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RESUMEN

RESUMEN

Las proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs) son proteinas funcionales que no
tienen una estructura tridimensional definida. En este trabajo se plantean varias razones
del porqué en las plantas el conjunto de IDPs en el proteoma (desordenoma) podria estar
sujeto a una regulacion activa durante condiciones de escasez de agua. Primero, se estimé
el contenido relativo del IDPs en proteomas de algas, monocotiledéneas y eudicotiledoneas.
Se encontrd una variaciéon del contenido de IDPs entre los clados principales, estando las
monocotiledoneas particularmente enriquecidas en este tipo de proteinas. También se hallé
una relacion inversa entre el nivel de desorden de las IDPs y su longitud, siendo las IDPs
mas pequefas que las proteinas ordenadas. Ademas, la abundancia relativa de
aminoacidos depende del desorden intrinseco, pero también varia entre clados. Las IDPs
son mas abundantes en el nucleo que las proteinas ordenadas. También estan
especializadas en funciones reguladoras, de union de DNA y RNA y en respuesta a
estimulos ambientales. Luego, para correlacionar la modulacion del contenido de las IDPs
en un escenario de tolerancia a la desecacion, se analiz6 el perfil del transcriptoma durante
el desarrollo de la semilla de maiz de acuerdo con el contenido de desorden de sus
proteinas codificadas. Se encontré que el perfil de expresion total de los transcritos que
codifican proteinas estructuradas aumenta durante la fase media de desarrollo de la semilla,
mientras que el contenido relativo de desorden proteico aumenta conforme avanza su
desarrollo. Al final de la fase tardia, se identificé un grupo de genes sobre-regulados que
codifica IDPs y que coinciden con el comienzo de la adquisicion de la tolerancia a la
desecacion. Finalmente, se utilizé un enfoque proteémico para estudiar las proteinas termo-
estables inducidas por la sequia de las hojas de cana de azucar. Se observé una induccién
generalizada de IDPs involucradas en la respuesta a la deshidratacidon, mientras que su
numero fue casi tres veces mayor que en condiciones de control. En conclusion, se
considera que hay evidencia suficiente como para proponer que el desorden estructural
juega un papel importante en la adaptacion de las plantas a las condiciones de falta de

agua.




ABSTRACT

ABSTRACT

Intrinsically disordered proteins (IDPs) are proteins without a rigid three-dimensional
structure; they are emerging multifunctional cellular components of proteomes. Here, we
disclosure several reasons why the collection of intrinsically disordered proteins in a
proteome (disordome) could be subjected to an active regulation during conditions of water
scarcity in plants. First, it was estimated the relative content of intrinsic protein disorder in
plant proteomes (sensu lato) including algae, monocots, and eudicots. A variation in the
content of intrinsic protein disorder among these major clades was found. In turn, there is
an inverse relationship between intrinsic protein disorder level and protein length, being
higher disordered smaller proteins. Relative abundance of amino acids depends on intrinsic
disorder, but also varies among clades. Moreover, IDPs have a greater abundance of
proteins located in nucleus than ordered proteins. They are also specialized in regulatory
functions, nucleic acid binding, RNA processing, and in response to environmental stimuli.
Then, to correlate the modulation of the content of IDPs with the desiccation tolerance
acquisition, the transcriptome profile during maize seed development was analyzed
according to the disorder content of their encoding proteins. There is a sharply increase in
the total expression profile of transcripts encoding for structured proteins during the middle
phase, while the relative content of protein disorder increases as development progresses.
A gene cluster encoding for IDPs at the end of the late phase was identified, which coincides
with the beginning of the acquisition of desiccation tolerance stage. Finally, a proteomic
approach was used to study the drought-induced boiling-stable proteins of sugarcane
leaves. We observed an induction of IDPs, while its number was almost three times higher
in drought stress than in control conditions. In conclusion, there is sufficient evidence to
propose that the disordome play a major role in the plant adaptation to water limiting

conditions.
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CAPITULOI
ANTECEDENTES

1.1 Desorden estructural de proteinas como paradigma emergente

El paradigma de estructura-funciéon de proteinas es para la bioquimica lo que el dogma
central es para la biologia molecular. Este paradigma sugiere que la funcién de una proteina
esta dada por su estructura. Sin embargo, esto no siempre se cumple. De hecho, con base
en una gran cantidad de informacion generada a partir de analisis bioinformaticos y
experimentales, a la fecha se conoce un sinnimero de regiones proteicas e incluso
proteinas enteras que carecen de una estructura tridimensional definida en su forma nativa
cuando estan en solucién (Uversky y Dunker, 2010). Estas regiones/proteinas han sido
denominadas proteinas intrinsicamente desordenadas (IDPs, por sus siglas en inglés)
cuando de lo que se trata es de llamar a la cadena polipeptidica entera y regiones
intrinsicamente desordenadas (IDRs, por sus siglas en inglés) cuando son parte de una
proteina estructurada. Las IDPs/IDRs no pertenecen a una familia proteica en particular,
sino que mas bien es una caracteristica ampliamente distribuida entre las diferentes
proteinas del proteoma. Por ello, para un organismo dado, a la coleccién IDPs/IDRs se le

ha denominado desordenoma.

En anos recientes, se han resaltado algunas caracteristicas emergentes que presentan las
IDPs/IDRs, tales como su flexibilidad estructural y su hidrofilicidad. Ambas caracteristicas
son consecuencia de su composicidon, pues poseen una gran proporcion de residuos
cargados y polares y de prolina (Williams et al., 2001). Al ser esta una caracteristica
fisicoquimica compartida por una gran cantidad de proteinas, el desordenoma resulta ser
un conglomerado de proteinas que juegan diferentes roles en la célula. Siguiendo esta idea,
es posible que existan funciones particulares que se encuentren enriquecidas en IDPs y
tales proteinas podrian estar estrechamente reguladas. Si esto es correcto y existe, por
ejemplo, una porcion del desordenoma implicado en la respuesta a estrés, probablemente
exista una presién selectiva en tal porcién del desordenoma que actie a su vez sobre cada
una de las proteinas que lo conforman, independientemente de si cada proteina esta o no
relacionada filogenéticamente entre si. De existir, a esta porcion del desordenoma se le

podria llamar el desordenoma del estrés. Para darle soporte a esta consideracion, sélo hace
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falta observar algunos ejemplos de bacterias y arqueas que tipicamente poseen una
proporcion relativa mayor de IDPs que sus contrapartes mesofilicas y/o sensibles a sal y
pH (Xue et al., 2010). Sin embargo, en plantas hace falta informacién sobre la regulacion
que sufre el desordenoma en respuesta a diferentes tipos de estreses, en el que ademas
se involucren variables como el tipo de tejido o el estado de desarrollo. Esta es una
consideracion pertinente en plantas, debido a que su naturaleza sésil les impide escapar
de condiciones ambientales estresantes que pueden comprometer la disponibilidad de agua
(Tompa y Kovacs, 2010). Es por esto mismo que las plantas han tenido que desarrollar

mecanismos que les permitan adaptarse a las exigencias de su entorno.

1.2 Caracteristicas principales de las IDRs/IDPs

En términos estructurales, las IDRs/IDPs se caracterizan por su alta heterogeneidad de
conformaciones espacio-temporales, pues son proteinas que en vez de estar plegadas en
un numero discreto de estructuras tridimensionales, con unas coordenadas atdémicas
relativamente fijas y una baja dinamica conformacional como ocurre en las proteinas
globulares, estas son mas bien ensambles estructurales rapidamente interconvertibles de
conformaciones alternativas (Kovacs et al.,, 2008; Uversky y Dunker, 2010; Mittal et al.,
2013). Las IDPs/IDRs fueron descubiertas por primera vez como regiones no resueltas en
estructuras de proteinas determinadas por difraccién de rayos X o como proteinas o
regiones sin restricciones suficientes como para definir una estructura fija en los espectros
de NMR. Ahora se sabe que dichas observaciones son indicativas de regiones altamente

moéviles (Pazos et al., 2013).

Las IDPs/IDRs presentan baja complejidad de secuencia y muestran cargas netas altas a
pH neutro como consecuencia de la presencia de muchos residuos cargados no
interactuantes y pocos residuos hidrofébicos (Uversky, 2002). Esto resulta en una alta
flexibilidad intramolecular y una baja o inexistente estructura terciaria. A pesar de esto, las
IDPs/IDRs desempenfan roles biolégicamente importantes (Stender et al., 2015). Ademas,
estas caracteristicas les proveen de una inusual estabilidad a altas temperaturas vy
solubilidad en condiciones acidas (Ismail, Hall y Close, 1999; Cortese et al., 2005; Galea et

al., 2006; Zamora-Brisefo y de Jiménez, 2016).
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Estructuralmente, las IDPs pueden ser definidas con base a dos diferentes criterios: si
contienen al menos un segmento desordenado mayor de 30 aminoacidos o si al menos el
30% de sus residuos son desordenados (Liu et al., 2006; Deiana, 2012). Sin embargo, la
ultima definicién es mas universal, debido a que la primera, dependiendo de la longitud de
la proteina, pueden hacer referencia solo a proteinas globulares que contienen IDRs. Por
otra parte, el valor funcional que poseen las IDPs/IDRs en un contexto celular emerge en
parte de la prediccion que indica que entre un 30 a un 40% de los proteomas eucariontes
son desordenados (Xue et al., 2012). De hecho, el desorden estructural es un fenémeno
universal entre los dominios biolégicos y esta relacionado con la complejidad, tanto a nivel
organismico como a nivel de procesos celulares, existiendo una correlacion directa entre el
numero de IDPs y el numero de proteinas en el genoma involucrado, incrementando su
contenido desde bacterias a hongos a organismos eucariontes. Esto a su vez, refleja la
importancia de considerar el desorden desde una perspectiva evolutiva (Deiana y Giansanti,
2008; Xue et al., 2012; Lobanov y Galzitskaya, 2015; Liu et al., 2017).

Funcionalmente, las IDPs estan implicadas en la regulacién de procesos celulares, como
por ejemplo la transcripcion, la traduccion, la transduccién de sefales o el ciclo celular,
(Romero et al., 2001; Tompa et al., 2005; Liu et al., 2006; Uversky, 2011). Por otra parte,
cabe destacar que los sitios en los que ocurren varios tipos de modificaciones post-
traduccionales estan desproporcionadamente localizados entre IDRs (lakoucheva et al.,
2004; Kurotani et al., 2014). Esto hace sentido, dado el requerimiento de contactos
cercanos entre la proteina siendo modificada y la enzima encargada de hacer la
modificacion postraduccional. Es decir, cuando el lado de la cadena bajo modificacion se
encuentra entre una IDR, el desorden estructural facilita la union al sustrato al permitir que
la regién desordenada se pliegue de una forma tal que permita el trabajo de la enzima
modificadora (Uversky, 2013). Esto explica por qué aproximadamente el 70% de las
proteinas de sefalizacion en eucariotas se predicen que albergan IDRs o son IDPs
(lakoucheva et al., 2002). A su vez, el hecho de que sean blancos de modificaciones
postraduccionales tiene implicaciones sobre diferentes mecanismos regulatorios, tales
como la localizacién subcelular y las interacciones con ligandos, la regulacion de la

estabilidad proteica y su tasa de recambio (Seet et al., 2006).
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Ciertas IDPs son capaces de adoptar diferentes estructuras bajo determinadas condiciones
o al momento de entrar en contacto con sus interactores, permitiendo interacciones
versatiles con varios blancos mediante interacciones rapidas, transitorias y débiles
(Gallagher et al., 2006; Kovacs et al., 2008). Esto permite el re-uso de la misma proteina en
multiples rutas, facilitando la ganancia de informacion de manera dinamica sin la necesidad
de lainversion adicional de energia, al permitir que una proteina realice multiples funciones.
Aunque estas son sélo algunas consideraciones generales de las funciones que
desempena las IDPs/IDRs, muchas otras han sido extensamente discutidas en detalle por
otros autores (van der Lee et al., 2014). Sin embargo, las funciones enumeradas aqui son
suficientes para exponer el amplio abanico de funciones que estan relacionadas con el
desorden estructural. También hay que destacar que la evidencia de las funciones de la
mayoria de las IDRs/IDPs han sido obtenidas principalmente de modelos no vegetales, por
lo que, en comparacion a los animales, la informacion disponible para las IDPs de plantas
es mucho menor (Sun et al., 2011; Marin et al., 2013; Liu et al., 2017; Alvarez-Ponce et al.,
2018).

1.3 Respuestas celulares a condiciones que propician deshidratacion en plantas

La naturaleza sésil de las plantas ha propiciado la seleccion de una variedad de
mecanismos que les permiten tolerar diferentes desafios ambientales, tanto de naturaleza
biética como abidtica, ante los que estan expuestas a lo largo de su de vida. El estrés afecta
adversamente el desempeno fisioldgico de las plantas y los procesos involucrados en su
desarrollo y reproduccion, siendo el estrés por falta de agua es uno de los que afecta de

manera mas marcada las funciones de la planta (Andjelkovic y Thompson, 2006).

Dentro de las estrategias seleccionadas en las plantas para contender con el estrés por
falta de agua, esta la maduracién temprana antes del inicio de periodos de sequia, la
reproduccion soélo en condiciones favorables, el desarrollo de un sistema radicular para
mejorar la absorcion de agua, la reduccion de la transpiracion, el almacenamiento en tejidos
carnosos y/o simplemente enfrentando activamente la deshidratacion del tejido mediante la
activacion de mecanismos de resistencia al estrés (van Bavel, 1996). Esta ultima estrategia

puede ser considerada como la auténtica estrategia de tolerancia al estrés, en la cual los
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tejidos vegetativos son capaces de sobrevivir varios niveles de falta de agua sin sufrir dafios
irreparables (Simpson y Niklas, 2006). Sin embargo, esto usualmente ocurre a expensas
del desarrollo vegetal, con un impacto negativo en la ganancia de biomasa, debido a que la

energia tiene que ser redirigida para el mantenimiento de las funciones celulares minimas.

Aunque las plantas pueden presentar mas de un mecanismo de respuesta a la falta de agua
y poseen diferentes niveles de tolerancia, es posible distinguir dos fendmenos de acuerdo
con el nivel de deshidratacion que la planta es capaz de resistir: la tolerancia a la sequia y
la tolerancia a la desecacion. La tolerancia a la sequia se puede definir como la tolerancia
a la deshidratacién moderada, esto es, a una disminucion del contenido de agua disponible
por debajo del cual no hay agua citoplasmica almacenada, esto es equivalente a un ~23%
de agua con base en peso fresco o bien, ~0.3 g de H20 * g de peso seco™' (Hoekstra et al.,
2001). A su vez, se pueden presentar diferentes niveles de tolerancia a la sequia,
dependiendo del tipo de planta, érgano y tejido. Por ejemplo, la mayoria de las
angiospermas son sensibles a la deshidratacion y contienen porcentajes relativos de agua
de entre el 85y el 100% (Mitra et al., 2013). De esta forma, si el contenido relativo de agua
cae por debajo de 59 a 30%, la mayoria de estas plantas son incapaces de sobrevivir
(Dinakar y Bartels, 2013). Por otra parte, la tolerancia a la desecacion se define como la
habilidad para sobrevivir a niveles de sequia por debajo de un contenido de agua absoluto
de ~0.1 g de H20 * g de peso seco, equivalente a una humedad relativa del aire del 50%
a 20°C y <-100 MPa de potencial de agua (Moore et al., 2008). Diversas plantas y 6rganos
especializados, tales como helechos, musgos, polen y semillas ortodoxas, poseen esta
capacidad. Quiza el ejemplo mas sobresaliente que existe sean las plantas de la
resurreccion, las cuales presentan niveles de tolerancia a la desecacion en su tejido

vegetativo de hasta el 10% de contenido relativo de agua o menos (Mitra et al., 2013).

Aunado a la falta de agua per se, las plantas también deben defenderse de otros procesos
secundarios concomitantes, incluido el estrés oxidante, la desestabilizacion de membranas
y la pérdida de integridad macromolecular (llling et al., 2005). Esto ultimo es un aspecto
muy importante para la funcion de las proteinas ya que puede comprometer sus funciones.
Esto se debe a que la presencia de agua es esencial para el mantenimiento de su

estructura, de forma que la pérdida de agua induce el desplegamiento y la agregacion
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proteica, como consecuencia del colapso hidrofébico (Chakrabortee et al., 2007). En este
sentido, la falta de agua implica que un gran numero de proteinas y otras macromoléculas
estén presentes en un espacio celular compacto (efecto conocido en inglés como
macromolecular crowding). Dicho efecto compromete la funcién de las proteinas por medio
del decremento en el efecto hidrofdbico cuando hay menos agua presente. En algunos
casos, la densidad macromolecular debe ser ajustada dramaticamente, por lo que diversos
mecanismos deben encenderse para poder mantener la viabilidad celular. Una via por la
cual las plantas realizan esto es mediante la acumulacién de solutos compatibles que
promueven la estabilizacién de componentes criticos de la célula, entre los que se incluyen
osmolitos compatibles, tales como prolina, sacarosa, polioles, trehalosa, glicina betaina,
alanina betaina, prolina betaina o pipecolato betaina (Rhodes y Hanson, 2003), pero
también enzimas protectoras y chaperonas, asi como enzimas detoxificadoras. Esta
situacion es aun mas dramatica en condiciones de desecacion, como es el caso de las
semillas ortodoxas quiescentes o en el tejido vegetativo de plantas de la resurreccién en
estado de desecacion. De hecho, las semillas ortodoxas son un ejemplo tipico de modelos
que ejemplifican el encendido de los mecanismos de resistencia a la desecacion en plantas.
Un ejemplo de proteinas que juegan un rol en la proteccion en plantas durante la falta de
agua son las proteinas abundantes de la embriogénesis tardia (LEA, por sus siglas en
inglés). Estas proteinas se acumulan en altos niveles durante la ultima etapa de formacién
de la semilla, cuando se da lugar la desecacion de los tejidos. En estas condiciones, las
proteinas LEA pueden llegar a representar hasta un 4% de las proteinas celulares en estos
tejidos. Ademas, muchas de ellas se inducen de manera abundante durante los periodos
de déficit de agua en tejidos vegetativos y representan el mayor grupo de IDPs implicadas
en multiples estreses, incluido el estrés por falta de agua (Garay-Arroyo et al., 2000; Roberts
et al., 2007; Amara et al., 2012).

1.4 IDPs y estrés hidrico en plantas

Hasta la fecha, hay relativamente pocos los ejemplos de IDPs caracterizadas que estén
involucradas en estrés abidtico y por mucho, las proteinas LEA son las mas estudiadas.
Recientemente un subgrupo de proteinas LEA, el de las proteinas LEA 4, ha sido propuesto
como modelo para el estudio de IDPs en plantas (Covarrubias et al., 2017). Sin embargo,
incluso para las proteinas LEA, solo una fraccion de estas se han investigado en detalle, lo

que hace que sea complicado hacer comparaciones funcionales (Bremer et al., 2017). Para
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estas proteinas, se han propuesto diversos mecanismos de accién. Por ejemplo, se ha
encontrado que ciertos miembros de las proteinas LEA pueden secuestrar agua y azucares
y formar una red intrincada de biomoléculas via interacciones por puentes de hidrégeno, lo
que a su vez permite la formacion de geles estables. Otras funciones asociadas a las
proteinas LEA incluyen la de remover especies reactivas de oxigeno, proteger membranas,
unir metales o poseer actividades antioxidantes (Hundertmark et al., 2011; Liu et al., 2013;

Cuevas-Velazquez et al., 2016; Bremer et al., 2017).

Otro ejemplo de proteinas que contienen IDRs, son los factores de transcripcion. Se estima
que entre el 82 y el 94% de los factores de transcripcién poseen extensas IDRs (Liu et al.,
2006). La evidencia sugiere que las IDRs de las familias de factores de transcripcién NAC,
bZIP y GRAS, participan en la interaccion con ligandos (Thieulin-Pardo et al., 2015). Este
es el caso del Radical Induced Cell Death1 (RCD1), una proteina clave como organizador
de la sefalizacion en respuesta a diversos tipos de estrés, la cual actua uniéndose a las
IDRs de los factores de transcripcion, incluido el de miembros de la familia NAC

involucrados en las respuestas a estrés abidtico (Sun et al., 2011; Kragelund et al., 2012).

La falta de una estructura tridimensional definida predispone a las IDPs/IDRs a poseer
capacidades que las proteinas globulares no tienen, entre las que destaca la actividad
antiagregacion. Esta resulta de la interferencia fisica por parte de ciertas IDPs y que reduce
la frecuencia de encuentros indeseables entre proteinas (Goya et al., 2005; Li et al.., 2006;
Chakrabortee et al., 2010; Toxopeus et al., 2014; Lobanov y Galzitskaya, 2015; Cuevas-
Velazquez et al., 2016; Liu et al., 2017). Consistente con esta observacion, es el hecho de
que las IDRs constituyen alrededor del 50% de las cadenas de las chaperonas de RNA 'y
alrededor de 30% de las chaperonas de proteinas (Tompa y Csermely, 2004). Por esto es
probable que ademas de servir como mecanismo para modificar rapidamente las redes de
interaccion y responder a desafios ambientales, las IDPs/IDRs podrian ayudar a que el
proteoma de las plantas sea mas resiliente a la falta de agua y sus consecuencias a nivel
molecular, pues muchas IDRs son multiespecificas (Tompa y Kovacs, 2010; Tunnacliffe et
al., 2010; Kragelund et al., 2012). Esta capacidad multifuncional puede permitir que muchas
de ellas puedan actuar como organizadores en procesos de sefalizacién. La regulacién del

desordenoma puede ser una forma dinamica para contrastar los efectos negativos del
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estrés y ser un elemento adicional de los mecanismos de proteccion tipicos como lo son la
induccién de metabolitos compatibles. La idea de tener proteomas ricos en IDPs que sean
mas estables a la falta de agua que los proteomas en condiciones normales parece factible
y varias especies cuyos proteomas abundantes en IDPs (e.g. bacteria esporuladoras,
bacterias y archaea haldfilas) son tolerantes a la desecacién (Krisko et al., 2010). En las
semillas quiescentes, ocurre una acumulacién de proteinas LEA y otras proteinas
hidrofilicas termoestables (Amara et al., 2012). En este sentido, una idea es que los ajustes
a nivel del desordenoma pueden ocurrir en células estresadas para adaptar sus funciones
a ese nuevo escenario celular, esto no sélo con base a un ajuste energético o funcional,
sino ademas tomando en consideracion la capacidad de las proteinas para trabajar bajo
condiciones que favorecen la agregacion molecular. Esto podria ser importante en un
contexto de estrés por falta de agua, pues podria representar un ahorro energético en un

momento en que el gasto energético debe mantenerse tan bajo como sea posible.

En 2013, Pietrosemoli et al. llevaron a cabo el primer analisis a escala global del repertorio
de IDPs/IDRs en Arabidopsis thaliana y encontraron varios procesos enriquecidos en IDPs,
incluidas las respuestas a estimulos abidticos. Hay que considerar que las inferencias
basadas en datos gendmicos no toman en cuenta la plasticidad dinamica de la regulacion
de la maquinaria celular, tanto la que se da a nivel de tejido como la que ocurre en
respuestas a cambios ambientales. Por ejemplo, bajo esta aproximacién, una caridpside
quiescente de maiz tendria el mismo contenido de IDPs/IDRs que cada una de las
estructuras vegetativas de la planta, esto por compartir la misma informacion genética. En
la realidad, esto claramente no funciona asi. Por ello, las inferencias bioinformaticas
obtenidas a partir de este enfoque deben ser asumidas con cautela. Por otra parte, hay
evidencias que sugieren que el desordenoma de plantas responde estimulos ambientales.
Por ejemplo, una estimacion experimental sobre la interaccidn entre Colletotrichum
acutatum y fresa mostré que el proteoma activado durante la propagacion del hongo en las
fresas susceptibles presenta una menor cantidad de IDRs/IDPs comparado con sus
contrapartes resistentes a la infeccion. Esto sugiere que las IDPs estan involucradas en la
respuesta a patdégenos (Baraldi et al., 2015), lo que concuerda con el hecho de que las IDRs
de proteinas efectoras son clave en las interacciones planta-patégeno (Marin et al., 2013).

Aunque no en plantas, recientemente se ha corroborado experimentalmente que las IDPs
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participan en la resistencia de los tardigrados a la desecacion extrema (Boothby y Pielak,
2017). En plantas, hay datos que sugieren que varias IDPs/IDRs se asocian inversamente

con el contenido de agua en plantas de maiz y de soya (Amara et al., 2012; Liu et al., 2017).

JUSTIFICACION

Debido a la falta de informacion relacionada con la forma en como el desordenoma se
regula en las plantas ante la falta de agua y dado que el conjunto de proteinas que lo
componen esta comparativamente menos caracterizado que las proteinas estructuradas,
es posible que su analisis permita identificar proteinas asociadas con el estrés que no han

sido previamente caracterizadas.

HIPOTESIS

En las plantas, el aumento en el contenido relativo de proteinas intrinsecamente

desordenadas es un mecanismo adaptativo de respuesta ante la falta de agua.

OBJETIVO GENERAL

Identificar la relacion que hay entre el contenido de proteinas intrinsecamente

desordenadas y la respuesta de las plantas a la falta de agua.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la distribucion del desorden en los proteomas vegetales y predecir las

funciones moleculares en las que las IDPs estan enriquecidas.
2. Caracterizar el patron de expresion de las IDPs en un contexto de desecacion.

3. Identificar las alteraciones proteémicas que ocurren en las proteinas termoestables

en respuesta a estrés por falta de agua.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En este trabajo se decidié emplear tres enfoques diferentes para resolver la hipotesis
planteada. Primero, se realiz6 un analisis global de la distribucion del desorden en

diferentes modelos vegetales cuya informaciéon gendmica esta disponible. Esto permitié
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saber si existen grupos taxondémicos de plantas con una mayor proporcion de desorden
estructural, para luego poder anotar y catalogar las proteinas en funcién de su nivel de
desorden estructural e inferir si en las IDPs existe enriquecimiento de funciones ontolégicas
asociadas a las respuestas a estrés. Posteriormente, se empled un enfoque bioinformatico
para analizar el comportamiento de los perfiles de expresion de las IDPs en un contexto de
desecacion, empleando como modelo los datos transcriptdomicos disponibles que hay sobre
el desarrollo de la cariopsis de maiz, con lo que se infirid el papel que juegan en la
adquisicion de la tolerancia a la desecacion. Por ultimo, se empled un enfoque experimental
para analizar la participaciéon de las IDPs en la respuesta a sequia en plantas de cana. Para
ello, se establecié un experimento de sequia en plantas de cafia y se evaluaron las
alteraciones protedmicas que ocurren en su desordenoma con el fin de determinar las
funciones en las que este fendmeno puede estar involucrado. Todo lo anterior se resume a

continuacion:
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CAPITULO II
HACIA LA COMPRENSION DEL PAPEL DEL DESORDEN INTRINSECO EN LA
ADAPTACION DE LAS PLANTAS A DESAFIOS AMBIENTALES

2.1 INTRODUCCION

Las IDPs son proteinas que estan presentes de manera ubicua en todos los dominios de la
vida (Xue et al., 2012; Xue et al., 2010). Se estima que entre el 23 y el 28% de las proteinas
eucariotas, son altamente desordenadas y que mas del 50% de las proteinas eucariéticas
y el 70% de proteinas involucradas en sefalizacién contienen IDRs largas, mayores a 30
aa (lakoucheva et al., 2002; Xue et al., 2012). De hecho, se reconoce que algunas familias
geénicas estan particularmente enriquecidas en IDPs (Dai et al., 2016). En general, se
considera que el desorden estructural es significativamente mas alto en eucariotas que en
procariotas y esto ha sido asociado con la complejidad organismica (Liu et al., 2006; Peng
et al., 2014).

Anivel de estructura primaria, las IDPs/IDRs se caracterizan por su sesgo en la composicion
de aa, la baja complejidad en sus secuencias y por su bajo contenido de aminoacidos
hidrofobicos voluminosos (Romero et al., 2001; Wright y Dyson, 2015). Ademas, poseen
varios residuos subrepresentados conocidos como residuos promotores de orden (W, C, F,
I,Y,V, L, H, Ty N). En contraste, poseen un abundante contenido de prolina y de residuos
polares y cargados, conocidos todos ellos como residuos promotores de desorden (K, E, P,
S, Q, R, Dy M). Finalmente, el contenido de Ay G se considera que es semejante entre
IDPs y sus contrapartes ordenadas (Radivojac, 2003). Estas caracteristicas estructurales,
les confiere una elevada carga neta y una baja hidrofobicidad media (Uversky et al., 2000).
Ademas, el desorden intrinseco favorece la flexibilidad dinamica de las proteinas y esta
flexibilidad permite la transicion entre diferentes estados estructurales, lo que ayuda a que
estas proteinas generalmente posean funciones multiespecificas (Romero et al., 2001;
Radivojac, 2003; Uversky, 2011; Sun et al., 2013; Covarrubias et al., 2017; Zamora-Briseno
et al., 2018), particularmente las asociadas a la regulacion de la transcripcion, la
sefalizacion y las respuestas a estrés (Sun et al., 2013; Pietrosemoli et al., 2013). Esto ha

incentivado el desarrollo de programas predictores de desorden intrinseco. A la fecha, se
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han desarrollado diversos predictores con base a los atributos fisicoquimicos de estas
proteinas. Algunos de estos predictores han demostrado ser altamente confiables (Romero
et al., 2001; Peng et al., 2006; Mészaros et al., 2009; Xue et al., 2010; Walsh et al., 2012;
Dosztanyi, 2018). Por medio de ellos, hoy en dia es posible estimar de manera bastante
confiable el contenido global de proteinas desordenadas en un proteoma (Walsh et al.,
2012; Yruela y Contreras-Moreira, 2012; Kurotani et al., 2014). Esto ha hecho posible una
importante cantidad de estudios orientados a contestar diversas preguntas sobre el
desorden estructural a escala genémica en una gran cantidad de modelos (Xue et al., 2012;
Peng et al., 2014; Pietrosemoli et al, 2013; Schad et al., 2011). No obstante,
frecuentemente resulta dificil comparar los resultados obtenidos a partir de diferentes
estudios y producir generalizaciones a partir de ellos. Esto debido a que cada estudio
emplea diferentes predictores (cada uno con diferente nivel de confianza) y diferentes

criterios para medir y clasificar el desorden estructural (Pancsa y Tompa, 2012).

A pesar de lo anterior, en plantas los analisis de IDPs realizados a escala global siguen
siendo escasos y se limitan a Arabidopsis thaliana y otros pocos modelos vegetales (Yruela
y Contreras-Moreira, 2012; Pancsa y Tompa, 2012; Pietrosemoli et al., 2013; Kurotani et al.,
2014; Vincent y Schnell, 2016; Liu et al., 2017, Alvarez-Ponce et al., 2018). La escasa
informacion de este topico en plantas limita la identificacion de los roles biolégicos de IDPs
que carecen de funciones homdélogas en otros modelos. Ademas, debido al hecho de que
las IDPs participan en cascadas de sefalizacién y en los procesos de repuesta a estrés, las
IDPs pueden resultar relevantes en el desarrollo y la adaptacion de las plantas (Kovacs et
al., 2008; Pietrosemoli et al., 2013; Alvarez-Ponce et al., 2018; Zamora-Brisefio et al., 2018).
Todo esto mediante mecanismos especificos de plantas, dado que estas han tenido que
evolucionar para desarrollar sistemas propios que le permitan adaptarse al ambiente del
cual no pueden escapar (Moore et al., 2008; Schad et al., 2011; Xue et al., 2012;
Pietrosemoli et al., 2013; Peng et al., 2014). Por tanto, aunque las conclusiones derivadas
a partir de otros modelos pueden ser aplicables a plantas, esto no siempre es asi. Por
ejemplo, en un estudio en el que se evalud la correlacion entre la ocurrencia de
modificaciones postraduccionales (PTM) en las IDPs/IDRs de plantas, se encontré que
mientras las fosforilaciones, acetilaciones y las O-glicosilaciones presentan preferencia por

las IDPs/IDRs de la misma forma en como ocurre para animales, no ocurre lo mismo con

12



CAPITULO Il

las metilaciones, las cuales tienden a ocurrir preferentemente en regiones ordenadas
(Kurotani et al., 2014).

Por todo lo anterior, en este capitulo, se realizé la prediccion del desorden intrinseco de
proteinas de 107 proteomas de plantas y algas. A diferencia de otros trabajos, aqui se
decidio clasificar los resultados obtenidos en cuatro diferentes categorias basadas en el
contenido relativo del desorden estructural de las secuencias (0-25, 25-50, 50-75y 75-100%
de desorden estructural). Usando este criterio, se identific6 que existe un sesgo en el
contenido relativo de desorden intrinseco entre los diferentes taxones analizados,
existiendo un patron diferencial claro y significativo entre monocotiledoneas,
eudicotileddneas y algas, el cual puede tener relacion con la forma en como se distribuyen
las funciones entre los proteomas de los taxones analizados. Esto puede tener
implicaciones adaptativas, dado que las funciones de las proteinas estan relacionadas con
su contenido relativo de desorden, lo cual también influye en el tamafio de las proteinas, su
distribucion en la célula, su funcién e incluso su tasa de evolucion. Finalmente, se discute
como estas diferencias pueden tener implicaciones bioldgicas en las respuestas

adaptativas de las plantas ante desafios de su entorno.

2.2 MATERIALES Y METODOS

Para analizar la distribuciéon del desorden en los proteomas vegetales, se emplearon los
proteomas de especies disponibles en los navegadores gendmicos Ensambl Plants
(http://plants.ensembl.org/species.html) y Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/). Se
eliminaron todas las secuencias por debajo de 30 aa de longitud y se eliminaron todas las
posiciones inespecificas. A cada proteoma, se le hizo la prediccion de desorden con el
programa ESpritz (Walsh et al., 2012) y los resultados de estas predicciones se agruparon
de acuerdo con el contenido relativo de desorden de cada secuencia en cuatro diferentes
categorias de desorden estructural definidas a priori: 0-25, 25-50, 50-75 y 75-100%. Se
cuantificd el numero de secuencias de cada categoria para cada especie, las cuales se
agruparon con phyloT (http://phylot.biobyte.de/) y los resultados se exportaron a iTOL
(Letunic y Bork, 2016).
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Para visualizar las diferencias en la composicion de aa de las proteinas de cada categoria,
se cuantificé la composicion relativa de aa de las proteinas por categoria para algas,
monocotiledoneas y eudicotileddneas y los datos se graficaron de acuerdo con el tipo de
aa. Para encontrar las funciones ontoldgicas enriquecidas entre las proteinas de cada
categoria independientemente de su clado, primero se hizo la anotacion de las secuencias
proteicas con el programa InterproScan5 (Jones et al., 2014). Esto permitio tener proteinas
anotadas con un criterio homogéneo. De los resultados obtenidos, se tomo6 una submuestra
aleatoria de las anotaciones de 25 000 proteinas de cada categoria, las cuales se
compararon entre si con WEGO (Ye et al.,, 2006) y se seleccionaron los términos
ontolégicos parentales que fueron significativamente enriquecidos para una p<0.001, los
cuales se exportaron y graficaron como mapa de calor. Por otra parte, se comparé la
longitud de las secuencias proteicas entre cada categoria de desorden para algas,
monocotiledéneas y eudicotiledéneas, asi como su contenido porcentual de desorden. Las
diferencias estadisticas entre la longitud de las proteinas y el contenido del desorden
intrinseco de cada categoria se compararon utilizando una prueba de Kruskal-Wallis y una
prueba t, respectivamente, las cuales se llevaron a cabo en R (R Development Core Team,

20016). Todos los datos se graficaron en ggplot2 (Ginestet, 2011).

Finalmente, para observar como el desorden intrinseco influye tanto en los procesos
biolégicos de las proteinas como en su localizacién celular, se tomd como ejemplo los datos
del proteoma de A. thaliana. Para ello, se seleccionaron las proteinas de acuerdo con su
categoria de desorden y a cada categoria se le realizé un analisis de enriquecimiento
ontolégico empleando ShinyGO v0.61 (Ge y Jung, 2018; Ge et al., 2019). El valor de corte
de la significancia estadistica del enriquecimiento ontolégico se fijé a un valor de p<0.001.
Con esta misma herramienta, se estimaron los motivos de union a factores de transcripcion
que se encontraron sobre-representados en los promotores (300 pb rio arriba) de los genes

que codifican para cada proteina de cada categoria de desorden.

2.3 RESULTADOS

El analisis de distribucion del desorden mostré que existen clados en los que la proporcion

porcentual de desorden intrinseco es mayor (Figura 2.1).
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Figura 2.1 Distribucion de proteinas desordenadas entre los proteomas de monocotiledéneas,
eudicotiledéneas y algas. Se puede observar que la abundancia relativa de desorden no es
constante entre los clados analizados. Con estrellas, se marca la especie con la abundancia mas
alta de proteinas en cada categoria.
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De manera general, los proteomas de las monocotiledoneas y las algas poseen una mayor
proporcion de proteinas desordenadas. Ademas, el contenido relativo de proteinas con un
desorden de al menos el 25%, es estadisticamente mayor para las algas y para las
monocotiledoneas con respecto a las eudicotiledoneas. En contraste, las eudicotileddneas
poseen un mayor contenido relativo de proteinas ordenadas (<25% de desorden) con

respecto a algas y monocotiledéneas (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Comparacion entre la abundancia relativa de cada categoria de acuerdo con su
contenido de desorden. Se puede observar que la abundancia relativa de desorden no es
constante entre los clados analizados.
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También se encontré que, a mayor nivel de desorden, las proteinas tienden a ser mas

pequenas independientemente del clado al que pertenezcan (Figura 2.3).
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Figura 2.3 Relacién entre el nivel de desorden con el tamafio de las proteinas. Es claro que, a
mayor nivel de desorden, la longitud de las proteinas disminuye. Este patrén se observa de
manera independiente del clado del que se trate. Las comparaciones pareadas se hicieron entre
parejas comparando cada categoria con respecto a la categoria de 0-25. Se empledé una prueba
t-student. **** = p < 0.0001.

De acuerdo con lo esperado, en el analisis de la composicién de aminoacidos en las
diferentes categorias proteicas para cada clado, la proporcion de aminoacidos hidrofébicos
es mayor para proteinas mas estructuradas. Ademas, si se compara su perfil de
abundancias entre los diferentes clados, se puede observar que estos mantienen una
proporcion bastante uniforme en comparacion con los aminoacidos pequenos, hidrofilicos

y cargados, los cuales estan enriquecidos en las IDPs (Figura 2.4).
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Figura 2.4 Mapa de calor de la composicion porcentual de los aminoacidos que conforman a las
proteinas de acuerdo con su nivel de desorden. Se puede observar que los aminoacidos
hidrofébicos se separan perfectamente del resto a excepcion de la P. Estos aminoacidos se
encuentran enriquecidos en las proteinas mas estructuradas y presentan un patron de
abundancias mas uniforme comparado con el resto de aminoacidos. Por otro lado, los
aminoacidos promotores de desorden se encuentran enriquecidos (K, E, P, S, Q, R, D) en las
proteinas con mayor nivel de desorden, a excepcion de M, que parece no seguir este
comportamiento tipico. Ademas, el enriquecimiento en la abundancia relativa de estos
aminoacidos no es constante a lo largo de los diferentes clados, lo que parece estar influenciado
por factores taxondmicos.

Con la intencion de comprender la division funcional entre cada una de las cuatro categorias
de desorden intrinseco, se realizdé un analisis de anotacion funcional para cada una. De
este analisis se desprende que existen categorias ontoldgicas enriquecidas para cada una

de las categorias de desorden (Figura 2.5).
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Figura 2.5 Enriquecimiento ontoldgico de las proteinas pertenecientes a las diferentes categorias
de nivel de desorden. Entre otros aspectos, es interesante destacar que mientras las proteinas
menos desordenadas (< 25% de desorden intrinseco), estan enriquecidas en funciones
cataliticas, las proteinas mas desordenadas (>75% de desorden), estan enriquecidas en
términos ontoldgicos asociados con regulacion de las actividades del nucleo, la regulacion de
procesos metabdlicos, las respuestas a estimulos ambientales tanto del tipo bidtico como
abidtico, asi como en procesos regulatorios.

Lo anterior coincide con lo encontrado a nivel especifico para las proteinas de A. thaliana,
sblo que, en este caso, el nivel de detalle es mayor. En este sentido, se puede observar
que hay una clara separacién entre los procesos bioldgicos en los que estan enriquecidos
cada categoria. La categoria de 0-25% esta enriquecida en procesos sintéticos, tales como
el metabolismo de lipidos, transporte de membranas, transporte de iones a través de
membranas, procesos catabdlicos o procesos asociados al metabolismo de fésforo. A
medida que el desorden relativo se incrementa, se enriquecen los procesos bioldgicos
regulatorios, tales como la regulacién de la expresion génica, la regulacién de la
transcripcion o la regulacion de procesos metabdlicos (categorias 25-50 y 50-75%). Sin
embargo, lo que mas llama la atencién es que las proteinas mas desordenadas (>75% de

desorden intrinseco), estan especializadas en procesos biolégicos asociados con la
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regulacion y el procesamiento de RNA, como el splicing alternativo, el transporte de RNAy

la regulacion negativa de procesos metabdlicos y de la actividad quinasa (Figura 2.6).
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Figura 2.6 Enriquecimiento de procesos bioldgicos para las proteinas de A. thaliana de acuerdo
con las diferentes categorias de desorden estructural. Se puede observar que los procesos que

desarrolla cada categoria varian entre ellos.
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Lo anterior coincide con el enriquecimiento de componentes celulares (Figura 2.7).
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Figura 2.7 Andlisis de enriquecimiento de componentes celulares para las proteinas de A.
thaliana de acuerdo con las diferentes categorias de desorden estructural. Se puede observar
que la distribucion de las proteinas de acuerdo con su nivel de desorden en la célula no es
azarosa. Asi, mientras que el nucleo esta enriquecido en proteinas desordenadas, las proteinas
con menos de 25% de desorden tienen una distribucién mas amplia en la célula, pero no estan
enriquecidas en el nucleo.

En este caso, es interesante destacar la marcada separacion de las proteinas en funcion
de su nivel porcentual de desorden. Asi, las proteinas mas ordenadas (<25%), estan
ampliamente enriquecidas en términos ontoldgicos asociados a diversos espacios sub-
celulares, como la mitocondria, el aparato de Golgi, el cloroplasto o la pared celular. Es

destacable que, para este tipo de proteinas, el componente celular del nucleo no se
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enriquecio. Para el caso de las proteinas con 25-50% de desorden, los términos ontoldgicos
enriquecidos incluyen al ribosoma, el nucleosoma, la cromatina, el lumen nuclear, el
nucledlo, organelos no unido a membrana, entre otros. Sin embargo, a medida que aumenta
el nivel de desorden, disminuye la diversidad de espacios sub-celulares enriquecidos y es
mas evidente que a mayor desorden, las proteinas se localizan de manera preferente en el
nucleo. De tal forma, las proteinas con 50% de desorden o mas, se enriquecen
exclusivamente en términos ontolégicos asociados al nucleo, particularmente el nucleolo,
el complejo de corte y empalme, el poro nuclear o el complejo de transcripcion. Algo
parecido ocurre con la categoria de 75-100% de desorden, en cuyo caso se observo el
enriquecimiento de términos tales como el lumen nuclear, el complejo de corte y empalme
o el cuerpo nuclear. De esta manera, tal parece que la distribucién de las proteinas en las

células en parte depende de su nivel de desorden y que el nucleo esta enriquecido en IDPs.

2.4 DISCUSION

En comparacioén con el total de trabajos enfocados a caracterizar el papel funcional del
desorden intrinseco en los organismos, los trabajos dedicados a comprender este
fendmeno en plantas siguen siendo escasos (Yizhi et al., 2018; Zamora-Brisefio et al.,
2019). A su vez, en gran parte de estos ultimos, el estudio del rol del desorden intrinseco
en plantas o no ha sido el objetivo principal (Xue et al., 2012; Peng et al., 2014), o bien sélo
se han centrado en estudiar una o muy pocas especies, a partir de lo cual se extraen
conclusiones generales que, si bien son valiosas, merecen ser validadas (Pietrosemoli et
al., 2013; Kurotani et al., 2014; Choura et al., 2019). Por ello, en este trabajo se realizé un
analisis extensivo de la distribucion de los proteomas de 107 modelos de plantas. De este

analisis se desprenden varios datos que resultan interesantes de analizar.

Algunas estimaciones realizadas anteriormente entorno a las variaciones en el contenido
de desorden entre clados de plantas han arrojado resultados contradictorios. Primero se
encontré que el contenido de desorden intrinseco no varia entre plantas de diferentes
clados (Yruela y Contreras-Moreira, 2012), aunque posteriormente se encontré que el
contenido de desorden es mayor entre monocotiledéneas y eudicotiledoneas (Kurotani et
al., 2014; Choura et al., 2019). Es probable que las diferencias en las conclusiones de estos

estudios se deban al pequeno tamafo de la muestra empleado, asi como en las diferencias
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en los criterios para estimar el desorden. Debido a estas conclusiones contrastantes, se
decidié comparar el contenido relativo de desorden entre los diferentes clados. A partir de
esto, se encontrd que para todas las categorias de desorden mayor al 25%, el contenido
de desorden intrinseco es mayor en algas, seguido de monocotiledéneas vy
eudicotiledéneas. En cambio, sélo la categoria de 0-25% de desorden presenta un
comportamiento opuesto. Dado que, para fines comparativos, se considerd que ésta ultima
categoria esta conformada por proteinas estructuradas, se puede decir que las
eudicotileddneas tienen un contenido relativo de proteinas ordenadas mas elevado que las

monocotiledoneas y las algas.

La categorizacion del desorden intrinseco en estos cuatro grupos distintos es un aspecto
que se debe resaltar. Aunque esta division es artificial y se realizd sin seguir ningun tipo de
criterio biolégico a priori, lo cierto es que permitiéo observar que las proteinas desempefian
roles diferentes dependiendo de su nivel porcentual de desorden. Por ello, resulta
importante el hecho de que catalogar las proteinas en proteinas ordenadas e
intrinsecamente desordenadas como se hace en la mayoria de los trabajos, resulta
demasiado simplista y puede provocar que se pierda informacion valiosa. En otras palabras,
no solo importa saber si una proteina es o no intrinsecamente desordenada, si no también
qué tanto, pues de esto también depende su funcion. De alguna manera, de esta forma se
intenta capturar parte de los diferentes niveles que hay descritos para el desorden intrinseco
y que, en definitiva, afectan la funcion de las proteinas (Dunker et al., 2008; Walsh et al.,
2012; Forcelloni y Giansanti, 2020).

Dicho lo anterior, resulta interesante observar que a medida que el desorden intrinseco
aumenta, existe una disminucién en el tamano de las proteinas. Esta relacién inversa entre
desorden intrinseco y longitud de la cadena polipeptidica, ya se habia reportado
anteriormente y es un hecho generalmente aceptado (Peng et al., 2014; Afanasyeva et al.,
2018). En cierta medida esto es algo esperado dada las diferencias en la composicion
aminoacidica entre las IDPs y sus contrapartes ordenadas, pues de alguna forma la
ocurrencia de la mayoria de los aminoacidos guarda relacion con la longitud de las proteinas
(Carugo, 2008). Sabiendo el hecho de que las proteinas mas largas en general se

conservan mas que las proteinas pequenas (Lipman et al., 2002), es posible suponer que
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las proteinas mas desordenadas son menos conservadas que las mas ordenadas. Dicha
aseveracion también se apoya en el hecho de que los cambios de aa son mas rapidos para
las proteinas que poseen mayor proporcion de aa expuestos al solvente tal como ocurre
con las IDPs (Lin et al., 2007), lo que a su vez provoca que en términos generales las IDPs
poseen una mayor tasa mutacional que las proteinas globulares, pues ademas presentan
una alta tolerancia a las mutaciones antes de perder su funcién (Brown et al., 2002;
Forcelloni y Giansanti, 2020). Lo anterior sugiere que los aminoacidos que estan
enriquecidos en las IDPs (aa promotores de desorden), estan sometidos a una menor
presion selectiva y por tanto poseen mayor tasa de mutaciones que los aa que favorecen
el orden estructural. Eso explicaria el por qué este ultimo grupo de aa se separa claramente
en el mapa de calor de la distribuciéon de aa y que a su vez explica que presenten un patrén
de distribucion mas conservado entre los clados en comparacién con los aa promotores de
desorden. Por otra parte, la abundancia relativa de los aa no es la misma para los
diferentes clados. En general se considera que, en comparaciéon con las proteinas
estructuradas, las IDPs muestran una reduccién en el contenidode C, W, Y, F, I, VyLy
estan enriquecidas significativamente en M, K, R, S, Q, P y E (Dunker et al., 2008). Esta
regla general parece no seguir el mismo patron en plantas, pues si observamos el mapa de
calor, se puede ver que al menos la M no esta enriquecida en ninguno de los clados si no
todo lo contrario. Ademas, A y G son aa que normalmente no se consideran enriquecidos
en las IDPs (Radivojac, 2003) y que si parecen estarlo en algas y monocotiledéneas. Es
mas, el enriquecimiento de los aa promotores de desorden parece estar en funcion de los
clados. De hecho, da la impresién de que las monocotildéneas estan en una especie de
transicion entre las algas y las eudicotiledoneas en cuanto a la distribucién de aa
observados entre las diferentes categorias de desorden, aunque esta observacién requiere

ser corroborada.

En plantas existe una correlacion positiva entre la tasa de recombinacién genética y la
frecuencia de desorden proteico y se ha propuesto que la recombinacion genética podria
considerarse una fuerza evolutiva que contribuye al desorden estructural en las proteinas
(Yruela y Contreras-Moreira, 2013). El hecho de que las IDPs tengan una mayor tasa de
recombinacion y una mayor mutabilidad resulta de particular interés en las respuestas de

las plantas a condiciones desafiantes y podria estar relacionado con el hecho de que una
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de las categorias ontoldgicas enriquecidas en las proteinas mas desordenadas sea
precisamente la respuesta a estimulos biéticos y abiéticos. Es interesante que las proteinas
de mas de 75% de desorden estructural estén particularmente enriquecidas en procesos
biolégicos relacionados con la regulacién y transporte del RNA, asi como con el corte y
empalme de RNA. Esto es consistente con datos previos que indican que un gran nimero
de proteinas que se unen a RNA presentan amplias IDRs. Por ejemplo, se estima que hasta
mas del 50% de residuos de aa de chaperonas de RNA caen en IDRs (Tompa y Csermely,
2004). Ademas, el hecho de que haya enriquecimiento en el corte y empalme alternativo
tiene amplias consecuencias. Por ejemplo, se sabe que este es un proceso muy importante
para las respuestas inducidas por el estrés en las plantas, que puede modular los rasgos
fenotipicos de las plantas y pueden contribuir a sus adaptaciones a diferentes estresores

ambientales (Ling et al., 2019; Mastrangelo et al., 2012).

Del andlisis de enriquecimiento ontolégico de componentes celulares, se desprende que el
nivel de desorden influye en la localizacién subcelular de las proteinas y es evidente que el
nucleo esta enriquecido en IDPs tal como lo sugieren otros trabajos (Frege y Uversky, 2015;
Skupien-Rabian et al., 2015). Ademas, considerando que en monocotiledéneas y algas la
proporcion de proteinas con mas del 25% de desorden es mayor que en eudicotileddneas,
es factible pensar que haya variaciones en la proporcion de las proteinas nucleares entre
clados. Asi, es de esperarse que las monocotiledoneas guarden una proporcion de

proteinas nucleares mayor que las eudicotileddneas.

Finalmente, dado que gran parte del proteoma con funciones desconocidas esta constituido
por IDPs (Bhowmick et al., 2016), se puede inferir que gran parte de este proteoma
representa un reservorio de funciones potenciales no descubiertas y que podrian ser
aprovechables con fines biotecnolédgicos. De esta forma, la caracterizacion de genes que
codifican para IDPs y que responden a estrés puede llevar al descubrimiento de nuevos

mecanismos de respuesta a estrés en plantas.
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2.5 CONCLUSION

Este trabajo representa el analisis del desordenoma de proteomas de plantas mas extenso
hasta ahora. El nivel de desorden intrinseco influye en diversas caracteristicas funcionales
de las proteinas mas alla de su falta de plegamiento.
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CAPITULO Il
DINAMICA GLOBAL DE LAS IDPs Y SU RELACION CON LA DESECACION EN
SEMILLAS. LA CARIOPSIS DE MAiZ COMO MODELO DE ESTUDIO

3.1 INTRODUCCION

Durante los ultimos afos, se ha generado nueva informacion sobre el papel de las proteinas
intrinsecamente desordenadas (IDPs), lo que ha cambiado nuestra comprensién de la
bioquimica de proteinas. Estos hallazgos llevaron a la categorizacion de las IDPs como un
grupo interesante de proteinas que difieren de las proteinas globulares en términos de sus
modos de accidn y sus caracteristicas fisicoquimicas. En términos generales, las IDPs
poseen baja complejidad de secuencia y una composicién sesgada de aminoacidos (aa),
con escasos residuos hidrofébicos y aromaticos, y enriquecidas en aa polares y cargados
(Wright y Dyson, 2015)- Estas caracteristicas en la estructura primaria les confieren una alta
carga neta y baja hidrofobicidad media (Uversky et al., 2000). Por estas razones, tales
secuencias de proteinas no pueden plegarse en estructuras tridimensionales estables,
rigidas y globulares. En contraste, se comportan como conjuntos dinamicamente
interconvertibles de conformaciones espaciales que van desde coils extendidos hasta
glébulos colapsados (Tompa y Kovacs, 2010; Wright y Dyson, 2015). Ciertas proteinas
estan completamente desordenadas (IDPs en sensu stricto), mientras que otras no estan
intrinsecamente desordenadas, sino que tienen segmentos desordenados (regiones
intrinsecamente desordenadas, IDRs; Romero et al., 2001). A su vez, a la coleccion de
IDPs/ IDRs de un organismo dado en una condicién especifica se le puede denominar

colectivamente desordenoma (Zamora-Brisefo et al., 2018).

Las IDPs estan enriquecidas en ontologias génicas asociadas con sefializacion y regulacion
de procesos celulares clave, tales como el control de la divisién celular, la apoptosis, la
modificacion postraduccional o la transcripcién, por mencionar algunos (lakoucheva et al.,
2002, 2004). Por ejemplo, para el 2014, el analisis bioinformatico de la base de datos Swiss-
Prot reveld que existen al menos 238 términos GO en la categoria de procesos celulares
distribuidos exclusivamente entre las IDP/IDRs (Liu y Huang, 2014). La conformacién

flexible de las IDPs les confiere ventajas estructurales frente a las proteinas globulares, las
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cuales incluyen economizar recursos gendmicos y proteicos, superar restricciones
estéricas durante las interacciones con otras moléculas, poseer interacciones con alta
especificidad y baja afinidad, facilitar modificaciones postraduccionales, permitir enlaces
flexibles, prevenir la agregacion intermolecular, proporcionar resistencia a condiciones no
nativas, favorecer una mayor velocidad de interaccion, la capacidad de combinar una alta
especificidad mediante uniones débiles y reversibles, la capacidad de llevar a cabo mas de
una funcion y finalmente, permitir la interacciéon con una mayor cantidad de proteinas
(Tompa et al., 2014).

En comparacion con otros organismos eucariotas, la informacién a nivel gendmico
disponible respecto a las IDPs en plantas se encuentra todavia muy limitada y en general
los datos exploratorios estan circunscritos a Arabidopsis thaliana y otros escasos modelos
vegetales (Pietrosemoli et al., 2013; Alvarez-Ponce et al., 2018). El hecho de que muchas
IDPs puedan servir como integradores en cascadas de sefalizacion y procesos de
respuesta al estrés, permite suponer que su papel puede ser especialmente importante en
el desarrollo y la adaptacion de las plantas a las alteraciones en las condiciones
ambientales, probablemente al proporcionarles un mecanismo rapido para formar
complejos y redes moleculares altamente interconectadas (Pazos et al., 2013). De hecho,
se ha sefialado que existen diversas IDPs en plantas que juegan roles importantes en las
respuestas a diferentes tipos de estreses (Pietrosemoli et al., 2013; Alvarez-Ponce et al.,
2018) y en particular al estrés por falta de agua (Kovacs et al., 2008; Kovacs et al., 2008;
Mouillon et al., 2008). Se ha sugerido que las plantas pueden usar la regulaciéon de IDPs
para adaptarse rapida y eficientemente a los cambios ambientales de los que no pueden
escapar (Pietrosemoli et al., 2013). Por ello, aunque se ha logrado un progreso importante
en nuestra comprensioén de las funciones de las IDPs, las respuestas a muchas preguntas
interesantes siguen siendo dificiles de resolver. Una caracteristica importante que evaluar
es su papel en la tolerancia a la desecacion (DT). La idea detras de esta relacion subyace
en que uno de los efectos observados cuando se reduce el contenido de agua celular es el
aumento en la densidad de las macromoléculas, un efecto conocido como hacinamiento
macromolecular (Mouillon et al., 2008). En ciertos casos, tal densidad llega a ajustarse de

manera muy importante, por ejemplo, en las semillas ortodoxas en estado quiescente.
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En el caso particular de las semillas ortodoxas ocurre que al final de su desarrollo, estas
semillas presentan un periodo programado de deshidratacion, el cual conduce a la pérdida
masiva de agua en toda la estructura (Manfre et al., 2009). Tal deshidratacién provoca una
reduccion en el volumen celular. EI hacinamiento macromolecular resultante de la
compactacion citoplasmatica proporciona un entorno propicio para numerosas
interacciones indeseables que pueden conducir a la fusion de membranas celulares y a la
desnaturalizacién y agregacion de ciertas proteinas especialmente susceptibles a tales
condiciones (Chakrabortee et al., 2007). Por otra parte, es importante hacer notar que la
adquisicion de la tolerancia a la desecacion o la capacidad de resistir estos potenciales
hidricos muy bajos y el consiguiente hacinamiento macromolecular se ha correlacionado
con la acumulacién de diversos compuestos protectores, incluidas proteinas protectoras y
azucares (Manfre et al., 2009). Ademas, se ha propuesto que un posible mecanismo para
ayudar parcialmente a hacer frente a este efecto es la induccién de proteinas menos
propensas a la pérdida de funcién inducida por la desnaturalizacién (Zamora-Brisefio et al.,
2018). En este sentido, es probable que la induccién generalizada de IDPs represente un
mecanismo compensatorio para mitigar el efecto del hacinamiento macromolecular en la
célula, ya que estas proteinas no pueden perder su funcion mediante un mecanismo
mediado por la desnaturalizacion. Por su parte, también es factible una reduccion en el
contenido de proteinas estructuradas con propensién a la desnaturalizacion mediada por la

falta de agua.

Por otro lado, esta bien establecido que el patrén de expresién espaciotemporal de los
genes representa una fuente invaluable de informacién acerca de si la funcién de un gen
contribuye o no en un contexto celular determinado (Das et al., 2015; Pereira-Santana et
al., 2017). Por lo tanto, el perfil de expresion global de genes en un contexto de desecacién
podria ayudar a establecer el papel que desempefan las IDPs bajo tales condiciones. En
este sentido, las semillas ortodoxas pueden ser modelos particularmente Utiles para evaluar
la asociacion entre la regulacion de las proteinas desordenadas a nivel global en un
contexto anhidrobiédtico, ya que estas son estructuras especializadas que han desarrollado
adaptaciones evolutivas altamente conservadas para resistir la pérdida extrema de agua
(Moore et al., 2009). Particularmente un modelo de semilla ortodoxa muy estudiada es la

cariopsis del maiz. Este es un modelo vegetal que cuenta con bastante informacién
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gendmica que puede ser util para entender la relacion entre las IDPs y la adquisicion a la
tolerancia a la desecacion en semillas ortodoxas, por contar, entre otras cosas, con un
genoma completamente secuenciado y bien anotado, con una importante cantidad de datos
transcriptomicos publicamente disponibles sobre el desarrollo de semillas, asi como una
descripcion detallada de los cambios anatdmicos, fisiolégicos y bioquimicos que ocurren
durante su desarrollo (Prioul et al., 2008; Chen et al., 2014; Silva-Sanchez et al., 2014;
Nannas y Dawe, 2015; Yi et al., 2019).

Por estas razones, en este capitulo se probd la hipétesis de que en un contexto de
desecacion se favorece la acumulacién de proteinas menos propensas a la
desnaturalizacion mediada por la pérdida de agua. En este sentido, se considera que el
aumento del contenido de IDPs podria representar una estrategia para aumentar la
resistencia general del proteoma como respuesta a condiciones extremas de pérdida de
agua. Para evaluar esta idea, se analizo la expresion de genes de acuerdo con el contenido
del desorden estructural de las proteinas codificadas por los transcritos expresados durante
el desarrollo de la semilla de maiz incluido el inicio del programa de adquisicion de la
tolerancia a la desecacion. En general, se encontré que el contenido global de las IDPs
difiere a lo largo del proceso de desarrollo de la semilla y este cambio esta estrechamente
asociado con las diferentes etapas de desarrollo en las que se divide la semilla de maiz.
Curiosamente, se puede observar una reduccién general en la expresién de transcritos que
codifican proteinas estructuradas. Ademas, se identificaron diversos grupos de proteinas
altamente desordenadas cuya expresion esta correlacionada con el inicio del programa que
conduce a la adquisicion de tolerancia a la deshidratacién en la semilla. Por todo lo anterior,
se considera que la semilla de maiz es un buen modelo para estudiar los roles de las IDPs
y comprender sus implicaciones durante el desarrollo, asi como en la respuesta al estrés
por sequia en general. Finalmente, se propuso un modelo general que implica una
reduccién global de las proteinas estructuradas y un aumento en el contenido de IDPs como

mecanismo para reducir el impacto negativo de la pérdida extrema de agua en la célula.
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3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Adquisicion de datos transcriptémicos

Para correlacionar el contenido de IDPs con la progresién de la pérdida de agua durante el
desarrollo de la semilla de maiz, se emplearon los datos transcriptomicos disponibles de la
semilla de maiz durante su desarrollo. Los datos del transcriptoma se descargaron del EBI
Expression Atlas (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home). Estos datos fueron generados por Chen
et al., 2014 (Chen et al., 2014) y corresponden al experimento identificado como "Perfil de
transcripcién por secuenciacion de alto rendimiento de embrién y endospermo durante el
desarrollo de la semilla de maiz". Estos datos incluyen las cuentas de transcritos
estandarizados en transcritos por milléon de lecturas (TPM) para las semillas de maiz desde
el dia 0 hasta el dia 38 de la post-polinizacion (DAP). Los identificadores de cada transcrito
se recuperaron de la tabla de expresién para obtener las secuencias de proteinas
codificadas por cada uno de ellos. Los identificadores correspondientes se descargaron del
genoma de maiz B73 version 4, disponibles en el Ensembl Plants

(plants.ensembl.org/index.html).

3.2.2 Andlisis de desorden proteico y agrupamiento de datos

La prediccidon del desorden intrinseco en las proteinas se llevé a cabo mediante Espritz
(Walsh et al., 2012) usando X-ray y Best Sw como parametros. Las isoformas mas largas
de cada transcrito se usaron y catalogaron de acuerdo con el porcentaje de desorden
estructural de su proteina codificada. Los transcritos se catalogaron en cuatro categorias
diferentes de menor a mayor porcentaje de desorden estructural de las proteinas
codificadas: (1) 0-25, (1) 25-50, (lll) 50-75 y (IV) 75-100 de porcentaje de desorden. Las
secuencias proteicas de cada categoria se analizaron para cuantificar la composicién
relativa de aa. El porcentaje de la composicion de aa de cada categoria se grafic6 como un
mapa de calor. Estos datos también se utilizaron para realizar un analisis de componentes
principales (PCA) para identificar si las categorias se podian distinguir entre si. Ambos
andlisis se realizaron con ClustVis (Metsalu y Vilo, 2015)- Por otro lado, las proteinas fueron
anotadas con Blast2GO (Conesa et al.,, 2005) y el enriquecimiento ontolégico (GO) se
realizé con WEGO (Ye et al., 2006). Los términos GO enriquecidos se exportaron y
graficaron en forma de mapas de calor mediante ClustVis (Metsalu y Vilo, 2015). Para

correlacionar la longitud de la proteina y el desorden estructural, se clasificaron las
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proteinas en seis categorias diferentes de acuerdo con su longitud: (1) 30-250, (Il) 250-500,
(111) 500-750, (V) 750-1000, (V) 1000-1500, y (VI) > 1500 aa. A su vez, estas categorias se
agruparon en cuatro categorias de proteinas desordenadas segun su nivel de desorden (0-
25, 25-50, 50-75 y 75-100% de desorden).

3.2.3 Mineria de datos transcriptémicos y analisis de expresion diferencial

Para obtener la proporcién de transcritos que codifican proteinas desordenadas con
respecto los que codifican para proteinas estructuradas, se estimé el contenido relativo de
las transcritos de cada categoria. Se obtuvo la suma total de TPM de cada categoria y se
dividié entre el numero total de TPM por dia y se multiplicd por 100 y los resultados se
representaron con respecto al tiempo (0-38 DAP). Estas cinéticas se dividieron en cinco
etapas de desarrollo diferentes (R1, R2, R3, R4 y R5), segun Hanway (Hanway, 1966).
Ademas, se cuantificé la cantidad porcentual del niumero de genes expresados de cada
categoria (considerando como genes expresados aquellos con un TPM> 0). Para confirmar
la correlacion entre la etapa de desarrollo y el perfil de expresién global de las IDPs, se
realizé un analisis de correlacion de Pearson de transcritos que codifican proteinas con un

contenido de desorden > 25%.

Para identificar transcritos expresados de manera especifica entre las etapas de desarrollo
y los compartidos entre cada una de ellas, se construyeron diagramas de Venn de los
transcritos expresados (TPM> 0). Para simplificar la agrupacion de los datos, las transcritos
se dividieron en transcritos que codifican proteinas estructuradas (0-25% del desorden) y
transcritos que codifican IDPs (> 25% del desorden). Para obtener transcritos que codifican
proteinas altamente desordenadas (>75% del desorden) que también se expresan
diferencialmente, se utilizé el paquete EdgeR (McCarthy et al., 2012), utilizando un valor de
corte de FDR < 0.001. A partir de estos datos, se definieron dos grupos de transcritos que
codifican IDPs, las transcritos que estan regulados positivamente y los que estan regulados
negativamente a lo largo del desarrollo de la semilla. Ademas, se realizd un analisis de
enriquecimiento funcional, tanto para los genes sobreregulados como para los

desregulados. Este analisis se realizd con Blast2GO (Conesa et al., 2005)
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3.2.4 Analisis de redes de co-expresion

Para averiguar si existe una especializacion funcional de los factores de transcripcion (TFs)
en funcion de su nivel de desorden estructural, se infirieron las redes de regulacién
formadas de acuerdo con el nivel de desorden estructural de los TFs identificados como
regulados al alza en las etapas temprana (R1), media (R2 y R3) y tardia (R4 y R5). Los
TFs regulados al alza se obtuvieron del analisis diferencial realizado con EdgeR,
empleando la lista de TFs expresados en semilla que fueron identificados previamente
(Chen et al., 2014).

Los valores de TPM de los genes correspondientes al conjunto de datos se filtraron para
reducir la complejidad y el ruido de los datos. Para el entrenamiento de la matriz de co-
expresion, solo se emplearon aquellos genes con al menos un conteo por tratamiento de
punto de muestreo y con una suma total de conteos por tratamiento mayor de 21 (hubo 21
puntos de muestreo). Para construir la matriz de co-expresion por pares, se utilizd el
paquete de bioconductor GENIE3 (Huynh-Thu et al., 2010; Aibar et al., 2017), que se basa
en el modelo de aprendizaje automatico Random Forest (Breiman, 2002) empleando los
parametros pre-establecidos por defecto. Se construyeron cuatro redes de coexpresion
diferentes usando como "nodos reguladores" los 73 factores de transcripcion expresados
diferenciales (DETF) encontrados en el andlisis de expresion diferencial y como matriz de
valores de expresion, la matriz de conteos TPM Yy filtrada para un valor de TPM> 21. Esta
ultima matriz se empled para estimar los nodos objetivo de la red de co-expresion. Los 73
DETF se agruparon segun su nivel de desorden (0-25, 25-50, 50-75 y 75-100 %). Para la
primera red, se utilizaron como nodos reguladores los cinco DETF con 0-25% de desorden;
para la segunda red se utilizaron 34 DEFT dentro de un 25-50% de desorden intrinseco; la
tercera red se baso en 22 DETF con 50-75% de desorden, mientras que la cuarta red se
basé en 12 DETF dentro de un 75-100% de desorden intrinseco. Los archivos resultantes
del software GENIE3 se cargaron como tablas en Cytoscape v.3.6.0 (Shannon et al., 2003).
Todas las redes de co-expresion se tomaron como no dirigidas pero ponderadas. Las redes
se agruparon mediante el uso del algoritmo de agrupacion GLay en Cytoscape (Su et al.,
2010). Finalmente, los grupos de transcritos se separaron de acuerdo con el nivel de

desorden TF y la etapa de desarrollo en la que se indujo su expresion.
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3.3 RESULTADOS

Se encontrd una clara relacion entre la longitud de la proteina y el contenido de desorden
intrinseco (Figura 3.1). La proporcién de proteinas con menor longitud es mayor a medida

que el desorden aumenta. Por lo tanto, las IDPs tienden a ser mas cortas .
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Figura 3.1 Relacion entre el nivel de desorden proteico y la longitud de la proteina. Se puede
observar que mientras mas desordenada es una proteina, mayor es la proporcion relativa de
proteinas pequefas de cada categoria.

Desde un punto de vista funcional, existe una clara separacion entre las funciones
enriquecidas de proteinas estructuradas (=<25% de desorden) y las proteinas
desordenadas. Las proteinas desordenadas se enriquecen en funciones reguladoras, en
contraste con las proteinas estructuradas que se enriquecen en las funciones cataliticas
(Figura 3.2 A). Ademas, es posible separar cuatro categorias basadas en la composicion
de aa, ya que se pueden diferenciar las proteinas estructuradas (<25% del desorden
proteico) de las que presentan un desorden moderado (25-50% y 50-75%) y proteinas
altamente desordenadas (> 75% de desorden proteico; Figura 3.2 B). Esta separacién
ocurre debido a que las proteinas estructuradas tienden a enriquecerse en residuos
hidrofdbicos, mientras que los aa polares e hidrofilicos estan sobre-representados en

proteinas altamente desordenadas (Figura 3.2 C).
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Figura 3.2 Caracteristicas generales de las proteinas segun el contenido del desorden. A) Mapa
de calor de los términos GO enriquecidos entre las cuatro categorias para un valor p < 0.01. Los
colores representan el porcentaje de cada categoria GO con escala aplicada a las filas y los
valores centrados a cero. B) Analisis de componentes principales (PCA) de la composicion aa de
las proteinas que constituyen cada categoria. Los ejes X e Y muestran el componente principal
1 y el componente principal 2, que explican el 89,9% y el 58% de la varianza total,
respectivamente. C) Mapa de calor de la composicién aa de las diferentes categorias de

Ademas, durante la progresién del desarrollo de la semilla hay una reduccion en el numero
de genes expresados que codifican proteinas estructuradas (Figura 3.3). Aparentemente,
los genes que codifican para estas proteinas se activan en las primeras etapas del
desarrollo de la semilla y se inhiben mas adelante (Figura 3.3 A). En contraste, esto no
ocurre para las transcritos que codifican proteinas con >25% de desorden estructural. En
este caso, hay un subconjunto de genes que se activan especificamente en cada una de

las etapas de desarrollo (Figura 3.3 B).
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Figura 3.3 Diagramas de Venn de los genes expresados (TPM> 0) y compartidos de cada etapa,
de acuerdo con el contenido de proteinas desordenadas codificadas por cada transcrito. A) Los
transcritos que codifican proteinas estructuradas (0-25% del contenido de desorden) se expresan
temprano (0-8 DAP) y luego se desactivan en las siguientes etapas. B) Hay transcritos que
codifican IDPs que se expresan especificamente en cada etapa.

Por otra parte, el contenido relativo de los transcritos que codifican proteinas estructuradas
no es constante durante el desarrollo de la semilla. Si se divide el conjunto de datos en las
cinco fases diferentes del desarrollo de la semilla de maiz (R1, R2, R3, R4 y R5), que
incluyen el periodo de tiempo analizado en este trabajo (0-38 DAP), es interesante notar
que en las fases R2 y R3, hay un aumento en la proporcion de transcritos que codifican

proteinas estructuradas (Figura 3.4 A).
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Figura 3.4 Patrones de expresion de transcritos de acuerdo con el contenido del desorden. A)
Porcentaje de TPM de transcritos que codifican proteinas con diferentes grados de desorden.
Hay una induccion en la expresion general de transcritos que codifican proteinas estructuradas
durante la fase media del desarrollo de la semilla. B) Analisis de correlacion de Pearson de la
expresion de transcritos que codifican proteinas con > 25% de desorden. Hay una clara
separacion de las diferentes fases de desarrollo, lo que indica la expresién especifica de los
transcritos durante cada una de las etapas de desarrollo.

Con base en lo anterior, se identificaron las transcritos mas abundantes de estas fases y se
seleccionaron los 15 mas abundantes. De este modo, se identificaron los siguientes: alfa-
zeina A20 (Zm00001d019155), alfa zeina 19D1 (Zm00001d030855), zeina 15kD
(Zm00001d035760), zeina 10 kD (Zm00001d045937), alfa zeina 3 22kD
(Zm00001d048809, 2Z0004D048809) ), alfa zeina (Zm00001d048813), zeina 3
(Zm00001d048817), alfa zeina 19B1 (Zm00001d048848), alfa zeina (Zm00001d048849),
alfa zeina PMS1 (Zm00001d048850), alfa zeina z1C2 y Zm2-z3 (Zm) Zm00001d049476).

Los recuentos totales de estos transcritos representan hasta 39.3 £ 7.94 (promedio + DE)
por ciento del total de TPMs en la fase media (R2 y R3), mientras que en las fases temprana
y tardia sus abundancias normalizadas representan 0.62 + 0.84 y 2.70 + 3.43,
respectivamente. Curiosamente, la expresion global de IDPs (> 25% de desorden proteico)
depende en gran medida de la fase de desarrollo y esto se ve reflejado en la expresién total

de este tipo de transcritos con respecto al tiempo (Figura 3.4 B).
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Es evidente que los transcriptomas de 0 a 10 DAP (R1), 12 a 28 DAP (R2y R3) y 30 a 38
DAP (R4 y R5) formaron grupos que coinciden con las fases de desarrollo temprana, media
y tardia, respectivamente (Chen et al.,, 2014). R1 es un periodo activo de divisién vy
desarrollo celular, mientras que R2 y R3 corresponden a las fases de desarrollo de la
morfogénesis y la maduracion. Durante las etapas R2 y R3, en el embrién ocurre una
sintesis activa de DNA, divisién celular y diferenciacién, seguido de sintesis de moléculas
de reservas y osmoprotectores (Vernoud et al., 2005). Un grupo distinto después de las
etapas R4 y R5 (30 a 38 DAP) abarca el final de la acumulacion de compuestos de
almacenamiento en el endospermo y la activacion de procesos biolégicos involucrados en

la latencia y la deshidratacion (Chen et al., 2014 )

De hecho, al final de la etapa R5 la proporcion de transcritos expresados que codifican para
IDPs aumenta con respecto a las transcritos que codifican para proteinas estructuradas
(Figura 3.5) con un pico atipico de transcritos que codifican proteinas estructuradas a los
22 DAP. Por lo tanto, es de esperarse que la longitud promedio de las proteinas en la fase
tardia del desarrollo de la semilla tienda a reducirse en comparacion con el inicio de la

embriogénesis.

Estos resultados sugieren que los cambios en la proporcién de desorden estructural es
consecuencia de los cambios funcionales que ocurren en las diferentes fases del desarrollo.
Cuando comienza el desarrollo de semillas, se requieren una gran cantidad de recursos
celulares para la division y diferenciacion celular. Este proceso requiere una importante
regulacion genética. Sin embargo, cuando la semilla entra en la fase media de desarrollo,
el metabolismo se vuelve principalmente biosintético, dado que se necesitan varias enzimas
para la sintesis de almidon y otros compuestos de almacenamiento. Al final de la fase de
llenado y al comienzo de la etapa tardia de desarrollo (R5), se inicia el programa de

deshidratacion.

Por lo anterior, se decidio identificar los transcritos sobre-regulados que codifican para las
IDPs. Asi, se identificaron 1015 transcritos que codifican para IDPs (> 25% de desorden)

que se expresan positivamente al final de la etapa R5.
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Figura 3.5. Dinamica en la composicion relativa de los transcritos expresados a lo largo del
desarrollo de semillas en funcién del porcentaje de desorden. Existe una clara reduccion en la
composicion relativa de proteinas estructuradas. Los datos atipicos observados en el dia 22 DAP
coinciden con el pico de llenado de grano de las semillas.
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Figura 3.6 Perfil de expresién génica de transcritos que codifican para IDPs con mas del 75%
de desorden en su secuencia. A) y B) Hay un grupo de transcritos que es inducido y otro grupo
que es reprimido durante todo el periodo evaluado. C) Analisis de enriquecimiento funcional para
cada grupo de transcritos regulados hacia arriba y hacia abajo y que codifican para IDPs
altamente desordenadas. El tamario es proporcional al nimero de genes enriquecidos entre el

numero total de sus genes asociados a cada término GO.

Entre los transcritos que codifican IDPs, se identificaron 193 transcritos con regulacion

positiva que codifican proteinas altamente desordenadas (>75% de desorden proteico). En
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contraste, se identificaron 157 transcritos con regulacion negativa que codifican para este
tipo de proteinas (Figura 3.6 A y B). Por su parte, el analisis de enriquecimiento GO de
ambos conjuntos de proteinas refleja el cambio en el metabolismo que ocurre durante el
desarrollo de la semilla de maiz (Figura 3.6 C). Las ontologias de genes asociadas con los
genes regulados hacia arriba son claramente diferentes de las asociadas con los genes
regulados hacia abajo. En el grupo regulado a la baja, se enriquecen varios términos GO
asociados con el desarrollo y la diferenciacion celulares. Entre estos términos GO, algunos
son representativos, como por ejemplo "Cellular developmental process", "Chromosome
organization”, "Cell differentiation" y "DNA conformation change". El conjunto de transcritos
sobre-regulados muestra el enriquecimiento de los términos GO asociados con la
adaptacion de la semilla a las condiciones de desecacion, los cuales se hacen evidentes.
Algunos procesos sobre-representados son "response to abiotic stimulus", "Response to

water deprivation", "Response to ABA", "Seed germination" y "Embryo development".

En el grupo de genes regulados hacia abajo, se identificaron genes que codifican proteinas
desordenadas involucradas en la regulacion del DNA vy la regulacién del RNA como las
histonas H1 (Zm00001d013066 y Zm00001d013067), H1a (Zm00001d018981 vy
Zm00001d034479), H2A (Zm00001d044246), la proteina de alta movilidad
(Zm00001d044246), la proteina de alta movilidad del grupo proteina 3 (Zm00001d051427),
la proteina de alta movilidad de la familia A (Zm00001d032239), el factor de ensamblaje de
nucleosomas / cromatina D (Zm00001d052749), la subunidad 3 del complejo H
(Zm00001d051116), o la subunidad 1 de la ribonucleoproteina del complejo ACA
(Zm00001d052952). También se identificaron varios transcritos que participan en la
senalizacién celular y los TFs involucrados en el desarrollo, tales como la proteina de unién
a Calmodulina (Zm00001d002630 y Zm00001d028841), Calreticulina-2
(Zm00001d005460), la proteina de unidon a Calmodulina 2 (Zm00001d038838), el factor
protodérmico 1 (Z400001d040435), la proteina de nodulina 75 (Zm00001d031878), el factor
de transcripcion HMG 13 (Zm00001d021433), el factor de transcripcion Homeobox 41
(Zm00001d017422) y el factor de transcripcion WRKY 48 (Zm00001d015515).

Mientras tanto, en la lista de genes sobre-regulados que codifican para proteinas altamente

desordenadas, se identificaron varios TF implicados en la respuesta al estrés y la latencia,
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incluidos bHLH-167 (Zm00001d003677), MYB-139 (Zm00001d005300), bZIP-91
(Zm00001d007042), MYB- relacionado-111 (Zm00001d026017), proteina de unién a DRE
1 (Zm00001d032295), bZIP-29 (Zm00001d034571), bHLH87 (Zm00001d038863), ZF-HD-
9 (Zm00001d044662) y bZIP (Zm00001d025), asi como varias proteinas involucradas en la
maduracién de la semilla, la proteccion de los componentes celulares y la respuesta al
estrés hidrico, como el homodlogo de la proteina asociado a la latencia 3
(Zm00001d047503), LEA 3 (Zm00001d043709 y Zm00001d038870), Xero 1
(Zm00001d043730), las proteinas de maduracion de la semilla (Zm00001d04,
Zm00001d024414, Zm00001d033782 y Zm00001d035000) y la proteina estructural de la
pared celular rica en glicina (Zm00001d017033).

Utilizando el analisis de redes de co-expresion, se identificé un niumero importante de
factores de transcripcion clave formando grupos reguladores de transcritos. Como se
esperaba, la mayoria de los TFs identificados que forman grupos tienen un cierto nivel de
desorden estructural (Figura 3.7). Aunque durante la fase intermedia hay un aumento en el
contenido total de transcritos que codifican proteinas estructuradas, en este periodo no se
identificd ningun grupo de TF estructurado que formara grupos de regulacién. Del mismo
modo, el desorden estructural parece jugar un papel preponderante en algunas familias de
TFs, incluidas las familias AP2, NAC, bZIP, HSF, Opaque 2 y Myb.

Finalmente, en este analisis se identificaron varios TFs de las familias NAC, Ethylene
insensitive, HSF y bZIP como reguladores clave de la fase tardia. En general, los datos
generados en este capitulo sugieren que hay un ajuste activo en el contenido del desorden

durante el desarrollo de la semilla de maiz.
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Figura 3.7 Analisis de redes de co-expresion utilizando como reguladores los TFs regulados de
manera positiva. Los TFs expresados diferencialmente de cada fase se usaron para inferir los
TFs clave de cada etapa, de acuerdo con su contenido de desorden. En la etapa inicial, las
familias de TFs estan asociadas con el proceso de desarrollo. Durante la fase intermedia, se
inducen los TFs clave para controlar los procesos sintéticos, como la acumulacion de proteinas
de almacenamiento. Al comienzo de la fase tardia, las familias de TFs inducidas estan
especializadas de manera preponderante en el control de los mecanismos de adquisicion de
desecacion. Sdlo los TFs con mas de dos genes diana se incluyeron en la figura.

3.4 DISCUSION

Una caracteristica potente de los estudios transcriptomicos es la capacidad de sacar
conclusiones de los mecanismos que estan siendo regulados bajo una condicién bioldgica
definida. Un enfoque complementario seria analizar la expresidén génica en relacion con las
propiedades conformacionales predichas de las proteinas que codifican. Sin embargo, el
uso de este enfoque no esta tan explotado (Arvidsson y Wright, 2018). Este tipo de

informacién no es obvia y debe cuantificarse. La consideracion de las caracteristicas
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estructurales globales de las proteinas que se sintetizan bajo una condicién dada podria
dar informacién adicional sobre los mecanismos de adaptacion utilizados por los
organismos para responder a su entorno. Por ejemplo, recientemente se corroboré que las
proteinas cuyos niveles de expresion aumentan por el calor en A. thaliana, se enriquecen
en aa cargados y tienen una baja proporcion de aa polares e hidrofébicos, en comparacion
con las proteinas des-reguladas (Alvarez-Ponce et al., 2018). La regulacion de los tipos de
proteinas en funcion de su composicién aa podria representar un tipo de respuesta

adaptativa a los cambios ambientales que no se ha tenido en cuenta previamente.

Hay suficientes ejemplos de la acumulacién de IDPs en respuesta a la pérdida de agua,
como para sugerir que el aumento del desorden estructural es parte de las respuestas al
estrés hidrico (Chakrabortee et al., 2007, 2010; Sun et al., 2013; Boothby et al., 2017,
Boothby y Pielak, 2017; Wetzler et al., 2018). Por ejemplo, en las semillas ortodoxas, las
proteinas LEA son muy abundantes durante las ultimas etapas del desarrollo de las
semillas de las plantas cuando el embrion se vuelve tolerante a la desecacion y su
induccién coincide con el inicio de la tolerancia a la desecacién (Sun et al., 2013; Zamora-
Brisefio y de Jiménez, 2016). Anteriormente, se sefald que existe una fuerte correlacion
entre la desecacion y el desorden intrinseco en las proteinas, ya que las IDPs estan
involucrados en la vitrificacion, el reemplazo de agua, el blindaje molecular, la estabilizacion
membranal, la preservacion de la organizacion y estructura celular, la retencién de agua y
la eliminacién de especies reactivas de oxigeno (Boothby y Pielak, 2017). Otra medida
factible que las células pueden implementar para reducir los efectos de la falta de agua es
la reduccion de proteinas que son mas sensibles a la pérdida de funcion mediada por la
falta de agua. Con base a estas ideas, en este capitulo se analizé la regulacion de la
expresion de transcritos de acuerdo con el contenido de desorden de las proteinas para
las que codifican a lo largo del desarrollo de la semilla de maiz, incluido el comienzo de la

fase tardia.

Durante el desarrollo de la semilla de maiz hay una progresion de un programa
morfogenético que incluye la adquisicion de tolerancia a la desecacion al final del programa
de desarrollo. Esto es acompafiado de una fuerte reduccién en el contenido de agua.

Curiosamente, en este trabajo se encontré que esto también se acompafia de una
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reduccion en el numero de genes expresados que codifican proteinas estructuradas. Esto
representa la primera evaluacién global de la expresion de los transcritos expresados de
acuerdo con el desorden estructural de sus proteinas codificadas en un contexto de

desarrollo de semillas y reduccion de agua.

Primero se describieron las caracteristicas generales de las diferentes categorias en las
que las proteinas se dividieron de acuerdo con su contenido de desorden. Es interesante
observar que existe una relacion clara entre el nivel de desorden intrinseco y la longitud de
la proteina. Previamente se habia descrito que el porcentaje de ocurrencia de la mayoria
de los tipos de residuos depende significativamente de la dimension de la proteina, pero la
razon de esta dependencia no fue explicada (Carugo, 2008). La especializacién funcional
de las IDPs con respecto a las proteinas estructuradas puede ayudar a explicar tales

observaciones.

El analisis de enriquecimiento ontoldgico mostré que la especializacién de proteinas
depende del nivel de desorden de las proteinas. Las IDPs estan especializados en
actividades reguladoras, mientras que las proteinas estructuradas se enriquecen en
funciones cataliticas. Por ejemplo, el desorden es menor en enzimas, ya que muchas de
estas proteinas son estructuradas (Yizhi et al., 2018). Este sesgo funcional puede
explicarse si se considera que el desorden intrinseco es una consecuencia directa de la
particular composicion de aa. Este sesgo composicional es un atributo comun de las IDPs
(Uversky et al., 2000; Williams et al., 2001; lakoucheva et al., 2002; Uversky, 2013). Las
IDPs generalmente estan enriquecidas en Arg, GIn, Glu, Lys, Pro, y Ser, mientras que son
deficientes en Cys, lle, Leu, Phe, Trp, Tyr, y Val (Romero et al., 2001). Estos datos estan
de acuerdo con las predicciones, las cuales muestran una clara diferencia para cada

categoria de desorden.

Es interesante observar que los transcritos que codifican proteinas estructuradas se
inducen activamente durante la fase de llenado de la semilla (etapa R2 y R3) y coinciden
con la sintesis y la acumulacién de moléculas de reserva (Chen et al., 2014). Durante esta
fase, la conversion sacarosa y el uso de aa para la sintesis de almidén y proteinas de

almacenamiento, respectivamente, puede representar alrededor del 90% de la materia
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seca total del grano, siendo el llenado de grano mas rapido entre los 21 y los 25 DAP,
independientemente del fondo genético de la semilla (Méchin et al., 2004; Prioul et al.,
2008; Liu et al., 2011; Jin et al., 2013).

Un fendbmeno que caracteriza este periodo es la acumulacion de zeinas en el endospermo.
Las zeinas son una clase de proteinas de almacenamiento que se han clasificado como
zeinas q, B, y y d en funcion de su solubilidad y de sus propiedades estructurales (Esen
1987; Woo et al., 2001; Coleman et al., 2007; Wilson, 2008). El grupo de las proteinas a-
zeinas es el mas grande entre ellos y conforma el ~80% del total de proteinas tipo zeinas
(Li y Vasal, 2015). Las a-zeinas son proteinas estructuradas altamente hidrosolubles.
inusualmente ricas en aminoacidos hidrofébicos, incluidos leucina, alanina y prolina, junto
con la glutamina la cual tiene caracter hidrofilico (Coleman et al., 2007; Wilson, 2008; Meng
y Cloutier, 2014). Por ejemplo, las zeinas de 22kDa y 19kDa estan conformadas por nueve
hélices contiguas, topoldgicamente antiparalelas agrupadas dentro de un cilindro
distorsionado (Song et al., 2001). En este trabajo se encontré que una gran parte del
aumento en el contenido de los transcritos que codifican proteinas estructuradas puede

explicarse por el increible aumento en la expresién de los genes de la familia zeina.

Por otro lado, el control transcripcional de los genes que codifican las proteinas zeina de
22 kD estda mediado por opaque-2 (02), un TF bien conocido que es un regulador
transcritpcional clave durante la fase intermedia (Schmidt et al., 2007). Curiosamente,
Opaque-2 (Zm00001d018971) fue identificado como un regulador de varias zeinas en los

analisis de redes, lo que ayuda a respaldar las predicciones.

Por otro lado, el numero de genes expresados que codifican proteinas estructuradas
muestra una reduccion continua después de la fase media. Al comienzo de la fase de
maduracion (etapa R5), hay un subconjunto de proteinas altamente desordenadas que se
induce activamente. Sin embargo, la regulacién de estos genes comienza en la etapa R4
que le precede. La regulacién del programa de desecacion comienza inmediatamente
después del final de la fase de sintesis mas activa, antes de que la adquisicion de tolerancia
a la desecacion se convierta en una caracteristica visible. Esta es una fase que puede

considerarse como preparatoria. Antes de la etapa R5, los granos a lo largo de la mazorca
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comienzan a secarse en la parte superior. Ya en la etapa RS, los granos comienzan a
desecarse y el contenido de humedad se reduce severamente, llegando a menos del 50%
(Hanway, 1966; Zamora-Brisefio et al., 2018). En esta etapa, la tasa de llenado de grano
decrece y culmina en la madurez fisiologica y la formacion de capas negras, lo que a su

vez esta relacionado con la latencia de las semillas (Prioul et al., 2008).

Ademas, estos datos sugieren que hay una reduccién continua en el numero de transcritos
que codifican para proteinas estructuradas. Curiosamente, hay un pico atipico en el
contenido relativo de este tipo de transcritos a los 22 DAP y coincide con la tasa maxima

de acumulacion de almidén, la cual ocurre a los 21 DAP (Prioul et al., 2008; Jin et al., 2013).

La etapa inicial involucra la division celular, después de lo cual las células del endospermo
se agrandan y como resultado de varios procesos metabdlicos adquieren proteinas de
almacenamiento y almidén (Gibbon y Larkins, 2005). En la fase final de la embriogénesis,
se adquiere tolerancia a la desecacion y se establece la latencia (Devic y Roscoe, 2016).
Por lo tanto, el analisis de expresion diferencial es muy util para definir las IDPs asociadas
con el primer proceso de desarrollo y con el comienzo de la fase de madurez. Dentro de
estos dos tipos de transcritos, la especializacion de las IDPs puede diferenciarse faciimente
mediante las ontologias génicas asociadas a procesos claramente diferentes. Si bien los
transcritos que codifican para IDPs y que son regulados negativamente estan dedicados a
procesos asociados con el desarrollo, los inducidos estan involucrados en funciones

relacionadas con el estrés abiético y las respuestas a estimulos ambientales.

Dentro de los transcritos que codifican para IDPs identificados en la primera categoria, hay
varias proteinas asociadas con el empaquetamiento de acidos nucleicos, como las
histonas y las proteinas del grupo de alta movilidad (HMG). Es un hecho reconocido que
muchas clases funcionales de proteinas dependen en gran medida del desorden. Entre
estas funciones se encuentran la interaccién con acidos nucleicos y el ensamblaje de
complejos de proteinas. Anteriormente, se demostré que todos los miembros de la familia
de las histonas poseen IDRs. De hecho, el desorden intrinseco es absolutamente necesario
para diversas funciones de las histonas, desde la heterodimerizacién hasta la formacion

de oligdbmeros de orden superior, las interacciones con el DNA y otras proteinas y las
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modificaciones postraduccionales (Peng et al., 2012). Las proteinas HMG son proteinas
nucleares que se unen de forma transitoria a los nucleosomas, cambian la arquitectura
local de la fibra de cromatina y afectan varias actividades relacionadas con el DNA, como
la transcripcion, la replicacion y la reparacion del DNA (Reeves, 2009). Las HMG son
proteinas altamente desordenadas y se enrollan principalmente en forma aleatoria en
solucion, pero se someten a plegamiento al unirse con DNA u otros interactores (Love et
al., 2004; Slama-Schwok et al., 2000).

Ademas, se identificd un numero importante de transcritos regulados negativamente y que
codifican proteinas involucradas en el desarrollo de plantas y la sefalizacion mediada por
calcio, como la proteina reprimida por auxina (ARP) y la calreticulina. Han surgido pruebas
acerca de que los miembros de la familia ARP son IDPs. Los genes ARP responden a las
hormonas involucradas en las respuestas al estrés biético, como el acido salicilico (SA) y
el metil jasmonato (MeJA), asi como a las hormonas que regulan el crecimiento y desarrollo
de las plantas, incluidas las auxinas (Shi et al., 2013; Zhao et al., 2014; Wu et al., 2017).
La calreticulina (CALR) es reconocida como una chaperona molecular de la proteina de
union al Ca?* que ayuda al plegamiento de las glucoproteinas recién sintetizadas y modula
la homeostasis del Ca?* en el lumen del reticulo endoplasmico (RE) (Borisjuk et al., 1998).
En el RE, CALR se une no sélo a Ca?*, sino que también interactiia con muchas proteinas
del RE y con algunos mRNAs, lo que a su vez determina su destino. Las funciones
potenciales de CALR son tan numerosas que la identificacion de todas ellas es una tarea
compleja. Curiosamente, su versatilidad funcional es proporcionada por sus propiedades
de desorden intrinseco (High et al., 2000; Michalak et al., 2009; Qiu et al., 2012; Varricchio
et al., 2017).

En el caso de los genes regulados positivamente, se identific6 un numero importante de
familias de IDPs, como las proteinas LEA, las dehidrinas, las proteinas ricas en glicina, las
proteinas ricas en prolina (PRP) y las proteinas de maduracion de semillas (SMP), todas
las cuales estan implicadas en la DT y la capacidad de almacenamiento de semillas
(Delahaie et al., 2013; Dure y Galau, 1981; Hundertmark y Hincha, 2008). Por ejemplo, las
proteinas LEA, especialmente las del grupo 3, son IDPs altamente hidrofilicas, cuya

expresion esta asociada con la adquisicion de tolerancia a la desecacién en semillas
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durante la maduracién (Chakrabortee et al., 2007; Hundertmark e Hincha, 2008; Olvera-
Carrillo et al., 2011). En maiz, se descubrié que el gen LEA3 responde tanto a ABA, como
a la hiperosmolaridad y luego se demostré que puede reducir los efectos de la pérdida de
volumen celular bajo condiciones de deshidratacion (Thomann et al., 2008). Por otro lado,
las PRPs son IDPs que se identificaron primero como proteinas que se acumulan en la
pared celular en respuesta al dafio fisico y se expresan durante el desarrollo de la hoja, el
tallo, la raiz y la cubierta de la semilla, el crecimiento de las plantulas y en los tipos de
células asociados con la lignificacion (Kishor, 2015). Funcionalmente, las PRPs se
insolubilizan y reticulan en las paredes celulares con la participacién de ROS y juegan un
papel en la integridad estructural de las células vegetales, participan en actividades
relacionadas con la defensa y median interacciones de la superficie celular de las plantas
(Kishor, 2015).

Por su parte, las proteinas ricas en glicina regulan diversos procesos celulares en el
desarrollo de las plantas y la respuesta al estrés. En tabaco, las NtGRP estan altamente
reguladas bajo estrés osmotico, mientras que AfGRP y OsGRP se han identificado
actuando como chaperonas de RNA que regulan la exportacion de mRNAs desde el nucleo
al citoplasma en condiciones de estrés. Ademas, las proteinas GRP son importantes para
la regulacion de algunos pasos en el procesamiento postranscripcional de RNA como el
empalme y la poliadenilacién (Park et al., 2009; Kim et al., 2010; Lu et al., 2019). La
deteccién de estas reconocidas IDPs, cuya participaciéon en DT ha sido ampliamente
estudiada, ayuda a respaldar las predicciones de desorden de este trabajo. Sin embargo,
hay otras IDPs que se inducen en esta fase, como las remorinas y las metalotioneinas que
se han asociado con la tolerancia a la sequia (BeneSova et al., 2012; Checker y Khurana,
2013; Jaiswal et al., 2018) y cuya informacién sobre su relacién con la DT sigue siendo
limitada, por lo que se debe abordar un analisis mas detallado de sus implicaciones en la

adquisicion de tolerancia a la desecacion.

En el analisis de co-expresion, se detectaron varios TFs clave para cada etapa de
desarrollo, cada uno con diferentes niveles de desorden. Los TFs identificados como
reguladores clave en la etapa inicial de desarrollo de la semilla se especializan

principalmente en la coordinacién de procesos relacionados con el desarrollo y la
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diferenciacion celulares, como por ejemplo los MADS y MYB. Los MADS estan
involucrados en el control de muchos procesos de desarrollo en plantas con flores, que van
desde el desarrollo del polen y el saco embrionario hasta el desarrollo de raices, flores y
frutos (Theillen y Gramzow, 2016). Las proteinas MYB son clave en las redes reguladoras
que controlan el desarrollo, pero también el metabolismo y las respuestas al estrés biotico
y abidtico (Dubos et al., 2010).

En la fase intermedia, se identificaron varios TFs intrinsecamente desordenados que al
parecer son clave en la acumulacion de reservas de almacenamiento. Dentro de este
grupo, opaque2 es particularmente importante, debido a su rol en la regulacion de la
acumulacion de proteinas de reserva y su increible capacidad para integrar el metabolismo
de Ny C (Hartings et al., 2011). Opaque 2 es un TF tipo bZIP y se expresa especificamente
en el endospermo, regulando la activaciéon de los genes de a-zeina de 22 kDa y la -zeina
de 15 kDa. Opaque2 también regula directa o indirectamente una importante cantidad de
genes que codifican proteinas con funciones adicionales a las de almacenamiento, como
la lisina-cetoglutarato reductasa y la proteina de choque térmico 70 (Motto et al., 1997;
Brochetto-Braga et al., 2008). En el analisis de redes de co-expresion, estas y otras
proteinas relevantes, tales como el receptor de ABA, PYL5, el TF NAC87, la proteina de la
subunidad ribosomal 60S L7-1, la proteina de la subunidad ribosomal 40S S24, la
giberelina-2 oxidase 1, la aconitasa 1, el TFDII subunidad 9, entre otras, fueron predichas

como reguladas por el TF opaque2.

Durante la fase tardia, la mayoria de los reguladores clave identificados pertenecen a la
familia NAC. Los NACs comprenden una de la familia mas grande de TFs en plantas
(Nuruzzaman et al., 2013; Pereira-Santana et al., 2015). Estos TFs juegan un papel vital
en las complejas redes de sefalizacién durante las respuestas al estrés en plantas. Parece
que una proporcion importante de los genes NAC funcionan en la respuesta al estrés de
acuerdo con los datos de expresion de los analisis de expresion global en muchas plantas
(Fang et al., 2008; Le et al., 2011; Hu et al., 2015). Curiosamente, el factor de choque
térmico 1, -HSF1- (Zm00001d005888, 50-75% de desorden), parece estar involucrado en
la regulacion del estrés oxidante, ya que muchas proteinas relacionadas con el estado

redox fueron identificadas como reguladas por este TF. Por ejemplo, en este grupo se
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encuentran las proteinas inducidas por heridas y por estallidos oxidantes, como la proteina
del subgrupo Il de glutaredoxina, la glutaredoxina y la HSP de clase | de 17.4 kDa. En
tomates se descubrié que el HsfA1 es el regulador maestro en respuesta al estrés por
choque térmico (Mishra et al., 2002) y se ha propuesto que algunos miembros de la familia

HSF pueden actuar como sensores redox (Miller y Mittler, 2006).

Por otro lado, el TFs bZIP7 parece jugar un papel esencial en esta etapa de desarrollo.
Ademas, hasta donde sabemos, este gen no se ha caracterizado funcionalmente. En
general, pocos genes bZIP de maiz se han caracterizado funcionalmente (Ying et al., 2012).
En las plantas, los bZIP regulan diversas funciones, incluidos procesos como el desarrollo
y la respuesta al estrés. En el analisis de redes, el bZIP7 aparece como regulador de genes
implicados en la tolerancia a la desecacion, como las proteinas ricas en glicina, proteinas
ricas en hidroxiprolina, GRAS46, metalotioneina 2, glutanion transferasa 19, glutatiéon
transferasa 37, proteina rica en prolina especifica de anteras, cupinas, SMP, etc. Entonces,
un tema interesante podria ser caracterizar el papel de este TF o sus homdélogos.
Desafortunadamente, este trabajo esta limitado por la falta de datos sobre el perfil
transcriptomico de la etapa R6, donde la maduracion de las semillas termina y el proceso
de desecacion de la caridpside concluye. Se deben realizar analisis adicionales durante el
final de la fase de embriogénesis tardia para descubrir el patrén global de desorden en la
etapa R6. Sin embargo, con los datos obtenidos es posible proponer un modelo general
sobre las alteraciones que ocurren durante el ajuste del nivel de desorden del proteoma
como mecanismo de tolerancia a la desecacion en semillas ortodoxas. En este modelo, el
contenido de proteinas estructuradas es mayor durante las etapas metabdlicas mas activas
del desarrollo de la semilla, justo cuando el contenido de agua es mayor. Posteriormente,
hay una reduccién gradual en el numero de proteinas estructuradas, asi como en su
contenido total. Al mismo tiempo, el contenido relativo de IDPs aumenta y con esto, la
proporcion de proteinas menos propensas a perder su funcién debido a la pérdida de
estructura. Este mecanismo puede facilitar el mantenimiento de la integridad del proteoma,
debido al hecho de que habria una menor cantidad de proteinas susceptibles de perder su
estructura espacial y su funcion molecular. La vision general de tales ideas se resume en

la Figura 3.8.
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Figura 3.8 Modelo del ajuste del desordenoma durante el desarrollo de semillas ortodoxas. Al
comienzo del desarrollo de la semilla, la sintesis de compuestos de reserva es muy activa, el
agua disponible es abundante y el contenido de proteinas estructuradas es alto (A). Con el
progreso del programa de desarrollo, se produce una reduccion importante en el contenido de
agua, la disminucién del volumen celular y el hacinamiento macromolecular aumentan. Este
efecto provoca interacciones no deseadas entre proteinas, pérdida de estructura terciaria y
agregacion de proteinas. Para reducir este efecto, las células activan mecanismos protectores
(como la sintesis de solutos compatibles y la induccién de chaperonas). Sin embargo, se propone
que también hay una reduccion en el contenido de las proteinas mas labiles, sin reemplazo de
proteinas similares. En contraste, el contenido de IDPs aumenta y todas las proteinas
sintetizadas de novo son también IDPs (B).

3.5 CONCLUSION

Los datos obtenidos permiten establecer una relacién entre la modulacion global del
desordenoma y la progresion del desarrollo de la semilla, incluido el inicio del programa de
tolerancia a la desecacion. Hay evidencia para proponer que el inicio del programa de
desecacion en las semillas provoca una reduccion de las proteinas que son mas propensas
a perder su funcién en un entorno que limita el agua, acompanado de un aumento en el

contenido de IDPs.
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CAPITULO IV

CARACTERIZACION DEL PROTEOMA TERMO-ACIDO-SOLUBLE DE HOJAS
DE CANA DE AZUCAR Saccharum officinarum L. EN RESPUESTA AL ESTRES
POR FALTA DE AGUA

4.1 INTRODUCCION

Hoy en dia se ha descrito un importante conjunto de proteinas que carecen de una
estructura tridimensional determinada, a pesar de ser funcionales. Estas proteinas se
conocen como proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs; van der Lee et al., 2014).
Las IDPs a menudo estan asociadas a regiones de baja complejidad, se caracterizan por
poseer largos segmentos conformados primordialmente por residuos cargados e
hidrofilicos y con bajo contenido de aa hidrofébicos y que promueven el orden, tales como
cisteina y triptéfano, los cuales normalmente estan sub-representados o ausentes en estas
proteinas (Dunker et al., 2008; Sun et al., 2013). Esta particular composicion de

aminoacidos impide la formacién de nucleos hidrofébicos que faciliten su posterior plegado.

Actualmente, se estima que hasta un tercio de las proteinas eucariotas son desordenadas
y hasta un 50% contienen al menos un segmento desordenado mayor a 30 residuos en su
secuencia (Uversky y Dunker, 2010). Dentro de las IDPs se encuentran proteinas que
desempenan funciones clave en la célula, tales como la regulacion transcripcional, la
senalizacién y el control de las respuestas al estrés (Pazos et al., 2013; Pietrosemoli et al.,
2013). En las plantas, estas funciones cobran especial relevancia puesto que su naturaleza
sésil les impide moverse ante situaciones ambientales desfavorables, lo que a su vez ha
obligado a que las plantas hayan desarrollado una amplia bateria de mecanismos de
respuestas adaptativas ante tales condiciones. En este sentido, muchas de las proteinas
que forman parte de los mecanismos de percepcion, regulacion y respuesta al estrés
forman parte del universo de las IDPs. En plantas, quiza el ejemplo mas conocido de este
tipo de proteinas son las proteinas LEA y las dehidrinas (Battaglia y Covarrubias, 2013;
Covarrubias et al., 2017).
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Aunque experimentalmente existen diversas aproximaciones para determinar la falta de
estructura proteica (Tompa, 2002) , hoy en dia sigue siendo un reto poder hacer una
caracterizacion a escala protedmica de las IDPs. De hecho, la mayor parte de la evidencia
disponible sobre IDPs se basa en predicciones bioinformaticas, que, si bien han permitido
generar un conjunto importante de datos acerca de las funciones en las que estas proteinas
estan involucradas, la informacidon experimental que soporta esta evidencia sigue siendo
necesaria (Tantos y Tompa, 2012). Cabe indicar que en el caso particular de plantas, incluso
los trabajos en los que se han empleado aproximaciones bioinformaticas para predecir las
IDPs a una escala global siguen siendo escasos (Pietrosemoli et al., 2013; Vincent y
Schnell, 2016; Zamora-Brisefio et al., 2019).

Dentro de las aproximaciones experimentales mas empleadas para poder diferenciar entre
proteinas globulares e IDPs, esta el uso de condiciones y/o agentes desnaturalizantes, tales
como la temperatura y el pH extremos, ya que las propiedades fisicoquimicas de las IDPs
contribuyen a mantenerlas solubles bajo condiciones que normalmente hacen precipitar a
las proteinas globulares (Irar et al., 2006; Campos et al., 2011; Amara et al., 2012; Tantos y
Tompa, 2012; Yizhi et al., 2018). De hecho, se ha sugerido que una de las propiedades
distintivas de las IDPs es su habilidad para permanecer solubles bajo tales condiciones
(Campos et al., 2011) . Este tipo de ensayos ha sido ampliamente empleado en diferentes
modelos, aunque en plantas su uso se restringe al analisis de proteinas de la semilla
(Boudet et al., 2006; Galea et al., 2009; Oliveira y Favaro, 2010; Camposet al., 2011; Amara
et al., 2012; Zamora-Brisefio y de Jiménez, 2016; Liu et al., 2017; Zhang et al., 2018). A
pesar de lo escaso de este tipo de trabajos en plantas, se ha observado que hay un numero
importante de IDPs que estan involucradas en la adquisicion de la tolerancia a la
desecacion, lo cual coincide con lo reportado para otros modelos no vegetales (Boudet et
al., 2006; Amara et al., 2012; Liu et al., 2017).

Por otro lado, los agregados proteicos que se generan como consecuencia de ciertos tipos
de estrés, estan conformados por proteinas intrinsecamente susceptibles a la agregacion,
lo que en ultima instancia, termina por afectar su funcion (Weids et al., 2016). Ademas, se
ha propuesto que la respuesta a la falta de agua incluye la induccién de proteinas con

caracteristicas hidrofilicas y resistentes a la desnaturalizacién (Garay-Arroyo et al., 2000;
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Chakrabortee et al., 2007; Zamora-Briseno et al., 2018), lo que puede implicar que las
proteinas que forman parte de la respuesta a estrés sean proteinas menos susceptibles

para formar agregados insolubles, con lo que de esa forma evitan comprometer su funcion.

Por todo lo anterior, resulta I6gico pensar que existe un subconjunto de proteinas que se
inducen ante el estrés por falta de agua que tienen como caracteristicas el ser hidrofilicas,
desordenadas y/o resistentes a la formacién de agregados proteicos. La evaluacién
protedmica de este sub-conjunto de proteinas puede resultar en el hallazgo de nuevas
proteinas que participan en la respuesta a estrés, puesto que al enriquecer los extractos
proteicos con proteinas que son solubles en condiciones de choque térmico y pH acidos
(proteinas termo-acido-solubles) resulta posible la identificacion de proteinas que
normalmente no son identificadas porque son enmascaradas por proteinas altamente
abundantes como es el caso de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco),
las cuales implican un importante desafio cuando se emplean enfoques protedmicos (Zhang
et al., 2013).

En este capitulo se decidié evaluar los cambios en las proteinas termo-acido-solubles en
respuesta a la falta de agua empleando un enfoque de protedmica libre de gel. Los
resultados obtenidos permiten proponer que la respuesta a estrés por falta de agua incluye
la activacion de un subconjunto de proteinas que son resistentes a la precipitacion en
condiciones desnaturalizantes. Ademas, las proteinas diferenciales identificadas que
responden a estrés pueden resultar utiles para mejorar la compresion de las respuestas a
la falta de agua y ser blancos moleculares putativos para el mejoramiento genético en esta
especie. Cabe remarcar que, hasta donde sabemos, este estudio representa el primer
analisis de proteinas termo-acido-solubles en respuesta a la falta de agua en tejidos

vegetativos de plantas.

4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Condiciones de crecimiento de las plantas

En el presente estudio se emplearon plantulas cultivadas in vitro de Saccharum officinarum

cv 69-290, las cuales fueron multiplicadas empleando el medio Murashige y Skoog
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suplementado con sacarosa (2 %) y BAP (0.2 mg-I""). Las plantulas fueron mantenidas con
un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad a una temperatura de 28°C, durante 28 dias.
Posteriormente, fueron dispuestas en fase de maduracion, la cual consistid en tres ciclos
de subcultivo de 45 dias cada uno, hasta alcanzar la homogeneidad en términos de tamano
y vigorosidad. En esta fase, las plantulas fueron mantenidas en las mismas condiciones que
las empleadas durante la multiplicacion, omitiendo a BAP como suplemento. Una vez
terminada la fase de maduracion, se pasaron a condiciones ex vitro. Se eligieron plantulas
de 5 cm de longitud (de pseudotallo) y con al menos 4 hojas. A las raices se les dio un
lavado con agua corriente para quitar los residuos del medio de cultivo, posterior a esto se
dispusieron en una solucion fungicida de Mancozeb y Amistar, ambos al 1%. Las plantulas
se acomodaron en charolas de 30 cm de largo x 20 de ancho x 10 cm de alto con una
profundidad de sustrato de 4 cm a capacidad de campo, por cada charola se dispusieron
10 plantulas. El sustrato empleado fue Berger M2. Las plantulas se acondicionaron en un
cuarto de cultivo durante 15 dias con un fotoperiodo 16/8 horas luz/oscuridad, a una
temperatura de 28 °C + 2 y con riego cada tercer dia. Pasado este tiempo, las plantas se
individualizaron en maceteros con el mismo sustrato, manteniendo las mismas condiciones.

Se mantuvieron en crecimiento durante 45 dias.

4.2.2 Tratamiento de estrés, determinacion de parametros fotosintéticos y obtencion

de proteinas termo-acido-solubles

Se manejaron 12 plantas por condicion (tiempo 0y 10 dias de estrés hidrico). El tratamiento
por estrés hidrico consistid en suspensién del riego a las plantas durante 10 dias. Al cabo
de este tiempo, se estimaron determinados parametros fisioldgicos incluidos la tasa de
fotosintesis (A) y de transpiracion (T), las cuales se midieron en la hoja bandera de cada
planta. Para esto se empled un sistema portatil Li-6400 (Li-Cor, Lincoln, NE, USA). Las

determinaciones se realizaron en cuatro plantas diferentes.

Para el analisis protedmico se realizo la extraccion de proteinas hidrosolubles a partir de la
porcion aérea de las plantas, incluyendo las hojas y el pseudotallo. Los analisis protedmicos
de realizaron por triplicado. Para esto, los tejidos de cuatro plantas diferentes fueron
triturados con N liquido. Para la extraccion de las proteinas hidrosolubles se usé un buffer
de extraccion (Tris pH 8.0 100 mM, NaCl 100 mM y EDTA 100 mM) adicionado con
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inhibidores de proteasas Cocktail cOmplete™de Roche (1x). Se tomé 1.8 g de tejido
macerado y se adicion6 a un volumen de 25 mL de buffer. La mezcla se homogeneizo
mediante vortex y se hirvié a una temperatura de 100°C durante 15 min y luego la mezcla
se mantuvo en hielo durante 30 min. Pasado este tiempo, el homogeneizado se centrifugd
a 20 000 x g por 10 min y 4 °C para retirar el debris. El sobrenadante se transfirié a un tubo
nuevo y se repitid la centrifugacion en las mismas condiciones. Se recuperd el
sobrenadante y a este se le agregd lentamente acido tricloroacético (TCA) hasta una
concentracion final del 3%. Durante la aplicacion del TCA, la mezcla se mantuvo en
agitacién constante, en frio, tras lo cual la mezcla se incubd 10 min en hielo. Posteriormente,
el homogeneizado se centrifugdé a 20 000 x g por 10 min y 4 °C para retirar el precipitado.
El sobrenadante se trasvas6 y se le adicioné un volumen de acetona fria, se mezclé
vigorosamente con vortex y se incub6 toda la noche a -20°C. Posteriormente, la mezcla se
centrifugd a 20 000 x g por 10 min y 4°C. El sobrenadante se desecho, la pastilla se lavo
con 5 mL acetona fria al 100% y luego se centrifugd a 15 000 x g por 10 min y 4 °C. Se
desecho el sobrenadante. Este paso se repitid nuevamente. Posteriormente, las muestras
se dejaron evaporar a temperatura ambiente por 20 min para remover la acetona.
Finalmente, las proteinas se liofilizaron y se almacenaron a -70°C hasta su analisis

protedmico.

4.2.3 Digestion enzimatica de proteinas

Para el analisis protedmico, las proteinas se solubilizaron en buffer de resuspension (1%
SDS en buffer de fosfatos 100 mM, pH 7.5) y se cuantificaron con el paquete comercial
micro BCA assay (Thermo Scientific ®). A partir de esto, se redujo un total de 100 ug de
proteina con 10 mM de Tris (2-car-boxietil) fosfina (TCEP) durante 45 min a 60°C, se alquilé
con 30 mM yodoacetamida (IA) durante 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad. La IA
restante fue inactivada con 30 mM DTT durante 10 min. Las proteinas fueron precipitadas
con 4 volumenes de acetona fria durante la noche a -20°C. La mezcla se centrifugd a 10,000
x g durante 15 minutos a 4°C y la pastilla se secé a temperatura ambiente durante 15
minutos. Luego, las proteinas se suspendieron con 100 pl de buffer de digestion
(dicarbonato de trietilamonio 50 mM (TEAM) y SDS al 0,1%) y se digirieron con tripsina
(Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade, Promega, Madison WI) en una proporcion de

tripsina/proteina de 1:30 p/p durante toda la noche a 37°C. Posteriormente, se adicioné
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tripsina recién preparada en una proporcién de 1:60 p/p durante cuatro horas mas a 37°C
para completar la digestion. La reaccion se detuvo desnaturalizando la tripsina a 80°C

durante 10 min.

4.2.4 Analisis por nano-LC-MS / MS

Las muestras se analizaron mediante nano-LC-MS/MS utilizando un espectrometro de
masas Orbitrap Fusion Tribid TM (Thermo-Fisher Scientific®) equipado con una fuente de
nano iones “EASY Spray” (Thermo-Fisher Cientifico) acoplado a un sistema UltiMate 3000
RSLC (Dionex ®). Cada muestra reconstituida (5 uL) se inyecté en una columna nanoviper
de C18 (3 uym, 75 uym x 2 cm, Dionex ®) a una velocidad de flujo de 3 yL-min~" y luego se
separé en una columna de EASY spray RSLC C18 (2 ym, 75 ym x 25 cm), utilizando un
gradiente de 100 min con un caudal de 300 nL-min ~" de acido férmico al 0.1% en agua
grado LC-MS (disolvente A) y acido formico al 0,1% en acetonitrilo al 90% (disolvente B). El
gradiente fue el siguiente: 10 min de solvente A, 7-20% de solvente B dentro de 25 min,
20% de solvente B por 15 min, 20-25% de solvente B por 15 min, 25-95% solvente B
durante 20 min y 8 min para solvente A. El espectrometro de masas fue operado en modo
de iones positivos con voltaje de nanoespray establecido en 3.5 kV y temperatura de la
fuente a 280°C. Como calibrante externo, se incluyé cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y
Ultramark 1621.

4.2.5 Analisis bioinformatico

Los datos de los espectros crudos se analizaron con el paquete Proteome Discoverer 2.1
(PD, Thermo Fisher Scientific Inc.). Las busquedas posteriores fueron llevadas a cabo
utilizando los motores de busqueda Mascot (versién 2.4.1, Matrix Science, Boston, MA),
SEQUEST HT (Eng et al., 1994), AMANDA (Dorfer et al., 2014) y Byonic (Bern et al., 2012).
Se seleccionaron soélo las proteinas con un score de 15 para al menos 1 motor de busqueda.
La busqueda con los motores se realizd contra una base de datos personalizada, debido a
que no se dispone todavia de un genoma de referencia para esta cana de azucar. Para
construir esta base de datos, se descargaron todas las secuencias proteicas disponibles en
el NCBI para los géneros Officinarum, Zea, Sorghum, Panicum, Oryza, Setaria, Aegilops,

Brachypodium, Triticum, Dichantelium y Arundo. Ademas, se descargaron las secuencias
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de RNA disponibles para el género Officinarum y las secuencias ensambladas de novo en
un trabajo previo de nuestro laboratorio usando este modelo (Pereira-Santana et al., 2017).
Estos transcritos se tradujeron con TransDecoder (Haas etal.,, 2013) y las proteinas
predichas se juntaron con las secuencias de las proteinas descargadas. Para reducir la
redundancia de las secuencias, el archivo con formato fasta se depuré con CD-HIT (Li y
Godzik, 2006), con valores de 0.95, 0 y 5, para los parametros c, t y n, respectivamente.
También se filtraron las secuencias proteicas de longitud menor a 31 aminoacidos y se
eliminaron los residuos inespecificos. El archivo resultante se emple6 para preparar la base
de datos personalizada con la cual alimentar a los motores de busqueda empleados para

resolver los espectros de masas.

Una vez identificadas las proteinas de cada condicion, primero se analizé cuales de las
proteinas encontradas se compartieron entre tratamientos y cuales no. Para ello se
construyd un diagrama de Venn con el programa Venny 2.0 (Oliveros, 2007). Para poder
obtener una idea general del grado de enriquecimiento de desorden intrinseco, las
secuencias de las proteinas identificadas se analizaron con Espritz (Walsh et al., 2012).
Con los valores arrojados por esta herramienta, se construyé la distribuciéon de desorden
intrinseco predicho para el proteoma global que incluye al total de proteinas no redundantes
identificadas en cada condicion y se generaron las estadisticas generales de desorden
intrinseco predicho. En este sentido, también se exploré el sesgo en la composicion de
aminodcidos de las proteinas identificadas. Para ello, se empled el programa Composition
Profiler (Vacic et al., 2007). El programa se corrié con 10,000 boostraps y con un alfa de
0.05. La base de referencia empleada contra la que se realizé la comparacion fue el PDB

select 25.

Por otro lado, se procedié a realizar la anotacién funcional de las proteinas. Para ello, las
proteinas se compararon con las proteinas de la familia Poaceae mediante BLASTp
(Altschul et al., 1990), esto debido a que muchas de las proteinas identificadas fueron
secuencias predichas por TransDecoder a partir de secuencias del transcriptoma y por tanto
eran secuencias sin anotar. Por otra parte, también se obtuvieron las ontologias, asi como
las anotaciones de los dominios pFam, todo estos mediante InterproScan 5 (Jones et al.,
2014).
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Las ontologias generadas por InterproScan 5, fueron analizadas con WEGO (Ye et al,,
2006). En este caso, se seleccionaron sélo los términos GO de primer nivel. Todo lo anterior
se complemento con las anotaciones GO generadas con PANNZER2 (Térdnen et al., 2018),
con el que se anotaron por separado las proteinas identificadas exclusivamente en la
condicion control, las identificadas exclusivamente en estrés y las proteinas identificadas
en ambas condiciones. En este caso, se seleccionaron todos los términos ontoldgicos
identificados que tuviesen una puntuacién mayor a 0.70 en la distribucion hipergeométrica.
En ambos casos, los resultados generados se exportaron y se graficaron con ggplot2
(Ginestet, 2011).

4.3 RESULTADOS

Las plantas de cafna sometidas a falta de riego presentaron una clara reduccién en su talla,
una evidente pérdida de vigor, asi como una importante reduccién en sus parametros
fisiologicos, especificamente en la tasa de fotosintesis (A), medida como asimilacion de

didxido de carbono y en la tasa de transpiracion (T) (Figura 4.1).

El hecho de que la tasa de asimilacion resultara negativa es evidencia de que las plantas
estresadas se encontraban realizando fotorespiracion, lo que implica una disminucién en la
fijacién de carbono. Este es un proceso dependiente de la luz, en el que se toma oxigeno
molecular y se libera concomitantemente dioxido de carbono a partir de compuestos
organicos (Lafta y Lorenzen, 1995), lo que permite comprender el hecho de que las plantas
estuvieran generando dioxido de carbono en vez de estarlo fijando. Por otro lado, la
reduccidn observada en la tasa transpiratoria es una prueba indirecta de que las plantas
bajo estas condiciones presentaban cierre estomatico, lo cual es una respuesta a la falta
de agua (Brodribb y Holbrook 2003). Todo esto implica que las plantas, bajo las condiciones

probadas, aunque estuvieron bajo estrés, todavia estaban fisiolégicamente activas.
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Figura 4.1 Evaluacion fisioldgica de las plantas de cafia empleadas en este estudio y distribucion
de las proteinas termo-acido-solubles identificadas. A) Las plantas de cafia sometidas a estrés
por falta de agua mostraron una importante disminucién en su tamafio y en su porte. B) Tanto la
tasa de transpiracién (A) como la tasa de fotosintesis (T) presentaron alteraciones en las plantas
sometidas a falta de agua, registrando ambos parametros una reducciéon en las plantas
estresadas. C) Diagrama de Venn que muestra la manera en como se comparten las proteinas
identificadas en las condiciones evaluadas. Se puede observar que existe una importante
cantidad de proteinas que se identificaron exclusivamente en plantas sometidas a estrés, por lo
que se puede suponer que muchas de estas proteinas forman parte de los mecanismos de
respuesta a estrés. Por otra parte, cabe sefalar que el nimero de proteinas termo-acido-solubles
identificadas exclusivas bajo condiciones de estrés es casi tres veces mayor que las identificadas
exclusivamente en condiciones normales de crecimiento. 10 DAS: 10 Days After Stress.

Por otra parte, es interesante indicar que bajo las condiciones de estrés analizadas se
identific6 un mayor numero de proteinas termo-acido-solubles comparado con las

condiciones de crecimiento normales, lo que sugiere que algunas de estas proteinas
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participan en la respuesta a la falta de agua en cafa. Es interesante destacar que el nimero
de estas proteinas es casi tres veces mayor en condiciones de estrés que las proteinas

identificadas en las condiciones control.

Una de las caracteristicas que permiten que las proteinas permanezcan solubles bajo
condiciones de desnaturalizacion tan drasticas como las empleadas es la falta intrinseca
de estructura tridimensional fija. Por ello, una de las caracteristicas fisicoquimicas que se
predijo es el nivel de desorden intrinseco de las proteinas identificadas. En este sentido,
cabe resaltar que la mayoria de las proteinas identificadas presentaron regiones
intrinsecamente desordenadas (IDRs) mayores a 30 residuos. En general, los resultados
de desorden encontrados tanto para las proteinas identificadas en el control como en el

tratamiento fueron bastante semejantes (Cuadro 4.1).

Cuadro 4.1 Estadisticas generales de desorden de las proteinas termo-acido-solubles
identificadas. Se puede observar que la mayoria de las proteinas analizadas poseen en su
secuencia al menos una IDR mayor a 30 residuos.

Caracteristica Control Estrés
aa totales evaluados 55319 148679
Numero total de proteinas 149 376

% de proteinas con al menos 1 regién desordenada mayor a 30 residuos 71.14 73.14
% de proteinas con al menos una region desordenada mayor a 50 residuos  54.36 54.26
NUmero total de IDRs mayores a 30 residuos 172 430
Numero total de IDRs mayores a 50 residuos 109 276
Numero de segmentos desordenados 599 1537

La distribucion de desorden estructural, indica que la categoria de 25-50% de desorden fue
la mas abundante, aunque también hay una importante cantidad de proteinas con un
porcentaje de desorden mayor a este rango (Figura 4.2). En total, el porcentaje de proteinas
con 25 % de desorden estructural o mas suma 67.49 % del total de proteinas identificadas
en ambas condiciones, lo cual es un porcentaje bastante aproximado al total de las

proteinas que poseen al menos una IDR con >30 aa en su secuencia (72.14%).
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Figura 4.2 Distribucion de las proteinas identificadas de acuerdo con su contenido de
desorden. Se puede observar que la mayor parte de las proteinas poseen niveles de
desorden mayor al 25% en su secuencia.

Para conocer si en las proteinas identificadas existen aminoacidos que estan sobre- o sub-
representados, se compararon respecto a un conjunto de proteinas estructuradas con
estructura cristalogréfica y que estan depositadas en el PDB. Los resultados obtenidos
permiten ver que los aa que componen a la fraccion analizada presentan un sesgo respecto

a los aa de las proteinas depositadas en el PDB (Figura 4.3).

Es importante destacar que los aminoacidos promotores de orden estan sub-representados,
mientras que ciertos aminoacidos promotores de desorden estan sobre-representados. En
cambio, todos los aminoacidos cargados, estan sub-representados, independientemente
de si son o no promotores de desorden. Es evidente que los aminoacidos con mayor
potencial de solvatacion estan sobre-representados, en contraste con los que poseen un

bajo potencial de solvatacion.
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Figura 4.3 Comparacion de aa de las proteinas termo-acido-solubles identificadas y

las proteinas del PDB.

Se puede apreciar que las proteinas identificadas presentan una

mayor proporcion de aminoacidos con alto potencial de solvatacion (barras rosas), en
contraste con los aminoacidos con bajo potencial de solvatacion, los cuales se
encuentran en una menor proporcién. En rojo, destacan los aminoacidos que son
promotores de desorden. C y V no presentan una abundancia significativamente

diferente (a < 0.05).

En contraste, existe un porcentaje importante de proteinas que aparentemente no son
desordenadas. De hecho, existe buena parte de estas proteinas participando en actividades
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cataliticas. Esto se puede observar graficando los dominios pfam mas abundantes en el
conjunto de proteinas identificado (Figura 4.4).
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Figura 4.4 Gréafica de los dominios pfam mas abundantes de entre las proteinas
identificadas. Un importante numero de proteinas con funcidon enzimatica fueron
identificadas, siendo la familia de las peroxidasas la mas abundante.

Cabe indicar que clasificar las proteinas con base en los dominios pfam presenta sus
inconvenientes, pues resulta que una fraccion significativa de las proteinas y regiones sin
anotar y sin funcion conocida (lo que se conoce como proteoma oscuro), son IDPs. Es mas,
se ha llegado a considerar que estos dos aspectos del proteoma son casi sinébnimos
(Bhowmick et al., 2016; Hatos et al., 2019). Para poner en contexto lo anterior, se estima
que solo el 45% de los residuos de todas las proteinas humanas estan representadas en
las anotaciones pfam (Mistry et al., 2013). En este trabajo, sélo a 203 proteinas se les pudo
asignar un dominio pfam, lo que representa justamente el 45.01% del total de proteinas
termo-acido-solubles identificadas. No obstante, a pesar de sus limitaciones, es interesante
encontrar que contrario a lo esperado, en la fraccion proteica analizada se identificd un

numero importante de enzimas que son mayormente proteinas estructuradas.
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En concordancia con lo anterior, se puede observar que la distribuciéon de los términos
ontolégicos refleja que un importante numero de proteinas con actividades enzimaticas

fueron anotadas (Figura 4.5).
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Figura 4.5 Distribucion de los términos ontolégicos de las proteinas termo-acido-solubles
identificadas. Se puede observar que una buena parte de las 218 proteinas anotadas poseen
actividad catalitica y estan involucradas en procesos metabdlicos y estan ligadas a la respuesta
a estimulos.

Molecular Function

La capacidad de anotar las proteinas identificadas mediante esta estrategia fue ligeramente
mayor, pues se pudieron anotar un total de 218 proteinas con sus ontologias asociadas, lo
que representa el 48.34% del total. A pesar de esto, los términos GO obtenidos, siguen
siendo muy generales, por lo que se decidid realizar una anotacién ontolégica mas

detallada. Lo que se consiguié con PANNZER2 (Figura 6).
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Figura 4.6 Anotacion general de las proteinas termo-acido-solubles identificadas. Las
anotaciones presentadas se generaron con PANNZER2. Para un mejor desglose de los términos
ontoldgicos, las proteinas identificadas se subdividieron en tres diferentes subgrupos: A:
proteinas identificadas exclusivamente en condiciones control; AB: proteinas identificadas tanto
en condiciones control como en condiciones de estrés; B: proteinas identificadas exclusivamente
en condiciones de estrés. Solo se visualizaron los términos ontoldgicos con al menos dos
proteinas anotada en al menos uno de los diferentes sub-grupos definidos.

Mediante esta herramienta fue posible realizar una anotacion mas detallada de las
proteinas identificadas. Es notable destacar que buena parte de las proteinas anotadas al
parecer forman parte del medio extracelular. Ademas, es evidente que muchas de las
proteinas identificadas exclusivamente en la condicion de estrés estén especializadas en la

respuesta a estrés abiotico y estrés oxidante.
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También es interesante notar que las funciones asociadas a fosforilacion de proteinas,
protedlisis, biogénesis de pared secundaria, plegamiento de proteinas, defensa,
metabolismo de carbohidratos, transporte de lipidos, biosintesis de acido jasmonico o
respuesta a acido abscisico fueron algunas de las funciones en las que se clasificaron las
proteinas exclusivamente identificadas en estrés. Por su parte, es relevante destacar que
en el caso de las proteinas exclusivamente encontradas en las condiciones control se
identificaron varias proteinas asociadas a desarrollo, como las implicadas en el desarrollo
del sistema de brotes, a la regulacion negativa de a la via de sefializacion mediada por ABA
o la regulacién positiva de la actividad GTPase. Dentro de las proteinas compartidas tanto
en el tratamiento como en el control, destacan las asociadas a la respuesta a estrés salino

y transporte de iones metalicos.

Dentro de las proteinas identificadas como diferenciales y que normalmente son
consideradas como proteinas marcadoras de la respuesta a la sequia, se encuentran tres
proteinas LEA del grupo 3, cuatro dehidrinas, una rab28, una osmotina, dos quinasas de
respuesta a frio, una proteina pequefa de choque térmico, una proteina de 65 kDa inducida
por bajas temperaturas y una proteina rica en glicina 2, entre otras. En el caso de las
proteinas implicadas en las respuestas a estrés oxidante, ademas de las peroxidasas y de
las superdxido dismutasas, también se identificaron dos glutatidon-S-transferasas y una
tioredoxina. Por otro lado, también se identificé un nimero importante de proteinas de unién
a metales, una proteina transportadora de cobre ATX1, una ATPasa transportadora de
cobre PAA2 cloroplastica, una chaperona de cobre, una proteina transportadora de cobre
ATOX1 y dos proteinas estabilizadoras de manganeso (encontrada en ambas condiciones).
Cabe destacar que ocho de las 25 proteinas tipo plastocianinas identificadas se encontraron
exclusivamente bajo condiciones de estrés. De hecho, este fue el segundo grupo de

proteinas mas abundante de los que se pudo identificar.

Como parte de las proteinas de respuesta a estrés, también se encontraron diversas
proteinas implicadas con el empaquetamiento de DNA, tales como cuatro proteinas con
dominio PF00538 de la familia de histonas de unién H1 y H5 (dos de las cuales se

encontraron exclusivamente bajo condiciones de estrés) y siete proteinas de unién a metil-
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CpG, (tres de las cuales se encontraron exclusivamente en la condicién a estrés). Cabe
indicar que ambos tipos de proteinas estuvieron dentro de las proteinas con mayor nivel de
desorden con un porcentaje de desorden estimado mayor al 93%. Este nivel de desorden

es comparable con el encontrado en ciertas dehidrinas y proteinas LEA 3 identificadas.

Es interesante notar que se identificaron 13 fasciclinas, de las cuales 8 fueron encontradas
exclusivamente bajo condiciones de estrés. Cabe indicar que estas proteinas no fueron
identificadas mediante la anotaciéon de su dominio pfam, por lo que no aparecen en las
anotaciones hechas con esta herramienta. Ademas, se encontraron 3 cupinas expresadas
en condiciones de estrés, asi como 7 proteasas con dominio tipo papainay 2 chaperoninas,

entre otras diversas proteinas, muchas de las cuales no se pudieron anotar.

4.4 DISCUSION
4.4 1 Caracteristicas generales de las proteinas identificadas

En este trabajo, se obtuvo la fraccién proteica termo-acido-soluble de la porcion aérea de
plantas de cafias de azucar sometidas a estrés por falta de agua. En términos generales,
esta fraccion esta enriquecida en IDPs, pues mas del 60% de las proteinas analizadas
poseen >25% de desorden estructural en su secuencia. La razén de que esta fraccion
proteica se enriquezca en IDPs, se debe a que bajo las condiciones desnaturalizantes en
las que estas proteinas fueron aisladas, ocurre una precipitacion diferencial de proteinas.
El que esta estrategia permita un enriquecimiento de IDPs, radica en que las proteinas
globulares se pliegan alrededor de nucleos hidrofdbicos y su plegamiento estd, al menos,
dirigido por el efecto hidrofébico (Scheeff y Fink, 2005). Esto provoca que las proteinas
globulares posean regiones hidrofébicas fuera del alcance de las interacciones polares del
solvente. Cuando este tipo de proteinas se someten a cambios de temperatura, estas
regiones quedan expuestas en la amplia mayoria de las proteinas globulares. Al exponerse
las regiones hidrofébicas de moléculas diferentes, también se favorecen las colisiones
hidrofébicas intermoleculares, con las que se forman agregados moleculares de mayor
tamafo. Cuando estos agregados alcanzan una masa critica, precipitan. Las IDPs en
cambio, no precipitan por el mismo hecho de que carecen de regiones hidrofdbicas (Tompa,

2002), de tal forma que cuando ocurre cambios en el medio que obligan a modificar la
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disposicion de sus residuos en el espacio, al no haber regiones hidrofébicas que puedan
dar lugar a esos agregados, simplemente no precipitan. Por su parte, a pesar de su amplio
uso, el mecanismo por el cual el TCA induce la precipitacion de las proteinas no se
comprende del todo. Un mecanismo plausible es que a bajas concentraciones, los iones de
tricloroacetato promueven la pérdida de estructura, mediante la ruptura de interacciones
electrostaticas que desestabilizan la conformacion nativa de las proteinas. El
desplegamiento parcial de las proteinas da lugar a la exposicion de la cara no polar al
solvente, lo que resulta en la coalescencia intermolecular de moléculas de proteinas

proximales, lo que permite su precipitacion (Rajalingam et al., 2009).

Por otra parte, la composicion de aa de las IDPs explica por qué resisten mas a la
precipitacién por TCA, apoyados en que su alta proporcion de residuos hidrofilicos favorece
amplias zonas de interaccién con el solvente y probablemente, pocas zonas de interaccion
intra e intermoleculares que contribuyan al colapso intermolecular, la coalescencia y
finalmente, la precipitacion de las proteinas. EI modelo anterior, sin embargo, no es
suficiente para explicar el hecho de que algunas proteinas con pl acido y que son capaces
de permanecer solubles después del choque térmico, se insolubilizan en presencia de TCA
(Campos et al., 2011). Sin embargo, se completa, si se toma en cuenta que el TCA, por
tratarse de un acido, también induce la precipitacion isoeléctrica de proteinas, es decir,
cuando al cambiar el pH, la carga neta de las proteinas tienden a cero y las fuerzas de
repulsion electrostaticas se anulan, haciendo que las proteinas se agreguen y precipiten
(Rajalingam et al., 2009).

Dentro de las proteinas identificadas en el proteoma se identificaron diversas proteinas
intrinsecamente desordenadas cuya presencia en el extracto se puede explicar por su falta
de estructura, la cual las hace resilientes a precipitar bajo condiciones desnaturalizantes.
Dentro de estas, se encuentran proteinas como las dehidrinas o las histonas H1. Cabe
indicar que un numero de importante de proteinas predichas como intrinsecamente
desordenadas no se pudieron anotar con ninguna de las bases de datos empleada. En este
sentido, la caracterizacion funcional de muchas de estas IDPs que ademas responden a
estrés cobra mayor importancia y puede propiciar el descubrimiento de nuevas funciones

en los que estas proteinas pueden estar involucradas, por lo que se considera necesario
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poner mas énfasis en el estudio de IDPs con funcién desconocida, tales como las

identificadas en este trabajo y que responden al estrés.

No obstante, es interesante notar que aunque lo anterior puede explicar la razén por la que
se identificd una cantidad importante de IDPs en los extractos proteicos, que de acuerdo
con las estimaciones bioinformaticas fueron cerca del 70% del total de las proteinas
identificadas, lo cierto es que esta explicacion no es suficiente para explicar por qué también
se identificaron proteinas globulares. Por ejemplo, los datos de anotacion funcional indican
que dentro de las proteinas identificadas se encuentran varias enzimas, es decir, proteinas
tradicionalmente consideradas como proteinas estructuradas. Esta idea subyace a la idea
generalizada de que se requiere de una estructura unica para la catalisis enzimatica, esto
a pesar de que estudios recientes indican la presencia de desorden intrinseco en diversas
enzimas funcionales en estado nativo (Palombo et al., 2017). Las enzimas identificadas
mas numerosas fueron las de la familia de peroxidasas. Es bien conocido el hecho de que
una importante cantidad de peroxidasas son termoestables. De hecho, las peroxidasas se
encuentran entre las enzimas vegetales mas estables al calor (Lee y Pennesi, 1984; Saraiva
et al., 2010). Por otra parte, si se analiza con detenimiento el caso de las 32 peroxidasas
identificadas, se puede observar que el contenido predicho de desorden para estas
proteinas fluctua entre un 12.8 a 33.5%, lo que implica que de acuerdo con la clasificacion
de que las proteinas con un nivel de desorden porcentual mayor al 30% son desordenadas
(Deiana et al., 2019), algunas de ellas podrian ser catalogadas como proteinas
desordenadas, lo cual resulta muy interesante para ser enzimas, puesto que los ejemplos
disponibles en la literatura de enzimas desordenadas son todavia bastante escasos
(Palombo et al.,, 2017). Otro ejemplo de enzimas identificadas en este trabajo es las
superoxido dismutasas de cobre-zinc. En este caso, existe una amplia evidencia de
proteinas que pertenecen a esta familia que son altamente estables a condiciones de calor
(Hallewell et al., 1991; Shin et al., 2009). Por ejemplo, la enzima BfCu,ZnSOD es una de
las enzimas que posee una temperatura de fusién de entre 89 y 104°C dependiendo de las
condiciones (Lepock et al., 1985). En el caso de las superdxido dismutasas y de proteinas
estructuradas que son termoestables son varios los factores que se han considerado para
explicar estas caracteristicas fisicoquimicas, incluido la pequefia area de superficie

expuesta, una mayor densidad de empaquetamiento que reduce las cavidades en el nucleo
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hidrofébico, un incremento en la hidrofobicidad del nucleo hidrofébico, uniones de hidrégeno
en los residuos polares, un incremento en la ocurrencia de residuos de prolina en los loops,
un incremento en el area de superficie polar, un incremento en el contenido de helicoidal,
una extensa red de pares idnicos y una mejor formacién de puentes salinos, entre otros
factores (Vetriani et al., 1998; Kumar y Nussinov 2001; Yogavel et al., 2008; Kumar et al.,
2012). A pesar de lo anterior, los mecanismos que explican tal fenémeno no son los mismos

en todas las proteinas que presentan termoestabilidad, por lo que es contexto dependiente.

4.4.2 Proteinas diferenciales identificadas y su implicacion en la respuesta a la falta

de agua

A pesar de que en este trabajo sélo se analizé una fraccion del proteoma de la cana de
azucar, es de destacar que se identificd una cantidad importante de proteinas diferenciales
en respuesta a la falta de agua, muchas de las cuales son reconocidas ampliamente como
parte de la respuesta a la falta de agua en plantas. Tal es el caso de las peroxidasas, las
cuales juegan un papel en las respuestas a estrés en plantas a tal punto que son
consideradas como indicadores de estrés (Siegel, 1993). La induccion de las peroxidasas
y de las superoéxido dismutasas (SOD), hace pensar que las plantas estuvieron sometidas
a un intenso estrés oxidante, puesto que ambos tipos de enzimas constituyen la principal
linea de defensa contra las especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales se sobre-
producen bajo condiciones de sequia (Alscher et al., 2002; Molina-Rueda et al., 2013). Esto
adicional a la identificacion de otras proteinas relacionadas con la contencién del estrés
oxidante, tales como la glutation-S-transferasa o la metalotioneina y su papel en las
respuesta a estrés por sequia esta bien establecido (Dinakar y Bartels 2013; Jaiswal et al.,
2018; Kumar y Trivedi 2018).

Otras proteinas que forman tipicamente parte de las respuestas a estrés por sequia son las
proteinas LEA. En este trabajo se identificaron algunos miembros de las proteinas LEA 3y
de las dehidrinas. De hecho las dehidrinas son un sub-grupo de las proteinas LEA,
especificamente conforman el grupo de las LEA 2 (Battaglia y Covarrubias, 2013), cuya
expresion esta estrechamente relacionada con el estrés por deshidratacién y aunque su rol
bioquimico no esta del todo comprendido, se piensa que su funcion es la de la proteccion

de otras proteinas, la estabilizaciéon de membranas, asi como la proteccién contra especies
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reactivas de oxigeno (Hanin et al., 2011; Hundertmark et al., 2011; Ismail et al., 1999; Riley
et al.,, 2019).

Por otra parte, es interesante indicar que diversas dehidrinas, asi como proteinas LEA 3
tienen capacidad para unir iones metalicos (Hanin et al., 2011; Jin et al., 2013; Liu et al,,
2019), lo cual resulta curioso, puesto que muchas de las proteinas identificadas tienen
funciones relacionadas con el transporte de iones metalicos o unen iones metalicos,
incluidas las superoxido dismutasas, las proteinas estabilizadoras de manganeso, las
metalotioneinas, tioredoxinas, las peroxidasas, entre otras proteinas identificadas (Ruchko
et al., 1998; Lemaire et al., 1999; Popelkova y Yocum, 2011; Yogavel et al., 2008; Plieth y
Vollbehr, 2012). Es probable que ésta sea una caracteristica extendida entre las proteinas
termo-acido-solubles y que merece la pena ser evaluada con mayor detenimiento. En este
sentido, es importante resaltar que muchas de estas proteinas poseen regiones con baja
complejidad estructural, las cuales recientemente han sido asociadas a funciones
relacionadas con la union a ligandos incluidos RNA, DNA, iones metalicos y polisacaridos
o con funciones como chaperonas (Ntountoumi et al, 2019). Funciones que también
comparten otras proteinas identificadas incluidas las proteinas de choque térmico, las
proteinas ricas en glicina, las chaperoninas, las histonas, las proteinas de unién a metil-

CpG o las fasciclinas.

El caso de las proteasas tipo papaina resulta interesante, puesto que todas ellas se
encontraron exclusivamente en bajo condiciones de estrés. Los ejemplos de proteinas tipo
papainas (PLCP) que responden a la falta de agua son muy abundantes. Por ejemplo, en
trigo se encontré una PLCP que responde positivamente a estreses osmaticos, salino y por
frio y generaresistencia en A. thaliana (Zang et al., 2010). Aunque cabe indicar que diversos
estudios de funcionalizacion de estos genes han llegado a conclusiones diferentes, ya que
aparentemente los mecanismos que median son contextos dependientes y a que las
funciones de estas proteinas en el contexto de la sequia son diversas. Asi, mientras que el
PLCP de trigo genero resistencia a estrés por sequia en A. thaliana de manera semejante
a como ocurre con la sobre-expresion del gen SPCP2 de camote (Chen et al., 2010), la
sobre-expresion del SPCP3 genero el efecto contrario en Arabidopsis (Chen et al., 2013).

Lo anterior hace suponer que la protedlisis es un mecanismo importante para la respuesta
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de las plantas a la falta de agua (Liu et al., 2018), por lo que la actividad de estas proteinas

debe ser tomada en consideracion en futuros estudios de funcionalizacion.

4.5 CONCLUSION

De acuerdo con los datos encontrados en este trabajo es posible afirmar que las
condiciones de estrés favorecen la acumulacién de proteinas con baja tendencia a la
formacion de agregados. En este sentido, lo que se propone es que las proteinas que
forman parte de la respuesta a la falta de agua son proteinas con tendencia a no formar
agregados. Por ello, se considera que es necesario tomar en consideracién las
caracteristicas fisicoquimicas generales de las proteinas de respuesta a estrés, mas alla de
las funciones que poseen de manera particular. Asi, es posible que bajo condiciones de
estrés definidas, el proteoma se ajuste de una forma tal que sea mas resiliente a los efectos
directos del estrés, tales como la agregacion molecular. Esto es similar a lo observado para

A. thaliana en respuesta a estrés por calor (Alvarez-Ponce et al., 2018).
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CAPITULO V
CONCLUSION GENERAL Y PERSPECTIVAS

5.1 CONCLUSION GENERAL

En este trabajo se abordé el estudio de las proteinas intrinsecamente desordenadas y su
relacién con las respuestas a la falta de agua en plantas, esto con el propdsito de evaluar
si en la respuesta a la falta de agua en las plantas ocurre un aumento en el contenido de
IDPs. La idea detras de todo esto parte de la observacion de que una buena parte de los
efectos negativos de la falta de agua en las células ocurre como consecuencia de la pérdida
de funcion de proteinas a consecuencia de la pérdida de su estructura nativa, asi como del
incremento de las interacciones proteicas no especificas que ocurren a consecuencia de la
falta de agua. De ahi que se propusiera que una via para aminorar de los efectos negativos
de la pérdida de agua en las plantas pasara por disminuir el contenido de proteinas
intrinsecamente susceptibles a la agregacién molecular (en general, proteinas globulares
con alto grado de estructuracion) y en cambio se indujera la cantidad de proteinas
resistentes a la pérdida de funcién como consecuencia de la pérdida de estructura. La idea
es simple: las plantas emplean proteinas de respuesta a la falta de agua que en son
resistentes a la pérdida de estructura y a la agregacion molecular y bajo condiciones de
estrés se minimiza la sintesis de proteinas que son susceptibles a la agregacion molecular.

Bajo esta idea, se establecio el concepto del desordenoma del estrés.

Para evaluar esta propuesta, se emplearon diferentes enfoques. Primero, se realizé una
busqueda exhaustiva para evaluar la distribucién del contenido relativo de desorden
estimado en los proteomas vegetales de especies cuyos genomas estuvieran disponibles
al momento de iniciar el trabajo. Esto permiti6 evaluar qué grupo taxondémico esta
enriquecido en desorden estructural. Se pudo observar que las monocotiledéneas
presentan una mayor proporcion de desorden estructural que las eudicotiledéneas.
Sorpresivamente, el contenido relativo de desorden en los proteomas de algas es mayor
que en plantas superiores, lo que contrasta con la idea de que el desorden esta asociado
con el incremento en la complejidad organismica, pero que puede explicarse si se toma en
consideracion la multifuncionalidad de las IDPs, de tal forma que una mayor proporcion de

IDPs, implica ahorros en términos de recursos gendmicos al permitir compactar el conjunto
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de funciones necesarios para el mantenimiento del organismo con un subconjunto reducido

de proteinas.

Por otra parte, se realizo el analisis de enriquecimiento ontoldgico de las anotaciones de
los proteomas analizados, esto para evaluar si existen términos enriquecidos en las
proteinas de acuerdo con su nivel de desorden. De acuerdo con estos analisis, las proteinas
estructuradas se encuentran enriquecidas en funciones estructurales y cataliticas, mientras
que las proteinas que poseen mayor desorden estan enriquecidas en funciones
relacionadas con la sefalizacion y las respuestas a estrés. Finalmente, se encontré que los
aa que estan enriquecidos en las IDPs, presentan mayores cambios entre los diferentes
taxas analizados (algas, monocotiledoneas y eudicotiledéneas) que aquellos aa
enriquecidos en las proteinas estructuradas. Lo anterior sugiere que la tasa de cambios en
los residuos promotores de desorden es mayor que los residuos promotores de orden, lo
que a su vez implica mayor variacién en las proteinas desordenadas. Esto puede tener
fuertes implicaciones adaptativas en las plantas ya que el desordenoma puede resultar ser

una fuente de variacion mayor que el resto del proteoma.

Posteriormente, se considerd una estrategia que permitiera evaluar la forma en cédmo se da
la regulacion transcripcional de las proteinas desordenadas en un contexto de desecacion.
Para ello, se evalud la regulacion del transcriptoma a lo largo del desarrollo de la semilla de
maiz considerando la forma en como se comportan los transcritos cuando son clasificados

de acuerdo con el nivel de desorden de las proteinas para las que codifican.

Se selecciond este modelo debido a que es una monocotiledénea bien caracterizada de la
que se tiene un profundo conocimiento de los procesos que ocurren durante la
embriogénesis de la semilla y porque al final del desarrollo de la semilla ocurre la activacién
del programa de quiescencia, lo que implica la activacion de los mecanismos de adaptacion
a la desecacion. Teniendo en consideracion ambos factores, se decidid estudiar el
comportamiento de los transcritos que son expresados a lo largo del desarrollo de la semilla
hasta el inicio de la embriogénesis tardia, que es cuando ocurre la adquisicion de la
tolerancia a la desecacion. Se observé que tanto el numero de genes expresados que

codifican para IDPs como su abundancia relativa, son dependientes de la etapa de
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desarrollo de la semilla y que es durante la etapa de llenado de grano cuando la abundancia
relativa de los transcritos que codifican para las proteinas estructuradas aumenta de
manera significativa. Sin embargo, en términos generales, la expresion de transcritos que
codifican para IDPs aumenta de forma constante con forme avanza el desarrollo de la
semilla y aumenta justo al final de dicho periodo, cuando se establecen las condiciones para

la quiescencia.

Por otra parte, se identificé un numero importante de genes que codifican para proteinas
altamente desordenadas cuya expresion esta directamente relacionada con la progresiéon
de la pérdida de agua en la semilla. Dichos transcritos estdan asociados a funciones
relacionadas con la respuesta a estrés por falta de agua. Ademas, se identificaron factores
de transcripcion que fungen como reguladores maestros de diferentes etapas del proceso.
Dichos factores de transcripcién se clasificaron de acuerdo con su nivel de desorden y se
encontré que muchos de ellos son intrinsecamente desordenados. A su vez, se identificaron
factores de transcripcion que pueden ser claves para la adquisicion de la tolerancia a la
desecacion en la semilla de maiz y que hasta la fecha no han sido caracterizados
funcionalmente, lo que merece especial atencion. Con toda la informacién generada se
establecio un modelo en el que se propone que bajo un contexto de desecacién existe un
ajuste activo que tiene como objetivo aumentar el contenido relativo de proteinas
intrinsecamente desordenadas, todo esto mediante dos mecanismos que son
complementarios. Primero, aumentando el nimero de genes expresados que codifican para
estas proteinas y segundo, reprimiendo la expresion de genes que codifican para proteinas
con alto nivel de estructuracion. Los datos presentados concuerdan con lo propuesto, por

lo que el modelo, a pesar de su simplicidad, se mantiene.

Finalmente, se decidid emplear un enfoque experimental para tratar de corroborar las
observaciones anteriores. Para ello, se empleé cafa de azucar como modelo, esto por ser
una monocotiledénea, cuya respuesta a falta de agua no ha sido muy estudiada. En este
caso, se empled un enfoque basado en protedmica libre de gel para identificar al conjunto
de proteinas que permanecen solubles después de la aplicacion de un choque térmico y

pH acido. A dicha fraccion se le denomind proteinas termo-acido-solubles. El que estas
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proteinas permanezcan solubles después de aplicar dichas condiciones es una muestra de

que son proteinas resistentes a la formacién de agregados.

Para tratar de explicar las caracteristicas que favorecen este comportamiento, se realizd
una serie de analisis bioinformaticos para predecir el desorden intrinseco. Se encontré que
la mayor parte de estas proteinas (mas del 70% de las proteinas identificadas) son
desordenadas. Por otro lado, se identific6 un importante numero de proteinas que
responden a la falta de agua y que muchas de ellas son desordenadas y que no poseen
anotacion funcional, lo que indica que no estan caracterizadas. Este hecho implica que
dichas proteinas pueden poseer funciones que todavia no han sido descritas y que pueden
tener un rol relevante en la respuesta a la falta de agua. Ademas, se identificaron diversas
enzimas que se predicen que son parcialmente desordenadas y que responden a la
deshidratacioén, lo cual es un aspecto novedoso si se considera que en la literatura existen
pocos ejemplos de enzimas desordenadas que hayan sido experimentalmente validadas.
Un aspecto destacable de esta parte del trabajo, radica en que se identificdé que el nimero
de proteinas termo-acido-solubles y por ende, el numero de IDPs es mayor en condiciones
de falta de agua (casi tres veces mayor que en condiciones normales) lo que sugiere que
la sintesis de IDPs es un mecanismo generalizado para activar la respuesta a la falta de

agua.

De esta forma, en este trabajo se encontré evidencia que sugiere que las respuestas al
estrés y a la falta de agua en particular, pasa por incluir la seleccion de proteinas que son
mas resilientes a la pérdida de funcién mediada por desnaturalizacion. Tal parece que las
proteinas que forman parte de los mecanismos de respuesta al estrés son proteinas que
poseen una robusta estabilidad y poseen resiliencia a la agregaciéon mediada por la falta de
agua. Si uno se detiene a pensar un poco, resulta que este es un mecanismo sencillo que
implica que las proteinas que forman parte de la respuesta a la falta de agua requieren
menor asistencia para poder desempefiar sus funciones en el sentido de que son proteinas

menos susceptibles a los efectos de la agregacion.
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5.2 PERSPECTIVAS

Este trabajo a pesar de lo sencillo de sus aproximaciones resulta en una buena base para
plantear nuevos experimentos para evaluar el fendmeno aqui estudiado bajo otros
contextos. Por ejemplo, partiendo de esta idea seria interesante evaluar este fenémeno en

otros modelos, estados de desarrollo u otros tipos de estrés.

Por otra parte, muchos de los datos generados pueden servir para plantear proyectos con
fines biotecnolégicos, para lo cual se sugiere realzar una cuidadosa seleccion de proteinas
no caracterizadas que responden a estrés, para ser sometidas a evaluaciones funcionales.
Por otro lado, es probable que alguna de las enzimas termoestables identificadas posea

funciones de interés comercial, en cuyo caso estaria justificada su caracterizacion funcional.

Es importante hacer hincapié en el potencial biotecnolégico de los factores de transcripcion
que se encontraron como reguladores clave en el proceso de desarrollo de la semilla,
especialmente, en las etapas tardias de dicho proceso. En el caso de las proteinas de cafia,
la identificacion experimental de un numero importante de proteinas con funcién
desconocida que responden al estrés y que son IDPs, da paso a toda una serie de proyectos

interesantes que merecen la pena ser llevados a cabo.

Finalmente, es importante seguir sometiendo a prueba el modelo planteado, para conocer
sus alcances y sus limitaciones y asi poder completarlo, mejorarlo o encontrar sus
excepciones. El empleo de herramientas mas exhaustivas para la caracterizacion del
desorden estructural de manera sistematica y masiva permitird el abordaje de este

fascinante fendmeno, soélo hay que esperar a que dicho enfoque pronto esté disponible.
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