcla o una molécula, en términos de su
comportamiento fisico y quimico. Algunas propiedades fisicoquimicas son: punto de fusion, punto
de ebullicion, solubilidad y pH. Si nos enfocamos en macromoléculas, sus propiedades
fisicoguimicas dependen en parte de las propiedades fisicoquimicas de sus monémeros. En el
caso de las proteinas, analizar la composicion de los aminoacidos que las conforman sirve para
describir sus propiedades fisicoquimicas. El conocer las propiedades fisicogquimicas de
cualquiera de los ejemplos antes mencionados sirve para entender su comportamiento en
diferentes circunstancias; en particular para este proyecto tiene relevancia comprender el
comportamiento de las proteinas LEA ante el déficit hidrico. Actualmente existen varios



pardmetros fisicoquimicos, cuantificables a partir de la secuencia primaria, que permiten
caracterizar cualquier proteina como lo son los mostrados a continuacion.

Kappa (K): Kappa cuantifica el nivel de distribucion de cargas opuestas a lo largo de una proteina.
Un valor elevado de kappa corresponde a proteinas que tienden a una Unica conformacion y, por
el contrario, un valor bajo describe a proteinas que constantemente cambian de conformacion
(Holehouse et. al, 2015).

Fraccion de residuos cargados (FCR, Fraction of Charged Residues): Cuantifica la proporcion de
residuos con carga positiva 0 negativa en una proteina. FCR es un valor absoluto, es decir, es
indistinto si la carga es positiva 0 negativa, sino que se enfoca en que tan cargada es una proteina
en general (Das y Pappu 2013). Una proteina altamente cargada tendra un valor de FCR alto y
siguiendo la misma logica una proteina poco cargada tendrd valores bajos de FCR. Este
pardmetro surge a partir del diagrama de fases de Das-Pappu descrito en el Anexo (Holehouse
et. al, 2015).

Cabe resaltar que entre mayor sea el valor de FCR, kappa cobrara mayor relevancia; es decir,
gue entre mas cargada esté una proteina tiene mayor relevancia la distribucion de las cargas a
lo largo de la secuencia (Holehouse et. al, 2015). En 2013 se llevé a cabo un estudio en donde
se analiz6 la relacion de kappa con FCR empleando 364 IDP (Das y Pappu 2013). A partir de
dicho estudio notaron que la mayoria de las proteinas IDP se agrupaban cerca de valores de
kappa de 0.2 (Das y Pappu 2013).

Hidropatia: La hidropatia es la tendencia de repeler el agua (Kaliszan 2015). Usualmente, en
proteinas, se ha asociado la hidropatia con la presencia de residuos no polares en su secuencia
(Caron, 2007); lo cual hasta ese punto seria meramente cualitativo. Para darle un valor numérico
a la hidropatia, Kyte y Doolittle le asignaron un valor a cada aminoacido en diferentes escalas o
intervalos: la escala original de Kyte & Doolittle con valores de -4.5 a 4.5; |la escala de hidropatia
media o mean_hydropathy, con valores de 0 a 9; y la escala de Uversky, con valores de 0 a 1.
A partir de los valores para cada aminoacido se obtiene la media para toda la proteina y ese es
el valor reportado como hidropatia de la proteina. Valores altos de hidropatia hablan de proteinas
hidrofébicas y por el contrario, valores bajos indican que las proteinas son hidrofilicas (Holehouse
et. al, 2015).

Composicién de aminoacidos promotores del desorden estructural: Esta predicciéon de desorden
se basa en el contenido de ciertos aminoacidos, que ya se ha demostrado que promueven el
desorden. Los aminoéacidos considerados como promotores del desorden estructural son:
treonina, alanina, glicina, arginina, acido aspartico, histidina, glutamina, lisina, serina, acido
glutdmico, y prolina. Los aminoacidos que promueven el orden estructural son: triptéfano,
fenilalanina, tirosina, isoleucina, metionina, leucina, valina, asparagina, y cisteina. (Holehouse et.
al, 2015).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B008045044X001358

Carga neta media (MNC, Mean Net Charge): Cuantifica el valor absoluto del promedio de cargas
presentes en una secuencia de aminoacidos sin importar su distribucion. (Holehouse et. al,
2015).



[l. Antecedentes

Ante condiciones extremas de estrés, algunos organismos han desarrollado diversos
mecanismos para sobrevivir. Las plantas por ejemplo se enfrentan a cambios drasticos en su
entorno durante periodos de sequias por falta de lluvias. A diferencia de los animales e insectos
gue tienen la capacidad de migrar en busca de un ambiente adecuado para evitar el estrés, las
plantas no tienen esta opcion y por ello su supervivencia es mas sensible a los cambios
ambientales. Se espera que el cambio climatico incremente el nimero y la duraciéon de
condiciones adversas como la sequia. Por tal motivo, resulta de interés entender de qué manera
las plantas responden y se aclimatan a condiciones de falta de agua (deshidratacion y/o
desecacion), debido a que los cultivos son la fuente principal de alimentos en el mundo.

Previamente se han realizado estudios en organismos tolerantes a la desecacién y dentro de los
multiples factores que participan de manera simultanea para conferir tolerancia a esos
organismos se han sefialado a dos macromoléculas principalmente: carbohidratos y proteinas.
La trehalosa es un disacarido no reductor que tiene la habilidad de mitigar o casi detener las
afecciones dentro de las células por medio de una vitrificacion (Crowe, 1998); sin embargo,
recientemente se ha visto que algunos organismos que no poseen las herramientas necesarias
para sintetizar trehalosa ain son capaces de tolerar la desecacién (Boothby et. al 2020); y lo que
tienen en comun dichos organismos son las proteinas intrinsecamente desordenadas (IDP,
Intrinsically Disordered Proteins).

En los tardigrados existe un grupo de proteinas conocidas como proteinas desordenadas de
tardigrado (TDP, Tardigrade Disordered Proteins), las cuales se ha propuesto que le confieren la
capacidad de tolerar condiciones de desecacion (Boothby et. al 2017). Boothby y colaboradores
realizaron un estudio en el que demostraron que a pesar de los niveles bajos o ausencia de
trehalosa, los tardigrados aun eran capaces de tolerar la desecacion y que, en contraste, los
tardigrados presentaron sensibilidad a la desecacién cuando se silenciaron algunos genes que
codifican para TDP. Como conclusion, se encontré que los tardigrados requieren de las proteinas
TDP para sobrevivir condiciones de desecacion (Boothby et. al 2017).

Otra familia de proteinas intrinsecamente desordenadas son las proteinas abundantes en la
embriogénesis tardia (LEA, Late Embryogenesis Abundant), las cuales son ubicuas en el reino
vegetal, incluyendo las plantas de resurreccion (Battaglia et. al, 2008). La mayoria de las
proteinas LEA tienden a ser altamente hidrofilicas, contienen una alta proporcién del aminoacido
glicina (Battaglia et. al, 2008) y, en su mayoria, se predice que son estructuralmente
desordenadas, lo cual hace que pertenezcan al grupo de las IDP (Hundertmark y Hincha, 2008).
En diversos estudios se ha observado que los genes que codifican para las proteinas LEA estan
asociados con distintas respuestas a condiciones de estrés como respuesta a frio y desecacion
(Hundertmark y Hincha, 2008); por lo que surge la pregunta de si las proteinas LEA son las
responsables de conferir la capacidad de tolerar la desecacién a los organismos que las poseen.

Resulta interesante que dos tipos de organismos tolerantes a la desecaciébn que son

evolutivamente distantes, como las plantas de resurreccién y los tardigrados, acumulen IDP para
contrarrestar los efectos causados por la falta de agua. Las TDP y las LEA no comparten motivos
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conservados a nivel de secuencia primaria sin embargo, su composicion de aminoacidos es
similar. Inclusive, las proteinas LEA de las siete diferentes familias no comparten homologia de
secuencia entre si, sin embargo, su composicion de aminoacidos es muy similar (Battaglia et. al,
2008). Dichas observaciones sugieren que las propiedades fisicoquimicas de las proteinas
efectoras que participan en la tolerancia a la desecacion son fundamentales para ejercer su
funcion protectora, pero a la fecha no se ha realizado una caracterizacion y cuantificacion
sistematica de las propiedades fisicoquimicas de este tipo de proteinas.
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lll. Hipo6tesis

Los diferentes grupos de proteinas LEA de plantas poseen propiedades fisicoquimicas que las
distinguen del resto del proteoma, y dichas propiedades estan conservadas en proteinas del
tardigrado Hypsibius dujardini, un animal tolerante a la desecacion.

IV. Objetivo general

Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las proteinas LEA de las plantas Arabidopsis
thaliana, Oryza sativa, Triticum aestivum y Zea mays, y buscar proteinas con propiedades
similares en el proteoma del tardigrado Hypsibius dujardini.

V. Objetivos particulares

e Analizar las propiedades fisicoquimicas de las proteinas LEA de A. thaliana, O. sativa, T.
aestivum y Z. mays; codificadas en su secuencia primaria.

e Contrastar las propiedades fisicoquimicas de las proteinas LEA con las del resto del
proteoma de las plantas seleccionadas.

e Establecer los pardmetros que distinguen a las proteinas LEA de plantas.

e Buscar proteinas con propiedades fisicoquimicas similares a las proteinas LEA en el
proteoma de Hypsibius dujardini.

e Analizar la ontologia genética de aquellas proteinas que cumplen con las propiedades
fisicoquimicas y rangos seleccionados en Arabidopsis thaliana.

VI. Metodologia

VI.I Obtencién y limpieza de proteomas

Se descargaron los proteomas de referencia (Tabla 1) de Arabidopsis thaliana, Oryza sativa
(arroz), Triticum aestivum (trigo), Zea mays (maiz) e Hypsibius dujardini (tardigrado) de la base
de datos UniProt (Universal Protein Resource, https://www.uniprot.org). Primero se limpio el
archivo de proteinas con protfasta en la plataforma de Spyder (versién 5.0.1) para eliminar las
proteinas con amino&cidos o caracteres ambiguos (por ejemplo: B/U/X/*/-).

Para obtener las proteinas LEA de cada especie, se buscaron articulos en donde se caracterizé
experimentalmente su presencia en las plantas de interés (Tabla 1). Al hacer esto, existia la
posibilidad de encontrar proteinas enlistadas dos veces en la base de datos de los proteomas
gue se generd, dado que las proteinas LEA provenian de diferentes articulos y no de Uniprot.
Para depurar la lista se realiz6 una segunda limpieza de los datos mediante BLASTp para
eliminar las proteinas duplicadas con el programa Bioedit (version 7.0.9.0). Los criterios de
BLASTp que se consideraron fueron: bits mayores a 50, porcentaje de identidad mayor a 30 y un
E-value menor a 1x10%. De este modo, se eliminaron los primeros hits de cada proteina LEA
gue indicaran duplicaciones.

VLILI Andlisis de las propiedades fisicoquimicas
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Los parametros fisicoquimicos de las proteinas LEA y del resto de los proteomas se calcularon
a partir de su secuencia primaria. Primero se utiliz6 splitfasta para dividir los archivos multifasta
en archivos FASTA individuales, es decir, un archivo independiente para cada secuencia.
Después, los archivos individuales se analizaron con localCIDER v0.1.18 (Holehouse et. al, 2015)
para obtener los valores de hidropatia (en la escala de uversky), la composicion de aminoacidos
promotores del desorden, kappa, y carga neta media para cada proteina. Con estos datos se
construyeron graficas de dispersion utilizando RStudio (version 1.3.1093) con la libreria ggplot2.

VLLII Determinacion de rangos estadisticos

La determinacidn de los rangos de las propiedades fisicoquimicas que distinguen a las proteinas
LEA se realiz6 mediante un analisis estadistico. En primer lugar, se juntaron los datos de los
pardmetros de hidropatia y composicion de aminoacidos promotores del desorden de todos los
proteomas de las plantas analizadas (A. thaliana, O.sativa, T. aestivum y Z. mays) y se crearon
unas graficas de caja con la paqueteria plotly en R. Con estas gréficas se establecio el intervalo
de cada parametro bajo el siguiente criterio: que contuviera al 75 % de las proteinas LEA. Los
intervalos seleccionados fueron entre 0.000000 y 0.459596 para hidropatia, y entre 0.7553957 y
1.0000 para la composicion de aminoacidos promotores del desorden. Considerando estos
intervalos, se filtraron las proteinas de los cuatro organismos; esto se denominé como el primer
corte.

A continuacién se compararon los parametros de kappa y carga neta media para determinar un
segundo corte. Para ello se crearon dos gréaficas de caja empleando Unicamente las proteinas
de plantas que pasaron el primer corte. A partir de esto se concluyo que el 75 % de las proteinas
LEA, que pasaron el primer corte, se encontraban entre 0.0000000 y 0.03479037. A todas las
proteinas, de los proteomas de plantas, que pasaron ambos cortes se les denomind como
proteinas tipo-LEA. Finalmente, se aplicaron estos dos rangos estadisticos (cortes) al proteoma
de H. dujardini.

VLLII Andlisis ontoldgico

Se tomaron los identificadores de UniProt de las proteinas que no pasaron ningln corte, las que
si pasaron el primer corte, y las que pasaron el segundo corte de A. thaliana para llevar a cabo
un analisis de enriquecimiento con Gene Ontology (Ashburner et. al 2000) a tres niveles en el
sitio http://geneontology.org: funcion molecular, proceso bioldégico y componente celular. Se
aplicé una prueba exacta de Fisher a los datos con una tasa de correccion de falsos
descubrimientos (FDR) y considerando un valor de p < 0.05.
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VIl. Resultados

El objetivo de este proyecto fue caracterizar las propiedades fisicoquimicas que distinguen a las
proteinas LEA y determinar si dichas propiedades estan presentes en proteinas del tardigrado
Hypsibius dujardini, un animal tolerante a la desecacién. Para ello, primero se analizaron las
propiedades fisicoquimicas con el algoritmo CIDER para los proteomas completos de A. thaliana,
arroz, maiz, y trigo. Después se crearon graficos con el fin de encontrar aquellos parametros que
mejor distinguieran a las proteinas LEA del resto del proteoma. Posteriormente, se analizé el
proteoma de H.dujardini bajo los mismos criterios y finalmente se realiz6 un estudio de ontologia
genética a A. thaliana.

Debido a que la planta modelo A. thaliana es la planta mas estudiada, se comenzé trabajando
con ella para comparar las propiedades fisicoquimicas de sus 51 proteinas LEA (Hundertmark y
Hincha, 2008) y el resto de proteinas de su proteoma (Tabla 1), y asi tener una idea general de
las propiedades particulares de las proteinas LEA. En primer lugar, se analizé la fracciéon de
residuos cargados (FCR, Fraction of Charged Residues) y la distribucion de las cargas positivas
y negativas a lo largo de cada secuencia. La distribucién de cargas se cuantificd utilizando el
parametro de kappa, el cual indica el grado de segregacién de las cargas positivas y negativas
(Holehouse et. al, 2015). Una secuencia con una distribucién homogénea de cargas tiende a un
valor de 0, mientras que una secuencia con cargas totalmente segregadas tiende a un valor de
1. Cerca del 97 % de las proteinas del proteoma de A. thaliana tiene valores de FCR entre 0.1y
0.4, asi como valores de kappa entre 0.1 y 0.3 (Figura 1). Al analizar a las proteinas LEA, se
encontré que en general presentan valores de kappa y FCR similares al resto del proteoma de
A. thaliana (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion de cargas opuestas (kappa) frente a proporcion de cargas (FCR) en A. thaliana. En
color salmén se muestran las proteinas LEA mientras que los puntos en color gris (alpha =1/26) son el
resto de las proteinas del proteoma de A. thaliana.

Posteriormente, se compararon los parametros de carga neta media, composicidon de
aminodcidos promotores del desorden e hidropatia. Para facilitar las comparaciones, cada uno
de los parametros mencionados se graficé contra los valores de FCR. Al analizar la carga neta
media, es decir, el valor absoluto de la carga de la secuencia normalizada por la longitud de la
misma, se encontrd que el 99.7 % (39,214) de las proteinas del proteoma de A. thaliana muestran
valores entre 0 y 0.2 (Figura 2). La distribucion de carga neta media en las proteinas LEA mostré
una tendencia a valores bajos, sin embargo, fue similar a la observada en las proteinas del
proteoma (Figura 2).
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Figura 2. Carga neta media frente a proporcidon de cargas (FCR) en A. thaliana. En color salmén se
muestran las proteinas LEA mientras que los puntos en color gris (alpha =1/26) son el resto de las proteinas
del proteoma de A. thaliana.

En el caso de la hidropatia, que es un parametro que cuantifica la proporcién de aminoacidos
hidrofébicos o hidrofilicos en una secuencia (las proteinas hidrofilicas presentan niveles de
hidropatia que tienden a 0, mientras que las proteinas hidrofébicas presentan niveles de
hidropatia que tienden a 1), se encontr6 que 38,873 proteinas del proteoma de A. thaliana, es
decir el 98.8 % del proteoma, muestran niveles de hidropatia entre 0.35y 0.6 (Figura 3). Por otro
lado, las proteinas LEA mostraron un patrén interesante. Algunas mostraron niveles de hidropatia
comparables con el resto del proteoma sin embargo, se encontré un grupo de proteinas LEA con
valores de hidropatia menores a 0.4 (Figura 3), lo que sugiere gue los bajos niveles de hidropatia
podrian ser un parametro caracteristico de algunas de las proteinas LEA.
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Figura 3. Hidropatia frente a proporcion de cargas (FCR) en A. thaliana. En color salmén se muestran las
proteinas LEA mientras que los puntos en color gris (alpha =1/26) son el resto de las proteinas del
proteoma de A. thaliana.

Finalmente, se analizé la composicion de aminoacidos promotores del desorden. En este caso
se observo que el 92.8 % del proteoma de A. thaliana (lo que corresponde a 36,488 proteinas)
tienen una composicién de aminoacidos que promueven el desorden entre 0.4 y 0.7 (Figura 4).
De acuerdo a lo reportado previamente, la mayoria de las proteinas LEA (44 de 51, es decir 86.3
%) presentan niveles mayores a 0.7, siendo este parametro el que mejor distingue a las proteinas
LEA (Figura 4).
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Figura 4. Composicion de aminoacidos promotores del desorden estructural frente a proporcion de cargas
(FCR) en A. thaliana. En color salmén se muestran las proteinas LEA mientras que los puntos en color gris
(alpha =1/26) son el resto de las proteinas del proteoma de A. thaliana.

Debido a que la composicion de aminoacidos promotores del desorden y la hidropatia fueron los
pardmetros que mejor distinguen a las proteinas LEA del resto del proteoma de A. thaliana, se
realizé una representacion grafica utilizando estos parametros. Co6mo se observa en la Figura 5,
la mayoria de las proteinas LEA tienen una alta proporcion de aminoacidos hidrofilicos y que
promueven el desorden.
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Figura 5. Hidropatia frente a la composicion de amino&cidos promotores del desorden estructural. En color
salmoOn se muestran las proteinas LEA mientras que los puntos en color gris (alpha =1/26) son el resto de
las proteinas del proteoma de A. thaliana.

El andlisis anterior se extendi6 utilizando otras plantas altamente estudiadas que cuentan con
una caracterizacion detallada en la literatura de los genes LEA. Las plantas seleccionadas fueron:
Oryza sativa (arroz), Triticum aestivum (trigo), y Zea mays (maiz). El tamafio de los proteomas y
el nimero de proteinas LEA se describen en la Tabla 1.

La comparacién de la composicion de aminoacidos promotores del desorden y la hidropatia de
las proteinas LEA de A. thaliana, arroz, trigo y maiz y el resto de proteinas del proteoma se
muestra en la Figura 6. Este analisis nos permitié confirmar las observaciones obtenidas solo
con A. thaliana.
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Tabla 1. Proteomas analizados en este trabajo.

Organismo ID Uniprot # de proteinas | # de genes Referencia
LEAs

Arabidopsis UP000006548 39,337 51 (Hundertmark y Hincha,
thaliana 2008)

Oryza sativa | UP000007015 37,383 37 (Wang et. al, 2007)
Triticum UP000019116 130,673 114 (Liu et. al, 2019)
aestivum
Zea mays UP000007305 99,253 32 (Liy Cao, 2015)
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Figura 6. Hidropatia frente a la composicion de aminoacidos promotores del desorden estructural. En color
salmon se muestran las proteinas LEA de A. thaliana, Oryza sativa (arroz), Triticum aestivum (trigo), y Zea
mays (maiz) mientras que en color gris (alpha =1/50) se muestra el resto de las proteinas de los proteomas
de plantas.
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Con el objetivo de establecer los valores especificos de hidropatia y composicién de aminoacidos
qgue promueven el desorden para definir a las proteinas LEA de plantas, se procedio a realizar
un analisis estadistico. Para considerar a la mayoria de las proteinas LEA, se realiz6 un analisis
de “box plot” para determinar el valor del cuartil Q1 en el caso de la composicion de aminoacidos
gue promueven el desorden (Figura 7) y el valor del cuartil Q3 en el caso de la hidropatia (Figura
8). Esto permitio realizar cortes que consideran al menos al 75 % de las proteinas LEA en cada
caso (arriba del cuartil Q1 para la compaosicién de aminoacidos que promueven el desorden y
debajo del cuartil Q3 para la hidropatia). De esta manera, se observd que el 66.2 % de las
proteinas LEA pasan el primer corte, es decir, tienen una composicion de aminoacidos que
promueven el desorden mayor a 0.76 y un valor de hidropatia menor a 0.46 (Figura 7 y Figura
8). En contraste, solo el 3.7 % de las proteinas de los proteomas cumplen con los valores
mencionados anteriormente. Es decir, al realizar el primer corte se logré separar a las proteinas
LEA del 96.3 % del resto de proteinas de los proteomas de plantas.
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Figura 7. Analisis estadistico de composicién de aminoacidos promotores del desorden estructural. En
color salmén se muestran las proteinas LEA de A. thaliana, Oryza sativa (arroz), Triticum aestivum (trigo),
y Zea mays (maiz) mientras que en color gris se muestra el resto de las proteinas de los proteomas de
plantas. Las cajas delimitadas por los cuartiles Q1 y Q3 contienen el 50 % de los datos, la mediana
representa el cuartil Q2 y en las prolongaciones superior e inferior se encuentra representado el otro 50 %
de los datos.
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Figura 8. Analisis estadistico de hidropatia. En color salmén se muestran las proteinas LEA de A. thaliana,
Oryza sativa (arroz), Triticum aestivum (trigo), y Zea mays (maiz) mientras que en color gris se muestra el
resto de las proteinas de los proteomas de plantas.

Posteriormente, se aplicé un nuevo parametro para separar alin mas a las proteinas LEA del
resto del proteoma: la carga neta media. Como se observa en la Figura 2, las proteinas LEA
mostraron una tendencia a valores bajos (menores a 0.1) de carga neta media en A. thaliana,
antes de aplicar el primer corte. Cuando se tomaron solo a las proteinas que pasaron el primer
corte (proteinas LEA y proteinas del resto de los proteomas) y se graficaron en funcion de FCR
y carga neta media, se encontré que la tendencia que tienen las proteinas LEA a presentar
valores bajos de carga neta media se acentu6 aun mas (Figura 9).
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Figura 9. Carga Neta Media frente a FCR en plantas. En color salmén se muestran las proteinas LEA de
A. thaliana, Oryza sativa (arroz), Triticum aestivum (trigo), y Zea mays (maiz) mientras que en color gris
(alpha =1/26) se muestra el resto de las proteinas de los proteomas de plantas. Las cajas delimitadas por
los cuartiles Q1 y Q3 contienen el 50 % de los datos, la mediana representa el cuartil Q2 y en las
prolongaciones superior e inferior se encuentra representado el otro 50 % de los datos.

Al tomar en cuenta la carga neta media como un nuevo parametro, se establecié un segundo
corte tomando en cuenta el mismo criterio que el primero, es decir, manteniendo al 75 % de las
proteinas LEA. De esta forma, se cuantificé el cuartil Q3 para el grupo de las proteinas LEA,
encontrando que el 74.8 % de las proteinas LEA que pasaron el primer corte tienen valores de
carga neta media menores a 0.035 (Figura 10), lo cual corresponde al 49.6 % de todas las
proteinas LEA de las plantas que se analizaron. De esta forma, al tomar en cuenta los dos cortes
se logro separar a las proteinas LEA del 98.6 % de las proteinas del proteoma.
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Figura 10. Andlisis estadistico de carga neta media. En color salmén se muestran las proteinas LEA de A.
thaliana, Oryza sativa (arroz), Triticum aestivum (trigo), y Zea mays (maiz) mientras que en color gris se
muestra el resto de las proteinas de los proteomas de plantas.

Una vez que se seleccionaron los parametros que definen a las proteinas LEA, nos preguntamos
si otros organismos tolerantes a la desecacion tienen proteinas con dichas propiedades
fisicoguimicas. De esta forma, se analiz6 el proteoma del tardigrado H. dujardini, que como se
menciono anteriormente, es un organismo tolerante a la desecacion que no poseé proteinas LEA
homologas. El proteoma de H. dujardini contiene 14,867 proteinas, las cuales se graficaron en
funcién de su hidropatia y la composicion de aminoécidos que promueven el desorden (Figura
11). Al aplicar los criterios del primer corte, se observéd que 230 proteinas pasan dichos criterios,
lo que corresponde al 2.8 % del proteoma (Figura 11).
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Figura 11. Hidropatia frente a composicion de aminoacidos promotores del desorden estructural en H.
dujardini. En color violeta se muestran las proteinas de tardigrado que caen dentro del intervalo que
corresponde al primer corte mientras que en color gris se muestra el resto de las proteinas del proteoma
de H. dujardini, las cuales no cumplen con dicho criterio.

Posteriormente, se procedié a realizar el segundo corte, es decir, carga neta media menor a
0.035. Asi, se encontrd que el tardigrado H. dujardini posee 190 proteinas que pasan los dos
cortes, lo que corresponde al 1.3% de su proteoma (Figura 12). Debido a que las proteinas
encontradas no se consideran proteinas LEA sensu stricto (porque no poseen motivos
conservados de secuencia primaria) pero si comparten sus propiedades fisicoquimicas, a este
grupo se le llamo proteinas tipo-LEA.
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Figura 12. Carga Neta Media frente a FCR en H. dujardini. Los puntos mostrados representan aquellas
proteinas que pasaron el primer corte; haciendo una distincién entre las proteinas que caen en el intervalo
del segundo corte (color violeta) y aquellas que no (color gris).

Finalmente, con el objetivo de establecer una asociacion funcional a las proteinas tipo-LEA, se
realiz6 un andlisis de ontologia genética. En el caso de las plantas, se utilizd a A. thaliana debido
a que es el organismo con la anotacion de ontologia genética mas completa. Se realizé un
andlisis de enriguecimiento con Gene Ontology a tres niveles: componente celular, funcién
molecular y proceso bioldgico. Debido a la esperada representacion de funciones involucradas
en respuesta al estrés, se presentan los resultados del andlisis de proceso biologico. En este
analisis se compararon las proteinas que no pasan ningun corte, las que solo pasan el primer
corte y las que pasan tanto el primero como el segundo corte. Como se observa en la Figura 13,
las proteinas que pasaron algun corte estdn asociadas a procesos biolégicos de respuesta a
estrés abidtico. En particular, se observé que las proteinas que pasaron los dos cortes (proteinas
tipo-LEA) estan enriquecidas en procesos de respuesta o aclimatacién al frio y respuesta a la
privacion de agua. El p-valor para cada grupo de proteinas muestran que es probable que las
proteinas que no pasaron ningun corte solo estén asociadas a esos procesos biolégicos por azar
(Tabla 2).
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Figura 13. Analisis de enriquecimiento de los procesos bioldgicos en A. thaliana. La gréafica de barras
muestra a que procesos biolégicos se encuentran asociadas las proteinas del proteoma de A. thaliana
donde el color vino representa a todas aquellas que no pasaron ningun corte, el amarillo a las que pasaron
Unicamente el primero y en azul a las que pasaron el primer y segundo corte.

Ya que en el servidor de Gene Ontology no cuenta con las anotaciones del proteoma de H.
dujardini, sélo fue posible realizar un andlisis parcial considerando las anotaciones de UniProt
del 31.1 % de las proteinas LEA-like de tardigrado. Se observo que en general las proteinas tipo-
LEA de H. dujardini estdn asociadas a las siguientes categorias: motivos de reconocimiento,
ribonucleoproteinas, factores de splicing, factores ribosomales y proteinas de union y transporte.
Lo que indica que estas proteinas estan enriquecidas en funciones relacionadas con procesos
de transcripcion y traduccion.
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Tabla 2. P-valores asociados a cada corte en A.thaliana

Cdédigo Gene| p-valor p-valor p-valor
Proceso biolégico Ontology | Ninguno | Primero | Segundo

respuesta al frio GO0:0009409 |3.69E-01 |2.31E-09 |1.78E-11
aclimatacion al frio G0:0009631 |[1.65E-01 |(7.78E-10 |[3.60E-10
respuesta estimulos de temperatura G0:0009266 [9.83E-03 [4.20E-07 |[1.30E-09
respuesta privacién de agua G0:0009414 }4.27E-01 |8.23E-08 |8.05E-09
respuesta a agua G0:0009415 |3.59E-01 |1.19E-07 |(1.06E-08
respuesta a quimicos acidos GO0:0001101 |6.47E-01 [4.11E-07 |2.70E-08
respuesta a acido abscisico GO0:0009737 |2.20E-01 |6.59E-07 |1.07E-07
respuesta a alcohol GO0:0097305 |1.93E-01 |7.78E-07 |1.21E-07
respuesta a sustancias inorganicas GO0:0010035 [7.33E-01 [6.09E-05 |[2.92E-06
respuesta a compuestos con oxigeno G0:1901700 |(3.30E-01 [2.00E-03 [9.78E-06
respuesta a lipidos GO0:0033993 }4.26E-02 |1.49E-03 |3.05E-05
respuesta a estimulos abidticos G0:0009628 |(2.57E-03 [9.75E-02 |[5.11E-05

28



VIII. Discusién

Dado que la literatura sugeria que las propiedades fisicoquimicas dadas por la secuencia de
amino&cidos podian proporcionarles a las proteinas LEA de A. thaliana algunas funciones tolerar
la desecacién en semillas, se emple6 localCIDER para obtener los valores de diversos
pardmetros procedentes de la secuencia primaria de las proteinas LEA y las proteinas del resto
del proteoma. Los primeros resultados con A. thaliana (Figura 5) mostraron como al graficar
hidropatia y desorden la mayor parte de las proteinas LEA formaban un grupo separado de la
mayoria del proteoma, sugiriendo que esos valores eran caracteristicos de las proteinas LEA. Lo
anterior coincide con lo observado por Uversky, donde valores bajos de hidropatia aunados a
valores altos de carga neta iban de la mano con la falta de una estructura conformacional
compacta. (Uversky, 2002). Hundertmark y Hincha corroboraron lo visto por Uversky ya que en
su estudio emplearon los mismos parametros y obtuvieron la misma tendencia; obtuvieron
valores bajos de hidropatia media para la mayoria de las proteinas LEA de A. thaliana
(Hundertmark y Hincha, 2008). En este trabajo se confirmd lo anterior tras realizar el mismo
andlisis incorporando mas organismos tolerantes a la desecacion con proteinas LEA: Oryza
sativa (arroz), Triticum aestivum (trigo), y Zea mays (maiz) (Figura 6).

Este comportamiento no era tan evidente con otros parametros asi que hidropatia y composicion
de aminoacidos promotores del desorden fueron los primeros en considerarse. Para ello creamos
las graficas de caja (Figuras 7 y 8) que, por medio de los cuartiles, permitian facilmente
determinar en qué intervalo se encontraban la mayoria de las proteinas LEA, en especifico el 75
% de ellas. A la par, también se buscaba que al seleccionar ese porcentaje de proteinas LEA se
eliminara la mayoria de las proteinas de los proteomas al no caer dentro del intervalo
seleccionado. De este modo el grupo que quedara seleccionado no solo seria representativo del
comportamiento de las proteinas LEA sino que englobaria a las proteinas del proteoma que
tuvieran una mayor similitud fisicoquimica con las proteinas LEA. Asi es como se establecio el
primer corte de hidropatia y la composicion de aminoacidos promotores del desorden. Tras
aplicar ese filtro, se elimind cerca del 96 % de las proteinas del conjunto de proteomas y se
conservo alrededor del 66 % de las proteinas LEA de arroz, maiz, trigo y A. thaliana. Al aplicar
un segundo corte, estableciendo un intervalo respecto a la carga neta media se separaron a las
proteinas LEA del 99 % de las proteinas de los proteomas de plantas, obteniendo un grupo de
proteinas denominado proteinas tipo-LEA.

El siguiente paso debia guiar hacia la determinaciéon de una relacion entre la funcién de dichas
proteinas con la tolerancia a la desecacion en aquellos organismos que las poseen. Por ello se
realiz6 un analisis ontologico en A. thaliana (Figura 5). Unicamente seleccionamos a Arabidopsis
thaliana para este analisis dado que ha sido ampliamente caracterizada y nos permitiria realizar
el andlisis de enriquecimiento de procesos bioldgicos. Los resultados muestran que tanto las
proteinas que Unicamente pasan el primer corte como aquellas que pasan ambos cortes
(proteinas tipo-LEA) estan enriquecidas en los procesos de respuesta a estrés abiotico en
contraste con las proteinas que no pasan ningun corte. El obtener esta concordancia entre ambos
grupos nos indica que los parametros seleccionados para ambos cortes fueron adecuados ya
gue soportan la hipétesis planteada hasta ese punto. Las proteinas LEA y las proteinas con
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propiedades fisicoguimicas similares a las proteinas LEA estan relacionadas con la tolerancia a
la desecacion.

Para completar la hipétesis faltaba analizar al menos un organismo tolerante a la desecacién que
no poseyera proteinas LEA y por ende se aplicaron los cortes de hidropatia y composicién de
amino&cidos promotores del desorden (Figura 4.A), y carga neta media (Figura 4.B) al proteoma
de H. dujardini. A partir de ellos se logré delimitar un grupo pequefio de proteinas con
propiedades fisicoquimicas similares a las proteinas LEA: 2.8 % del proteoma para el primer
corte y un 1.3 % del proteoma para ambos cortes. De las proteinas tipo-LEA encontradas en el
tardigrado hay varias proteinas asociadas a RNA como: motivos de reconocimiento,
ribonucleoproteinas, factores de splicing, factores ribosomales y proteinas de union y transporte.
Estas proteinas juegan un papel importante en la transcripcion y traduccién los cuales son dos
procesos claves para que H. dujardini tolere la desecacion (Boothby et. al, 2017). Como ultimo
paso podria realizarse a futuro un andlisis ontoldgico a H. dujardini como se menciona en las
perspectivas (Boothby et. al, 2017).
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IX. Conclusiones

A través de andlisis bioinformaticos se logré caracterizar diferentes propiedades fisicoquimicas
codificadas en la secuencia primaria de las proteinas LEA de plantas. Se encontr6 una diferencia
significativa entre su comportamiento y el comportamiento del resto del proteoma en términos de
tres parametros fisicoquimicos: hidropatia, composicion de aminoacidos promotores del
desorden y carga neta media. Al analizar el proteoma de H. dujardini bajo esos mismos tres
pardmetros fisicoquimicos se encontré que dentro del grupo de proteinas tipo-LEA se encuentran
algunas proteinas asociadas a RNA.

Aunado a esto, el andlisis ontolégico que se realizd para A. thaliana mostré como las proteinas
tipo-LEA estan asociadas a la respuesta a condiciones de estrés abiotico, incluyendo respuesta
a la privacion de agua. Los resultados de esta tesis contribuyen a entender como es que las
caracteristicas fisicoguimicas mencionadas anteriormente estan relacionadas con funciones
moleculares asociadas a la respuesta a condiciones de estrés.

X. Perspectivas

Tras haber observado que algunas de las proteinas que tienen propiedades fisicoquimicas
similares (bajo los criterios antes mencionados de hidropatia, composicion de aminoacidos
promotores del desorden, y carga neta media) estdn asociadas a la respuesta a la desecacion;
podria realizarse un analisis de los niveles de expresion de los transcritos que codifican para
estas proteinas. Esto para confirmar su presencia en condiciones de desecacion. De igual
manera, resultaria valioso llevar a cabo un analisis ontolégico de H. dujardini para evaluar si del
mismo modo que las proteinas tipo-LEA de A. thaliana el grupo de proteinas del tardigrado que
pasaron ambos cortes estdn asociadas a respuestas ante condiciones de estrés. A la par,
podrian analizarse mas organismos tolerantes a la desecacion para determinar si esta relacion
entre propiedades fisicoquimicas y proceso bioldgico se mantiene. Finalmente, es necesario
realizar ensayos in vitro y/o in vivo para determinar si las proteinas LEA y las proteinas tipo-LEA
comparten funciones en respuesta a la desecacion.
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Anexo

Das-Pappu Phase diagram position: El diagrama de fases considera a la fraccion de residuos
cargados negativamente (fmen) para el eje y, y a la fraccion de residuos cargados positivamente
(fmas) para el eje x; la interseccion de los valores de fmen y fmas, de la secuencia de una proteina
en el diagrama de fases corresponde al valor de FCR.

Diagram of states

Weak polyampholytes & polyelectrolytes:
Globules & tadpoles

Janus sequences:
Collapsed or expanded - context dependent

Strong polyampholytes:

Coils, hairpins, & chimeras

Negatively charged strong polyelectrolytes:
Swollen coils

Positively charged strong polyelectrolytes: ||
Swollen coils

=
o

o
™

o
o

0.4

0.2

Fraction of negatively charged residues

9.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Fraction of positively charged residues

Figura 14. Diagrama de fases de Das-Pappu. En esta figura el area que se encuentra entre los valores
maximos que puede tomar cada pardmetro se encuentra clasificada de la siguiente manera:
polianfolitos/polielectrolitos débiles (verde fosforescente) con conformacion globular o de tadpole;
secuencias Janus (verde menta) cuya conformacion, colapsada o expandida, depende de las condiciones
del ambiente a las que son expuestas; polianfolitos fuertes (verde oscuro) que pueden encontrarse como
hairpin, random coil o chimera dependiendo de su valor de kappa; polielectrolitos fuertes cargados
negativamente (rojo) con conformacién de swollen coil; y finalmente polielectrolitos fuertes cargados
positivamente (azul) con conformacion de swollen coil (Das y Pappu 2013). ** Dado que la prolina suele
formar hélices de poli-prolina, si su contenido es alto en una proteina, la prediccién de fases pierde
confiabilidad (Das y Pappu 2013).
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