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RESUMEN

Prumnopitys andina o Lleuque, conifera endémica del sur de Chile, ha sido
escasamente investigada en sus mecanismos de tolerancia y/o resistencia frente
a factores abidticos. Las deshidrinas son proteinas de respuesta a estrés
ambiental, que han sido estudiadas en diversas especies vegetales. Esta
investigacion se centrd en caracterizar proteinas dehidrinas en una coleccion de
secuencias transcriptomicas disponible en la base de datos NCBI para P. andina.
Se logré identificar nueve secuencias codificantes para proteinas homélogas a
dehidrinas de especies previamente estudiadas, para luego caracterizar su
secuencia genomica e identificar el tipo de dehidrinas presente en P. andina,
caracterizar sus propiedades bioquimicas, compararlas con otras especies de
coniferas, en cuanto a estructura primaria, secundarias y dominios funcionales,
para entender la evolucibn de estas secuencias. Entre estas secuencias
identificadas, la proteina COR47 mostré la mayor similitud con las dehidrinas
homologas en P. andina. Este estudio busca contribuir al conocimiento de los
mecanismos de adaptacion de P. andina frente a condiciones ambientales
adversas, proporcionando una base para investigaciones futuras relacionadas
con la funcién y regulacion de las dehidrinas en esta especie.

Palabras claves: Dehidrina, Lleuque, NCBI,



ABSTRACT

Prumnopitys andina an endemic conifer from southern Chile, has been sparsely
investigated regarding its tolerance or resistance mechanisms against various
abiotic factors. This research focuses on gathering information about dehydrins
in conifers and their presence in the reference transcriptome available in the NCBI
database. Orthologs amino acid sequences to dehydrins from previously studied
species were obtained to characterize these sequences and identify the type of
dehydrin present in the lleuque transcriptome, as well as deduce the biochemical
properties of these proteins. Additionally, phylogenetic analyses were conducted
to understand the evolution of these sequences, along with the analysis of
secondary structure. As a result, ten sequences that could encode for a dehydrin
were identified, as they exhibit their distinctive features. Among these sequences,
COR47 showed the highest similarity to Orthologs dehydrins and possessed
characteristics similar to those already described. To further this research,
laboratory assays are needed to verify the presence of these proteins in the
species' tissues. This study aims to contribute to the understanding of P. andina
adaptation mechanisms to adverse environmental conditions, such as cold and
dehydration. Additionally, it provides a foundation for future research on the

function and regulation of dehydrins in this understudied conifer species.



l. INTRODUCCION

1.1. Prumnopytis andina una Podocarpacea chilena

Las coniferas datan del carbonifero, desarrollandose en el triasico tardio o
jurasico temprano, hace unos 300 millones de afios, siendo consideradas un
componente ecologico crucial de los bosques mundiales (Farjon 2018). En Chile,
las coniferas estan representadas en tres familias: Araucariaceae, Crupessaceae
y Podocarpaceae (MMA 2018), esta Ultima es la segunda familia de coniferas
mas rica en especies, asi como el clado mas grande de coniferas del sur,
comprendiendo 19 géneros y 187 especies (Christenhusz y Byng 2016),
distribuidas por el Sur del pacifico, Nueva Zelanda, Nueva Caledonia, Este de
Australia y América del Sur, habitando bosques himedos (Alvarez et al. 2021),
donde en Chile, la familia Podocarpaceae esta representada por nueve especies,
presentando dos especies endémicas: Prumnopitys saligna y Prumnopitys

andina (MMA 2018).

Prumnopitys andina (Poepp. Ex Endl.) de Laub , o de nombre vulgar Lleuque, es
nativa de los bosques del centro Sur de Chile y de los Andes adyacentes de
Argentina (Rodriguez 2004), en Chile especificamente su area de distribucion
principal es la precordillera andina entre las provincias de Linares y Cautin, con
una poblacion en la Cordillera de la Costa, ubicada en la vertiente oriental de la

cordillera de Nahuelbuta, cercana a Angol (Garcia 2008).



P. andina alcanza los 30 metros de altura y diametros de hasta un metro, de copa
ramosa, de aspecto piramidal o redondeada, su tronco es liso y la corteza es
delgada, de coloracion gris brillante a ligeramente azulada, es un arbol
siempreverde, dioico y rara vez monoico (Donoso 2006), posee conos
masculinos en espigas y conos femeninos con un fruto carnoso llamado “uva de
cordillera”, de dos a tres cm de largo, amarillos cuando maduros, de sabor dulce,
su floracion es en noviembre, de semillas ovoides y recalcitrantes las cuales

maduran entre enero y marzo (Hechenleitner 2005).

Esta especie produce conos de semillas oblongos, amarillos, donde cada évulo
esta rodeado por una bractea fértil, posee una gran exo-testa entre 16 a 22 capas
de células, exo-testa carnosa, con cubierta seminal carnosa similar a la
sarcotesta, una meso y endo-testa con células parenquimaticas y esclerificadas,
posee una capa de células las cuales constituyen a una cubierta protectora del

embrién (Khan et al. 2022).

El Lleugue esta catalogado como una especie “Rara” en el Libro Rojo de la Flora
Terrestre de Chile (Benoit 1989), siendo considerada como una especie con
problemas de conservacion (Benoit 1989), clasificandose como Vulnerable
(A2cd) por la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN)

(Hernandez 2012, MMA 2012), por esto se prohibe la corta, eliminacion,



destruccion o descepado, al igual que la alteracion de su habitat (articulo 19, Ley
N°20.283). Actualmente, las poblaciones costeras estan severamente
amenazadas por el pastoreo de ganado y la forestacion con Pinus radiata y
Eucaliptus sp., otras poblaciones han sido reducidas por acciones antropologicas
(esquemas hidrologicos, tala ilegal y recoleccion del fruto) o por actividad

volcanica, como el caso del Parqgue Nacional Conguillio (Cano et al. 2022).

1.2. Lacapacidad de las plantas para adaptarse a su entorno: el caso de la
dehidrina.

La capacidad de sobrevivir y crecer de las plantas lefiosas perennes en climas
frios es de vital importancia para la silvicultura (Wei et al. 2019), las especies de
plantas lefiosas de hoja perenne pueden adaptarse al duro invierno a través de
un proceso llamado aclimatacion al frio (AC), lo que se traduce como la tolerancia
a las bajas temperaturas y heladas estacionales, aumentando su resistencia en
otofio, llegando al punto maximo en invierno y alcanzando su nivel mas bajo en

verano (Arora y Taulavuori 2016).

Las plantas son organismos poiquilotermos, es decir, asumen la temperatura de
su entorno. Se describen dos efectos causados por estrés a bajas temperaturas,
asociados al frio y congelamiento (Hale 1987), la tolerancia a la congelacién es
la capacidad que tienen las plantas de resistir la formacién de hielo extracelular

y evitar la formacién de hielo intracelular (Zamecnik 1992), por consecuencia de



la congelacion extracelular se produce una deshidratacion, dada la eliminacion
de agua del citoplasma hacia los cristales de hielo, produciendo un efecto de
liofilizacion (Jarillo 1994). Para evitar la congelacion, las plantas producen varios
compuestos logrando proteger las células contra la formacion de hielo intracelular
e intercelular, acumulando azucares, aminoacidos y compuestos anticongelantes

(Thomashow 1998, Ewart 1999, Thomashow 2001, Yu y Griffith 2001).

Para lograr la tolerancia al congelamiento, las plantas se aclimatan a las
temperaturas frias, acumulando proteinas cuya sintesis aumenta a bajas
temperaturas (Jarillo 1994, Wisniewski et al. 2002), como las proteinas de la
familia de genes de embriogénesis tardia abundante (LEA), descubiertos
originalmente en Gossypium hirsutum durante la embriogénesis tardia, periodo
gue es marcado por la desecacion de semillas (Galau 1986), del mismo modo se
han encontrado proteinas LEA en tejidos vegetativos desecados (Tunnacliffe y

Wise 2007).

La expresion regulada al alza de una proteina LEA ocurre en respuesta a al
menos una de las tres influencias abibticas: sequia, frio y estrés osmobtico,
procesos que conducen al agotamiento del agua intracelular (Close 1996). El
estrés abidtico es el causante de dafio celular, desencadenar el estrés osmatico,
y posteriormente, estrés oxidativo, que a su vez conduce a la activacion del

mecanismo de defensa de las plantas, la respuesta que tienen las plantas al



estrés es la modulacion del metabolismo celular y produccion de proteinas,
incluidas las dehidrinas (Karas et al. 2024). Los genomas de las plantas a
menudo codifican varias familias de proteinas LEA, que no necesariamente estan
asociadas a estrés abidtico, siendo exclusivas en etapas especificas del
crecimiento (Nylander 2001). El crecimiento y la germinacion de las plantas
mejoran en condiciones de estrés en las plantas que sobre expresan proteinas

LEA (Cheng Z 2002).

La dehidrina es el nombre de las proteinas LEA (Proteinas abundantes en la
embriogénesis tardia) pertenecientes al grupo dos (Amara et al. 2014), son
proteinas altamente hidréfilas y ricas en glicina y lisina, ademas, pueden retener
gran cantidad de agua, protegiendo biomoléculas y estructuras de la membrana
celular frente a la perdida de agua (Sun et al. 2021). Las dehidrinas son proteinas
intrinsicamente desordenadas (IDP), es decir, que poseen muy poca estructura
secundaria, sin estructura terciaria, lo que las hace muy flexibles en solucién
(Smith y Graether 2022). Al no tener estructura definida no pierden su integridad
en condiciones de desnaturalizacion (Dyson 2002), pudiendo interactuar con los
fosfatos de la membrana como también con las proteinas presentes en ella. Al
sufrir una deshidratacién celular, la membrana queda en forma hexagonal
invertida (Steponkus 1998), comprometiendo permanentemente su integridad y
permeabilidad, conduciendo a un dafio oxidativo de lipidos, proteinas y ADN

(Gordon-Kamm y Steponkus 1984). Smith y Graether (2022) demostraron como



las dehidrinas pueden proteger la membrana reduciendo la temperatura de
transicion (Tm) de diversas composiciones de la membrana, la disminucién de la
Tm permitiria que la membrana mantuviera su fluidez a una temperatura
ambiental mas baja, lo que le permitiria funcionar normalmente a pesar del frio y

evitar la transicion de fase.

Las dehidrinas estan caracterizadas por los motivos conservados conocidos
como segmentos Y, S, Fy K (Dure 1989). Cada segmento lleva el nombre de los
residuos conservados dentro del motivo. El segmento Y tiene un residuo
aromatico central que a menudo es Tirosina, el segmento S tiene de cinco a siete
residuos de Serina seguidos, el segmento F contiene uno o dos residuos de

Fenilalanina, y el segmento K que es rico en Lisina (Smith y Graether 2022).

Por definicibn una dehidrina debe contener al menos un segmento K. Este se
describe mediante la secuencia candénica EKKGIMDKIKEKLPG, aunque un
analisis detallado del segmento K sugiere que puede describirse con mayor
precision como XKXGXX(D/E)KIK(D/E)KXPG (Malik et al. 2017). En general, la
funcién del segmento K es la proteccion de las membranas contra el dafio por
estrés por frio, asi como la crioproteccidén enzimatica (Smith y Graether 2022). De
manera detallada, el segmento K se puede unir a las superficies de la membrana
de fosfolipidos, creando una alfa hélice anfipatica y asi estabilizar la membrana

mediante un efecto protector (Hara 2010). (Hernandez Camacho 2017) examiné



la dehidrina Lti30, que tiene dipéptidos de histidina, flanqueando cinco de sus
seis segmentos K, cuando estos dipéptidos fueron desprotonados la unién fue
abolida, demostrando que los residuos que flanquean el segmento K son
importantes para la unién a la membrana en ciertas dehidrinas. Gupta et al.
(2019) demostraron que existe una correlacion positiva entre la longitud de la
hélice, el nUmero de contacto con la membrana y la profundidad a la que se

encuentra la hélice dentro de la membrana.

Por su parte, el segmento F recibe su nombre por la presencia de dos residuos
de fenilalanina cerca de la mitad del motivo (Strimbeck 2017). Un andlisis de 426
dehidrinas  sugiere que este motivo podria mostrarse  como
EXXDRGXFDFX(G/K), donde la séptima y décima posicion son aminoacidos
hidrofébicos (Riley et al. 2019); sin embargo, ain no se ha descrito una funcién
detallada para este motivo, aunque puede tener un papel en la crio proteccion

enzimatica (Smith y Graether 2022).

El segmento Y, al igual que el segmento K; generalmente se describe mediante
una sola secuencia: DEYGNP, pero podria describirse mejor como:
D(D/E)(Y/H/F)GNPX, donde X suele corresponder a un aminoacido hidrofébico.
El papel bioquimico del segmento Y aun no se ha determinado, teniendo algun

propésito en las semillas recubiertas (Riley et al. 2019). Ademas, un analisis de



similitud de secuencia entre el segmento Y con los dominios de union de

nucleotidos de las chaperonas, arrojo un resultado positivo (Close 1996).

Finalmente, el segmento S se define por la presencia de cinco a siete residuos
continuos de Serina, pero se ha demostrado que el motivo contiene otros
residuos conservados, y describiendo su secuencia como LHR(S/T)GS(4-
6)(S/D/E)(D/E)(3). No es sorprendente que el segmento S sea un objetivo para
la fosforilacion, probablemente por una cisteina quinasa 2, relacionada con SnF1
(SNRK2) (Maszkowska et al. 2019), este segmento suele sufrir una fosforilacién,
lo que conduce a la union de iones de calcio (Alsheikh et al. 2003) y una

translocacion de dehidrinas al nacleo (Goday et al. 1994).

1.3. Dehidrinas: Estrategias Bioinformaticas para su ldentificacion y
Caracterizacion

Las dehidrinas son proteinas multifuncionales, con diversas funciones que
cumplen con el objetivo de proteger la célula vegetal del estrés abidtico, siendo
implicadas en la crioproteccion de proteinas contra el estrés por congelacion en
varios estudios (Hughes y Graether 2011, Drira et al. 2013, Hughes et al. 2013,
Shi et al. 2015, Hara et al. 2017, Palmer et al. 2019, Ohkubo et al. 2020). La
enzima mas utilizada es la Lactato Deshidrogenasa (LDH), una proteina labil fria
que se desnaturaliza y pierde casi toda su actividad después del estrés por

congelacion-descongelacion (Melgar y Zelada 2021).



Existe interés cientifico en la comprension de los segmentos conservados en la
proteccion de LDH frente la congelacion, se ha demostrado con un péptido de 15
residuos del segmento K que son esenciales los residuos hidrofébicos, formando
parches que se intercalan LDH, evitando que la LDH se agregue, generando una
“hidratacion hidrofébica” en la superficie de la enzima (Farjon 2018). (Ohkubo et
al. 2020) declararon que el segmento K junto con el F y sus aminoacidos
hidrofébicos, confieren actividad crioprotector a las dehidrinas de tipo FSKn, por
su parte, Palmer et al. (2019) han demostrado que las caracteristicas le atribuyen
una actividad protectora son la naturaleza polar y desordenada de la dehidrina,

mas que el orden de los residuos.

En Chile, la conifera P. andina o Lleuque, se distribuye bajo un clima
submediterraneo con condiciones déficit hidrico y bajas temperaturas (Abarzia
et al. 2020). En la base de datos NCBI existen 184 proteinas descritas para esta
especie, donde ninguna de estas es una dehidrina. Con el avance de la biologia
molecular, junto con mejoras en los recursos computacionales, da lugar a una
gran cantidad de datos biolégicos con enfoques en el analisis para acelerar los
avances en la biotecnologia (Carvalho et al. 2019), por ello se desarroll6 una
estrategia bioinformatica para determinar si P. andina presenta proteinas
dehidrina, mediante el uso de la informacion genética presente en la biblioteca
“SRA” (Sequence Read Archive), que contiene lecturas de secuenciacion de

transcritos, otorgando una referencia para la basqueda de diferentes genes de



interés, utilizando la coleccion de genes que codifican a la proteina dehidrina en
P. andina, permitiendo deducir la secuencia aminoacidica, realizar un analisis
bioquimico de su composicion, y describir las secuencias de los segmentos
conservados, interpretando su posible utilidad bajo condiciones de estrés

abidtico, particularmente bajo condiciones de baja temperatura.

Bajo este contexto, esta investigacion busca poner a prueba la siguiente

hipotesis:

HIPOTESIS

La base de datos SRA posee dos bibliotecas de lecturas de secuenciacion de
secuencias expresadas de acicula de P. andina, de las cuales es posible
ensamblar, identificar y analizar genes que se expresan en tejido foliar.-En base

a los antecedentes mencionados, se plantea la siguiente hip6tesis de trabajo:

En aciculas de lleuque se expresan genes codificantes para proteinas

deshidrinas del tipo FSK2, las cuales han sido relacionadas a la respuesta a

estrés por congelacion en otras especies de gimnospermas.
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OBJETIVO GENERAL

Describir la secuencia transcriptomica de genes codificantes para proteinas
dehidrina en Prumnopitys andina a partir de datos de secuenciacion de segunda

generacion

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Comparar las secuencias codificantes para genes dehidrinas identificadas
en la coleccion de lecturas secuenciacion de P. andina con la secuencia
aminoacidica de dehidrinas de otras especies vegetales.

2) Determinar grupos homologos asociados a dominios dehidrinas

especificos que han sido asociados a la respuesta a baja temperatura.
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Il. METODOLOGIA

2.1. Busqueda de proteinas dehidrinas en gimnospermas.

Al ser P. andina una especie gimnosperma, fue fundamental investigar la
importancia y las funciones biolégicas que cumplen las dehidrinas en este grupo
de plantas. Para ello, se buscaron plantas con caracteristicas similares a nuestro
objetivo, filtrando la busqueda por investigaciones que abordaran el rol de las
dehidrinas en épocas de bajas temperaturas. Se utilizé la estrategia de basqueda
de mineria de textos o “text mining”, campo interdisciplinario basado en la
recuperacion de informacion, datos, aprendizaje automatico, estadistica y la
linguistica computacional (West y Bhattacharya 2016), encontrando los articulos:
Chang et al. 2021, Perdiguero et al. 2014 y Deng Z 2006. Adicionalmente, se
verificaron las dehidrinas presentes en coniferas a través de la base de datos

NCBI, donde predominan las proteinas del género Pinus.

Para la recoleccion de datos, se realizé una busqueda de proteinas dehidrina en

la base de datos Uniprot (https://www.uniprot.org ), utilizando los términos

"dehydrin" y "Plant”, proporcionando todas las proteinas dehidrina descritas para
plantas, incluyendo proteinas predichas o putativas. Los datos obtenidos se
descargaron para realizar un BLASTx (Basic Local Alignment Search Tool), una
herramienta que compara una base de datos de secuencias de aminoacidos con

la biblioteca de secuenciacion SRA de P. andina, descargada directamente
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desde el NCBI (National Center for Biotechnology Information) con el cédigo de
acceso SRX9968514. Esta biblioteca contiene informacion de secuenciacion de
ARN ultra direccional NEBnext para lllumina, realizada por el Instituto de Botanica
de la Academia de Ciencias de China. La base de datos contiene 24,208,655

lecturas con 7.3 Gb, publicada el 01-05-2021.

Una vez que la herramienta BLASTx complet6 su tarea, se generd una tabla de
Excel que contenia las posibles proteinas dehidrina presentes en la coleccion de
secuencias de P. andina. Para el analisis de los datos, se eliminaron los datos
duplicados, dejando solo las secuencias de proteinas que coincidian con las
secuencias transcriptomicas de P. andina, permitiendo centrarse solo en las
proteinas mas representadas.

Con los codigos de las proteinas mas representadas que mostraban similitud con
las secuencias transcriptémicas de P. andina, se realiz6 una busqueda de la
secuencia de aminoacidos y la secuencia codificante de la proteina, permitiendo
realizar un BLASTn local en la biblioteca SRA de P. andina. Los resultados se

ensamblaron en el sitio web PRABI-Doua ( https://doua.prabi.fr/software/cap3 ),

cada ensamble resultante se verifico utilizando la herramienta del sitio web

Bioinformatics ( https://www.bioinformatics.org/sms2/orf find.html ).

Una vez confirmada la presencia de la huella dehidrina de manera visual, se

realiz6 otro BLASTn local en la biblioteca SRA, esta vez alineando solo los
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extremos del ensamblaje previo. Finalmente, se ensamblaron los resultados para
llevarlos a la herramienta de lectura de marcos abiertos, obteniendo asi la

proteina putativa.

2.3 Alineamiento multiple de secuencias dehidrina

Para el alineamiento multiple de las secuencias deducidas, se realizé un BLASTp
a cada proteina putativa, seleccionando secuencias descritas como dehidrina,
gue posean mejores puntajes de cobertura y porcentaje de identidad,
seleccionando las cinco mejores, para luego descargarlas en un mismo archivo
e incluir la dehidrina putativa, con lo cual se cre6 un archivo en formato fasta.
Este archivo se utilizé para un alineamiento en Bioedit, en el cual se utilizo la
herramienta ClustalW, donde se editaron las secuencias, marcando los sitios con

identidad de un 70%.

2.4. Segmentos conservados de dehidrina y sitios de interaccion

Para identificar las firmas o caracteristicas distintivas de las proteinas predichas,

se accedio a la plataforma Pfam de InterPro (https://pfam-legacy.xfam.org/). Esta

herramienta proporciona los sitios conservados de la proteina y confirma si esta
corresponde a una dehidrina, las cuales poseen diferentes sitios especificos con
diversas funciones bioldgicas. Para conocer algunos sitios de amidacion,

fosforilacién de la caseina quinasa Il, fosforilaciébn de la proteina quinasa C,
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glicosilacion, amidacion y miristoilacién, se consulté la base de datos Prosite

(https://prosite.expasy.org/ ).

Con las proteinas putativas, se realizé un BLASTp de cada una de ellas, eligiendo
las cinco con mejores puntajes de cobertura y mejores porcentajes de identidad,
se descargaron, generando un archivo en formato fasta, donde se incluyé todas
las proteinas que resultaron homologas, junto con las dehidrinas putativas de
P.andina, eliminando las secuencias repetidas segun sus codigos de busqueda
de NCBI, Luego, este archivo se analiz6 en la herramienta MEMEsuit

(https://meme-suite.org/meme/tools/meme), la cual permite realizar andlisis de

las secuencias basadas en motivos repetidos; modificando el nimero de motivos

a encontrar, segun los segmentos F, Y, Sy K de las dehidrina.

2.5. Caracterizacion de las propiedades bioquimicas a partir de la secuencia

primaria

Para el andlisis de las secuencias obtenidas como proteinas putativas, se
emplearon diversas herramientas bioinformaticas para diferentes enfoques y
objetivos. Para realizar un analisis bioquimico se utilizé la herramienta ProtParam

(https://web.expasy.org/protparam/ ), la cual proporciona el punto isoeléctrico

tedrico, el peso molecular y el indice de hidrofobicidad (GRAVY), ademas de
valores como el porcentaje de cada residuo y el total de aminoacidos presentes

en la secuencia.
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2.6 Analisis estructura secundaria

La estructura secundaria de las proteinas deducidas de la biblioteca SRA fue

analizada utilizando el software Phyre2 (PHYREZ2 Protein Fold Recognition

Server (ic.ac.uk)), esta herramienta proporciona informacion sobre la posible

estructura tridimensional de las proteinas, ademas de ofrecer una representacion
visual del porcentaje de estructuras, como la hélice alfa o la lamina beta,
incluyendo el porcentaje de desorden de los aminoacidos en la secuencia, una

caracteristica propia de las dehidrina.

2.7 Construccién del arbol filogenético

Para la construccion del arbol filogenético se utilizd el archivo en formato fasta
creado en la seccion 2.3, archivo con el cual se realizé un alineamiento multiple

de secuencias utilizando la herramienta online Clustal Omega de EMBI-EBI

(https://www.ebi.ac.uk/|dispatcher/msa/clustalo), ajustando los parametros para
el formato de salida en Pearson/FASTA, obteniendo los resultados, los cuales

fueron analizados en el servidor web IQ-TREE (http://igtree.cibiv.univie.ac.at/),

permitiendo realizar arboles filogenéticos rapidos y de maxima verosimilitud. El
resultado es un arbol filogenético dificil de simplificar, por lo que se utilizé la

herramienta ETEtoolkit (http://etetoolkit.org/treeview/), un visor de &arboles

filogenéticos, permitiendo obtener los resultados del arbol filogenético en formato

PDF.
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Il. RESULTADOS

a. Obtencioén de las secuencias aminoacidicas

De la comparacion entre las 2.816 proteinas dehidrina de la base de datos
UNIPROT, junto con la coleccion de secuencias transcriptomicas de P. andina
presente en NCBI, se obtuvo un total de 235.686 alineamientos, de los cuales
233 proteinas coincidieron con las secuencias de P. andina. De estas ultimas las
mas representativas fueron: AOA9ROHTH9_SPIOL, Q3zZDL0O_PICAB,
Q3ZDK9 PICAB y Q2TLS1 GINBI, presentes en la base de datos UNIPROT,
ademas del uso del cédigo exclusivo de NCBI: XP_059075498.1. Con estos

cbdigos se obtuvieron las secuencias aminoacidicas presentes en la tabla 3.1.

Tabla 3.1. Secuencias putativas de cada proteina

DHN SECUENCIA AMINOACIDICA

MAEEVPPSSVPEQQDRALFGLFGKKKDETEHGSAPAHGGH
EPQAAHVSAGGHGGHAAKLHRSDSSSSSSSDEEGEDGKKK

PRADHNL (K GLKEKVKEKLPGHHGSSAEHHPPQPEEKKGLMEKIKEKLP
GSGGH

MADSNAPEHTDRGFFGMFGKKDEEKHDQQSHAVDPHSGHA
PAYTGEVHHAPPPAVAHQPQHYGQGTGGNAYAGEVHPIPPP

PRADHN2 AVSHQPQHYGQGEDGNKHPEGLKGKLHRSNSSSSSSSSDE
DESGGKKKEGRKKKGLKDKIKEKLPGHGGEKEPKEETEKKG
LVDKIKEKLPGHKEGEKGH

MADSGAPEHTDRGLFGLFGKKEEEKKGEHVVQQSHAPAYT
GSGEVHHAPPPAVSHQPQGEGANKHHEGLKEKLHRSSSSS
SSSSSDEDESGGKKKKEGRKKKGLKDKLPGHHGEKESKEE
GEKKGLMEKIKEKLPGHKEGEKPL

PRADHN3
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MEQTDRGLFGKKDEQKQHGGQGEYGNKQNEGMMEKIKDKL
PRADHN4 PGGHGGKATTVPGSQGATMTHEGPPKKGMMDKIKDKLPGG
HGGKATTVPGSQGATMTHEGPPKKGMMEKIKEKLPGKK

MADSNAPEHKDRGLFGMFGKKDEEKKEGEYGQQQSHTADP
YATHAPAYTGGVQYAPPSAASHQPQGYGQGEGGYKQDEPE

PRADHN5 RYSQGEGGKLNRNNSSSSSSSDEDESGGKKKKEGRKKKGL
KEKLHGRQDGQGIGKEEGEKKGLMDKIKEKLPGHKEGEREN
REY

MEQTDRGLFGKKDEQKQHGGQGEYGNKQNEGMMDKIKDK
PRADHNG LPGGHGGKATTVPGSQGATMTHEGPPKKGMMEKIKEKLPG
KK

MADEHHHKSHEYETTAVGDEGAVETKDRGLFDFLGKKEEEK
PQDEVIVTEFEKVTVSEPEYKVEEQKEEKKEEDEEEKKHGLL
EQLRRSDSSSSSSSDEEEGEGEEKKKKKKEKKGKKKVTDEK
EEEKHEEDTSVPVVYEEVAHPEPAQVVQPEEKKGFLEKIKDK
LPGQHKKTEEAVLSPPAPPAEYTAAEASPQEVEAKEKKGIFE
KIKEKLPGYHPKTEEEKEKEKEKDSASY

MAELRDEYGNPIRQTDEYGNPVGTGAFGHGGHGAAAAGAG
PRADHNS  GYGAAGQQQAQPEKGLRRSGSSSSSSSEDDGMGGRRKKK

GLKDKIKDKLSGHK

PRADHNY

MAELRDEYGNPIRQTDEYGNPVGTGAFGHGGHGAAAAGAG
GYGAAGQQQAQPEKGLRRSGSSSSSSSEDDGMGGRRKKK

PRADHN9  GLKDKIKDKLSGHKPEEEQQQQQQHETAQHQPEKKGLMAKI
KEKLPGQSHQ

b. Alineamiento multiple de proteinas

El alineamiento multiple de las secuencias deducidas demostré las similitudes
entre sus segmentos y la presencia de aminoacidos con propiedades hidrofilicas
e hidrofébicas en las mismas posiciones, observando ligeros cambios en los
sectores mas conservados de las secuencias, lo cual se presenta de mejor forma
en los alineamientos de cada secuencia deducida junto a las cinco secuencias
homologos seleccionadas que resultaron del BLASTp.
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A continuacion, se presentan las figuras de los alineamientos de cada una de las
dehidrina deducidas, junto a sus cinco homoélogos con mayor porcentaje de

identidad y cobertura, representadas desde la figura 3.1 a la figura 3.10.

U T T T T I T T T I T T O T R B R B TR U T
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Figura 3.1. Alineamiento de las 9 secuencias deducidas hecho en Bioedit con la
herramienta ClustalW de Bioedit.
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Figura 3.2. Alineamiento de proteinas ortélogas de la secuencia deducida de PrADHNL1.
Enmarcadas rojas se detallan el segmento Sy el K.

AR XX RX

PrADNH1 se identificaron claramente tres segmentos conservados donde el
segmento S posee pequefias variaciones cambiando en la posicion 117 una
Glicina (G) por acido aspartico (D) en esta proteina, mientras que los segmentos
K se observa una leve diferencia cambiando en la posicién 142 una Isoleucina (I)
por Leucina (L), asi mismo un cambio en la posicién 144 de acido aspartico (D)
por acido glutamico (E) y en la posicién 146 una Isoleucina () por Valina (V) en
el caso del segundo segmento K solo existe un cambio de aminoacidos en la
posicion 186 de Metionina (M) a Leucina (L), sin embargo la dehidrina de

C.japdnica también posee este cambio.
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Figura 3.3. Alineamiento de proteinas ortdlogas de la secuencia deducida de
PrADHN2. Enmarcadas rojas se detallan el segmento Sy K.

PrADHNZ2 present6 alineamiento de cuatro dominios conservados el primero es
el segmento F que en esta proteina tiene un cambio en la posicion 16 de un
aminoacidos de Glutamina (Q) a una Treonina (T), ademas de poseer tres
aminoéacidos Fenilalanina (F) dentro del segmento, también existe un cambio en

la posicién 23 de un aminoéacido Leucina (L) a Metionina (M), mientras que el
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segmento S presenta la misma composicion salvo un cambio en la posicion 117
de Treonina (T) a Serina (S), cambio que también esta presente en la COR47-
like de C.japonica, el primer segmento K no esta tan bien definido pero si presenta
la secuencia consenso KIKEKLPG en esta proteina putativa, en el segundo
segmento K no existe mayor variacion, cambiando en la posicion 214 de Lisina

(K) a acido glutamico (E).
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Figura 3.4. Alineamiento de proteinas ort6logas de la secuencia deducida de PrADHNS3.
Enmarcadas rojas se detallan el segmento F, Sy K.

PrADHN3 se alinea en tres sitios, el segmento F presenta un cambio en la

posicion 15 cambiando una Glutamina (G) por Treonina (T), mientras que en el
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segmento S no hay mayores diferencias con sus proteinas homologas, salvo en
la posicién 100, donde todos los homologos tienen Asparagina (N) y esta proteina
putativa tiene Serina (S), el segmento K presenta dos cambios en la posicion 164
y 165, respectivamente cambiando de Leucina (L) a Metionina (M) y de acido

aspartico (D) a acido glutamico (E).
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Figura 3.5. Alineamiento de proteinas ortélogas de la secuencia deducida de PrADHN4.
Enmarcadas rojas se detallan el segmento F, Sy K.

PrADHN4 presentd tres segmentos K, el primero tiene muchos cambios en sus

aminodcidos, en primer lugar cambia en la posicién 138 una Lisina (K) por acido

23



glutdmico (E) luego una zona entre los aminoacidos 139 y 141 donde no hay
identidad entre los homologos, el segundo segmento K tiene como mayor
diferencia el aminoéacido en la posicién 206, sin embargo ninguna de las otras
proteinas homologas presenta un patron similar, esta proteina presenta el
aminoéacido Prolina (P) mientras que las otras tiene Lisina (K), acido glutamico
(E) y Glutamina (Q), luego hay una zona donde no presenta identidad entre las
posiciones 210 y 211, como también en la posicién 217, con el tercer segmento
K pasa algo similar teniendo un cambio en la posicion 253 aminoacido Prolina (P)
y luego otra zona en la posicién 257 donde no hay identidad, donde esta proteina
presenta el aminoacido Prolina (P) y en las otras los aminoacidos Lisina (K),

Serina (S), Glutamina (Q) y acido glutamico (E).
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PrADHNOS

XP 059075498.1 COR47-like Cryptomeria japonica
AIN43955.1 dehydrin Pinus pinea

CCG34063.1 dehydrin Pinus pinaster
WIWS7671.1 DHN3 Pinus tabuliformis
'WIW57672.1 DHN4 Pinus tabuliformis

R
40
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60 70
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---------- HGHG - - - -HVGEAH-PVPVSHGHVEGGKLHGESEKKKHEGGHTG
QGDH I KPPVS TNPP- - - -HAAAVNQPHAQGYGHGHAGQF TAAEAE
QGDH I KPPVS TNPP----HAAAVNQPHAQGYGHGHAGQF TAAEAE
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QGDH I KPPVS ---HAAAVNQPHAQGYGHGHAGQVTAAEAE

120
SGEKKKKEGRKKK
EKGEKKK - - KKKG
EGGKKKIGGRKKK

K- - LPGHHDKKEBQHGYG- - - - - -

KEKLPGGHQASS SEVDKITKBKEPG] IHDKE - - - - - -
KEKLPGGHQDSSBAHGHGY EGEKRHEEKKGEVMBKEKBKEPGI HDKE - - - - - -
KEKLPGGHQASSBAHGHGY EGEKRHEEBKKGEMBKMKBKBPGI|HDKE - - - - - -
KEKLPGGHQASSBAHGHGY EGKKRHEIEKKGEMBKMKBKEBPGI|HDKE - - - - - -

EGEGKKKEGGRKKK|
EGEKKKEGGRKKK
EGGKKKEGGRKKK|

ARXRXRXR RO -
XXX XXX

Segmento K

Figura 3.6. Alineamiento de proteinas ortélogas de la secuencia deducida de PrADHNS5,
Enmarcadas en color rojo se detalla el segmento F, Sy K.

PrADHNS present6 tres segmentos conservados, el primer segmento es el F el
cual mostré una modificacion de dos aminoacidos cambiando en las posiciones
15 y 22 respectivamente de Glutamina (Q) a Lisina (K) y el segundo de un
Leucina (L) a Metionina (M), cambio que también presentaba la COR47-like de
C.japonica, en el segmento S existe un cambio en la posicion 100 de Histidina
(H) a Asparagina (N) y otro el cual no alined con las proteinas en la posicion 102,
el segmento K existe un cambio en la posicién 172 de acido aspartico (D) a acido

glutamico (E).

25



PrADANOE e eeeeeeeeeeeeeeieiieieieaiiieiaiaaaaa

XP 024982184.1 dehydrin Rab18-like Cynara cardunculus var. scolymus = = = = == = = = = = = = s s s = s s e e - ecoeemeemee o=
AGV21053.1 dehydrin 4 Eriobotrya japonica MAHYQNQHGATRQETDQFGNP IQHGTTGATGFCTATTGYGTT
KAG1342836.1 DHN1 Cocos nucifera MASHQGMR - - = = = = = == s s e e e e e e e e e DGYSSD
XP 006282731.1 ERD10 Capsella rubella MADHTRSSEQQ- == === scccacemenannnnnn EADAAASK
XP 013719885.2 Xero 2-like Brassica napus MRDHPRSSEQQ-= === === sccememamannnnnn EADDAASK
O e S I I IR I I SR SR IR B S S I B B
50 60 70 80 90 100 110 120
----------------- MEQTDRGLFGKKDEQK------QHGGQAQG- - - - - - - - - ----- - s s s i e m s m e mmmmmmm - -
MER- -RHKG= = = = = = - HEIGTTIQTHGHEQAGKHDGG | LHRSGSGSSS8S - - == == === c-ccccmammamaaa -

NDPY TGGQQQQERGMMDK | KDK | PGTGGARRADDPYSSHAHTGTGTTGTGYGTTDAPY TGGEYRERGLMDKVKDKIP - - - - -
IRRTEEHVGGNMRV | QEEHRSTTGADGHREEHHS | TGMLHRSGSSSSSSVYKISLSLFYLYVSRMIRIMCHCHLNS| - - - - -
GCGMFDFLKKKPEDAHPSECVGVTKENNEEERPSLAERLHLSDSSSSDEEAGVNGEKKKKK - - - - - - - - = - - o e ccm oo o
GCGMFDFLKKKPEDEH-VYVTDATKEKKEEETPSLAARLHRSGSSSSDEEVDENGEKKKRKGLKEKVFGHKDEDHVSDDHQY
R T T N

---------------------- EDAADQ- - - - - - - - GIGHHDQA-KPE--=--=-===-=--
TTEEKKGVTEK IMLKVHAGKGTHEQANK- - - - - - - AGGHHDQANKPEPQEDGKEKGFMEK |

I
------------------------------------- SQGA- - - - - Ko eeeeaa
------------------------------------- TTVAGGYGYEAGEEG “HQ---------
------------------------------------- TSTAAPYGGTTGEH - CHH-=--eoon-
------------------------------------- CNVH- - - -HEAHHD - B .
------------------- HEDGKEKGFMEKVKDKLPGGHHGKPELEPHHEN - -HTDEDEKKKET

KEKLPAPGGHHDQANKHEHHEDGKEKGFMDK | KEK | PGGHNGKPEVEPHHEN HIKHDDSDEQKKET

Figura 3.7. Alineamiento de proteinas ort6logas de la secuencia deducida de PrADHNG.
Enmarcadas en color rojo se detallan los segmentos K1y K2.

PrADHNG6 present6 dos segmentos K, el primer segmento K mostré cambios en
la posicion 168 de Lisina (K) a acido glutamico (E), pero este cambio también lo
presenta la dehidrina 4 de E.japonica, luego el otro cambio es la presencia de
una Metionina (M) ya que las otras proteinas tienen Isoleucina (I), Valina (V) y
Fenilalanina (F), el segundo segmento K no presenta identidad en dos posiciones
264 y 269, donde esta proteina tiene una Metionina (M), mientras que las otras

presentan Isoleucina (I), Leucina (L) y Fenilalanina (F), y en la segunda la
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mayoria presenta el aminoéacido Lisina (K) incluyendo estas proteinas excepto la

dhnl de C.nucifera que presenta el aminoacido Metionina (M).
SRR A S A S e

. 20
‘ TTAVGDEGA
TPVVGGGAA
T-AEGTTAD
TPVVVEGSA
P-SVGTEGA
A-KVGDEGA|

o -

PrADHNO7

ANGS59272.1 dehydrin 2 Hevea brasiliensis
KAJ7966939.1 Dehydrin Quillaja saponaria

XP 021614140.1 ERD14 Manihot esculenta
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XP 015884105.1 dehydrin ERD14 Ziziphus jujuba

o
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Figura 3.8. Alineamiento de proteinas ort6logas de la secuencia deducida de PrADHN?7.
Enmarcadas en color rojo se detalla el segmento F, S, K1y K2.

PrADHN7Y presentd cuatro segmentos conservados, el primer segmento es el F,
este segmento mostro pocas diferencias con las proteinas homologas, existe una
zona en la posicién 35 donde no se alineé la proteina con sus homologos, el
segmento S no presentd mayor diferencia de aminoacidos, solo en una zona
donde no hubo identidad en la posicibn 97 y esta proteina presentd un
aminoacido &cido aspartico (D), mientras que las homologas también
presentaron este aminoacido pero ademas Treonina (T) y Glicina (G), en el primer
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segmento K no hubieron mayores diferencian a excepcion del remplazo de un
aminoéacido en la posicion 181 de acido glutdmico (E) a acido aspartico (D),
mientras que en el segundo segmento K existe un cambio de amino&cidos en la
posicion 225 de Leucina (L) a Fenilalanina (F), pero este cambio también lo

presenta la proteina ERD10 de C.sinensis.
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NP 001295638.1 Rab18-like Jatropha curcas HFQN- - -
XP 022136834.1 Xero 1-like Momordica charantia HYQN- - -
XP 017252838.1 DHN1 Daucus carota subsp. sativus SYGEGGYGGQKHHG
KRZ64893.1 Dehydrin Rab15 Trichinella papuae
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----- T--TGGTMGEYGTG-GLTGATGMHG- - - - TGAHGVGLSTGSDGQP - - - - -
----- HQGYEBGAVTGGTYGTTTTPHGGVHE - - - - EEGRQQQQHQVHPEKEEHPGG

-QKDEQTYGTQTTTAQGG - -GGYGYGEGQQHEKKGMMEK | KEKLPGGR - - - - -
-HK-EERTQATSATTPGGYHSAEYGHD - -HEKKG IMDK | KEKLPGSHHHEHH
-HDPQQQSHAASTTTPGGYGSAEYGSGGYQEKKG IMEK | KEKLPGGHH - - - -
-HKEDQQTQTTTPVMGGSYGATGTGE -QPEEKKG IMDK | KDKLPGGHH - - - -
KEKBPG5GHKSEEHGQTAEG--------------- QHEKKGMMEK | KEKLPGLHN - - - -

Figura 3.9. Alineamiento de proteinas ortélogas de la secuencia deducida de PrADHNS.
Enmarcadas en rojo se detallan el segmento Y1, Y2, Sy K.

PrADHNS8 presenta cuatros segmentos conservados, con pocas modificaciones
en el segmento Y respecto a sus homologos, teniendo diferencias en la posiciéon
19 donde esta proteina mostré acido glutdmico (E) al igual que la Rab18-like de
J. curcas y con la DHN1 de D. carota; mientras que en la posicion 24 presenta
Isoleucina (1) al igual que la Xero 1-like de M. charantia y la Rab15 de T. papuae.
El segundo segmento Y no presenta mayores diferencias con sus homologos, es
casi completamente igual a excepcion de algunos aminoacidos de sus
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homologos. El segmento S presenta dos sitios sin identidad en las posiciones
117y 120; en la primera PrADHNS presenta Arginina (R) mientras sus homélogos
tienen Histidina (H) y Asparagina (N), diferenciandose de proteinas homologas
como Rab18-like de J. curcas y DHN1 de D. carota respectivamente. Otro cambio
es de Glicina (G) a Alanina (A) de la DHN1 de D. carota, finalmente el segmento
K presenta dos cambios importantes en las posiciones 144 y 151, remplazando
el aminoacido acido glutdmico por &cido aspértico en dos oportunidades;
ademas, se cambia Prolina (P) por Serina (S).
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Figura 3.10. Alineamiento de proteinas ortdlogas de la secuencia deducida de
PrADHN9. Enmarcadas en rojo se detallan el segmento Y, Sy K.

PrADHN9 presenta cuatro segmentos, el primer segmento es el Y el cual esta
bien conservado ya que no existe diferencias con sus homélogos, en cuanto al

segmento S existe un aminoacido que no presenta identidad y esta en la posicion
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118 como es el caso del aminoacido Arginina (R) que esta en Xerol de
O.europea y Xerol-like de M.charantia, el primer segmento K es practicamente
igual a sus homologos excepto en el aminoacido en la posiciéon 140 donde tres
homologos no alinearon pero dos proteinas presentan el mismo aminoéacido, en
cuanto al segundo segmento K este presenta una leve diferencia con sus
homologos debido a que estos ultimos presentan un aminoacido acido aspartico
(D) o acido glutdmico (E) en su posicion 193 pero esta proteina presenta un

aminoéacido Alanina (A).

c. ldentificacion de firmas dehidrina y sitios de interaccion

En Prosite se identificaron dos firmas dehidrinas, cuyos cddigos se identificaron
como: PS00315 y PS00823, presentando variaciones debido a diferentes
modificaciones. La firma consenso para PS00315 es: S(4)-[SD]-[DE]-x-[DE]-
[GVE]-x(1,7)-[GE]-x(0,2)-KR, mientras que la firma consenso para PS00823 es:
[KR]-[LIM]-K-[DE]-K-[LIM]-P-G. Al eliminar la opcion de excluir los motivos con
alta probabilidad de ocurrencia, obtuvimos todos los posibles sitios de interaccion
de estas proteinas. Entre estos sitios se encuentran los sitios de: amidacion,
fosforilacion de la caseina quinasa Il, fosforilacion de la proteina quinasa C,
glicosilacion, miristoilacion y fosforilacion de tirosina quinasa. Cada sitio y firma

se describen detalladamente a continuacion:
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PrADHNL1 present6 una firma dehidrina 1 (PS00315) y una firma dehidrina
2 (PS00823), en las posiciones 66-82 y 116-123, respectivamente.
ldentificando cinco sitios de fosforilacion de la caseina quinasa |l
(PS00006) en las posiciones 9-12, 68-71, 69-72, 70-73 y 98-101, asi como
dos sitios de amidacién (PS00009) en las posiciones 22-25y 76-79.
PrADHN2 posee una region rica en Lisina entre los residuos 127-179,
identificando una firma dehidrina 1 (PS00315) y dos dehidrina 2 (PS00823)
en las posiciones 115-135y 140-147, 166-173, respectivamente. Presenta
dos sitios de fosforilacion de la proteina quinasa C (PS00005) en las
posiciones 10-12 y 158-160, y tres sitios de fosforilaciéon de la caseina
guinasa Il (PS00006) en las posiciones 117-120, 118-121 y 119-122. Se
observaron tres sitios de amidacién (PS00009) en los rangos 18-21, 125-
128 y 130-133, junto con un sitio de glicosilacion (PS00001) en la posicion
111-114.

PrADHN3 present6 una firma dehidrina 1 (PS00315) y una firma dehidrina
2 (PS00823) en las posiciones 81-102 y 129-136, respectivamente. Posee
tres sitios de amidacién (PS00009) en las posiciones 18-21, 91-94 y 97-
100, y cuatro sitios de fosforilacion de la caseina quinasa Il (PS00006) en
las posiciones 83-86, 84-87, 85-88 y 117-120, incluyendo un sitio de
fosforilaciéon de la proteina quinasa C (PS00005) en la posicion 10-12.
PrADHNA4 presento tres firmas dehidrina 2 (PS00823) entre las posiciones

35-42, 72-79 y 109-116, respectivamente. Posee un sitio de fosforilacion
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de la proteina quinasa C (PS00005) entre los residuos 4-6 y dos sitios de
amidacion (PS00009) entre las posiciones 9-12 y 115-118.

PrADHNS5 present6 una firma dehidrina 1 (PS00315) y una dehidrina 2
(PS00823) en las posiciones 97-118 y 146-153, respectivamente. Posee 3
sitios de amidacion (PS00009) entre las posiciones 18-21, 107-110y 113-
116, asi como 4 sitios de miristoilacion (PS00008) entre las posiciones 31-
36, 68-73, 87-92 y 130-135. Se identifico un sitio de fosforilacion de la
tirosina quinasa (PS00007) entre las posiciones 75-82, y 4 sitios de
fosforilacién de la caseina quinasa Il (PS00006) en las posiciones 83-86,
99-102, 100-103 y 101-104. Ademas, se identificaron 2 sitios de
glicosilacion (PS00001) en las posiciones 93-96 y 94-97.

PrADHNG6 reveld dos firmas dehidrina 2 (PS00823) entre las posiciones
35-45y 72-79, junto con un sitio de fosforilacién de la proteina quinasa C
(PS00005) entre las posiciones 4-6. Present6 dos sitios de amidacion
(PS00009) en las posiciones 9-12 y 78-81, e identificando cinco sitios de
miristoilacion (PS00008): 25-30, 42-47, 45-50, 53-58 y 56-61.

PrADHN7 presentd una region rica en lisina y acido glutamico, asi como
una firma dehidrina nimero 1 (PS00315) y dos firmas numero 2 (PS00823)
entre las posiciones 93-112 y 162-169, 209-216, respectivamente.
Presento un sitio de miristoilacion (PS00008) entre las posiciones 21-26, y
9 sitios de fosforilacion de la caseina quinasa Il (PS00006) entre las

posiciones 49-52, 55-58, 57-60, 95-98, 96-99, 97-100, 189-192, 194-197 y
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221-224. Adicionalmente, se incluyeron dos sitios de amidacion (PS00009)
entre las posiciones 34-37 y 115-118.

PrADHNS8 revelé una firma dehidrina nimero 1 (PS00315) entre las
posiciones 63-79. Presentd sitios de miristoilacion (PS00008) entre las
posiciones 19-24, 30-35, 33-38, 40-45, 46-51, 55-60 y entre la posicion 60-
65, asi como 3 sitios de fosforilacion de la caseina quinasa Il (PS00006)
entre las posiciones 65-68, 66-69 y 67-70. Adicionalmente, se incluy6 un
sitio de amidacion (PS00009) entre las posiciones 73-76.

PrADHNS9 revel6 dos firmas dehidrina, la numero 1 (PS00315) y la nimero
2 (PS00823), en las posiciones 63-79 y 119-126, ademas de encontrar
sitios de miristoilacion (PS00008) en las posiciones 19-24, 30-35, 33-38,
40-45, 46-51, 55-60 y 60-65. Presento sitios de fosforilacion de la caseina
quinasa Il (PS00006) en las posiciones 65-68, 66-69 y 67-70, asi como

también sitio de amidacion (PS00009) desde la posicion 73 a la 76.

Al analizar los segmentos conservados de las dehidrina deducidas se encontrd

la presencia de seis segmentos conservados, tres de ellos pertenecientes al

segmento K (logo 1, 3y 6 en Figura 3.11). Para los segmentos restantes solo

existe una figura consenso, en donde, el segmento S se representa con el logo

2, el segmento Y se representa con el logo 4, y el segmento F se representa con

el logo 5.
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Figura 3.11. Logo de los motivos conservados encontrados en las proteinas deducidas
junto a sus homologos, ademas aparece el valor de significancia, numero de sitios donde

se encontrd el motivo y el ancho de este.

d. Estructura secundaria de las proteinas

En cuanto a las estructuras conformacionales que poseen las secuencias

deducidas, los resultados demuestran que todos los segmentos K poseen una

alfa hélice en su formacion. A continuacion, se describe cada secuencia y su

estructura resultante:

o PrADHNL1 (figura 3.12) presento una estructura de hebra beta, simbolizado

con una flecha en los residuos posicionados en los residuos 57 al 60; y
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dos alfa hélices entre las posiciones 84-91 y 113-120, con una
confiabilidad de puntaje 8 para ambas alfas hélices.

PrADHN2 (figura 3.13) present6 una sola estructura alfa hélice entre la
posicion 163-170, con una confiabilidad de puntaje 7.

PrADHNS3 (figura 3.14) presentd una estructura alfa hélice en su extremo
C-terminal entre la posicién 126 y 133, con una confiabilidad de puntaje 7.
PrADHN4 (figura 3.15) presentdé dos estructuras alfa hélice entre las
posiciones 32-39 y 106-113, con una confiabilidad neutra, la primera de
estas presenta un puntaje de 7, mientras que la segunda un puntaje de 6.
PrADHNS5 (figura 3.16) presentd una estructura alfa hélice en su extremo
terminal entre las posiciones 143-150, con una confiabilidad de puntaje 7.
PrADHNG6 (figura 3.17) presentd dos estructuras alfa hélice entre las
posiciones 32-39 y 69-76, ambas con una confiabilidad de puntaje 7.
PrADHN?7 (figura 3.18) presento tres estructuras de hebra beta entre las
posiciones 11-13, 54-55, 137-141, con confiabilidad neutra (representado
por el color verde), con cinco estructuras alfa hélice entre las posiciones
63-70, 73-78, 160-165, 206-212 y 223-233, con un puntaje 6.

PrADHNOS8 (figura 3.19) presentdé dos estructuras alfa hélice entre las
posiciones 5-6 y 81-88, pero una solo contiene tres residuos y posee una
confiabilidad neutra, mientras que la segunda estructura alfa hélice
presenta mas residuos en su composicion y con una confiabilidad de

puntaje 7.
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o PrADHN9 (figura 3.20) presentd dos estructuras alfa hélice entre las
posiciones 81-88 y 115-123, ambas con una confiabilidad de puntaje 6.

Se llevaron las secuencias de proteinas deducidas a la aplicacién Bioedit la cual

permiti6 mostrarnos la secuencia enumerando sus aminoacidos para asi lograr

representar de mejor manera los sitios de fosforilacién, amidacion, glicosilacién,

miristoilacion y motivos conservados resultantes del analisis en Prosite y el

software MEME, donde se encuentran representados desde la figura 3.12 a la

3.20.
| 10 F 2 30 | 4P
PrADHN1 MAEEVP FSEVEERGDRALFGLFGKKKDETEHG SAPAHGGH
S
VTP, AU SRR L
PrADHN1 EPQAAHVSAGGHGGHAAKLHRSDSSSS[ESSDEEGEDGKKK
K
90 100 110 K 120

PrADHN1 kkéLkEK\)KéKLééHHHPPQPEEKKGLMEK | KEK
[V e

1 E—

PrADHN1 | LPGISGGH

Figura 3.12. Representacion de PrADHN1. En color rosado estdn enmarcados los
segmentos conservados con su respectiva letra en la parte superior, los sitios de
amidacion estan enmarcados verdes, y los sitios de fosforilacion de la caseina quinasa
Il estdn enmarcados negros, ademas de la estructura secundaria bajo los aminoacidos
gue la componen.
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Figura 3.13. Representacion de PrADHN2. Coloreado en rosado estan enmarcados los
segmentos conservados con su respectiva letra en la parte superior, los sitios de
amidacién estan enmarcados en color verde, mientras que los sitios de fosforilacion de
la caseina quinasa Il estdn enmarcados en color negro, los sitios de fosforilacion de la
quinasa C estan enmarcados con la linea negra discontinua y el sitio de glicosilacion se
representa enmarcado en color naranja, ademas la estructura secundaria se encuentra
bajo los aminoéacidos que la componen.
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Figura 3.14. Representacion de PrADHN3, en rosado estdn enmarcados los segmentos
conservados con su respectiva letra en la parte superior, los sitios de amidacion estan
en verde, mientras que los sitios de fosforilacién de la caseina quinasa Il estan en negro,
y la estructura secundaria esta bajo los aminoacidos que la componen.
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Figura 3.15. Representacion de PrADHN4. Coloreado en rosado estan enmarcados los
segmentos conservados con su respectiva letra en la parte superior, los sitios de
amidacién estan enmarcados en color verde, los sitios de fosforilacion de la quinasa C
estan enmarcados con la linea negra discontinua, ademas la estructura secundaria se
encuentra bajo los aminoacidos que la componen.
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Figura 3.16. Representacion de PrADHNS. Coloreado en rosado estdn enmarcados los
segmentos conservados con su respectiva letra en la parte superior, los sitios de
amidacién estan enmarcados en color verde, mientras que los sitios de fosforilacion de
la caseina quinasa Il estan enmarcados en color negro, los sitios de fosforilacion de la
tirosina quinasa estan enmarcados con la linea negra discontinua, los sitios de
miristoilacion estan enmarcados en color rojo y finalmente el sitio de glicosilacion
enmarcado en color naranja, ademas la estructura secundaria se encuentra bajo los
aminoacidos que la componen.
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Figura 3.17. Representacion de PrADHNG. Coloreado en rosado estan enmarcados los
segmentos conservados con su respectiva letra en la parte superior, los sitios de
amidacién estan enmarcados en color verde, mientras que el sitio de fosforilacién de la
guinasa C estd enmarcado con la linea negra discontinua y los sitios de miristoilacién
estan enmarcados en color rojo, ademas la estructura secundaria se encuentra bajo los
aminoacidos que la componen.
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Figura 3.18. Representacion de PrADHNY. Coloreado en rosado estan enmarcados los
segmentos conservados con su respectiva letra en la parte superior, los sitios de
amidacién estdn enmarcados en color verde, mientras que los sitios de fosforilacion de
la caseina quinasa Il y los sitios de miristoilacion estan enmarcados en color rojo,
ademas la estructura secundaria se encuentra bajo los aminoécidos que la componen.
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Figura 3.19. Representacion de PrADHNS. Coloreado en rosado estan enmarcados los
segmentos conservados con su respectiva letra en la parte superior, los sitios de
amidacién estan enmarcados en color verde, mientras que los sitios de fosforilacion de
la caseina quinasa Il y los sitios de miristoilacion estdn enmarcados en color rojo,
ademas la estructura secundaria se encuentra bajo los aminoacidos que la componen.
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Figura 3.20. Representacion de PrADHN9. Coloreado en rosado estan enmarcados los
segmentos conservados con su respectiva letra en la parte superior, los sitios de
amidacién estan enmarcados en color verde, mientras que los sitios de fosforilacion de
la caseina quinasa Il y los sitios de miristoilacion estdn enmarcados en color rojo,
ademas la estructura secundaria se encuentra bajo los aminoécidos que la componen.
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e. Caracterizacidon bioquimica de las proteinas
Este andlisis revel6 una gran cantidad de aminoé&cidos hidrofilicos, como
residuos de glicina y lisina. Todas las puntuaciones GRAVY fueron negativas,
confirmando una alta hidrofilia, ya identificado en otras dehidrina vegetales (Sun

et al. 2021). Estos resultados se resumen en la tabla 3.2:

Tabla 3.2. Resumen de las caracteristicas bioquimicas de las secuencias.

Dehidrinas TIPO N°AA Pl PW GRAVY %G Y K
PrADHN1 FSK> 127 6.87 13411.74kDa -1.305 14.2% 14.2%
PrADHN2 FSK> 181 7,00 19520,32 kDa -1,495 14,4% 13,8%
PrADHN3 FSK2 144 8,62 15606,26 kDa -1.516 13,9% 17,4%
PrADHN4 Ks 118 9,67 12507,35 kDa -1.340 20,3% 17,8%
PrADHNS FSK 164 .03 17999.48 kDa -1.734 16.5% 14.0%
PrADHNG Ko 81 9,52 8765,01 kDa -1.441 19,8% 18,5%
PrADHN7 FSK2 236 4,96 27058,73 kDa -1,596 5,1% 18,2%
PrADHNS YSK 93 9,52 9531,37 kDa -1.151 21,5% 9,7%
PrADHN9 YSK:> 130 9,13 13846,13 kDa -1,397 16,9% 10,8%

N°AA: ndmero de residuos o amino&cidos en la secuencia; Pl: punto isoeléctrico tedrico; PW:
peso molecular; GRAVY: indice de hidropaticidad; % G Y K: porcentaje de aminoacidos, como
glicina y lisina.
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Las secuencias obtenidas presentaron un alto grado de desorden en su

estructura, detallados en la tabla 3.3.

Tabla 3.3. Porcentaje del indice de desordenamiento de la estructura secundaria

de las secuencias deducidas.

Secuencia dehidrina IDP
PrADHN1 94%
PrADHN2 95%
PrADHN3 93%
PrADHN4 92%
PrADHNS 95%
PrADHNG6 89%
PrADHNY 99%
PrADHN8 66%
PrADHN9 85%

En cuanto a la configuracion de cada dehidrina deducida, estas se representan

en la tabla 3.4:

Tabla 3.4. Resumen del tipo de configuracién de cada proteina.

Proteinas

Tipo

PrADHN1
PrADHN2
PrADHN3
PrADHN4

FSK2

FSK2

FSK2
K3
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PrADHNS FSK
PrADHNG K2

PrADHN7 FSK2
PrADHNS8 YSK
PrADHN9 YSK2

f. Andlisis filogenético

El arbol filogenético presentd dos grandes grupos o clados, con valores de
BOOSTRAPS bajos, los cuales oscilan entre 56 y 48%, respectivamente. Se
encontré6 una rama que no pertenece a ningun clado, disminuyendo asi el
porcentaje de Bootstrap en la raiz del arbol filogenético.

El porcentaje es el grado de confianza de la agrupacion de las proteinas dentro
del mismo clado, en la figura 3.21 el clado que se encuentra en la parte inferior
contiene a PrADHN7, agrupandola junto a Quillaja saponaria con un porcentaje
de confianza de 96%, siendo Citrus sinesis y Ziziphus jujuba los siguientes
ancestros mas cercanos.

El siguiente clado posee su primer nodo con un porcentaje de confianza de 56%
con un mayor niumero de especies, en el cual se observa un 100% de agrupaciéon
entre PrADHN8 y PrADHN9, como también entre PrADHN4 y PrADHNG6, para
este Ultimo el ancestro en comuin mas cercano es Cynara cardunculus, mientras

gue para el primer grupo es Theobroma cacao.
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Para las proteinas deducidas PrADHN5, PrADHN3 y PrADHN2 Cryptomeria
japbnica es el ancestro en comun mas cercano, PrADHN5 y PrADHNS3
pertenecen al mismo nodo con un 89% de confianza, mientras que PrADHN2
estd en un nodo anterior a estas ultimas proteinas. Finalmente, PrADHN1 esta
agrupada dentro del género Pinus, con especies como P. tabuliformis, P.

hwangshanensis y P. mugo.
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Figura 3.21. Arbol filogenético de proteinas dehidrina homélogas a las proteinas
deducidas en Prumnopytis andina. Al lado derecho de la imagen estan los segmentos
conservados, donde el color morado representa el segmento Y, el amarillo el segmento
F, el celeste el segmento Sy el verde el segmento K. Los segmentos se alinean con su

respectivo codigo y especie de la proteina.
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IV. DISCUSION

Gracias a los resultados obtenidos en esta investigacion, identificamos la
presencia de nueve genes que codifican proteinas dehidrina en la biblioteca de
secuenciacion de P. andina. La caracterizacion de estas dehidrina permitio
obtener diferentes configuraciones y funciones, describiendo tanto los sitios
conservados como los de interaccion de las proteinas. Asi mismo, el arbol
filogenético demostré la cercania evolutiva de las dehidrinas a las dehidrina
putativas. Por lo tanto, se acepta la hipotesis planteada, ya que se encontraron
diferentes configuraciones de dehidrina en la biblioteca de expresion de P.andina,
donde cuatro proteinas dehidrina presentaron la configuracion FSK2, siendo esta
configuracion de proteinas la que expresa una respuesta al estrés abidtico por
frio, ya que sus segmentos conservados presentan caracteristicas de crio
proteccion enzimatica y proteccion a la membrana. Sin embargo, se encontraron
configuraciones del tipo YnSKn las cuales son tipicas de angiospermas,
adicionalmente, el segmento Y esta involucrado en la defensa contra la

deshidratacion en plantas que poseen sus semillas recubiertas.

En la base de datos NCBI, existen solo 726 dehidrina descritas para coniferas,
pertenecientes Unicamente a P. pinaster y P. halapensis. Por otro lado, en

UniProt se han descrito 611 dehidrina en coniferas. Sin embargo, actualmente no
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existen dehidrina descritas para P. andina. Por lo que esta investigacion da el
primer paso para estudiar estas proteinas, cruciales para los procesos de
adaptacion al estrés en coniferas, un desafio significativo debido al cambio

climatico.

Las dehidrina se subclasifican en cinco arquitecturas segun la presencia y el
orden de los tres principales motivos conservados (Close 1996), En esta
investigacion obtuvimos las arquitecturas Kn, YSKn y FSKn, donde cada
segmento presenta ciertas funciones y caracteristicas especificas. Sin embargo,
(Perdiguero et al. 2015) postula que existe un sitio conservado en los primeros
23 aminoacidos de la region N-terminal con la secuencia consenso
MAEEAPEHQDRGMFGLFGKKKED en Pinus pinaster el cual coincide con la
secuencia consenso del segmento F, curiosamente este fragmento conservado
se encuentra en gimnospermas como también en angiospermas del tipo SKn

(Perdiguero et al. 2014)

(Hughes y Graether 2011, Atkinson et al. 2016)) mencionan que el segmento K
parece una hélice alfa anfipatica, aunque se sugiere que es débilmente helicoidal
en ausencia de ligando. En nuestro analisis todas las dehidrina presentaron una
estructura helicoidal en alguno de los segmentos K de las proteinas., (Malik et al.
2017) describen que existen dehidrina con segmentos K donde ninguno coincide

exactamente con el segmento K canonico, por lo que en el andlisis en MEME se
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opt6 por denominar tres de los seis logos arrojados como segmentos K, ya que
no existia mayor divergencia entre los aminoacidos relacionados entre los tres
logos, donde PrADHN4 y PrADHNG6 pertenecen a esta configuracion, pudiendo
influenciar en la tolerancia al estrés abidtico por frio, ya que se ha descrito que

las dehidrina Kn se regulan al alza en frio y sequia (Malik et al. 2017).

En cuanto al segmento S, este se reconoce como un sitio de fosforilacion,
necesitando una region acida C-terminal para ser fosforilado (Mehta et al. 2009),
ademas una vez fosforilado provoca la translocacion desde el citoplasma al
nacleo (Goday et al. 1994), aumentando la capacidad de unién al calcio (Alsheikh
et al. 2003). Los resultados demostraron que todos los segmentos S de las
proteinas deducidas contenian uno o mas sitios de fosforilaciéon de la caseina
quinasa Il (CKIl), para las dehidrina SKn, (Malik et al. 2017) identificaron pocos
cambios en la expresién bajo condiciones de estrés. Las dehidrina evolucionaron
para lidiar con los multiples residuos de serina, o que las multiples sefales de
fosforilacidén sirvan como algun tipo de sefial consenso (Rust y Thompson 2011),

utilizandolo, asi como una medida del nivel de estrés celular.

Para la estructura secundaria, (Strimbeck 2017) propuso que el segmento F
puede formar una hélice anfipatica capaz de unirse a membranas o proteinas, sin
embargo, para estas proteinas en la prediccion de la estructura secundaria esto

no fue asi, no obstante, se encontro este tipo de estructura en el segmento K, en
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donde, también es una caracteristica definitoria la existencia de un dominio

anfipatico formador de una hélice alfa (Close 1996, Malik et al. 2017).

Ademas, en gimnospermas existen otros dos motivos conservados que no han
aparecido en nuestros analisis de las proteinas putativas, estos corresponden a
los segmentos A y E, los cuales tiene como secuencia consenso EAASYYP y
GHGHEGQLTPEEAEQQKH respectivamente, las proteinas con estos
segmentos se acumulan en condiciones normales y de estrés por lo que se cree
tengan funciones fisioldgicas constitutivas, pero no se han demostrado funciones

fisiologicas especificas (Perdiguero et al. 2015)

En cuanto a la filogenia, (Riley et al. 2019) sugieren que el DHN ancestral
pertenece a un grupo Kn o SKn, y que YSKn e YKn surgieron directamente en
angiospermas, de la misma manera se demostré que las DHN de angiospermas
con segmentos F e Y pertenecen a grupos ortologos diferentes. Un estudio de
filogenia no identifico DHN del tipo FSKn en cuatro genomas de briofitas, pero si
se encontraron en tres gimnospermas, P. abies, P. glauca y G.biloba (Karas et
al. 2024). En angiospermas existen las DHN: FSK2 y FKS3, aunque FSK3 solo
se encuentra en monocotiledéneas y eudicotiledénea, divergente temprana
Nelumbo nucifera, asi como angiospermas basales A. trichpoda y N. colarata,
sugiriendo que FSK2 podria haber surgido de FSK3 (Melgar y Zelada 2021). Sin

embargo, esta especie pertenece a las gimnospermas, donde si existen DHN de
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la configuracion FSK2, ademas las pocas DHN que solo poseen segmento K o la
combinacion KS, se posicionan dentro de las ramas F o Y, sugiriendo que estas
DHN pertenecen a cualquiera de estos grupos (Melgar y Zelada 2021), esto
también se evidenci6 en el caso de estas DHN que poseen solo segmento K o la
configuracion SK, las cuales se posicionan justo en el centro del arbol
filogenético. Todas las DHN con estructura Kn y SK en realidad pertenecen a los
grupos F o Y, indicando una clasificacion basada en la composicién de segmento,
provocando la agrupacién de DHNs con propiedades fisicoquimicas diferentes

(Malik et al. 2017).

Las nueve dehidrina descritas en la coleccion de secuencias de P. andina
representan las primeras proteinas de este tipo caracterizadas en esta especie.
Estas proteinas fueron estudiadas para identificar sus posibles funciones
bioldgicas, particularmente en la adaptacion al estrés por frio, reconociendo sus
sitios de actividad y segmentos conservados. Ademas, se reconoce a las
dehidrina como una potente defensa contra el cambio climatico, lo que las
posiciona como un recurso valioso para mejorar cultivos alimenticios y forestales.
Por lo tanto, estos genes son candidatos prometedores para futuras
investigaciones en la ingenieria genética de plantas. En la practica, se podrian
realizar ensayos de estrés en plantas de P. andina para la extracciéon de ARN,
con el fin de obtener transcritos de proteinas dehidrina y observar si su cantidad

aumenta en presencia del estrés o no se modifica. Es importante resaltar que las
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secuencias obtenidas provienen de proteinas ya secuenciadas, lo que limita esta
investigacion a las proteinas de los cadigos utilizados para el alineamiento con la

biblioteca de datos SRA.

51



V. CONCLUSIONES

La hipotesis de esta investigacion es aceptada ya que se identificaron nueve
proteinas dehidrinas en la coleccién lecturas de secuenciacion de transcritos, de
las cuales se encontraron cuatro con la configuracion de tipo FSK2 y una con la
configuracion FSK, las cuales poseen caracteristicas asociadas a estrés abiotico
por bajas temperaturas, ademas se encontraron otras configuraciones como K3,
K2, YSK e YSK2, mostrando una diversidad de seis tipos diferentes de proteina

dehidrina en la colecciéon de lecturas de secuenciacion de P.andina.

La dehidrina relacionada con mas secuencias putativas fue COR47-like de
Cryptomeria japonica, la cual esta relacionada a las proteinas PrADHN2,
PrADHN3 y PrADHN5, la COR47-like es una proteina asociada a bajas
temperaturas o aclimatacion al frio. P. andina, como especie de hoja perenne,
enfrenta el desafio de tolerar el estrés causado por las condiciones de
crecimiento, incluyendo las heladas, las cuales provocan deshidratacién en las
células vegetales. Esto indica que la funcion de estas proteinas en la especie
esta vinculada tanto a la resistencia al frio como a contrarrestar la deshidratacion

durante el invierno.

Este estudio plantea la necesidad de investigar las proteinas que se encuentran
en P. andina, especialmente las proteinas dehidrina, por lo cual, esta

investigacion propone su continuacion futura mediante el disefio de cebadores o
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sondas especificas para las dehidrina de P. andina, con la finalidad de evaluar
directamente las hojas o frutos de esta especie, detectando la presencia de
secuencias que codifican a proteinas dehidrinas, las cuales desempefan roles

fundamentales en la fisiologia vegetal.
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V1. GLOSARIO

BLASTN: Algoritmo que compara secuencias nucleotidicas contra una
base de datos de secuencias nucleotidicas.

BLASTp: Algoritmo que compara secuencias de proteinas contra una
base de datos de secuencias de proteinas.

BLASTX: Algoritmo que compara una secuencia nucleotidica traducida
en todas las fases contra una base de datos de secuencias de proteinas.
BIOEDIT: Software utilizado para la edicién y andlisis de secuencias de
ADN y proteinas.

BOOSTRAPS: Método estadistico usado para estimar la precision de los
arboles filogenéticos generados en analisis evolutivos.

CLUSTALOMEGA: Herramienta bioinformética que permite realizar
alineamientos multiples de secuencias con mayor precision y
escalabilidad.

CLUSTALW: Algoritmo utilizado para alinear multiples secuencias de
ADN o proteinas.

CRIOPROTECCION: Técnica que permite la preservacion de células o
tejidos a temperaturas extremadamente bajas, protegiéndolos de dafios
durante el proceso de congelacion.

DIOICO: Término que describe plantas que tienen flores masculinas y
femeninas en individuos separados.

DHN (Dehydrins): Grupo de proteinas que se acumulan en plantas bajo
condiciones de estrés hidrico y frio, protegiendo las células de dafios.

EMBRIOGENESIS TARDIA ABUNDANTE (LEA): Familia de proteinas
asociadas con la resistencia de plantas al estrés hidrico durante las
ultimas fases de desarrollo del embrion.

FASTA: Formato de archivo utilizado para representar secuencias de
aminoacidos o nucledtidos.
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GRAVY (Grand Average of Hydropathy): indice que calcula la
hidrofobicidad promedio de una proteina a partir de sus aminoacidos.

IDP (Proteinas Intrinsecamente Desordenadas): Proteinas o regiones de
proteinas que carecen de una estructura tridimensional fija y bien
definida.

ILLUMINA: Plataforma tecnoldgica utilizada para secuenciacion masiva
de ADN, basada en el método de secuenciacion por sintesis.

LIOFILIZACION: Proceso de secado de muestras que consiste en
congelarlas y luego reducir la presiéon para eliminar el agua por
sublimacion.

LDH (Lactato Deshidrogenasa): Enzima que cataliza la conversion de
lactato a piruvato, importante en el metabolismo energético.

MIRISTOILACION: Modificacién postraduccional de proteinas que
implica la adicion de un acido miristico (acido graso) a una proteina para
anclarla a la membrana.

MONOICO: Término que describe plantas que tienen flores masculinas y
femeninas en el mismo individuo.

NCBI (National Center for Biotechnology Information): Centro de
informacion biotecnoldgica que proporciona acceso a bases de datos de
secuencias genéticas, publicaciones cientificas y otras herramientas
bioinformaticas.

POIQUILOTERMOS: Organismos cuya temperatura corporal varia con la
temperatura del entorno.

PROTEINA PUTATIVA: Proteina predicha o hipotética, cuya funcién ain
no ha sido completamente confirmada.

PROTPARAM: Herramienta bioinforméatica que permite calcular las
propiedades fisicoquimicas de una proteina a partir de su secuencia de
aminoacidos.

RNASEQ: Técnica utilizada para analizar el transcriptoma completo de
un organismo a partir de la secuenciacién masiva de ARN.
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SACRCOTESTA: Capa externa carnosa de la semilla en algunas
especies de plantas.

SRA (Sequence Read Archive): Base de datos de secuencias de lectura
corta, alojada por el NCBI, que almacena secuencias obtenidas de
experimentos de secuenciacion masiva.

TEMPERATURA DE ALINEAMIENTO: Temperatura 6ptima a la que las

secuencias de ADN o ARN se alinean para formar estructuras estables
en ensayos de hibridacion.
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