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RESUMEN
Las transglutaminasas (TGs) son una familia de enzimas multifuncionales que se encuentran
presentes en diferentes érganos, tejidos y fluidos corporales. Son ampliamente localizadas en
bacterias, plantas y animales. Se componen de una triada catalitica (Cys/His/Asp 6 Asn) que
comparte un origen evolutivo con la superfamilia de enzimas proteasas-cisteinas tipo papaina,
induciendo modificaciones post-traduccionales de proteinas. La principal biocatalisis de las TGs
es la reticulacion, donde se forman enlaces isopeptidicos con un producto final polimerizado y
con un amplio potencial biotecnoldgico. En plantas, la investigacién derivada de las TGs es aun
escasa. No obstante, existe un gran nimero de secuencias proteicas anotadas funcionalmente
como TGs en las bases de datos biolégicas y que carecen de una certeza bioldgica acerca de su
actividad. Las Unicas proteinas vegetales caracterizadas y validadas funcionalmente son la
TGZ15/TGZ21 de maiz y la TGO de arroz, ambas proteinas originadas de genes de copia Unica y

con un dominio tipo TG no candnico.

Una busqueda exhaustiva en las bases de datos proteicas encontré que las gramineas son el grupo
vegetal mas extenso con secuencias proteicas TGs registradas. Entre ellas, se encontré una
isoforma inactiva (TGZi) de la TGZ15, producto de splicing alternativo, que originé una divergencia
funcional entre ambas proteinas mediado por un mecanismo evolutivo entre “paralogos
internos” del mismo gen. El evento causal de la divergencia se originé no solo por un transcripto
alternativo, sino por un evento de duplicacion génica que hace mas tolerante las mutaciones
dentro de un genoma. La diferencia entre ambas proteinas se concentra en un C-terminal distinto
y ausente de la triada catalitica. Esta caracteristica mutacional también se observé en el gen tg
parcial de cafia de azucar, homdlogo al gen tgz15 de maiz, que se logrd identificar mediante la
técnica de PCR. Los andlisis de secuencias revelaron una diversidad de proteinas homélogas a
TGZi, sugiriendo una robustez mutacional en el genoma de las gramineas que permitid la
conservacion de genes duplicados. En conclusion, TGZ15 y TGZi son similares por la presencia de
RIDs en forma de TRs que se conservan en el proteoma eucariota. La prediccidon de sus estructuras
y el analisis de enriquecimiento sugieren un desorden estructural atribuido a RIDs que tienen una
implicacion en los procesos bioldgicos que desempefian las TGs. La TGZ15 de maiz es
evolutivamente independiente del resto de TGs, con un dominio catalitico divergente, que

plantea una analogia funcional como resultado de una evolucién convergente.
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ABSTRACT
Transglutamines (TGs) are a family of multifunctional enzymes present in different organs, tissues
and body fluids. They are widely located in bacteria, plants and animals. They consist of a catalytic
triad (Cys/His/Asp or Asn) that shares an evolutionary origin with the papain-like protease-
cysteine enzyme superfamily, inducing post-translational protein modifications. The main
biocatalysis of TGs is cross-linking, where isopeptide bonds are formed with a polymerized final
product and with a broad biotechnological potential. In plants, research derived from TGs is still
deficient. However, there is a large number of protein sequences functionally annotated as TGs
in biological databases and lacking a biological certainty about their activity. The only plant
proteins characterized and functionally validated are the active corn TGZ15 and the rice TGO,

both proteins originated from single copy genes and with a non-canon TG type domain.

An exhaustive search in protein databases found that grasses are the most extensive plant group
with recorded TG protein sequences. Among them, an inactive isoform (TGZi) of TGZ15 was
found, product of alternative splicing, which caused a functional divergence between both
proteins by an evolutionary mechanism between “internal paralogs” of the same gene. The causal
event of the divergence originated not only by an alternative transcript, but by a gene duplication
event that makes mutations within a genome more tolerant. The difference between the two
proteins is concentrated in a different C-terminal and absent from the catalytic triad. This
mutational characteristic was also observed in the partial sugarcane tg gene, homologous to the
corn tgz15 gene, which was identified by the PCR technique. Sequence analysis revealed a variety
of proteins homologous to TGZi, suggesting a mutational robustness in the grass genome that
allowed the conservation of duplicate genes. In conclusion, TGZ15 and TGZi are similar because
of the presence of RIDs in the form of TRs that are conserved in the eukaryotic proteome. The
prediction of their structures and the enrichment analysis suggest a structural disorder attributed
to RIDs that have an implication in the functional processes of TGs enzymes. The corn TGZ15 is
evolutionarily independent of the rest of TGs, with an active site and structural form divergent, it

raises a functional analogy resulting from a convergent evolution.
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1. INTRODUCCION

Las TGs (EC.2.3.2.13; R-glutaminil-péptido-amina-y-glutamil transferasas) son enzimas
multifuncionales presentes en gran parte de tejidos, drganos y fluidos corporales ampliamente
distribuidas en la naturaleza. A diferencia de otras enzimas industriales, las TGs inducen la
polimerizacidn de proteinas. La TG realiza la transferencia acil dependiente del Ca®* entre grupos
y-carboxiamida de residuos de glutamina y e-amino de residuos de lisina u otros aminos primarios.
Este grupo de enzimas forman reticulaciones mediante enlaces covalentes a nivel intra- o
intermolecular entre proteinas, péptidos o grupos aminos primarios. La actividad catalitica
reticulante es de interés biotecnoldgico, con amplias aplicaciones en la industria alimentaria, ya
que mejora la estabilidad térmica, solubilidad, capacidad de retencién de agua y valor nutricional
de proteinas (Motokis & Kumazawa 2000; Griffin et al., 2002; Lorand & Graham 2003; Li et al.,
2017).

Estudios bioinformaticos han establecido que las TGs han evolucionado a partir de la familia
proteasas-cisteinas tipo papaina, donde comparten un dominio particular llamado triada
catalitica (Cys/His/Asp o Asn; Marakova et al., 1999). La familia de TGs en mamiferos son las mejor
estudiadas y caracterizadas en términos de propiedades tanto estructurales como cataliticas. Las
TGs que destacan son el FXIIIA de coagulacién sanguinea y la TG2h. La amplia cobertura de
investigacion de TGs en animales derivéd en la producciéon enzimatica a nivel industrial, sin
embargo, la comercializacién de la TG a partir de tejidos animales tiene un alto costo en el proceso

de separacién y purificacion (Motoki & Kumazawa, 2000).

En la actualidad, la TG microbiana (TGm) lidera la industria alimentaria y por ello son obtenidas
en grandes cantidades para el procesamiento de carnicos y productos pesqueros. La TGm es una
simple proteina monomérica de 38 kDa, con una estructura proteica diferente al ya caracterizado
FXIIIA del humano; existe una relaciéon entre las estructuras secundarias del sitio activo de la TGm
y la TG-pez, lo que sugiere una relacién evolutiva de convergencia entre las dos proteinas
(Yokoyama et al., 2004). La biosintesis de TGs a partir de bacterias ofrece una estabilidad en un
amplio rango de valores de pH y que no requieren de iones de calcio para su activacion, estas

propiedades la hacen deseables para la manipulacién industrial (Langston et al., 2006).



En plantas, la informacién sobre TGs se encuentra aun en una etapa joven, por lo que hasta el
momento las Unicas TGs expresadas de forma heterdloga han sido la AtPNG1p de Arabidopsis
thaliana (Della Mea et al., 2004a) y TGZ15/TGZ21 de Zea mays (Villalobos et al., 2004). Sin
embargo, la TGZ15 se diferencia del resto de TGs caracterizadas porque contiene un sitio activo
ubicado en el C-terminal con un entorno catalitico diferente. Todas estas caracteristicas también
se contrastan con la ausencia de una estructura proteica, por lo que ofrece la oportunidad de
analizar sus caracteristicas tanto estructurales y funcionales respecto a otras TGs estudiadas, la
TGZ15 es una enzima Unica con un dominio catalitico putativo y aun no comprobable (Serafini-

Fracassini et al., 2009).

Para realizar este estudio se utilizaron herramientas bioinformaticas tanto de uso local como en
linea, sin embargo, en la actualidad nos enfrentamos a grandes volumenes de datos bioldgicos
almacenados en las bases de datos, originados a partir de experimentos previos. Muchas de las
secuencias a analizar contienen una variedad de anotaciones curadas manual o automaticamente
que infieren la funcion biolégica de una secuencia génica o proteica en base a un umbral de
similitud. En muchas ocasiones las anotaciones inferidas a una secuencia son erréneas y son
transferidas a través de referencias cruzadas entre las bases de datos, la transferencia automatica
de la anotacién funcional entre todos los grupos de genes ortélogos y pardlogos se vuelve
redundante, porque hay casos en que las funciones de los genes han divergido. En este estudio
se hace una diferencia entre este tipo de anotaciones y la naturaleza de las bases de datos

utilizadas.



2. MARCO TEORICO
2.1 Bioinformatica
En la biologia molecular actual, el desafio ya no es obtener datos, sino analizarlos e integrarlos de
manera significativa e innovadora, obtener nuevos conocimientos y comprender el sistema
biolégico en su conjunto. Para esto, se desarrollaron técnicas informaticas derivadas de
disciplinas como las matematicas, la estadistica y las ciencias computacionales que permitieran
entender y organizar la informacion asociada con el sistema de informacién que se obtiene de la

biologia molecular a gran escala (Luscombe et al., 2001).

El término bioinformatica se definié por primera vez en la Universidad de Utrecht por Ben Hesper
y Paulien Hogeweg como el estudio de los procesos informdaticos en sistemas biéticos (Hesper &
Hogeweg 1970). El desarrollo de herramientas computacionales y bases de datos, asi como sus
aplicaciones, hacen posible la generacién de conocimiento bioldgico para entender mejor a los
sistemas vivos. Estas herramientas son usadas en tres dreas de la investigacion gendmica y
biologia molecular como lo son el analisis de secuencias, de funcién y de estructura (Xiong 2006).
En la actualidad, los bioinformaticos trabajan con datos moleculares como secuencias de genes
porque sigue siendo el tipo de informacion mas facil de obtener. Sin embargo, la existencia de
varios tipos de datos en otros campos de la biologia estd ganando cada vez mas interés por parte

de la comunidad bioinformatica.

El incremento en la produccién de datos de secuenciacion ha resultado en la creacién de bases
de datos que almacenen la informacién y datos de las secuencias con la finalidad de inferir
conocimiento, por lo tanto, es remarcable el crecimiento de datos proteicos manualmente
curados o automaticamente anotadas. Muchas veces los datos crudos, aquellos que son
obtenidos directamente de los procesos experimentales necesitan ser analizados y procesados
con el fin de facilitar la interpretacién. La curacién de los datos organiza e integra los datos
coleccionados desde diversas fuentes e involucra la anotacién de los datos sobre el tiempo que
pueden llegar a permanecer, asi como su valor obtenido. El procesamiento de los datos se realiza

por etapas, donde el dato procesado resultante es el dato crudo del siguiente.



La calidad y revision de los datos consiste en analizar, interpretar e integrar la informacién
biolégica que se encuentra en las bases de datos mediante un valor extra de la anotacién y la
interconexion de los datos dentro de un marco biolégico comun. Las personas encargadas de la
revisidn no solo anotan, sino también gestionan el cimulo de datos mediante la incorporacién y
estandarizacion de estos. Todo este procesamiento de informacién se facilita mediante la
incorporacion de vocabularios controlados y ontologias que facilitan el manejo del conocimiento
mediante un lenguaje natural en torno a un area especifica. Los vocabularios controlados ofrecen

un conjunto de términos formales. (Choudhuri 2014).

La existencia de las bases de datos bioldgicas se origina a partir del procesamiento que reciben
sus datos almacenados, donde muchas de ellas coexisten en la misma area, por lo que es comun
encontrar referencias cruzadas (Yagle et al., 2014). Existen tres tipos de bases de datos que se
clasifican de la siguiente manera: las bases de datos primarias que almacenan datos bioldgicos
crudos y que son sometidos por la comunidad cientifica (GenBank, PDB, EMBL y DDB;j) sin revisiéon
exhaustiva, las bases de datos secundarias que contienen informacién procesada
computacionalmente o curada manualmente por un experto a partir de informacién original de
las bases de datos primarias, aqui se encuentran secuencias traducidas de proteinas que
contienen anotaciones funcionales (Swiss-Prot, TrEMBL, PIR y RefSeq), finalmente, las bases de

datos especializadas se centran en un interés de investigacion particular (Xiong 2006).

La UniProtKB es una base de datos de alta calidad que posee una anotacion completamente
clasificada, enriquecida y precisa con una minima redundancia que se complementa con
referencias cruzadas extensivas. UniProtKB unifica su informacién a partir de dos tipos de
revisiones de calidad proteica. Las secuencias proteicas anotadas computacionalmente y sin
revision, conocida como la base de datos TrEMBL, son en su mayoria traducciones de secuencias
codificantes; el incremento exponencial de anotaciones sin revisidn es registrada con frecuencia
como “proteinas no caracterizadas” ya que carecen de informacion mas descriptiva. Por otra
parte, las secuencias con anotaciones revisadas manualmente por expertos (Swiss-Prot)
contienen informacion extraida desde la literatura con predicciones computacionales evaluadas

por un curador de datos (Schneider et al., 2005). Ademas de clasificar su informacién en base a



anotaciones revisadas o no revisadas, una de sus caracteristicas importantes que integra
UniProtKB es la anotacidn de un criterio de existencia que se le atribuye a la proteina (ver Tabla

1).

Tabla 1. Clasificacién de proteinas por tipos de evidencias registradas en la UniProtKB. La
base de datos UniProtKB clasifica las secuencias proteicas en base a 5 tipos de evidencia

que soportan la existencia de una proteina (UniProt Consortium 2007).

Tipo de evidencia Caracteristicas
Predichas Es usada para entradas sin evidencia a niveles transcriptos, proteicos o
inferido por homologia.
Experimental a nivel | Evidencia de proteina que no ha sido estrictamente probada sino por

transcripto expresion de datos indicando la existencia del transcripto.
Experimental a nivel | Existencia de la proteina por clara y estricta evidencia experimental.
proteina

Inferido por homologia | Existencia de proteina probable por evidentes ortdlogos existentes en
especies cercanamente relacionados.
Proteina incierta No existe certeza de que la proteina exista.

El incremento exponencial de los datos biolégicos crea una redundancia de informacion que al
momento de ser analizada resulta en inferencias de anotaciones funcionales erréneas, estos
hechos dificultan la creacién u organizacidon de una base de datos sélida, libre de redundancia y
completamente revisada. Por ejemplo, una misma secuencia de ADN puede ser atribuida a
multiples autores, ya que fue introducida a una base de datos primaria sin una revisién
exhaustiva. Este impacto lleva a proteinas falsamente anotadas y con resultados en publicaciones
de una investigacidn incierta (Brenner 1999; Nadzirin et al., 2012; Percudani et al., 2013; Liberal

etal. 2013).

2.2 Transglutaminasas

Las TGs son una familia de enzimas tiol transferasas que se localizan tanto intracelular como
extracelularmente originando modificaciones post-traduccionales en proteinas. Las TGs han
evolucionado a partir de la familia proteasas-cisteinas tipo papaina que comparten un dominio
catalitico particular llamado triada catalitica (Cys/His/Asp o Asn; Marakova et al., 1999; Lorand &
Graham 2003). El nombre transglutaminasa fue acufiado por primera vez por Waelsch en 1957
(Sarkar et al., 1957), sin embargo, en algunas publicaciones (Lorand & Conrad 1984; Mehta &

Eckert 2005) se menciona que el nombre transglutaminasa no es el mas apropiado para esta
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enzima, ya que no reaccionan con un aminoacido libre de glutamina, sino que realizan funciones
carbonilamida en la cadena lateral de residuos de glutamina en proteinas substrato. Estas
reacciones forman un entrecruzamiento o reticulacidn llamado enlace isopeptidico -(y-glutamil)

lisil (Folk & Finlayson 1977; Griffin et al., 2002).

Todo inicié con la primer TG descrita en 1957, donde un equipo conformado por Sarkar, Clarke &
Waelsh reportaron enzimas capaces de marcar proteinas por aminas presentes en extractos de
cerebro y dependencia a iones de calcio, ademds de presentar mayor actividad en otros tejidos
como el higado. En el marco del descubrimiento de nuevas TGs, se hallé actividad de reticulacion
proteica, asi como la desaminacién de residuos de glutamina en proteinas (Sarkar et al., 1957,
Mycek et al., 1959; Beninati et al., 2009). La TG esta distribuida en plantas, animales, cuerpo
humano y microorganismos (Piacentini et al., 2004; Mirzaei 2011; Klock & Khosla 2012; Del Duca
etal., 2014;), lo que la convierte en una enzima ubicua y multifuncional. Ejemplos de estos hechos
es que la TG se encuentra involucrada en muchos procesos fisiolégicos como en la coagulacion,

reacciones inmunes antibacteriales y en la fotosintesis (Kashiwagi et al., 2002).

La reticulacion por TGs en células eucariotas ha mostrado ser activada por la elevacién de Ca?*
intracelular que usualmente causa cambios permanentes de senescencia celular en la membrana
y esqueleto de la célula (Lorand 2007). La actividad TG también es posible en la ausencia del Ca?*
que sdlo ha sido descrita en bacterias (Williams-Ashman & Canellakis 1980; Elgavish et al., 1984;
Ho et al., 2000; Barros et al., 2003; Yokoyama et al., 2004). Los efectos negativos influenciados
por calcio provocan una reorganizacion significativa en la estructura de la TG (Fesus et al., 1977,

Murthy et al., 1999; Eckert et al., 2014).

Las TGs son sintetizadas como zimdgenos que requieren de su activacion antes de exhibir
actividad transamidasa. La catdlisis de transamidacién mediada por la enzima es parte de un
conjunto de procesos post-traduccionales en las cuales las proteinas estan sujetas y pueden
incluirse a un numero de estrategias regulatorias eficientes. Comparada con otras reacciones
propias de la TG, la transamidacion es la mas estudiada y comprendida (Folk 1980; Beninati et al.,

1988) por su amplio potencial biotecnoldgico. La actividad enzimética TG dependiente del Ca?* se



realiza con base en la transferencia acil de uniones amida covalente, participando un grupo y-
carboxiamida de un residuo glutamil de algunas proteinas o péptidos (amino aceptoras) y un
grupo amino primario como el encontrado en la posicién e-amino de un residuo de lisina o un

grupo amino libre de una amina soluble como PAs (amino donadores; ver Figura 1).

Aceptor acil Lys

TG
€
Y
TG
Donador acil GIn
Intermediario acil- TG Producto de la transamidacion.
enzima Reticulacién proteica

Figura 1. Actividad de transamidacidn catalizada por la TG. La transamidacion y la reaccidén entre
los substratos se lleva en dos pasos, en la primera el residuo y-carboxiamida se une al grupo -SH
del residuo de Cys en el sitio activo de la TG, lo que da lugar a un complejo enzimatico
intermediario acil-enzima (y-glutamiltioéster), inmediatamente se libera amonio (NH3). En el
segundo paso el residuo €-amino se une al intermediario acil-enzima y reacciona con y-
glutamiltioéster para formar el enlace isopeptidico covalente y la regeneracién de Cys en la TG.
El enlace isopeptidico formado es resistente a la protedlisis y los productos reticulados son
altamente resistentes a quimicos, asi como la degradacidn fisica y enzimatica (Griffin et al., 2002;
lisma et al., 2009). Bajo condiciones fisioldgicas las reacciones de reticulacion por TGs son

usualmente irreversibles (Gatta et al., 2016; Bruns & Kilbinger 2016).

Si no existen aminas primarias disponibles, el agua puede funcionar como un grupo aceptor acil
provocando una desaminacion del residuo de GIn (Folk & Chung 1973; Lorand & Conrad 1984), el
reemplazo de un residuo de GIn neutral por Glu con carga negativa importa consecuencias
bioldgicas de gran importancia a partir de la cadena peptidica que van desde el cambio en la
solubilidad, conformacién, estabilidad de oligdmeros o interacciones de las proteinas con otras
macromoléculas o compuestos. Muchos de estos aminoacidos se encuentran naturalmente en

proteinas de la matriz extracelular o membrana basal de células epiteliales.

El rol del intermediario enzimatico es la estabilizacién de un residuo de GIln en papaina y un

residuo de Trp en el caso de la TG (lisma et al., 2003). El papel del Trp en el sitio activo de la TG
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es esencial para la catalisis donde estabiliza los estados de transicion por enlaces de hidrégeno,
interacciones ién-cuadropolo o por van der Waals. La conservacion de un Trp241 en todas las TGs
enzimaticamente activas de la TG2h, indica que la estabilizacion del estado de transicion por este
residuo es una caracteristica general de catalisis en todas las TG eucariotas que van desde moho
del limo hasta mamiferos (lisma et al., 2003; Murthy et al., 2002). De acuerdo con las similitudes
encontradas entre el FXIIIA y la papaina dentro del sitio activo, se propuso que la funcién del
mecanismo catalitico en la estructura enzimatica se presenta de la siguiente manera: la Cys314
actua como nucledfilo y la His373 como el catalizador acido/base; la Asp396 participa en un rol
secundario, la cual es estabilizar la forma protonada de His373 que provee una orientacion

favorable de este residuo (Pedersen et al., 1994).

Solo se han identificado tres familias de TGs caracterizadas estructuralmente, TGs similares a
papaina (FXIIIA, TG-pez y TG2h-TG3h), las TGs tipo PDI similares (que tienen actividad isomerasa
de enlace disulfuro ademas de su actividad TG) y por ultimo las toxina bacteriana TG (como el
factor citotdxico de E. coli y la neurotoxina B. Bronchiseptica) que son predominantemente
enzimas desamidantes, pero que también parecen catalizar algunas reacciones de

transamidacién (Chen & Mehta 1999; Lorand & Graham 2003).

2.3  Transglutaminasas microbianas

Las propiedades cataliticas de las TGs empezaron a aplicarse en procesos industriales alimenticios
porque mejoraban las propiedades funcionales de varias proteinas, como las proteinas de carne,
soja, miosina, globulina, caseina, cacahuete y suero (Martins et al., 2014). La comercializacién de
la TG surgid a partir de tejidos animales; el problema radicé en el proceso de separacién y
purificacién pues representaba un alto costo (Zhu et al.,, 1999; Motoki & Kumazawa 2000). Se
descubrié que las propiedades de las TGm son mucho mds utiles ya que no requieren Ca%* como
cofactor para mostrar actividad catalitica, mostraron estabilidad en un amplio rango de pH, con
una capacidad para reticular la mayoria de las proteinas de los alimentos y con menores costos
de produccion debido a la facil produccién y purificacion de enzimas (Langston et al., 2006;

Mirzaei 2011; Martins et al., 2014).



La primer TGm aislada fue la obtenida a partir de un medio de cultivo de Streptoverticillium sp. S-
8112 (Ando et al., 1989). Actualmente la TGm de Streptoverticillium morbaraense es producida
en grandes cantidades para la produccién de productos carnicos y pesqueros procesados (Carlos
& Carreiio 2007). La TGm de Streptoverticillium morbaraense tiene un peso molecular de 38 kDa
(bajo peso molecular comparado con las TG en mamiferos) y una composicion de 331
aminodcidos. Esta proteina posee un solo residuo de Cys, no forma enlaces disulfuro y mantiene
una actividad catalitica independiente del calcio, propiedades que han sido ampliamente
estudiadas (Ando et al., 1989; Nonaka et al., 1989; Takashiba & Sakurai 2016). En el 2002 la
estructura cristal de la TGm fue hallada con una resolucién de 2.4 A (Kashiwagi et al., 2002),
revelando una estructura completamente diferente a la del FXIIl y las TGs de mamiferos; ademas
por medio de RMN se descubrid que la velocidad de reaccién y la especificidad del substrato para
el donador acil de la TGm son mayores y menores que las de las TGs similares al factor Xlll (Shimba

etal., 2002).

La TGm es expresada como zimdgeno (proTGm), con un corto segmento de 45 aminoacidos en la
region N-terminal, representa la secuencia lider que posiblemente sea esencial para el
plegamiento eficiente de la proteina, la secrecién y la supresidn de su actividad enzimatica (Yang
et al., 2011; Takashiba & Sakurai 2016). La estructura general de la proTGm forma un dominio
compacto que adopta una forma parecida a un disco con una hendidura profunda en el borde del
disco (Yokoyama et al., 2004). La estructura secundaria pertenece a la clase de plegamiento a+,
contiene 11 a-hélices y 8 B-laminares, una de las hojas B estd rodeada por hélices a, que se

agrupan en tres regiones (ver Figura 2).

El nucleo catalitico encontrado entre la TGm y la TG-pez son similares. Se postula que estas TGs
estan relacionadas por una evolucidon convergente; por lo que la TGm ha desarrollado un nuevo
mecanismo catalitico especializado para la reaccién de reticulacion (Yokoyama et al., 2004). Estas
proteinas microbianas tienen una triada catalitica no convencional y no muestran homologia de
secuencia con ninguno de los otros dos grupos de proteinas bacterianas, o con las TGs similares

a papaina.



Figura 2. Estructura general de la TGm (PDB ID: 3IU0). El modelo tipo cartoon de la TGm se
visualiza desde la parte de arriba del disco. El residuo de Cys64 visualizado en forma de bolas y
palillos se encuentra en un loop entre las hélices a2 y a3. La lamina B central forma una estructura
antiparalela de siete cadenas y esta fuertemente retorcida entre las hebras B5 y B6, y solo hay
un enlace de hidrégeno entre las cadenas principales de estas hebras (Trp258 y Thr273;

Yokoyama et al., 2004).

2.4  lafamilia TG en mamiferos

Las TGs son codificadas por una familia de genes cercanamente relacionados que poseen un alto
grado de similitud de secuencia (Grenard et al., 2001). Todos estos genes aislados hasta ahora
parecen estar organizados de una manera similar. Los miembros de la familia TG pueden
distinguirse en funcién de sus propiedades fisicas, distribucidn tisular, localizacién y mecanismos

de activacion.

Existen 9 miembros de la familia TG en el humano (Venter et al., 2001), pero solo 8 poseen
actividad catalitica, desde la TG 1-7 y el FXIIIA, la novena es conocida por su ausencia del sitio
catalitico, esta proteina es nombrada “Band-4.2” (ver Tabla 2; Ichinose et al., 1990; Aeschlimann
& Paulsson 1994; Griffin et al., 2002). Cada miembro de la familia TG generalmente se caracteriza
por la falta de enlaces de glicosilacidn y puentes disulfuro a pesar de la presencia de posibles sitios

de N-glicosilacién y residuos de Cys en estas proteinas.

Todas las TGs incluyendo aquellas que son secretadas (Factor Xlll) o asociada con la membrana

(TG1) carecen de secuencia hidréfoba N-terminal (Mehta 2005). Todos los miembros de esta
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superfamilia de enzimas poseen una triada catalitica (Cys/His/Asp 6 Asn) conservada, a excepcion

de la proteina inactiva Band 4.2 que presenta homologia estructural a los demds miembros TG; la

inactividad es debido a la sustitucion de la Cys, lo que produce un mayor componente para la

formacidn de eritrocitos del esqueleto membranal (Beninati et al., 2009).

Tabla 2. Proteinas miembros de la familia TG en humanos. Las TGs identificadas en el ser

humano son calcio-dependientes para su actividad catalitica (Lorand & Graham 2003).

Gen-Proteina Funciones Residuos
(kDa)

TGM1-TG1 Formacién de envoltura celular durante diferenciacién de 814(90)
gueratinocitos.

TGM2-TG2 Apoptosis, adhesidn celular, estabilizacidn de la matriz, sefializacidn 686(78)
a la supervivencia celular, etc.

TGM3-TG3 Formacion de la envoltura celular durante la diferenciacion de 692(77)
queratinocitos.

TGM4-TG4 Reproduccién especialmente en roedores como resultado de la 684(77)
coagulacion del semen.

TGM5-TG5 Formacion de la envoltura celular cornificada durante Ila 720(81)
diferenciacién de queratinocito.

TGM6-TG6 Se desconoce 625(70)

TGM7-TG7 Se desconoce 710(80)

F13A1-FXllla Coagulacidn sanguinea, cicatrizacién de heridas y crecimiento dseo. 732(83)

EPB42-Band4.2 Componente especializado en redes de eritrocitos esqueléticos. 690(72)

Existen ortélogos de diversas TGs humanas en organismos mamiferos hasta invertebrados y

presentan un alto grado de conservacién en la estructura primaria y secundaria. Se caracterizan

por poseer cuatro dominios en su estructura terciaria similares a los que presenta el FXIIIA, TG2h

y TG3h, asi como en la TG-pez (Yee et al., 1994; Ahvazi et al., 2002; ver Figura 3).

B-sandwich
B-barrel 2
Nucleo
catalitico
B-barrel 1
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Figura 3. Estructura general de la TG2h. En el modelo tipo cartoon de la TG2h se visualiza la
conformacion cerrada de la proteina con los 4 dominios estructurales mostradas de diferentes
formas cilindricas. En esta conformacion la proteina es inactiva debido al espacio dimensional
de los dominios B-barrel que ocultan al empaque catalitico. El sitio catalitico estda compuesto
por Cys277/His335/Asp358, ademas de residuos clave en unién a GTP (Phel174, Arg478, Val479,
Arg580, Tyr583; Stamnaes et al., 2010).

La TG2 sobresale por su multifuncionalidad y por ser el miembro mayormente estudiado de toda
la familia de las TGs. La TG2 ha mostrado participar en la hidrélisis, union a GTP y ATP (Bergamini
etal., 1987; Lee et al., 1989; Lai et al., 1998; Beninati et al., 2017), como PDI, quinasa y destacando
ademads su comportamiento como proteina andamio o enlazante. Esta proteina Unica sufre
cambios conformacionales y exhibe diversas localizaciones (Gundemir et al. 2012). La unidn
ATP/ADP no mostrd un efecto en la actividad de transamidacion, por lo que la TG2 solo es activa
cuando se enlaza con calcio e inactiva cuando se enlaza a GTP/GDP (Begg et al., 2006; Eckert et
al., 2014). Las implicaciones de la TG2h en diversas enfermedades humanas estdn presentes en
patologias como la inflamacién, cancer y fibrosis, incluso en enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas y celiacas, en las que desempefia un papel protector o inductor a la
patogénesis. La modulacién de las actividades bioldgicas de la TG2 en estas enfermedades tendrd

un valor terapéutico en el futuro (Siegel & Khosla 2007).

La participacion de la TG en el espacio extracelular esta identificada en el proceso de hemostasia.
Es conocido que el plasma sanguineo forma un heterotetramero de 320 kDa, donde 283 kDa
subunidades A son TGs zimogénicas (Ichinose 2012). El FXIIIA zimdgeno es activado por escisidon
proteolitica mediante trombina, participando en la coagulacién de la sangre. Por lo que es la TG
mejor caracterizaday la primera reportada con una estructura cristal para la familia TG, revelando
similitudes a las proteasas-cisteina en el sitio activo. El FXIIIA es un modelo de comparacién por
homologia y es la primera homdloga reportada con la TG del cerdo de Guinea (Ichinose et al.,

1990).

12



Recientemente Sanchez-Pulido y Ponting (2016) identificaron por analisis de secuencias,
proteinas vasoinhibinas (encargadas de regular la angliogénesis, crecimiento de tumor y la
metastasis) como nuevos miembros de la superfamllia proteasas-cisteina del tipo TG, pero con la
diferencia de poseer una triada catalitica no candnica encontrada como Cys/His/Ser 6 Thr. Esta
triada no candnica no es exclusiva de esta familia de proteinas vasoinhibinas, puesto que existen
miembros de la superfamilia proteasas-cisteina tipo TG con un nucleo catalitico (Pfam: P01841)

no candnico (Cys/His/Thr) como la TG de Syntrophobacter fumaroxidans.

2.5 Transglutaminasas vegetales

En plantas, la modificacidon post-traduccional de proteinas y PAs catalizadas por TGs ha sido
estudiado desde 1987 (Mosseti 1987; Icekson & Apelbaum 1987). La actividad principal de las TGs
en plantas son la conjugacién de PAs y otros amino donadores (Del Duca & Serafini-Fracassini
2005; Serafini-Fracassini & Del Duca, 2008; Del Duca et al., 2014). Las TGs en plantas han sido
detectadas principalmente por la produccion de derivados de PAs-glutamil, asi como a través de
caracteristicas bioquimicas mediante la deteccidén con anticuerpos y modificacion de substratos
animales. Las aminas primarias, especificamente las PAs son los substratos de las TGs en plantas;
las PAs mas estudiadas son la espermidina, putrescina y espermina, ademads de la biotina-
cadaverina que es usada para detectar actividad enzimatica in vitro (Kang & Cho 1996; Del Duca

et al., 2000a; Della Mea et al., 2004b).

Las TGs se localizan en diferentes érganos de la planta y en varios compartimentos celulares tales
como cloroplastos, mitocondria, citoplasma y paredes celulares. La ubicacidn de TGs de manera
extracelular e intracelular ha sido ampliamente estudiado (Del Duca S., et al., 2014; Serafini-
Fracassini & Del Duca 2008). La actividad TG en plantas inferiores y superiores se encuentra
involucrado en el crecimiento y procesos de diferenciaciéon, asi como relacionadas a la
fertilizacién, conjugacion de PAs, germinacién del polen, estrés bidtico y abidtico, ademas de
senescencia y muerte celular programada (Dondini et al., 2001; Del Duca & Serafini-Fracassini
2005; Del Duca et al., 2007; Della Mea et al., 2007; lorio et al., 2008; Sobieszczuk-Nowicka et al.,
2007, 2008; Serafini-Fracassini et al., 2009).
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La actividad tipo TG en plantas fue descrita por primera vez en el guisante (Icekson & Apelbaum
1987), posteriormente se hallé actividad en Helianthus tuberosus (Serafini-Fracassini et al., 1988),
en hojas de acelga (Beta vulgaris; Signori et al., 1991), hojas de soya (Glycine max; Kang & Chao
1996), en raices y brotes de tejidos de plantas dicotiledéneas (como la pera y el haba), asi como
en monocotiledéneas (cebada y trigo; Lilley et al., 1998). Se ha demostrado proteinas substrato
como actina y tubulina son elegidos por la TG en plantas superiores a través del rdpido
crecimiento del tubo del polen que se sustenta en una reorganizacién dramatica del citoesqueleto
(Del Duca S. et al., 1997). En plantas superiores, las TGs muestran una baja similitud de secuencia
con las ya conocidas TGs de mamiferos. Existe la hipdtesis que las proteinas codificadas desde el
genoma plastidial (origen evolutivo procariota) podrian compartir similitud considerable con las
cianobacterias, sin embargo, esto no puede ser verificado debido a que las secuencias de TGs no

estan disponibles en el genoma de las cianobacterias (Del Duca et al., 2014).

Beninati et al., (2013) identificaron en Helianthus tuberosus 3 bandas (58, 75 y 85 kDa) de TGs
aisladas en brotes de apices; se identificé actividad TG relevante y similitud con las TGs animales.
En el estudio se analizd la composicion de aminoacidos de la enzima de 75 kDa, que fue
practicamente idéntica (con una diferencia del 0.29%) a la proteina EPB42 de eritrocitos.
Sabiendo la similitud encontrada entre estas proteinas, se pudo observar que también la enzima
de 85 kDa se ajusta perfectamente con TG2h; en base a esto, se construyé un modelo 3D a partir

de la homologia encontrada (ver Figura 4).

Figura 4. Modelamiento por homologia entre la enzima de 75 kDa de H. tuberosus y la TG2h. A.
El modelo general por homologia detalla en azul a la TG2h y en rojo la enzima de 75 kDa. B. El

sitio activo se encuentra en las posiciones Cys277/His335/Asp358 (Beninati et al., 2013).
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En la actualidad, los genes caracterizados y con actividad funcional TG comprobable en plantas se
restringe solo a 2 especies, arroz y maiz; por otra parte, aun existe la duda si la AtPnglp de

Arabidopsis thaliana exhibe una actividad tipo TG o no (ver Tabla 3).

Tabla 3. Lista de genes tg de origen vegetal secuenciados y caracterizados hasta el momento.

Todos estos genes fueron aislados a partir de ARNm.

Organismo Nombre del Tamano Referencia ID EMBL

Gen (pb) Nucleétido
Arabidopsis thaliana | AtPnglp 2327 Della Mea et al., 2004a. AM745095.1
Zea mays tgz15y tgz21 1748 y 1910 | Villalobos et al., 2004. AJ21525.2 y AJ488103.1
Oryza sativa tgo 1605 Campos et al., 2013. FR717829.1

2.5.1 El gen AtPnglp de Arabidopsis thaliana
El gen AtPnglp es un gen de copia Unica, ubicua, de baja expresién y que codifica para una
proteina de 721 aminodcidos. El gen codificante fue sobreexpresado en E. coli para demostrar
actividad TG, la proteina recombinante fue purificada con un peso de banda de 86 kDa (Della Mea
et al., 2004a). Afos atrds ya se habia identificado este mismo gen AtPnglp de Arabidopsis
thaliana, sefaldandolo con una funcién putativa como péptido N-glicanasa y con un dominio

catalitico TG (Suzuki et al., 2001).

Mds tarde, Diepold et al., (2007) sostiene que la AtPnglp codifica a una PNGasa. La actividad
PNGasa fue exhibida cuando fue ensayada en una cepa de Saccharomyces con actividad PNGasa
deficiente. Con estos experimentos se sugirié que la AtPnglp no es una TG, debido a la baja
actividad TG comparada con otras proteinas y la presencia de actividad TG similar en plantas WT
y KO. Por lo tanto, se cuestiona que la actividad TG asociada a AtPnglp pueda ser debido a
condiciones experimentales usadas para detectar actividad enzimatica in vitro, pareciendo poco
probable que refleje actividad fisioldgica en plantas. Debido a lo anterior, Serafini-Fracassini et
al., (2009) explicé que la enzima AtPnglp pueda presentar actividad multifuncional, esto, debido
a que la proteina comparte propiedades bioguimicas e inmunoldgicas con homodlogos animales,

gue dan origen a derivados de glutamilo, caracteristicos de la actividad transamidasa.
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2.5.2 El gen tgo de arroz (Oryza sativa)
El gen tgo de arroz (Oryza sativa) posee una regién codificante de 1059 pb mientras que el gen
completo tiene una longitud de 1605 pb que poseen dos intrones y tres exones, este gen codifica
para una proteina de 352 aminoacidos con peso molecular de 40 kDa compartiendo un 52% de
identidad con la proteina TGZ15 (Campos et al., 2013). La TGO crea uniones proteicas
supramoleculares reticuladas de manera similar a la funcién asignada para las TGs en células
animales, células vegetales y microorganismos. Esto puede ser similar a la llamada formacién del
dimero D inducida por el Factor Xlll, que aparece en el ultimo paso de la coagulacién de la sangre
y los dominios D de la fibrina. La dependencia al calcio, la especificidad del substrato e inhibidor,
asi como la regulacion de la actividad de la luz por los substratos de plantas, indican que la TG de

arroz puede actuar como una TG auténtica.

A diferencia de la proteina TGZ15 de maiz, TGO no presentd por prediccion computacional
péptido transito al cloroplasto, pero experimentalmente se demostrd que la proteina no solo se
encuentra en la grana del cloroplasto sino también en vesiculas cercanas a ella, llegando a concluir
gue existe un patron diferencial de esta enzima en arroz. Esta proteina presenta dos regiones TRs
y una triada catalitica putativa (Cys254/His260/Asp295) junto con la presencia de un Trp252
anterior a la Cys (Campos et al., 2013), el cual también presumen actia como estabilizador

catalitico a partir de lo descrito por Murthy et al., (2002).

2.5.3 Antecedentes del gen tgz15/tgz21 de maiz (Zea mays)
En 2001 se identificd por primera vez una TG de maiz a partir de cloroplastos. Las células de
cloroplastos estaban expuestas a la luz y la actividad enzimdtica incrementd significativamente
en el ensayo enzimatico (Villalobos et al., 2001). Mas tarde, se demostré actividad TG en maiz
inhibida por GTP y otros componentes de bloqueo. Estos eventos descritos resultaron en el
aislamiento, clonacién, secuenciacidn y caracterizacién de tres ADNc que codifican para la TGZ
activa (tgz15, tgz21 y tgz4, nombrados de acuerdo con el numero de TRs), estos genes
probablemente sean de copia Unica en el genoma del maiz. La TGZ fue sobreexpresada en E. coli
donde existe en cuerpos de inclusion y fue producida para aplicaciones industriales (Villalobos et

al., 2004; Carvajal et al., 2006; Carvajal-Vallejos et al., 2007; Carvajal et al., 2011).
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En el anadlisis de las secuencias del gen tgz, el producto codificado presentd un péptido de 47
aminodcidos que importa al cloroplasto, 15 TRs que son ubicados en el dominio no catalitico de
la enzima (Villalobos et al., 2004; Cubird et al., 2007; Campos et al., 2012). Con el descubrimiento
y caracterizacién de este gen en maiz, se elucidd un posible rol de la TG en cloroplastos dentro
del proceso de la fotosintesis (Villalobos et al., 2004; Della Mea et al., 2004c; Villalobos 2007;
Campos et al., 2012), afectando la funcionalidad del aparato fotosintético y aumentando la

diferencia del potencial eléctrico a través de los tilacoides (loannidis et al., 2012).

Las TGs de maiz (TGZ15) y arroz (TGO) comparten una alta similitud del 70%, pero solo rio arriba
de las posiciones de Gly, mientras difieren en su C-terminal, asi como en la localizacién de la triada
catalitica. Existe evidencia que ambas proteinas poseen actividad TG debido a su sobreexpresion
en otros organismos (Villalobos et al., 2004; loannidis et al., 2009; Campos et al., 2010, 2012) a
pesar de que el dominio catalitico no es conservado respecto a otras TGs ya caracterizadas. El gen
tgo en arroz (Oryza sativa) reveld una homologia (ver Figura 5) con elevada similitud entre una
secuencia putativa de proteina de Brachypodium distachyion, seguida por cafa de azlcar
(Saccharum officinarum), sorgo (Sorghum bicolor) y la TGZ activa de maiz (Zea mays), con lo que
se logrd hacer hincapié de la proximidad entre los diferentes genes putativos de TGs en la familia
Poaceae. A pesar de la alta similitud entre este grupo de proteinas, no se asemeja con el genoma
de Arabidopsis, indicando un diferente patrén de evolucién de estos genes en la familia vegetal

Brassicaceae (Campos et al., 2013).

B >s BIQEKET0 (Q6KET0) Tra
A. . : :

Figura 5. Homologia de proteinas entre la familia Poaceae. A. Se analizo por filogenia la relacion
de homologia entre la TGO de arroz, revelando una novedosa y fuerte similitud entre una
secuencia putativa de cafia de azucar y la TGZ de maiz (Campos et al., 2013). B. Se demostro
homologia por alineamiento pareado en BLASTp entre una secuencia putativa de cafia de azucar

y la TGZ. En el rectangulo se detalla la conservacion de la Cys439 y Asp471 (Villalobos 2007).
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El dominio catalitico de la TGZ15 es proximo al C-terminal con una ubicacién en la
Cys439/His446/Asp471 pero que no muestran similitud y conservacion alguna con otras TGs
estudiadas a nivel global (ver Figura 6). Precisamente esta composicion no convencional del sitio
activo de la TGZ activa fue analizada. Sobieszczuk-Nowicka, et al., (2015) encontrd eventos
mutacionales junto a otras especies vegetales de la familia Poaceae, en donde se confirma que
existe una alta similitud de secuencia en la regién codificante hasta la posicién 747 del ADNc,
donde la TGZ15 carece de una guanina conservada, lo que resulta en una deleccién y cambio de

marco de lectura (GG-A por GGG) codificando para el mismo aminoacido.

Figura 6. Alineamiento multiple global de secuencias con el sitio catalitico de las TGs. La familia
de las TGs en mamiferos (TGM2_HUMAN, TGM2_CAVCU, TGM2_MOUSE, TGM2_BOVIN,
TGM3_HUMAN, F13A_HUMAN) poseen la region conservada del sitio catalitico al igual que en
Arabidopsis thaliana (PNG1_ARATH). La TGZ15 de maiz (Q6KF70_MAIZE; Villalobos et al., 2004)

muestra el sitio catalitico en el C-terminal (Beninati et al., 2013).

En las bases de datos de la UniProtKB existen 31 secuencias de proteinas anotadas
funcionalmente como transglutaminasas, no obstante, solo existen 4 genes identificados en la
NCBI gene con origen en un transcripto, pero sin reporte del gen tgz activo (Villalobos et al., 2004).
El caos y redundancia de informacidn a partir de anotaciones inferidas, se ejemplifica claramente
con esta proteina. En la NCBI gene se registra un gen tgz21 procesado por splicing alternativo,

que codifica a una proteina de 513 aminodcidos con cdédigo de acceso NP _001105158.2 vy

referenciado a: Villalobos et al., (2004). Pero en la UniProtKB, esta variante se registra con el ID
de acceso a B8BA2N4 y con referencia en la publicacién de: Soderlund et al., (2009), como parte

de proyectos de secuenciacién.
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La actividad TG en maiz y su actividad catalitica detallada hasta el momento, describen un rol
importante en estructuras vegetales. En el presente, la TG activa de maiz estd siendo
ampliamente estudiada dentro de la industria alimentaria y es una propuesta interesante como
enzima industrial substituta a la TGm en la manufactura del yogurt (Li et al,, 2013, 2014); la
optimizacién de esta enzima provee una alta consistencia, cohesividad, indice de viscosidad y
aparente viscosidad que los productos no tratados con TGZ (Li et al., 2017). Basado en las
relaciones previamente descritas entre las TGs vegetales, se pretende analizar la informacién
anotada en las bases de datos con ayuda de herramientas bioinformaticas, con el fin de explicar
las relaciones funcionales y evolutivas que guardan las proteinas no caracterizadas anotadas

funcionalmente como TGs y la ya caracterizada TGZ15 de maiz.
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3. JUSTIFICACION
En las bases de datos proteicas existen 31 secuencias de aminodcidos de maiz anotadas
funcionalmente como transglutaminasas y sin evidencia de su actividad enzimatica, traducidas a
partir de secuencias codificantes e inferidas por un umbral de similitud con un dominio tipo TG o
por la composicion parcial de su estructura primaria. No obstante, solo 4 secuencias proteicas
poseen informacién génica con evidencia en un transcripto (es decir, a partir de ARNm).
Paradéjicamente la Unica TG de maiz secuenciada, clonada y caracterizada con evidencia
enzimatica descrita es la TGZ15, con un dominio catalitico no candnico. La informacion
redundante en las bases de datos muestra una referencia de la TGZ15 activa de maiz hacia una
isoforma proteica inactiva y registrada como producto de splicing alternativo. La diferencia entre
ambas isoformas radica en un C-terminal divergente que promueve la ausencia de la triada
catalitica y una composicion de regiones de baja complejidad en forma de TRs. Estos eventos son
derivados de una mutacion sinénima con un cambio de marco de lectura rio abajo en la secuencia

codificante.

Las Poaceaes o gramineas son un grupo de plantas monocotiledéneas en donde secuencias
codificantes como las de la cebada y el sorgo presentan el mismo fendmeno mutacional que
promueve la ausencia de la triada catalitica. Asimismo, se tienen antecedentes de la existencia
de un homdlogo de la TGZ15 de maiz en cafia de azucar (Saccharum officinarum) y que hasta el
momento no ha sido caracterizada. Por lo tanto, analizar la frecuencia mutacional dentro de esta
familia vegetal a partir de analisis bioinformaticos permitira revelar si la acumulacion de este
fenédmeno que inhabilita su dominio activo es exclusiva del genoma de las gramineas; asi como
también las implicaciones evolutivas, funcionales y estructurales que existen alrededor de la
TGZ15 y su isoforma inactiva. Existe la oportunidad de validar la homologia de la TGZ15 de maiz
en cana de azlcar y que pueda demostrar o no la presencia de la mutacién. Con este trabajo se
pretende llegar a obtener un mayor entendimiento de la TGZ15 de maiz como TG a partir de la
generacion de nuevos hallazgos que reafirmen su actividad bioldgica desde una relacion

estructura-funcion.
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4. HIPOTESIS
Los productos codificantes de transglutaminasas putativas en maiz, localizadas en las bases
de datos, presentan una funcién tipo transglutaminasa en funcién de los dominios

conservados identificados, su estructura y sus relaciones evolutivas.
La cafia de azucar (Saccharum sp. hibrido Mex 69-290) posee al menos una transglutaminasa

putativa homdloga al gen tgz15 de maiz (Zea mays) que presenta el desplazamiento del

coddn por insercion puntual de una guanina.
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5. OBIJETIVOS
5.1  Objetivo principal
Analizar mediante herramientas bioinformadticas las variaciones funcionales, evolutivas y
estructurales que comparten las TGs putativas de maiz y la TGZ15 con sus homdlogos mas
cercanos en plantas e identificar experimentalmente la presencia del gen tg en cafia de azlcar a
partir de ADNg, para con ello determinar la presencia o ausencia en el exén del cambio de marco
de lectura (GG-A por GGGA) que inhabilita el dominio catalitico de la TG como sucede con la

isoforma inactiva de maiz.

5.2  Objetivos secundarios
e Comparar la informacién almacenada respecto a anotaciones funcionales inferidas como
transglutaminasas que existen en las bases de datos primarias y secundarias.
e Analizar las diferencias de las estructuras primarias anotadas funcionalmente como
transglutaminasas homodlogas a las de maiz y determinar su relacién evolutiva, funcional
y estructural mediante herramientas bioinformaticas.
e Aislar, clonar, secuenciar y caracterizar el gen transglutaminasa de cafia de azucar

homodlogo a la tgz15 activa de maiz.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Busqueda y distribucion de secuencias biologicas anotadas funcionalmente como
transglutaminasas en las bases de datos biologicas
Para la realizacion de este trabajo se accedio a las bases de datos de la NCBI gene, NCBI protein y
la UniProtKB. En estas bases de datos se encuentran organizadas secuencias bioldgicas anotadas
con informacién de caracter biolégico que se presentan en descripciones textuales y que son
actualizadas con frecuencia. Esta informacién depositada contiene palabras clave en base a un

tema particular de interés o que forman parte de la investigacién de otro objeto de estudio.

Se inicié una busqueda genérica de las secuencias bioldgicas que se encuentran en las bases de

datos alrededor del criterio de busqueda: transglutaminase, para este fin se utilizé la plataforma

en linea NCBI “Entrez query” (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/). Con esta bldsqueda se hizo
un registro de secuencias de genes, proteinas, nucleétidos y genes producto por eventos de
splicing alternativo. Es importante mencionar que se hizo un hincapié en las secuencias proteicas,
por lo que se proyectd una representacién porcentual empleando la base de datos de proteinas

de la NCBI.

Para comparar la diferencia de secuencias registradas y anotadas con el término
transglutaminase, se observd la informacién almacenada entre las secuencias de proteinas o
péptidos. Para comparar el sesgo de informaciéon con respecto a la base de datos primaria
anterior, se realizd una segunda busqueda, pero ahora teniendo como referencia una base de
datos secundaria como la UniProtKB. La informacion recopilada se clasificé de acuerdo con el tipo
de evidencia que soporta la existencia de la proteina, revisién que posee por parte de expertos
en datos (revisada o no revisada), nombre del organismo, nombre de la proteina, fragmento (si o
no), longitud de la proteina y peso molecular. La informacién analizada se representé por medio
de graficas de barras y de tipo pastel, donde se proyectd la cantidad de datos anotados que estan

relacionados al término transglutaminase.
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6.2 Identificacion y obtencidn de secuencias bioldgicas anotadas funcionalmente como
transglutaminasas de maiz (Zea mays)
Para identificar las secuencias génicas y proteicas con anotacidn funcional tipo TG en plantas se
siguid la misma estrategia anterior utilizando la base de datos de la NCBI protein y UniProtKB. La
extraccién de datos se llevd a cabo mediante el mdédulo de blusqueda avanzada, utilizando la
palabra clave “transglutaminase” acompafado del criterio taxondmico “viridiplantae”. Se
representd graficamente el nimero de genes anotados (codificantes y no codificantes),
secuencias de proteinas, nucledtidos y genes procesados por eventos de splicing alternativo.
Igualmente se grafico la representacion porcentual de la abundancia de secuencias de proteinas

tipo TG por organismo vegetal de acuerdo a la familia vegetal que pertenece.

6.3 Busqueda de proteinas similares a las transglutaminasas de maiz (Zea mays)

Las secuencias de genes y proteinas de maiz fueron extraidas de las bases de datos UniProtKB y
NCBI gene. La seleccion de estas secuencias se determind por la existencia de informacion génica
en la NCBI gene y el tipo de evidencia experimental descrita. Las secuencias de proteinas
seleccionadas fueron inspeccionadas mediante la herramienta en linea HMMSCAN, que forma
parte del software HMMER (Finn et al., 2015), con este primer analisis se registro la existencia de
dominios ajustados a las proteinas. En regiones conservadas con algun patrén de funcionalizacion
o de sefalizacion las secuencias fueron inspeccionadas por la base de datos TargetP 1.1 server
(Emanuelsson et al., 2007) en unién con ChloroP 1.1 server (Emanuelsson et al., 1999). Esto se

llevé a cabo con el fin de obtener una mejor comprensidon del conjunto de datos a analizar.

6.4 Manipulacién y alineamiento de secuencias bioldgicas

Para determinar el grado de similitud que guardan las proteinas seleccionadas con anotacién
funcional transglutaminase en maiz, se compararon mediante alineamientos locales pareados
con el algoritmo Smith-Waterman implementado en el paquete de software FASTA de uso local
(Pearson & Lipman 1988). La busqueda de similitud y establecimiento de homologia se construyd
con ayuda de BLASTp 2.6.0 (Altschul et al., 1997) con lo cual se seleccionaron los homélogos
cercanos, se utilizd como conjunto las bases de datos nr, Swiss-Prot y TrEMBL. Los parametros

utilizados en la busqueda comprendieron un tamafio de palabra 3 y un e-value de 0.001.
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6.5 Reconocimiento de patrones de conservacion en regiones bioldgicas funcionales de las
transglutaminasas de maiz (Zea mays)
El alineamiento de las secuencias permitid identificar regiones conservadas de residuos
caracteristicos en dominios o motivos bioldgicos fundamentales que presentan algun tipo de
relacion funcional entre las proteinas alineadas. Estas regiones son mas conservadas a lo largo
del tiempo evolutivo, y evolucionan como unidades que se ganan o se pierden como un solo
modulo (Xiong 2006). Identificar y determinar estas regiones conservadas permitié analizar la
divergencia evolutiva de las TGs que existe entre las proteinas vegetales y la familia TG en
mamiferos. Para confirmar la existencia de sitios conservados en los alineamientos, se analizo
cada conjunto de secuencias relacionadas mediante la plataforma MEME suite (Bailey et al.,
2009). En las regiones identificadas con una conservaciéon evidente se utilizé la plataforma

Weblogo Creator (Crook et al., 2004) para crear diagramas tipo logos de secuencias consenso.

6.6  Construccion de arboles filogenéticos

Para la reconstruccién de la filogenia molecular, cada alineamiento significativo (en formato
FASTA) fue tomado como entrada para ser evaluado mediante la herramienta IQ-TREE versiéon
1.6.6 (Kalyaanamoorthy et al., 2017) y determinar el modelo evolutivo mas verosimil. Los
resultados arrojaron un archivo de texto en formato newick, el cual contenia la informacion de
los datos de distancias evolutivas entre cada organismo. Estos parametros del modelo fueron
introducidos de una manera similar al programa en linea phylogeny.fr en modo “Advanced” y el
resultado obtenido fue modelado con el programa FigTree (Descargado desde:

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) para la realizacion del arbol filogenético.

6.7 Prediccion de la estructura proteica mediante técnicas de enhebrado y ab initio

Para la prediccion estructural de las proteinas anotadas con el término transglutaminase de maiz,
se implementaron técnicas de reconocimiento de plegamiento o por enhebrado
independientemente de la similitud de sus secuencias molde. El reconocimiento de plegamientos
ayuda a asignar plegamientos a secuencias blanco que tienen muy poca identidad de secuencia
(<30%) hacia estructuras ya conocidas. Mediante este método, cada secuencia blanco es

comparado contra una libreria de plegamientos potenciales en templados y usando potenciales
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de energia, el mejor modelo estructural serd aquel que minimice la energia libre de la secuencia
consulta. El templado con la puntuacién de energia mas bajo o la puntuacion de similitud mas
alto es asumido como el mejor ajuste del plegamiento en las proteinas blanco (McGuffin 2008).
Seguido a este método de enhebrado se implementé el método ab-initio para las regiones que
no pueden ser cubiertas por los templados seleccionados, para esto se implemento el algoritmo
Poing, el cual simplifica un simulador del plegamiento proteico en zonas no cubiertas con el
bombardeo de residuos hidrofdbicos, resortes pronosticados de estructuras secundarias
analizadas para mantener las conformaciones de a-hélices o B-laminares y la prevencién del
choque esférico. Estos conjuntos de métodos computacionales son implementados por Phyre2

(Kelley et al., 2015), el cual determiné el modelo final de la estructura tridimensional.

Phyre2 es una plataforma en linea que predice y analiza las estructuras proteicas, asi como su
funcién y mutaciones. La principal diferencia entre Phyre2 y otros servidores predictivos es que
ofrece una interfaz intuitiva y simple. En el margen de utilizar un método que favorecieran una
mejor calidad del modelo proteico se decidid utilizar Phyre2 como método predictivo de las
proteinas de interés en este estudio, el resultado de la prediccidn fue un producto final en archivo
.pdb y el andlisis de la estructura en formato HTML, el modelo predicho se manipulé con el uso
del software Chimera versidon 1.13.1 (Pettersen et al., 2004). Para determinar la calidad del

modelo predicho se accedidé al servidor SAVES v5.0 (http://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES/),

haciendo uso de las herramientas Verify3D (Eisenberg et al., 1997) y PROCHECK (Laskowski et al.,
1993) que se encargaron de medir la aceptacion del modelo en referencia a proteinas completas

gue ya han sido reveladas su estructura tridimensional con buena aceptacion.

El servidor Verify3D determina la compatibilidad de un modelo atédmico (3D) a partir de su propia
secuencia de aminoacidos (1D) junto con la asignacién de sus ubicaciones y entornos de una clase
estructural que finalmente son comparados con una coleccién de estructuras proteicas resueltas
de alta calidad y que son usadas como referencia. Verify3D asigna puntuaciones de coincidencia
para cada combinacién de residuo de aminoacido y clase de entorno, denominando score 3D-1D,
y como la puntuacion de coincidencia total de la proteina depende solo de las clases de entorno,

la coincidencia es independiente de las similitudes de secuencia entre la proteina de consulta y
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las proteinas blanco que se usaron para generar la base de datos de informacion. El puntaje total
de validacién Verify3D es la suma de los puntajes 3D-1D de todos los residuos dentro de la
secuencia. Los residuos con un score por encima de 0.2 deben ser considerados como confiables,
por lo tanto, las secuencias por debajo de tal score tienden a proyectar un estado pobre de calidad

en el modelo (Eisenberg et al., 1997).

PROCHECK hace su tarea analizando la distribucion de los dngulos de torsion en la estructura de
la proteina mediante la representacién de un diagrama de Ramachandran, el cual ofrece una
vision de las regiones de torsién que estan permitidas y no permitidas, y por tanto de la
flexibilidad de una regién para adoptar un determinado plegamiento. Los angulos de torsion o
angulos de Ramachandran describen las rotaciones del esqueleto de la cadena polipeptidica
alrededor de los enlaces entre N y Cq. El angulo Phi () es la rotacién sobre el enlace N-Cq, que se
mide por el dngulo entre un plano virtual formado por C-N-Cqy el plano virtual por N-Co-C. Y el
angulo Psi ({) que es la rotacidn sobre el enlace Cq-C, el cual es medido por un angulo entre el
plano virtual formado por N-Co-C y el plano virtual Co-C-N. Los angulos de torsion son uno de los
parametros estructurales mas importantes que controlan el plegamiento de una proteina. Si se
es capaz de predecir los angulos de torsién de Ramachandran de una proteina, existe la
oportunidad de predecir su plegamiento y su estructura secundaria (Laskowski et al., 1993; Yaglie

et al., 2014).

6.8 Analisis de enriquecimiento con anotaciones GO obtenidas desde Ffpred3 a partir de las
TGs de maiz (Zea mays)
Para entender mejor el rol funcional de las proteinas anotadas como transglutaminase y la TGZ15
de maiz, se realizé un analisis de enriquecimiento a partir de ontologias de genes con la entrada
de las secuencias de proteinas correspondientes. Se utilizaron métodos de agrupamiento o
clustering a través del procesamiento de datos en el software Rstudio y de las librerias del
paquete Bioconductor (Seefeld & Linder 2007; Team R.C., 2013). El analisis se representé
graficamente mediante una matriz de color, mejor conocido como mapa de calor (o en inglés,
heatmap), que contenia los datos o scores visualizados por un color a partir de agrupamientos

jerarquicos. El agrupamiento o cluster jerarquico se encuentra implementado en un algoritmo
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incluido en Rstudio que agrupa objetos similares dentro de grupos llamados clusteres. El
resultado final es un conjunto de clusteres, que es distinto el uno del otro, y el objeto o dato
dentro de cada cluster es generalmente similar al otro. El objetivo fue identificar patrones de
expresion similares entre las proteinas estudiadas, por lo tanto, se buscé y analizé el conjunto de
términos enriquecidos GO asociados a cada proteina. Las ontologias de genes crean un
vocabulario estructurado y controlado sobre anotaciones de genes, proteinas y secuencias (Gene
Ontology Consortium. 2004) mediante 3 tipos de categorias como la funcién molecular (MF por
sus siglas en inglés), proceso biolégico involucrado (BP por sus siglas en inglés) y del componente

celular al que pertenecen (CC por sus siglas en inglés).

En primera instancia se recuperaron los términos GO mediante el programa en linea Ffpred3
(Cozzetto et al., 2016) tomando como entrada las estructuras primarias de las proteinas a
analizar. Ffpred3 es un predictor de funcién basado en secuencias proteicas desde la
transferencia funcional con base en la homologia. Por lo que la plataforma designa términos de
ontologias de genes a secuencias de proteinas cuando la homologia con proteinas caracterizadas
por andlisis convencionales no proporciona la suficiente informacién complementaria. Las
predicciones las realiza con el escaneo de secuencias a través de una matriz, que codifica las
caracteristicas de la secuencia de aminoacidos y las analiza mediante métodos de clasificacion y
regresion con la ayuda de una técnica de aprendizaje supervisado con clasificadores de SVM. Las
predicciones examinan la relacién entre la funcién de una proteina y los atributos biofisicos que
describen la estructura secundaria, hélices transmembranales, las RIDs, péptido sefial y otras
regiones o motivos. Por lo que las anotaciones GO se encuentran entrenados para reconocer
patrones de caracteristicas asociadas con una funcidn particular. La salida de cada modelo
clasificador es una decision binaria (si o no) para cada término GO con un puntaje de confianza
asociado que oscila entre 0y 1. Es importante resaltar que FFpred3 es una herramienta disefiada
en funcién de las proteinas humanas, sin embargo, Cozzetto et al., (2016) menciond que la
herramienta también puede ayudar a anotar la funcién de la proteina para otros organismos

eucariotas.
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Las secuencias proteicas Q6KF70, B8A2N4, COPED4 y AOA1D6EW30 de longitud completa fueron
analizadas por separado. Posteriormente FFpred3 entregd un archivo de texto con los resultados
clasificados de la siguiente manera:

e Score: Probabilidad posterior para la anotacion del término.

e Término GO: Nombre de la etiqueta a la que pertenece el término.

e RL: Nivel de confiabilidad (Alto o bajo).

e Dominio: Es el nivel de clasificacion o dominio (MF y BP).

e Descripcion: Nombre del término GO de manera mas descriptiva.

Mediante manipulacién manual de los resultados se tomaron aquellas ontologias con niveles de
confiabilidad altos y clasificados de acuerdo con el dominio MF y BP. Finalmente se construyé un
archivo limpio con los términos de las ontologias clasificadas y el score acompafiado
correspondiente a cada proteina analizada. Estos archivos de texto con los resultados incluidos
fueron manipulados mediante el software Rstudio e implementado el método de agrupamiento
jerdrquico. Para la realizacion de este anadlisis se implementd un script realizado por Thomas Girke

de la UC Riverside (http://manuals.bioinformatics.ucr.edu/home/R BioCondManual).
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6.9  Analisis Molecular

6.9.1 Material vegetal
Los andlisis moleculares se realizaron a partir de la colecta de hojas jévenes y sanas de cafia de
azucar (Saccharum sp. hibrido Mex 69-290) y maiz (Zea mays). El proceso de la colecta de hojas
se realizé en campos de cultivo en San Juan Bautista Tuxtepec, Oaxaca. El corte del tejido foliar
fue manipulado con tijeras y el uso de guantes para no maltratarlo, inmediatamente fueron
rotuladas y guardadas en bolsas de plastico. El proceso final consistidé en transportar las muestras

del tejido vegetal hasta la Universidad Auténoma de Aguascalientes (UAA).

6.9.2 Cepa bacteriana y vector de clonacion
Se utilizé la cepa DH5a de E. coli en la transformacidn de células competentes por choque térmico

para la clonacidn del gen de interés junto con el vector de clonacién pGEM ®-T Easy (Promega).

6.9.3 Extraccion de ADN de maiz (Zea mays) y caina de azucar (Saccharum sp. hibrido Mex
69-290)

Para la obtencién de ADN se utilizé un protocolo adaptado por Bermudez-Guzman et al. (2016).
El primer paso consistid en la lisis celular para lo cual se utilizé detergente CTAB (100 mM de Tris-
HCl pH 8, 50 mM de EDTA pH 8, 1.4 M de NaCl, 3% (p/v) de CTAB), un minuto previo a la
maceracion del tejido se agregaron en tubos de 1.5 mL 800 pL de soluciéon amortiguadora CTAB
junto con 10 pL de 2-B-mercaptoetanol concentrado y 5 pL de proteinasa K (20 mg/mL), esto con
el fin de evitar la rapida descongelacién del tejido una vez dentro del tubo. En un mortero se
pulverizé el tejido foliar junto con 0.3 g de PVP y nitrégeno liquido. Una vez obtenido un polvo
fino del pulverizado se colocd de 20 a 100 mg (aproximadamente a la marca de 0.1 del tubo) en
los microtubos de 1.5 ml con la solucidn de lisis celular previamente adicionado. Inmediatamente
se mezclaron por inversion y se incubaron las muestras en un termobloque durante 60 min a 65
°C (para hojas de cafia de azlcar) y 57 °C (para hojas de maiz) mezclando por inversién cada 5
min. El segundo paso fue la eliminacion de proteinas y purificacién, por lo cual se adicionaron a
las muestras 800 pL de solucién fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se mezcld
vigorosamente usando un vortex y se centrifugd a 14,000 rpm a 4 °C durante 10 min, este paso

se realizd dos veces. El sobrenadante recuperado se colocé en tubos nuevos de 1.5 mL. El dltimo
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paso consistio en la precipitacion y limpieza del ADN, con las muestras del sobrenadante ya
recuperado se precipitaron con 0.6 volumenes de isopropanol frio y 0.1 volimenes de acetato de
sodio 3 M pH 5.2 durante toda la noche a -20 °C. Al dia siguiente las muestras se centrifugaron a
14,000 rpm a 4 °C durante 10 min. El sobrenadante se decanté y se agregd 500 L de etanol al
70%, se agité manualmente hasta desprender la pastilla de ADN y se centrifugaron los tubos a 14,
000 rpm a 4 °C durante 5 min, se decantd la fase acuosa y se invirtieron sobre papel absorbente
para retirar el exceso de etanol. La pastilla de ADN se secd a temperatura ambiente y se
resuspendid en 40 uL de agua estéril, se mezclé con micropipeta, se incubd a temperatura

ambiente por 5 minutos y se almacend a -20 °C.

6.9.4 Verificacion de la integridad y cuantificacion de la concentracion de ADN obtenido
La calidad e integridad del ADN extraido se verifico por electroforesis en gel de agarosa al 1% con
un medio de buffer TAE 1X a 70 V. El gel fue tefiido por 1 min en bromuro de etidio y afiadiendo
15 minutos en agua para eliminar el exceso de bromuro. Posteriormente el gel fue visualizado
bajo luz ultravioleta en el transiluminador DyNA Light Dual Intensity UV Transiluminator (de
Labnet). Ademds, se cuantific6 la concentracion de ADN mediante el uso de un
espectrofotdmetro de microvolumenes Colibri de TITERTEK BERTHOLD, utilizando densidad

Optica a 260 nm, con una pureza valorada en la relaciéon 260/280 nm.

6.9.5 Disefio de oligonucledtidos para la identificacion del gen tg en caha de azucar
(Saccharum sp. hibrido Mex 69-290)

Los oligonucleétidos utilizados (ver Tabla 4) fueron disefiados a partir de la secuencia molde de
ARNm del gen tgz15 de maiz (Villalobos et al., 2004) disponible en la base de datos ENA (por sus
siglas en inglés, European Nucleotide Archive) con el cédigo de acceso CAD13455.1. y sintetizados
por la compaiiia T4 Oligo. El disefio de los oligonucleétidos especificos fue llevado a cabo por el
programa DNAStar (DNASTAR, Inc.) utilizando la herramienta Primer Select 5.0. Los
oligonucledtidos fueron resuspendidos en agua estéril con una concentracién final de 100 uM.
Para el uso posterior de los oligonucleétidos en la PCR, se prepararon viales en tubos de 1.5 mL,
en diluciones 1:10 para cada par de oligonucleétidos con un volumen final de 50 pL (45 pL de H,0

y 5 uL de oligonucledtido).
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Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacién del gen tg en cafia de

azUcar.
Nombre Gen Secuencia Tamaiio esperado | Tm °C
del amplicon
TG3F tgz15 F- 5" GCCGCTCACCTTTGCAGTCTTCAT 3’ 1447 pb 63
TG3R R- 3’ CTGGGCTCCTCTGGTTTGGTCATA 5’

6.9.6 Amplificacion por PCR del gen tg en caiia de azucar (Saccharum sp. hibrido Mex 69-
290)

Para aislar el gen de interés en cafia de azucar, primero se realizé una PCR control del gen tgz15
en maiz. Se utilizé un control positivo a partir de ADN extraido de maiz (diluido a 100, 50y 20 ng)
y un control negativo con una reaccion que sélo contenia H.O estéril. Para la amplificacion de
fragmentos se empled el kit comercial GoTag® DNA Polymerase (Promega). La preparacién de la
mezcla de reaccion fue llevada a un volumen final de 45.96 uL (ver Tabla 5), después fue dividida
en 4 microtubos de 0.2 mL con un volumen de 11.49 pl y para finalmente afiadir 1 uL del ADN

diluido con un volumen final de 12.49 pL.

Tabla 5. Componentes de la mezcla de reaccién para la PCR.

Componente Cantidad (1 reaccion) | Cantidad (4 reacciones)
Buffer 2.5uL 10 uL

MgCl, 1.25 uL 5ulL

dNTPs 0.5 uL 2 uL
Oligonucleétido (=) 0.5 uL 2 ul
Oligonucledtido (€) 0.5 uL 2 ul

Taq polymerase 0.062 pL 0.248 pL

H.0 6.18 L 24.72 uL
Volumen Final 11.49 pL 45.96 pL

Las condiciones de amplificacién fueron: 1 ciclo de 952 C 2 min (pre-desnaturalizacién); 30 ciclos
de 952 C por 0.5 min (desnaturalizacién), 632 C por 0.5 min (alineamiento) y 722 C por 1 min
(extension); por ultimo 1 ciclo de 722 C por 1 min (extension final). El proceso de la PCR fue llevado
a cabo en un termociclador con gradientes SelectCycler™ II. Finalmente, se verificd por
electroforesis la amplificacion del fragmento obtenido junto a un marcador de peso molecular de
1 kb (Promega) en un gel de agarosa al 1% en un medio con buffer TAE 1x a 70 V. El gel fue tefiido
por 1 min en bromuro de etidio y afladiendo 15 minutos en agua para eliminar el exceso de

bromuro.
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6.9.7 Purificacidn y clonacion de los fragmentos amplificados
Los fragmentos amplificados por PCR fueron purificados con el kit comercial Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega), siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Los
fragmentos purificados fueron clonados en el vector pGEM ®-T Easy (Promega), igualmente
siguiendo las especificaciones del fabricante. En primera instancia se realizaron ligaciones (ver
Tabla 6) con las siguientes proporciones inserto:vector 3:1, 1:3y 1:1. Y se calculd las proporciones

del inserto usando la siguiente ecuacion:

(ng de vector) * (tamafio kb inserto) proporcion molar inserto )
- * — = nginserto
(tamafio kb vector) proporciéon molar vector

La reaccion de ligacidn se incubd toda la noche a 37 °C. Posteriormente se transformaron células

competentes de E. coli DH5a.

Tabla 6. Componentes de reaccidn para ligacion de productos de PCR.

Elemento Cantidad
Buffer de ligacidn 2x 5 uL
Vector pGem-T Easy (Promega) 1uL
Ligasa T4 0.5 pL
H20 X pL
Inserto X uL
Volumen total 10 pL

Para la preparacién de células competentes se siguid el protocolo descrito en el Anexo 11.1. La
mezcla de ligacion fue utilizada para transformar células competentes de E. coli DH5¢, por choque
térmico (siguiendo el protocolo descrito en el Anexo 11.2), finalmente, las bacterias
transformadas se sembraron en cajas de petri con medio LB (Luria-Bertini) sélido adicionado con
100 mg/L de ampicilina. El crecimiento de colonias en el medio de seleccién demuestra la
presencia de bacterias posiblemente transformadas, asi que se aislaron las clonas positivas en
nuevas placas petri con medio LB sdlido y en tubos de ensayo con medio LB liquido, ambos

adicionados con ampicilina (100 mg/L).

6.9.8 Extraccion de plasmidos y verificacion de ligacion por enzimas de restriccion
La extraccion de ADN plasmidico se llevd a cabo mediante el protocolo descrito por Bimboim &

Doly (1979) basado en la extraccién de plasmidos por un método alcalino. Se realizd el
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procedimiento de acuerdo a lo descrito en el Anexo 11.3. El escrutinio de las clonas positivas
(vector mas el inserto de interés) fue realizado mediante la digestién de los plasmidos extraidos
con la enzima EcoRI (Invitrogen, No. Catdlogo: 15202-013). Las condiciones de las digestiones
realizadas fueron las siguientes: para cada reaccién se colocaron 5 uL de ADN plasmidico, 1 puL de
buffer para EcoRI 10X, 0.3 uL de enzima EcoRlI, 0.3 uL de ARNasa, 0.15 uL de BSA y 3.05 pL de H;0
para ajustar un volumen final de 10 pL. La digestidn fue incubada a 37 °C durante toda la noche y
posteriormente se verificé por electroforesis en gel de agarosa al 1%, en un medio con buffer TAE
1x a 70 V. El gel fue teiiido por 1 min en bromuro de etidio y afadiendo 15 minutos en agua para

eliminar el exceso de bromuro, para ser verificado en luz ultravioleta.

6.9.9 Secuenciacion y analisis de secuencias
Las muestras de ADN plasmidico fueron enviadas al Instituto Potosino de Investigacion Cientifica
y Tecnoldgica (IPICyT) para su secuenciacion por el método de Sanger. El resultado obtenido fue
comparado por busqueda de similitud a través de la herramienta BLASTn de la NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para confirmar su homologia. La traduccion de la

secuencia codificante a proteina a través de la plataforma en linea ExPASy translate tool

(https://web.expasy.org/translate/) permitié revelar la composicidén de sus aminoacidos a partir

de su marco de lectura. La secuencia de aminodacidos fue comparada por analisis de similitud con

la base de datos del genoma de la caia de azucar (http://sugarcane-genome.cirad.fr). Por ultimo,

se implementd un alineamiento multiple con el programa ClustalW (Larkin et al., 2007) a partir
de la secuencia de nucleétidos obtenida con otras secuencias de maiz aisladas de ADNg y ARNm

previamente reportadas por Villalobos (2007).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1  Analisis comparativo de la distribucion y organizacion de secuencias biolégicas anotadas
funcionalmente como transglutaminasa en las bases de datos biolégicas
De las anotaciones almacenadas en las bases de datos de la NCBI gene, se encontraron 8,855
secuencias génicas anotadas con el término transglutaminase (ver Figura 7). De los genes
registrados se observé un ARN no codificante (ARNNnc) de origen eucariota que es generado de un
modelo predicho encontrado en acaros (Galendromus occidentalis), esta secuencia génica se
encuentra registrada como LOC100906054 (NW_003805109.1) y se anota como substrato de TG
con un peso de 8.6 kDa; no obstante, su anotacién funcional TG no demuestra actividad bioldgica
comprobable. Ademas, dentro del total de genes registrados, se observaron 1,537 (17.35%)
eventos de splicing alternativo. El splicing alternativo posee multiples estudios donde se analiza
la presencia de estas variantes en TGs, se piensa que la regulacidn diferencial de estas expresiones
en TG tisular o TG2h contribuyen a las patologias de las enfermedades celiacas e incluso la de
modular sus roles en el cancer, neurodegeneracion, inflamacién y cicatrizaciéon de la herida en

personas que la padecen, de manera que altera la funcionalidad proteica (Citron et al., 2002; Lai

& Greenberg 2013).
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Figura 7. Distribucidn cuantitativa de secuencias de nucleétidos y aminodcidos con anotacién
transglutaminasa en las bases de datos de la NCBI. Con el criterio de busqueda transglutaminase,
se encontré el nimero de secuencias almacenadas y la anotacidon de genes con localizacion
cromosdmica. Nota: es importante recordar que las bases de datos son actualizadas con
frecuencia y solo se pretende proyectar una relacién porcentual de la cantidad de datos

redundantes que pueden existir.

En cambio, en la NCBI protein, se observaron 217,348 secuencias de aminoacidos (ver Figura 8)

las cuales surgen de diferentes bases de datos unificadas. Muchas de estas secuencias de
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aminodcidos son traducciones a partir de ADNg por métodos computacionales y que se le infiere
una anotacion funcional TG por un umbral de similitud por composicion de aminoacidos. Si bien
la cantidad de secuencias proteicas no refleja la realidad de proteinas caracterizadas, esto es,
debido a que gran parte de la informacion depositada proviene de secuencias interrumpidas o
fragmentos, isoformas o variantes codificados por el mismo gen que se almacenan como entradas
separadas, asi como ORFs predichos de los cuales no se tiene certeza que codifiquen algun
producto. Las bases de datos unificadas en la NCBI exhiben su naturaleza redundante debido a
que son datos originales sin ningun procesamiento posterior que verifique su autenticidad, lo que
puede ocasionar que una misma entrada este repetida varias veces para cada proyecto de

secuenciacion de nucledtidos obtenido por laboratorios diferentes.

A. B.
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Figura 8. Organizacién de secuencias proteicas con anotacion transglutaminase en las bases de
datos de la NCBI protein. A. De acuerdo al criterio taxondmico, las bacterias son el grupo mas
grande con 199,938 (91.99%) secuencias almacenadas. B. Con respecto a las bases de datos,
existen 49 secuencias sin anotacion y pertenecientes a arqueas, bacterias y eucariotas, de las
cuales ninguna presenta vinculacion con las bases de datos de la NCBI. Nota: las secuencias “No
clasificados” son provenientes de metagenomas y “Otros” son las secuencias provenientes de

construcciones sintéticas.

La mayoria de las veces, los datos redundantes pueden ser errdoneos lo que ocasiona analisis
inconsistentes (Yagle et al., 2014). A nivel estructural, las bases de datos vinculadas a la NCBI
protein registran 153 secuencias depositadas en PDB y 7 secuencias en PIR, esta diferencia es
evidente debido al procesamiento de su informacién que forma parte de la clasificacidén de las
bases de datos bioldgicas. Como se puede observar, la cantidad de datos anotados en la NCBI

protein es demasiado alto y sigue en aumento, el registro de informacién a partir de datos
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experimentales y sin revision exhaustiva realizada por esta base de datos primaria ofrece
redundancia de informaciéon y anotaciones muchas veces errénea (Choudhuri S. 2014). Para
comparar el sesgo de informacion biolégica en funcidn de la cantidad de informacidn anotada, se
observé la cantidad de secuencias proteicas registradas en la UniProtKB, donde existen 69,067
secuencias registradas con el término de busqueda transglutaminase, y ademads soportadas por
un criterio de existencia (ver Figura 9). Solo 2,795 (4.05%) secuencias son fragmentos de proteinas
gue generalmente corresponden a productos de ORFs alternativos y de isoformas procesadas por
splicing alternativo, la mayoria poseen un nivel de existencia predicha. El criterio de existencia a
nivel predicha conforma la mayor parte del conjunto de secuencias registradas, con una cantidad
de 66,520 secuencias de aminoacidos (96.31%) anotadas como transglutaminase, actualmente
solo 4 de estas secuencias y ademds de origen bacteriano poseen una revision completa. El
criterio de existencia a nivel proteico cuenta con 164 (0.24%) secuencias, en su mayoria por la
familia TG en mamiferos y bacterias, en este nivel de evidencia se encuentran vinculadas 29

estructuras terciarias ampliamente estudiadas.
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Figura 9. Organizacidn de secuencias proteicas con anotacién transglutaminase en la base de
datos UniProtKB. De acuerdo con la UniProtKB: A. Existen almacenadas 69,067 secuencias de
proteinas con un registro mayoritario en bacterias (84.86%). B. Cada secuencia se encuentra
anotada a un criterio de evidencia proteico que representa la calidad de su anotacidn y la revisidon
gue obtiene por parte de los expertos Las secuencias predichas y no revisadas representan el
mayor porcentaje de criterio de existencia proteica presente (96.30%) y el menor nimero con
revisiones presentes (0.0057%). Nota: Las secuencias “sin clasificar” pertenecen a metagenomas.
Es importantes recordar que estas cantidades solo reflejan una proyeccién porcentual que estdn

sujetas a cambios continuos.
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7.1.1 Identificacion de secuencias bioldgicas vegetales con anotacion funcional
transglutaminase

Solo el 4.22% de los genes anotados con el término transglutaminase en las bases de datos NCBI

gene son de origen vegetal, todos ellos codificantes. Sin embargo, una parte de estos genes

codificantes en plantas son procesados de splicing alternativo (ver Figura 10).

M Secuencias aminoacidos
B Secuencias nucleotidos
Eventos splicing alternativo

Genes

Figura 10. Distribucidon de secuencias de nucleétidos y aminodcidos de origen vegetal con
anotacion transglutaminase en las bases de datos de la NCBI gene y NCBI protein. Con el criterio

de busqueda: (transglutaminase) AND viridiplantae[Organism], fueron hallados 373 secuencias

de genes codificantes putativos a TG. Nota: Las bases de datos son actualizadas con frecuencia y

solo se pretende proyectar una relacion porcentual de los datos.

En la NCBI protein no se encontré presencia de estructuras terciarias vinculadas a la base de datos
PIR o PDB. Sin embargo, en las bases de datos de UniProtKB, la informaciéon almacenada mostré
un escenario distinto. Se observaron 398 secuencias de proteinas anotadas funcionalmente como
transglutaminase en plantas, donde solo 13 (3.47%) secuencias de aminoacidos presentan una
revision completa (Swiss-Prot) y 10 de ellas registran una estructura terciaria resuelta por el
método de difraccidén de rayos X, las cuales son nombradas como Alpha/beta-gliadin MM1 de
trigo (Triticum aestivum) pertenecientes a la familia gliadina/glutenina y que se anotan como
substratos de TG. Las gliadinas son un tipo de proteinas prolaminas presentes en trigo y otros
cereales del género Triticum, tanto las gliadinas como las gluteninas son dos componentes
principales del gluten en la semilla de trigo. Estd demostrado que la TG2h tiene una alta
especificidad de substrato por proteinas tipo gluten y sus péptidos derivados, debido a Ila
abundante presencia del aminoacido glutamina en esas proteinas substrato (Facchiano et al.,,

2006). La desamidacion de los péptidos de gliadina derivados del gluten por la TG2h es
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responsable de la toxicidad inducida por la gliadina y la respuesta inmune en la mucosa del

intestino delgado en humanos (Rauhavirta et al., 2013).

Con estos métodos de busqueda se encontré el registro de 31 secuencias de proteinas anotadas
funcionalmente como transglutaminasas de maiz, donde se incluyen las ya caracterizadas TGZ15
y TGZ21 (Q6KF70 y Q6KF61), anotadas como proteinas sin revision (TrEMBL). Ninguna de estas
dos estructuras primarias presentd alguna anotacidon de dominio tipo TG descrita, a pesar de que
existen evidencias experimentales de actividad enzimatica via conjugacién de PAs y reticulacion
(Villalobos et al., 2004: Li et al. 2013; Li et al. 2014). Del total de proteinas o péptidos con
anotacion TG en plantas, solo 28 (7.03%) secuencias son fragmentos o secuencias parciales. En
general, son 113 especies vegetales que presentan secuencias primarias con anotacién tipo

transglutaminase.

En el grafico de la Figura 11 se muestra la abundancia porcentual de secuencias registradas con
respecto al total de secuencias de la base de datos UniProtkKB, mostrandose sélo las familias
botdnicas con mayor representatividad. Las gramineas representan la familia vegetal con mayor
numero de secuencias registradas (108), donde se incluyen las TGs activas de maiz (tgz15/tgz21;
Villalobos et al., 2004) y su homdloga en arroz (tgo; Campos et al., 2013). La segunda familia
vegetal mds importante son las Brassicaceae, en este grupo se concentra la TG putativa de
Arabidopsis thaliana, AtPNG1p (Della Mea et al., 2004a), actividad TG que aun continta en duda
ya que se le ha atribuido mayor actividad como enzima péptido N-glicanasa (Diepold et al., 2007).
En esta busqueda no se encontrd ninguna proteina anotada tipo TG en cafia de azucar (Saccharum
officinarum). El genoma de cana de azlicar posee una alta complejidad, es por eso que su
secuenciacion fue una tarea dificil. No fue sino hasta julio del 2018 que un equipo del CIRAD

pudieron secuenciar el genoma de Saccharum officinarum (http://sugarcane-genome.cirad.fr)

gue cuenta con la presencia de 10 a 12 copias de cada cromosoma. La complejidad radica en la
gran cantidad de copias de cromosomas (altamente poliploide), nimero variable de copias
(aneuploidia), origen bioespecifico del cromosoma, diferencias estructurales y cromosdmicas
interespecificos (Garsmeur et al., 2018). Los investigadores se dieron a la tarea de afadir la

prediccién de 25,315 genes codificantes a proteinas.
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Figura 11. Representacion porcentual del nimero de proteinas en familias vegetales con
anotacién funcional transglutaminase. El porcentaje de abundancia de TGS vegetales a nivel
familia taxondmica se determind usando los registros de la UniProtKB. Se tomd como referencia
el total de secuencias almacenadas y la proporcidn de anotaciones de la existencia de proteinas

por organismo. Nota: Los datos registrados fluctian constantemente con respecto al tiempo.
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7.2 Identificacion y seleccion de proteinas transglutaminasas de maiz (Zea mays)

Se seleccionaron 4 secuencias de proteinas que son registradas con la anotacién funcional
transglutaminase de maiz (ver Tabla 7). De acuerdo con sus descripciones, ninguna proteina
cuenta con evidencia experimental descrita, y solo son respaldadas por la existencia de
informacién gendmica detallada en la NCBI gene (ver Anexo 11.4) junto con el registro de sus

secuencias de aminoacidos depositados en la UniProtKB con evidencia a nivel transcripto (ARNm).

Los antecedentes demuestran que la TGZ15 es la Unica TG caracterizada de maiz con actividad
experimental descrita y aplicaciones dentro de la industria alimentaria como substituta de la TGm
en procesos alimentarios (Li et al., 2013; Li et al., 2014). La TGZ15 de maiz no posee informacidn
gendmica reconocible en la NCBI gene ni tampoco un dominio caracteristico TG, pero existe
informacién acerca de su triada catalitica putativa y actividad enzimdtica que se detalla
ampliamente en el estudio de Villalobos et al., (2004) y Villalobos (2007). La proteina TGZ15 fue
referente de estudio para analizar la relacion funcional y evolutiva que guarda con otras proteinas

TGs.

Tabla 7. Proteinas seleccionadas. Cada proteina seleccionada contiene la informacién
integrada de acceso a la secuencia de aminodcidos y al gen, asi como de su localizacidn
en el cromosoma. El identificador del gen provee la informacién mdas representativa
encontrada en las bases de datos de la NCBI gene. Nota: El simbolo de la proteina solo
representa la identificacidon de la secuencia en este estudio. Los genes codificantes que
pertenecen a las secuencias NM_001111688.2 y NM_001361416.1 son anotados como

genes procesados por eventos de splicing alternativo.

Simbolo ID NCBI ID UniProtKB ID NCBI Cromosoma Referencia
Proteina (Nucleétido) (Proteina) Gen Publicacion
TGZi NM_001111688.2 B8A2N4 542049 2 Villalobos et al., (2004)
TGZc2 NM_001320429.1 COPED4 100278776 3 Schnable et al., (2009)
TGZi NM_001254887.2 COHGH1 100285057 10 Soderlund et al., (2009)
TGZc NM_001361416.1 | AOA1D6EW30 100304380 2 Alexandrov et al., (2009)
TGZ15 AJ421525.2 Q6KF70 Sin registro 2 Villalobos et al., (2004)
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7.2.1 Analisis de secuencias seleccionadas de las transglutaminasas de maiz (Zea mays)
Se realizaron alineamientos globales comparando el nivel de similitud-identidad en la
composicidon de aminoacidos de las TGs putativas y la TGZ15 de maiz. Con el programa FASTA e
implementando el algoritmo Needleman-Wunsch se observd que solo las secuencias BBA2N4 y
COHGH1 presentaron un grado de identidad-similitud del 52.8-67% y 50.2-63.9% respecto a la
TGZ15. Del alineamiento (ver Anexo 11.5) se observd una composicion de aminodcidos altamente
conservada en la region N-terminal y adyacente a ella (que va de la posicidon 1-249 y finaliza con
una Gly conservada), posteriormente la composicion de aminodcidos cambia drasticamente
originando una divergencia hacia el C-terminal, caracterizado por la ausencia de residuos que
participan en la triada catalitica (Cys/His/Asp). Por lo tanto, se puede deducir que las secuencias

B8A2N4 y COHGH1 son isoformas inactivas (nombrdndolas TGZi) de la TGZ15.

Con el andlisis de las secuencias codificantes (ver Figura 12) pertenecientes a las secuencias
proteicas: TGZ15 (AJ421525.2), BBA2N4 (NM_001111688.2) y COHGH1 (NM_0012544887.1). El
resultado demostré que la Gly249 entre las proteinas se encuentra conservada debido a que los
codones sindnimos GGG y GGA codifican para el mismo aminoacido, evento mutacional que ya

ha sido descrito por Sobieszczuk-Nowicka et al., (2015).

7"39 7"49 7|'59 7"69 7:79
NM_001254887.1 730 ACACCTTCACAGCCTMHIACAGCTCAAGCTACAGCGGTTCCAGCAG-~--C 1377
NM_001111688.2 730 ACAGCCTTCGCAGCCTHEHHACAGCTCAAGCTACCACGGTTTCAGCAGCAGC 1542
Aj421525.2 730 ACAGCTTCGCAGCCTACAGCTCAAGCTACCACGGTTTCAGCAGCAGC 1605
Figura 12. Alineamiento de las secuencias codificantes tg de maiz

delimitadas por la zona de mutacién.

La isoforma TGZi es codificada por dos variantes génicas (NM_001111688.2 y NM_0012544887.1)
localizadas en diferentes cromosomas (2 y 10) en el genoma de maiz (variedad B73). Solo la
proteina BBA2N4 es generada a partir de splicing alternativo y se diferencia de COHGH1 por la
longitud de su estructura primaria. Ambos concentran la misma composicién de aminodcidos
ricos en GIn y Ala (ver Figura 13). Estas isoformas generan una posible divergencia funcional
respecto a la TGZ15, donde convergen dos mecanismos de variabilidad funcional dada por la
duplicacién de genes y el splicing alternativo. Al respecto, existen investigaciones que describen

una diversidad proteica con un profundo impacto en la secuencia de aminoacidos, estructura y
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funcion atribuido tanto por el splicing alternativo como por la duplicacién génica (Lynch & Conery

2000; Graveley 2001; Talavera et al., 2007).

HB8AZN4= 513 aa COHGH1= 458 aa TGZ15=534 aa
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Ala Arg Asn Asp Cys GIn Glu Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val
Figura 13. Diferencia entre la composicion de los aminodcidos de las

No. Residuos

secuencias TGZ15 activa, BSA2N4 y COHGH1 (TGZi) de maiz.

Si se toma en cuenta que la proteina TGZ15 es codificado por un gen de copia Unica (Villalobos et
al., 2004), puede considerarse que actia como un gen ancestral, por lo que la duplicacién génica
gue derivé en la formacioén de una isoforma inactiva (TGZi) a partir de splicing alternativo obedece
lo descrito por Bush et al., (2017), sefialando que las copias duplicadas se retienen y divergen para
parecerse a isoformas de splicing alternativo producidas por el gen ancestral de una sola copia.
El splicing alternativo puede promover la retencion de genes duplicados contribuyendo a la
generacién de nuevas funciones en las isoformas o facilitando la subfuncionalizacidn, donde las
copias génicas adquieren mutaciones reciprocas para que las copias duplicadas cumplan la
funciéon genética del original, que evita que se conviertan en pseudogenes (Lynch & Force 2000;

Su & Gu 2012).

7.2.2 Reconocimiento de regiones funcionales dentro de las transglutaminasas de maiz
(Zea mays)
Con el fin de encontrar la relacion de funcionalidad TG, se analizaron las secuencias de las
proteinas putativas y la TGZ15 de maiz. Cada secuencia de aminodacidos se sometié a una
busqueda con el servidor ChloroP (Emanuelsson et al., 1999), el cual, mostré la presencia de un
péptido transito al cloroplasto en las proteinas: TGZi, TGZ15 y TGZc2 (ver Figura 14).
Anteriormente Villalobos et al., (2004) ya habia reportado la presencia de un péptido transito a

cloroplasto en TGZ15 con una longitud de 47 aminoacidos y que ademas fue demostrado por
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Campos et al., (2013). El segmento de sefializacion hacia el cloroplasto hallado en la proteina
TGZc2 comprende 31 aminoacidos (ver Anexo 11.6) y es favorecido por un score mayor (0.558)
que el de la enzima TGZ15, el cual mostré una senalizacién preferente hacia la mitocondria
(0.623). No obstante, Villalobos (2007) demostrd la localizacidon con el uso de anticuerpos la
presencia de la TGZ15 de maiz en cloroplastos, confirmando trabajos previos sobre el papel de

las TGs en la fotosintesis (Margosiak et al., 1990; Del Duca et al., 1994; Bernet et al., 1999).

TRs
TGz15
Péptido Transito Triada catalitica
putativa
TGZi TRs
Péptido Transito
TGZc
TGc
TGZc2

Péptido Transito Transglut_core2
Figura 14. Diagrama esquematico de los elementos biolégicos funcionales hallados en las
proteinas anotadas como transglutaminasas en maiz. Con la informacidon recopilada se

construyeron bloques esquemadticos desde la plataforma IBS 1.0.3 (Liu et al., 2015).

La identificacién de dominios funcionales se determind con la ayuda de la herramienta en linea
HMMSCAN. La TGZ15 posee un dominio no candnico, por lo tanto, no presenta un dominio
funcional registrado en las bases de datos. Ademds, no existe suficiente informacién a nivel
estructural que demuestre su homologia y aun no se ha confirmado la ubicacién exacta de su
triada catalitica (Villalobos et al., 2004; Villalobos 2007) pese a haber sido ya demostrada su
actividad enzimatica (Villalobos et al, 2004, Li et al., 2013, Li et al, 2014, Li et al, 2017). Por otra
parte, las estructuras primarias de TGZc y TGZc2 presentaron los dominios TGc (SM00460) y
Transglut_core2 (PF13369) con una composicién de aminoacidos muy diferentes entre si (ver
Anexo 11.7). En la actualidad, la anotacion del dominio TG esta representado por un perfil de
secuencias consenso depositados en la base de datos PFAM con el identificador PF01841 y en la
base de datos SMART con el identificador SM00460. En el caso del dominio Transglut_core2 se

identifica como PF13369, y el registro de su informacion biolégica es nulo. Debido a esto, la
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identificacion del dominio funcional en la proteina TGZc2 fue inspeccionada a detalle, y se

encontrd que esta proteina presenta una anotacién parcial del dominio.

La longitud completa del modelo HMM que contiene el perfil de secuencias PFAM con el dominio
PF13369 es de 155 aa, mientras que la longitud que presenta la proteina con respecto a este
alineamiento es de solo 60 aa. Los dominios parciales son en gran medida el resultado de
artefactos de alineacién y su anotacidn debe ser tomada con precaucion. Asi que la presencia de
anotaciones parciales de dominios en las proteinas, plantea anotaciones inciertas al momento de
que la prediccién del gen de la proteina pueda ser incompleta (Triant & Pearson 2015). Existe una
fuerte evidencia de que alineaciones parciales son el resultado de errores en la identificacion de
la secuencia de la proteina en el dominio truncado, y esto es particularmente frecuente en las

secuencias eucariotas de especies mal anotadas (Kelley & Sternberg 2015).

7.3  Analisis de similitud con proteinas similares a las TGs de maiz

Por medio de la herramienta BLASTp se realizdé una busqueda de similitud en las bases de datos
nr, SwissProt y TrTEMBL donde se tomé en cuenta la observacién de los alineamientos locales y los
valores esperados (e-value) con un umbral de 0.001 para obtener la identificacién de los

homadlogos mas cercanos a las proteinas de estudio.

7.3.1 Alineamiento de la region N-terminal con proteinas similares a la TGZ15 y TGZi
La proteina TGZ15 vy su isoforma inactiva TGZi comparten rasgos comunes en el extremo amino
de su estructura primaria. Determinar si estas caracteristicas son conservadas en otras especies
ayudaria a esclarecer la funcionalidad de proteinas homdlogas a ellas. El primer paso fue construir
una secuencia consenso (N_terminal_TGZ) obtenida de la regidon N-terminal de las proteinas
TGZ15 y TGZi, que va de la posicion 1-249. Esta secuencia consenso sirvié como referencia para

realizar una busqueda de similitud con otras proteinas vegetales.

En la Figura 15, se observa el alineamiento de 16 proteinas predichas de diferentes organismos
dentro de la familia Poaceae. La regidn N-terminal y adyacente a ella presenta una conservacion
entre las proteinas alineadas con un grado de similitud del 75-90%. La zona del péptido transito

(ver Figura 15, remarcada en un cuadro negro) dentro del extremo amino es conservado solo en
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4 especies diferentes (Panicum halli, Dichantelium oligosanthes, Setaria italica y Sorghum
bicolor). El nucleo del péptido transito contiene un largo segmento de aminodcidos hidrofébicos
(marcados en azul) que corresponden al 36% y otro 14% de aminoacidos con carga positiva
(marcados con rojo), cantidades porcentuales respecto al total de aminoacidos encontrados en
el péptido. Estos rasgos en la composicion de aminodcidos son caracteristicos de un péptido de
sefializacion y que han sido ampliamente descritos por Bhushan et al., (2006) y Kall et al. (2004).
El segmento de esta regidén termina con una Leu (L) conservada en todas las secuencias de la
posicion 47 del alineamiento. También existen residuos de Arg (R) conservados y ubicados en las
posiciones 3, 19 y 31, ademads de una Lys (K) en la posicidn 46, estos son aminodcidos cargados
positivamente lo que puede ayudar a reforzar la topologia adecuada del polipéptido durante la
translocacion (Von Heune & Gavel 1988; Fujita et al., 2011). Al final del péptido transito se
reconoce un corte por una sefal peptidasa que se denomina sitio de escision, un sitio de corte en

la posicién 35 de las secuencias.
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Figura 15. Alineamiento de la region N-terminal a partir de una secuencia consenso. La secuencia
N-terminal_TGZ se tomdé como referencia en el alineamiento para mostrar la conservacién de
caracteres entre el N-terminal de la TG de maiz y proteinas TG putativas de especies vegetales

de la familia Poaceae.

El resto de las proteinas homdlogas no presentaron estas propiedades caracteristicas del péptido
transito, entre las que destaca la proteina TGO de Oryza sativa. Este hecho es de gran relevancia
bioldgica ya que pueden no estar localizadas en cloroplastos y por lo tanto cumplir otras funciones
distintas relacionadas a la fotosintesis. Sin embargo, Campos et al., (2013) logré comprobar
experimentalmente que la proteina TGO se ubica en este organelo plastidial y por lo tanto su
implicacion en la fotosintesis. Seria de gran utilidad estudiar la localizacidén subcelular a nivel
experimental del resto de homdlogos y por ende determinar sus posibles implicaciones en

procesos celulares.

7.3.2 Alineamiento de la region C-terminal con proteinas similares a la TGZ15
La region C-terminal en la proteina TGZ15 y su isoforma TGZi difieren en la composicién de sus
aminodcidos. A partir de este hecho, se realizdé una busqueda de similitud con el C-terminal de
ambas proteinas por separado. A pesar de la divergencia de esta zona entre ambos grupos de
proteinas, comparten rasgos comunes, como lo son la presencia de TRs muy particulares. Estos
fragmentos repetitivos son secuencias de aminoacidos que contienen repeticiones de
aminodacidos simples o motivos de aminodcidos cortos con poca diversidad en su composicion,
por lo tanto, forman regiones de baja complejidad (Coletta et al., 2010). Estos son
extremadamente abundantes en el proteoma eucariota. En el ADN, los TRs se encuentran en
regiones que codifican proteinas, estas regiones mutan mucho mas rapido por inserciones o

deleciones (Wilkins et al., 2018).

Se construyo (ver Figura 16A) un primer alineamiento con las proteinas similares al C-terminal de
la proteina TGZ15, donde se observaron TRs y la conservacion parcial de los residuos involucrados
en la triada catalitica. La proteina no caracterizada en sorgo (Sorghum bicolor; XP_021319478.1)
presentd la mayor similitud (54%) respecto a la TGZ15, esta proteina posee una Cys439/Asp471

conservados, pero con la ausencia de un residuo His. En tanto, la proteina TGO de arroz (Oryza
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sativa) contiene un nucleo catalitico en las posiciones: Cys254/His260/Asp295 y un presumible
Trp252 (Campos et al., 2013), que es anterior a las TRs de la TGZ15. La proteina no caracterizada
en cebada (Hordeum vulgare; F2D7X6) contiene una Cys137/His164 con la ausencia del residuo
Asp; resultaria interesante en un futuro comprobar su actividad biolégica dada su corta longitud
de aminoacidos (168 aa) que ofreceria ventajas biotecnoldgicas. Ademads de comprobarse su
actividad, no seria la Unica proteina monomeérica ya que también existe una TG de origen
microbiano ampliamente estudiada, como lo es TGm de Sreptoverticillium sp. con 331 aay de la

cual se proyecta una posible diada catalitica entre Cys-Asp (Kashiwagi et al., 2002).

Es sugerido aislar y sobreexpresar como proteinas recombinantes aquellas proteinas no
caracterizadas que no se ajustan a la triada catalitica particular, para demostrar si poseen
actividad enzimatica tipo TG o no. Como lo demostrado por Hongbo Li et al., (2013), donde realizd
la expresidon de una proteina recombinante de TGZ15 expresada en Pichia pastoris, optimizando
la secuencia de codones del gen tgz15 a partir de la eliminacion de 14 de los 15 TRs, los cuales
resultaron no ser necesarios para la actividad enzimdtica, el resultado mostré que estas regiones

no afectan a los codones codificantes para la triada catalitica.

A pesar de la divergencia entre estas proteinas similares al C-terminal de TGZ15, existen bloques
conservados que se observan a lo largo del alineamiento, para obtener una identificacién mas
confiable de estas regiones, se recurrid a utilizar la herramienta GLAM2 integrada en la
plataforma MEME suite. El objetivo fue identificar regiones conservadas y recurrentes de longitud
fija y con gaps que proyectaran una identidad de esta familia de proteinas respecto al otro grupo
de proteinas homdélogas, permitiendo indeles que reflejen los cambios evolutivos. Los pardametros
utilizados fueron: un rango de columnas a alinear de 2-20, 10 réplicas de alineamientos y 2000

iteraciones realizadas

Los TRs de TGZ15 se encuentran ubicados a partir de la posicion 275-410, con 15 repeticiones de
9 aminodcidos. En cuanto a la composicién de estas regiones en las proteinas homdélogas, la
proteina no caracterizada de sorgo (Sorghum bicolor) presenta 6 TRs que van de la posicion 274-

330 con una composicién de 9 aminoacidos, en cebada (Hordeum vulgare) se tienen 8 TRs con
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una composicion de 10 aminoacidos que van de la posicion 13-96, y por ultimo la TGO en arroz
(Oryza sativa) presenta 2 TRs con una composiciéon de 10 aminodcidos que van de la posicion 276-
300. Anteriormente Villalobos et al., (2004) reporté la diferencia en cuanto al nimero de TRs en
TGs y otras proteinas homodlogas remotas; un caso ejemplar es el factor V de coagulacién en
vertebrados, cuyo nimero de TRs es significativamente distinto entre mamiferos y ausente en

vertebrados inferiores como pueden ser aves y anfibios (Camire & Bos 2009).

A. Alineamiento de proteinas homodlogas al C-terminal de TGZ15.

475G 485M 495H 505M 5151 525H
C-terminal_TGZ15 470 LD I LLEKF5RAVALQMQRKHL LLHHHRQHH | BPAHMT KEEEFRDK | WDVNQMDVCHAHL LS RQ 1W 534
TGO_Oryza_sativa = === === == === === e mm e = - R
Sorghum_bicolor.2 511 LDILLRKFSRAVPLQMQRNHLLHHR-~LQHH | LAHMTKPEERREENL - -~ - - - - oo oo 555
HOFdeUM_VUIGare_2 === = === = mmm m o oo

1. 2."

Figura 16. Alineamiento de la regién C-terminal e identificacién de regiones conservadas y
recurrentes de las proteinas homadlogas a TGZ15. A. Solo se identificaron 2 secuencias proteicas
no caracterizadas y predichas de la familia Poaceae: Sorghum bicolor y Hordeum vulgare que
presentan la conservacién parcial de los residuos involucrados en la triada catalitica. El
fragmento alineado va de la posicion 259-534. B. Por medio de la herramienta GLAM2 se
identificaron 2 regiones bioldgicas encontradas a partir del alineamiento previo. La regién 1 es
la huella inicial conservada entre estas 4 proteinas alineadas, la regién 2 es recurrente a lo largo

de las proteinas y representa los TRs que forman parte de este grupo de proteinas.

La homologia existente entre la familia de proteinas vegetales similares a TGZ15 y las proteinas
animales se encuentran relacionadas en torno a la regién 2 (ver Figura 16B) encontrada en el C-
terminal. Estas regiones presentan una similitud baja del 25-30% con secuencias proteicas con
evidencia a nivel proteina, respecto a proteinas como el factor V de coagulaciéon sanguinea en
cerdo (Sus scrofa; Q9GLP1, Grimm et al., 2001) y hombre (Homo sapiens; P12259, Cripe et al.,

1992). A partir de esta observacion se obtuvo un logo consenso de las regiones similares entre las
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proteinas (ver Figura 17A), dicha regién cumple con la siguiente expresion regular del motivo: H-
[IT]-[TS]-[LTR]-[SGC]-P-[DTS]-[LS]-[SG]-H, la composicion de los aminodcidos presentes son

comparables con los TRs de 9 aminodcidos encontrados en TGZ15 (Ver Figura 17B).

A. Logo consenso de TRs en otras B. Logo consenso de TRs en la
proteinas. proteina TGZ15.

Figura 17. Identificacién de logos consenso de TRs en el C-terminal de proteinas similares a
TGZ15. A partir del programa WebLogo creator se construyd un logo consenso de las regiones
similares que contienen los TRs encontrados en proteinas homdlogas animales similares al

grupo de proteinas vegetales y los TRs encontrados en TGZ15.

Para obtener una confirmacion de la homologia existente entre los TRs del factor V de coagulacién
de animales y los TRs de las proteinas vegetales, se implementd una busqueda exhaustiva de
homdlogos remotos en otras especies, en base a los patrones encontrados a partir de su
expresion regular del motivo con la ayuda de la herramienta ScanProsite Tool (De Castro et al.,
2006). Se tomd como consulta la base de datos UniProtKB, donde se incluyeron las secuencias de

proteinas a partir de TrEMBL y Swiss-Prot, asi como variantes de splicing.

Las regiones repetitivas o TRs (ver Figura 17A) encontradas en otras proteinas confirmaron una
similitud (ver Anexo 11.11) con el factor V de coagulacién sanguinea en otros organismos
animales como el de gorila (Gorilla gorilla, G3R571), chimpancé (Pan troglodytes, H2QZV8) y
mono verde (Chlorocebus sabaeus, AOAOD9RFF4). También se encontré una similitud con la
proteina Cytochrome O ubiquinol oxidase de la bacteria Bradyrhizobium sp. (AOA1Q5SAS4 y
AOA1Q5SIJM9), ademds de una variedad se secuencias provenientes de proteinas no
caracterizadas en organismos animales. Para los TRs propios de la TGZ15 (ver Figura 17B) que
cumplen con la expresiéon regular: [HY]-I-S-R-[EGV]-[PLA]-[RS]-[LM]-[GE], se encontrd similitud
recurrente con secuencias descritas como subunidades pequefias del ARN ribosomal

metiltransferasa provenientes de bacterias (ver Anexo 11.12).
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7.3.3 Alineamiento de la regiéon C-terminal con proteinas similares a la TGZi
En el segundo alineamiento (ver Figura 18A) la regién del C-terminal de la proteina TGZi comparte
un grado de similitud del 35-70% con otras 14 proteinas predichas de la familia Poaceae, que van
de la posicidn 249-421. Esta region es rica en residuos de cardacter polar (N, Q, Sy T; color verde)
organizados en regiones altamente repetitivas. Se observé ademads un incremento significativo
de ciertos residuos entre las proteinas TGZ15 y TGZi, la mayoria presentes en el C-terminal. De
acuerdo con la composicion de aminoacidos en la proteina completa, se observé el incremento
significativo de 3 residuos que determinan la identidad del C-terminal en la isoforma TGZi (Ver

Tabla 8) respecto a la proteina TGZ15.

Tabla 8. Porcentaje de residuos encontrados en el C-terminal respecto al total

de aminoacidos de la proteina completa de TGZ15 y TGZi.

Aminoacidos TGZ15 (% residuos) TGZi (% residuos)
Alanina (A) 12/36=33.3% 71/95=74.7%
Glutamina (Q) 21/40=52.5% 54/73=73.9%
Glicina (G) 20/30=66.6% 45/55=81.8 %

La isoforma TGZi contiene regiones repetitivas ubicadas en el C-terminal rica en residuos de GlIn
y Ala. Los estudios acerca de proteinas con regiones ricas en glutamina y alanina (también
conocidas como PolyQ y PolyA) son descritas en la participacién de un gran numero de pacientes
con enfermedades genéticas como Huntington y una variedad de ataxias; estas proteinas son
codificadas por trinucleétidos consecutivos y repetitivos del tipo CAG. Las proteinas tipo PolyQ
son estructuralmente inestables y estdn asociadas a una composicion bias que es conservado
entre los proteomas eucariotas; y pueden ser encontrados en una variedad de familias proteicas,
las cuales no parecen estar relacionadas (Ramazzotti et al., 2012). En plantas, hasta el momento,
las proteinas tipo PolyQ y PolyA se han relacionado a segmentos estrechos que son enriquecidos

en factores de transcripcion (Kottenhagen et al., 2012).

El C-terminal de las proteinas homdlogas a TGZi se caracteriza por una mayor conservacion de los
residuos que lo componen, a diferencia de la proteina TGZ15. No obstante, no dejan de tener una

composicion de baja complejidad al poseer regiones repetitivas y de poca variacion de
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aminodacidos. Esta regidon del alineamiento con respecto a todas las secuencias, fueron sometidas
al servidor GLAM2 con el objetivo de identificar la regidn recurrente y mayormente
representativa que es propia de esta familia de proteinas. Para esto se utilizaron los mismos
pardmetros anteriores, se eligié un rango de columnas a alinear de 2-20, 10 réplicas de
alineamientos y 2000 iteraciones realizadas. Se obtuvo un logo consenso de una region rica de
Gln y Ala (ver Figura 18B) compuesto por 20 residuos donde se puede observar la recurrencia de

los TRs en TGZi.

A. Alineamiento de proteinas homélogas al C-terminal de TGZi.

B. Regidn recurrente y conservada.

Figura 18. Alineamiento de la region C-terminal e identificacién de regiones conservadas y
recurrentes de las proteinas homodlogas a TGZi. A. Se alinearon 14 secuencias de proteinas
predichas de la familia Poaceae en plantas. B. La poca diversidad en la composicion de
aminodcidos crea zonas altamente repetitivas o también llamados regiones de baja complejidad,
se hace hincapié de la secuencia consenso AYQQGAQAG presentes en la posicién del

alineamiento 275-411 propia de la proteina TGZi.

La region recurrente encontrada en el C-terminal de proteinas homadlogas a TGZi proyectaron un
40% de similitud con proteinas ricas en Glutamina de organismos animales como el toro (Bos

taurus, FIMJ07), caballo (Equus caballus, F7CG37) y oveja (Ovis aries, W5PCK5); a partir de esta
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relacion de similitud se construyd un logo consenso que represento los residuos similares entre
estas proteinas obteniendo una regidn de 8 residuos conservados en ambos grupos proteicos, el
consenso de estos bloques (ver Figura 19A) esta representado por la siguiente expresion regular:
Q-A-G-[AVL]-[VYA]-Q-[PQ]-G.

A. Logo consenso de TRs en otras B. Logo consenso de TRs en la
proteinas. proteina TGZi.

“QACYVQ_C

Figura 19. Identificacién de logos consenso de TRs en el C-terminal de proteinas similares a TGZi.
A partir del programa WebLogo creator se construyé un logo consenso de las regiones similares
gue contienen los TRs encontrados en proteinas homdlogas animales similares al grupo de

proteinas vegetales y los TRs encontrados en TGZi.

Utilizando la misma metodologia anterior, se recurrié al servidor en linea de ScanProsite Tool (De
Castro et al., 2006), donde a partir de la expresion regular de la regidn consultada se implementé
una segunda busqueda mas exhaustiva de homdlogos remotos en otras especies, en base a
patrones que pueden encontrarse en las secuencias proteicas encontradas en las bases de datos
TrEMBL y Swiss-Prot, asi como variantes de splicing. La regidon consenso de TRs encontradas en
otras proteinas (ver Figura 19A) presentd una similitud con secuencias de proteinas muy variada
gue van desde proteinas nombradas como “ricas en Glutamina”, un bloque similar al factor VIl
de coagulacion sanguinea del ave Ficedula albicollis (U3KAV8), aciltransferasas de la bacteria
Alcanivorax sp. (IDs: AOA2E4T5S3, AOA358F6G5, AOA348WXN2, AOA359KYI2, AOA356Q7G9,
AOA356PLP3, AOA357JN83, AOA2D5RGHS5), y entre otras proteinas no caracterizadas (ver Anexo
11.13). Sin embargo, la expresion regular de los TRs propios de la proteina TGZi (ver Figura 19B),
[AV]-Y-Q-Q-G-A-Q-[ADS]-G, son exclusivos del grupo de proteinas vegetales TGs putativas y

homodlogas al C-terminal de la proteina TGZi.

7.3.4 Alineamiento de proteinas similares a TGZc
En el caso de la proteina TGZc se encontraron homologos en 27 especies animales y vegetales. Se
destacan 7 estructuras primarias ampliamente revisadas en la UniProtKB. Este grupo de proteinas
se anotan funcionalmente como péptido N-glicanasas; entre éstas se encuentran las PNG de
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Arabidopsis thaliana (Della Mea et al., 2004a), arroz (Oryza sativa subsp. Japonica), humano
(Homo sapiens), macaco (Macaca fascicularis), ratén (Mus musculus), rata (Rattus norvegicus) y
gallo (Gallus gallus). El alineamiento entre estas proteinas homodlogas muestra una region
altamente conservada que coincide con el dominio TGc (SM00460) con un grado de similitud del
87-100% en plantas y del 72-78% en animales respecto a la TGZc. Estas proteinas homdlogas a
TGZc comparten la triada catalitica propia de las TGs (ver Figura 20, resaltando los residuos activos
de la triada catalitica con forma de estrellas). La relacion entre la triada catalitica conservada tanto
en TGs como PNGasas sigue el tipo de reaccion que desempeian; en levaduras se realizaron
experimentos a partir de mutagénesis dirigida, donde se confirmé que los residuos de la triada

catalitica de las PNGasas son esenciales para su actividad de desglicosilacidn (Katiyar et al., 2002).

* * *

Figura 20. Alineamiento de la proteina TGZc. Se alinearon 27 secuencias de proteinas que
pertenecen a organismos vegetales y animales. El fragmento alineado corresponde al dominio
TGc a partir de las posiciones 246-349, tomando como secuencia referente a TGZc. La triada
catalitica conservada se ubica de la siguiente manera: Cys265, His292 y Asp309, ademas de un

hipotético Trp268 como residuo estabilizador.

7.3.5 Alineamiento de proteinas similares a TGZc2
El alineamiento de la proteina TGZc2 (ver Figura 21) mostré un grado de similitud del 60-94% con
respecto a 14 secuencias homodlogas que se encuentran distribuidas Unicamente en organismos
vegetales. La caracteristica de este alineamiento se basa en proteinas con la conservacion de una

region denominada Transglut_core2 (PF13369).
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No obstante, la existencia de estas proteinas se limita a una evidencia del tipo predichas, es decir
a partir de la traduccion automatica por ordenador de secuencias codificantes desde ADNg; la
TGZc2 es la Unica proteina vegetal de su clase que tiene un criterio de evidencia experimental a
nivel transcripto. La escasa informacion registrada en las bases de datos que considera a TGZc2
con el dominio Transglut_core2, la describe como miembro del clan Peptidasa_CA (CL0125). Sin
embargo, debe ser tomado con precaucion puesto que solo se ajusta parcialmente con el dominio

mencionado y no presenta similitud con otras proteinas que contengan el dominio mencionado.

Figura 21. Alineamiento de la proteina TGZc2. Se alinearon 14 proteinas de origen vegetal,
tomando como referencia a la proteina TGZc2. El fragmento alineado forma parte del dominio

Transglut_core2 (PF13369) que se extendié desde la posicién 101-205 con referencia a la TGZc2.

7.3.6 Analisis del nucleo catalitico de la proteina TGZ15 con otras proteinas TGs
A partir de la busqueda de similitud en las bases de datos y la construccion de los alineamientos
multiples, se observé que la proteina TGZ15 (Q6KF70) no presenté similitud en la configuracién
de su sitio activo con respecto a otras TGs. La triada catalitica de la TGZ15 se organiza de una
manera diferente localizandose en el C-terminal. Debido a este problema, se realizaron
alineamientos multiples delimitando la zona que comprende el nucleo activo de la TG. A partir
del alineamiento, se analizé la naturaleza de los residuos encontrados en el nucleo catalitico

conservado entre las diferentes especies.

Para realizar los alineamientos de esta zona, se descargé desde la base de datos SMART protein
los fragmentos de proteinas con dominio TGc (SM00460) de acuerdo al siguiente criterio
taxondmico: mammalians, fungi, viridiplantae y bacterial. Las secuencias integradas fueron
revisadas con las bases de datos UniProtKB. El alineamiento se construyé con el software MAFFT

implementando un método iterativo refinado muy lento L-INS-i y una matriz BLOSUMA45, el cual
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alinea un conjunto de fragmentos que contienen secuencias flanqueantes alrededor de un
dominio alineable, las secuencias de flanqueo se ignoran en la alineacién por parejas mediante el
algoritmo Smith-Waterman. En la Figura 22 se muestra la conservacion de sitios funcionales
especificos propios de la superfamilia de enzimas tipo TG que se centran alrededor de los residuos
activos de la triada catalitica (Cys/His/Asp) previamente estudiada por Marakova et al., (1999).
Sin embargo, en este alineamiento se agregan dos nuevos grupos, las TGs viridiplantae y fungi,
de las cuales se destacan las secuencias AtPNG1p de Arabidopsis thaliana, TGO de Oryza sativa y

TGZ15 de Zea mays, con el objetivo de encontrar regiones mas similares entre el grupo vegetal.

La principal problematica en debate es que la proteina TGZ15 no se incluye o no se ajusta al
dominio candnico de la TG como lo describen Beninati et al., (2013) y Lorand & Graham (2003).
En este alineamiento se observa una nueva ubicacién putativa del nicho catalitico que involucra
a las proteinas TGZ15 y TGO, con una baja pero considerable similitud en regiones especificas de
otras secuencias TGs. Villalobos et al., (2004) propuso una ubicacién de la triada catalitica
(Cys439/His446/Asp471) basada en la homologia encontrada con una secuencia de ADNg de arroz
(Oryza sativa subps. Japonica; AL606595), con la que compartié el 87% de identidad y una triada
catalitica perfectamente ajustada. Sin embargo, la similitud encontrada fue a partir de un
alineamiento local desde la deduccion de aminodacidos con fuente en ADNg, por lo gue no se tomd
en cuenta las expresiones diferenciales que pudo llegar a tener el producto codificante, en las
que codifica a una proteina de 406 aminodacidos (Q7XK24). Las posiciones de la triada catalitica
en el alineamiento de la TGZ15 ubican una conservacién de la Cys439, pero con una
reorganizacion de la His498 y Asp522 que ajustan perfectamente con los homdlogos en
mamiferos y bacterias (ver Figura 22). Campos et al., (2013) analizd la proteina TGO (M1VT12),
donde considerd una triada catalitica putativa en las posiciones Cys254/His260/Asp295. No
obstante, en el alineamiento realizado se observa que Unicamente la Cys254 es conservada con
las demds especies, con una marcada diferencia de los residuos posteriores, con una His301

conservada y la ausencia del Asp.

La identificaciéon de 3 motivos que comprenden los residuos cataliticos en la superfamilia de

enzimas TGs (Marakova et al., 1999) se encuentran posicionados de la siguiente manera: El
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motivo 1 representa la regidn que contiene a la Cys catalitica y es distinguible por |la presencia de
residuos pequefios conservados rio arriba de la Cys, uno de estos es la Gly localizada en todas las
especies a excepcion de las proteinas TGO en Oryza sativa y TGZ15 de Zea mays, ademas de la
proteina CYK3 de Saccharomyces cerevisiae. Este mismo evento existe en las proteinas tipo
papaina y el FXIIIA como lo describe Lorand & Graham (2003). Una caracteristica particular del
grupo viridiplantae es la conservacién de residuos polares (K o R) con carga positiva 4 posiciones
arriba de la Cys y que es comparable con la parcial conservacidon observada en las demas especies,
como el Factor XIlIA y la TGM2 (Lorand & Graham 2003). La regidon de transicién entre el motivo
1y el motivo 2 que contiene a la His activa, es una zona rica en residuos hidrofébicos comparables
en todas las especies alineadas. El motivo 2 se caracteriza por la presencia de residuos aromaticos
rio abajo de la His, mediado por la transicién de regiones ricas en residuos hidrofébicos (Lorand
& Graham, 2003). Finalmente, el motivo 3 con el Asp activo se encuentra en una posicion
acompafiado por un Trp conservado rio arriba en todas las especies a excepcién de la TGO en

Oryza sativa (ver Figura 22; Lorand & Graham 2003).

La composicién de los aminoacidos dentro del sitio activo de las enzimas son los responsables
directos de la actividad catalitica. Una de las propiedades cataliticas dentro del sitio activo de las
TGs es la exclusidn de agua alrededor de un nicho hidrofébico. La exclusién del agua del sitio
catalitico implica que tanto el substrato donador que contiene Gln como el nucledfilo (conocido
como amina o substrato aceptor) deban acceder a la Cys a través de un canal rodeado de residuos
no polares mediante unos conductos con propiedades especificas. Por el contrario, la
probabilidad de que aparezcan moléculas de agua en los nichos hidrofébicos de la enzima
provocaria consecuencias en el intermediario acil-enzima dada por una inestabilidad catalitica

(Folk & Finlayson 1977; Nemes et al., 2005).

Como se observa en el alineamiento de la Figura 22, la preferencia de ciertos residuos se localiza
mas frecuentemente distribuidos a lo largo del nucleo catalitico. Por lo tanto, se analizé la
distribucién de los aminodcidos en el sitio activo en comparacion con la proteina completa (ver

Anexo 11.14).
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Figura 22. Alineamiento del nucleo conservado de la TG. Los fragmentos de secuencias con el
dominio TGc de cada proteina fueron agrupados de acuerdo al grupo taxondmico de la siguiente
manera: 7 secuencias de bacterias, 16 secuencias de mamiferos con referencia en el Factor Xllla
y Band 4.2 de humano, 9 secuencias viridiplantae y 5 secuencias de origen fungi. La seleccién de
estas secuencias se basa en la anotacién del criterio de evidencia y la revision que posee por
parte de la UniProtKB. Los bloques conservados entre las distintas especies afines al nucleo
catalitico muestran las zonas mas similares entre las secuencias, cada nimero marca la posiciéon
donde inicia cada fragmento de secuencia. En la parte superior del alineamiento se muestra con
una estrella los residuos activos conservados de la triada catalitica, estos presentan un grado de
conservacion con la Cys (C; marcado con color rosa) del 89%, His (H; marcado con color cyan) del
94% y el Asp (D; marcado con color magenta) del 92%. Los residuos hidrofébicos son marcados
en color azul (A, I, L, M, F, W, V) si presentan un grado de conservacion mayor del 60%. Los
residuos de Gly (G) de naturaleza pequefia son marcados en color anaranjado
independientemente de su conservacion. Por otra parte, la parcial conservacion de residuos con

carga positiva (K, y R) son marcados en color rojo si presentan una conservacion mayor del 60%.

Dentro del sitio activo se observo una alta recurrencia de cadenas laterales hidrofébicas en TGs
bacterianas (A, M y V). En el caso de mamiferos, los residuos hidrofébicos con mayor presencia
son las Ala (A), no obstante, residuos como Val (V) y Leu (L) tienen una presencia casi proporcional
entre la proteina completa y el sitio activo. En las TGs viridiplantae y fungi disminuye la
variabilidad de residuos hidrofdbicos, pero no pierden su propiedad hidrofdbica al contar con una
alta frecuencia de lle (1) y Val (V). En el caso especial de las proteinas vegetales TGZ15 maizy TGO
de arroz, existe una recurrencia de aminoacidos hidrofébicos como Leu (L), Val (V), Ala (A) y Met
(M) gue se contrastan con la presencia de regiones ricas en Gln (Q), His (H), Arg (K) y Asp (D).
Villalobos et al., (2004) resalté la importancia de una zona de transicion entre una region
hidrofdbica y una regién hidrofilica ya cerca del C-terminal. La proteina TGO concentra una alta
composicion de lle en el sitio activo en comparacién de la proteina completa, pero que se

contrastan igualmente con la abundancia de GIn (Q), His (H) y Arg (K).
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Todas las TGs poseen un rasgo muy similar, y es que presentan grupos aromaticos (Y, Wy F) con
mayor frecuencia en su nucleo catalitico que en la proteina completa. Particularmente se puede
observar una composicion frecuente de Gly en los grupos de bacterias, mamiferos y viridiplantae.
En casi todas las secuencias alineadas, la His es mas comun en el sitio activo que en la proteina
completa, a excepcidon del grupo bacteriano. Las cisteinas por otra parte son encontradas en

menor numero en bacterias (2 residuos), TGZ15 (2 residuos) y TGO (3 residuos).

7.4  Analisis filogenético de las proteinas TGs de maiz
La reconstruccion filogenética involucrd la generacidn de 4 arboles filogenéticos a partir de la
construccion de los alineamientos realizados anteriormente que representan a:

e Lafamilia de proteinas vegetales con referencia a TGZ15 y TGZi.

e La familia de proteinas vegetales y animales PNG con referencia a TGZc que conservan el

nucleo catalitico de la TG (TGc).
e Lafamilia de proteinas vegetales similares a TGZc2.
e La familia de TGs que conservan el nucleo catalitico TGc (SM00460) en bacterias, fungi,

mamiferos y plantas.

Cada alineamiento (en formato fasta) fue ingresado por separado en el programa IQ-TREE version
1.6.6 (Kalyaanamoorthy et al., 2017). Se implementd la matriz de substitucidon JTT como modelo
ideal a utilizar con los alineamientos para la reconstruccién del arbol filogenético basado en el
principio de MV, se obtuvo la informacidén de las distancias evolutivas en formato newick,
posteriormente los parametros del modelo utilizados fueron implementados en phylogeny.fr

donde el resultado fue visualizado y editado en el programa FigTree.

7.4.1 Arbol filogenético de la familia de proteinas similares a TGZ15 y TGZi
TGZ15 y TGZi (B8A2N4 y COHGH1) son proteinas que comparten un grado de similitud elevada
con el 53.7% a nivel global, las cuales poseen una region N-terminal altamente conservada y un
extremo carboxilo muy divergente con proteinas putativas TG no caracterizadas pertenecientes
a la familia Poaceae. A partir de estos eventos, se construyé un arbol filogenético con el
alineamiento de 20 secuencias completas, con lo cual, se consideraron sitios no homdlogos en
todas las proteinas; el objetivo fue que las zonas N-terminal y C-terminal mas similares a TGZ15y

60



TGZi homdlogas a otros subgrupos de proteinas vegetales sirvieran como referencia para el

establecimiento de clados proteicos con relacidn filogenética.

En la Figura 23 se observa que las proteinas TGZ15 y TGZi de maiz se separan en diferentes nodos
agrupandose en subgrupos de proteinas de diversas especies monocotiledéneas. La relacidon
evolutiva demuestra que proteinas homdlogas a TGZi comparten una estrecha relacién evolutiva
caracterizada por eventos de duplicacion que difieren de la funcion original, por lo cual se
organizan en tres grupos proteicos (. Il y ll), conservando un C-terminal con regiones ricas en Gin,
Ala y Gly. La aparicién de estos genes duplicados dentro del genoma de las gramineas les confiere

nuevas funcionalidades que les brindan adaptacién e innovacién bioldgica para cada organismo.

La nueva funcionalidad de cada proteina que difiere de la funcién TG original, se basa en que las
duplicaciones de regiones génicas pequefias establecen mas interacciones genéticas siendo
funcionalmente mas divergentes. Por lo tanto, cada uno de los genes duplicados codificantes
podra adquirir nuevas funciones con mayor facilidad. Esta abundancia de genes duplicados es una
particularidad de las especies Poaceaes angiospermas, que, en comparacién con otros grupos
taxondmicos secuenciados, son uno de los grupos mas diversos tanto evolutivamente como
fenotipicamente dentro de organismos eucariotas (Zhang 2003; Flagel & Wendel 2009).
Utilizando gendmica comparativa, investigadores han propuesto la hipdtesis de que esta
extraordinaria diversidad es principalmente un producto de eventos de duplicacién génica (Zhang

2003; Flagel & Wendel 2009; Van de Peer et al., 2009; Jiang, & Assis 2019).

El grupo IV sobresale de un brazo que diverge del resto de proteinas agrupadas al nodo principal,
este grupo estd representado por dos proteinas caracterizadas, TGO de arroz (Campos et al.,
2013) y TGZ15 de maiz (Villalobos et al., 2004), ambas codificadas por genes de copia Unica, con
un 70% de similitud y con evidencia proteica a nivel transcripto. A las que se les une dos proteinas
no caracterizadas, provenientes de sorgo (Sorghum bicolor) y cebada (Hordeum vulgare). En el
caso mas simple, se puede considerar que tanto TGZ15 como TGO representan las copias
ancestrales de un gen de copia Unica con una funcidn enzimatica. La conservacion de su funcién

ancestral unido a la adquisicidn de una nueva funcién a través de sus copias duplicadas solo puede
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ser explicado mediante un mecanismo de neofuncionalizacién. La hipdtesis de la
neofuncionalizacién ocurre como resultado de una seleccion positiva que actia sobre mutaciones
beneficiosas que surgen en una copia (Ohno 2013). Otra explicacidn de esta divergencia funcional
es explicada por Todd et al. (2002a), en la cual se sostiene que precursores cataliticos ancestrales

evolucionan a enzimas inactivas ocasionando la pérdida de residuos cataliticos.
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Figura 23. Arbol filogenético de las proteinas TGZ15 y TGZi en especies vegetales de la familia
Poaceae. El arbol filogenético de las proteinas TGZ15 y TGZi se realizé con la herramienta
computacional IQ-TREE y phylogeny.fr, el alineamiento realizado para este arbol se construyé en
Clustal Omega. Fueron seleccionadas 20 proteinas completas, donde la mayor parte de ellas son
proteinas no caracterizadas de diferentes especies; la secuencia F2D7X6 de Hordeum vulgare fue
alineada y ajustada manualmente debido a su corta longitud con respecto a las demas

secuencias.

7.4.2 Arbol filogenético de proteinas similares a TGZc
El arbol filogenético de la proteina TGZc (ver Figura 24) estd formado por dos clados que
representan a proteinas anotadas funcionalmente como péptido N-glicanasas, estas conservan el
nucleo catalitico de la TG tanto en animales como en plantas. En el primer clado (color verde) se

relacionaron 19 proteinas ortdlogas de origen vegetal, en las cuales se encuentra una estrecha
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relacion entre las proteinas ampliamente revisadas y con origen en un transcripto, una PNG

putativa de arroz (Oryza sativa) y la AtPNG1p de Arabidopsis thaliana.

En el segundo clado (color café) se ubican 8 proteinas de origen animal anotadas como PNG, con
una amplia revisiéon a nivel proteico, tomando como referencia a las secuencias Q96I1V0 de
humano, Q4R6F3 del macaco, Q5XI55 de rata, Q9J178 de ratén, Q5Z2JM3 de gallo. Por lo tanto, se
presume que la TGZc es una enzima PNG agrupandose con otras proteinas predichas no
caracterizadas, como Sorghum bicolor, Setaria italica y Panicum halli. En el segundo clado
formado por PNG animales la distribucidon de las especies en el cladograma muestra a la TGZc
como una proteina evolutivamente mas alejada a las 9 proteinas PNG animales, evento que se
contrasta con la AtPNG1p que mantiene una mayor similitud evolutiva con las proteinas animales.
Las PNG animales son ampliamente revisadas y poseen un criterio de existencia a nivel transcripto
y proteico. Diepold et al., (2007) menciona que las PNG tienen una estrecha relacién evolutiva
con las TGs, por la similitud del nucleo catalitico, aumentado las posibilidades de una

multifuncionalidad como lo explica Serafini-Fracassini et al., (2009).

—
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Figura 24. Arbol filogenético de la proteina TGZc. El arbol filogenético de la proteina TGZc se
realizd con la herramienta computacional IQ-TREE y phylogeny.fr, el alineamiento realizado para
este darbol se construyd en Clustal Omega. Fueron alineadas 27 proteinas completas que
comparten el nucleo catalitico de la TG (SM00460). En color verde se representa a las proteinas

de origen vegetal y en amarillo las de origen animal.

7.4.3 Arbol filogenético de proteinas similares a TGZc2
Las proteinas alineadas con el dominio Transglut_core2 homdlogas a TGZc2 se distribuyen en el
arbol filogenético (ver Figura 25), entre las que sdélo se encuentran secuencias proteicas de origen
vegetal con un score de anotacién pobre, sin revisidon y con evidencia a nivel predicha. En el primer
grupo se observan a proteinas vegetales monocotiledéneas de la familia Poaceae, de este mismo
grupo sobresale un brazo que pertenece a una proteina no caracterizada de Musa acuminata de
la familia vegetal Musaceae. El segundo grupo pertenece a proteinas vegetales dicotileddneas,
del mismo nodo principal sobresale un brazo distante que pertenece a una secuencia vegetal de
musgo (Physcomitrella patens). No se encontraron mayores informes reportados acerca de la
anotacion de este dominio registrado. Por lo tanto, hace falta mayores estudios relevantes sobre

este tipo de proteinas y sus homélogos para entender la funcionalidad bioldgica.

Monocotiledéneas

Dicotileddneas

Figura 25. Arbol filogenético de la proteina TGZc2. El arbol filogenético de la proteina TGZc se
realizé con la herramienta computacional IQ-TREE y phylogeny.fr, el alineamiento realizado para
este darbol se construyd en Clustal omega. Fueron alineados 15 proteinas completas que

comparten similitud con el dominio identificado.
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7.4.4 Arbol filogenético de la familia TG en diversas especies y su relaciéon con la TGZ15
El nudcleo catalitico de las TGs presenta una composicion candnica ampliamente estudiada en
mamiferos. El arbol filogenético (ver Figura 26) muestra la distribucidon de los fragmentos de
proteinas delimitadas por el dominio catalitico de la TG de acuerdo al tipo de especie al que
pertenecen, para esto se puede observar la formacién de 2 grupos principales y un brazo

independiente que sobresale y agrupa a las proteinas TGZ15 y TGO.

El nodo principal se divide en subnodos internos que se componen de especies viridiplantae
(brazos en color verde), fungi (brazos en color amarillo) y bacterias (brazos en color azul). El
primer grupo estd compuesto por 9 proteinas vegetales (viridiplantae) muy cercanas
evolutivamente, en su mayoria conteniendo proteinas tipo PNG, en las que se encuentran la
AtPGN1 de Arabidopsis thaliana, PNG1 de Oryza sativa y la TGZc de maiz. Por otra parte, la
combinacidon de grupos taxondmicos refleja una cercania evolutiva evidente entre fungi y
viridiplantae, donde se relacién con otras 3 proteinas PNG de organismos fungi de
Schizosaccharomyces pombe, Neurospora crassa y Saccharomyces cerivisiae. El segundo grupo de
proteinas lo componen 6 TGs bacterianas y 2 TGs fungi (Schizosaccharomyces pombe y
Saccharomyces cerivisiae) que se encuentran mads estrechamente relacionadas entre ellas, estas
proteinas bacterianas son del género Mycobacterium, Bacillus, Haemophilus y Pseudomonas.
Otro grupo de proteinas TGs surge de un nodo que se mantiene alejado de las demas TGs, aqui
se agrupan las TGs de mamiferos mayormente estudiadas y caracterizadas a nivel proteico (brazos

en color café) con un dominio catalitico conservado.

La divergencia evolutiva de las proteinas TGZ15 y TGO (con brazos en color rojo) es remarcada
porque sobresalen de un brazo del nodo principal separandolas del resto de proteinas TGs. Ambas
proteinas contienen un dominio catalitico no conservado y con una ubicacién diferente en la
configuracion de sus residuos cataliticos. Las triadas cataliticas han mostrado los mejores
ejemplos de evolucion convergente; las restricciones quimicas en la catalisis han llevado a que la
misma solucién catalitica evolucione independientemente en al menos 23 superfamilias

separadas, cada una de estas superfamilias es el resultado de una evolucién convergente con una
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disposicion similar de las triadas dentro de un pliegue estructural diferente (Buller & Townsed

2013).

Este resultado demuestra la divergencia funcional desde un aspecto evolutivo en torno a su sitio
catalitico. La flexibilidad de muchos sitios activos con diferentes grupos funcionales y ademas no
conservados en torno a la posicién en la secuencia primaria pueden llegar a tener el mismo
objetivo de accion. Todd et al., (2002b) describe que los sitios activos en las enzimas tienen
ubicaciones completamente diferentes en el andamio de proteinas, pero con la perspectiva de
gue los atomos cataliticos puedan ser espacialmente equivalentes. Estas propiedades arrojan
resultados variables en la especializaciéon primordial independiente de una enzima con baja
actividad en diferentes linajes filogenéticos y una convergencia funcional obtenida después de

una divergencia evolutiva.

Figura 26. Arbol filogenético de proteinas con dominio TGc. El arbol filogenético muestra la
presencia de 35 fragmentos de proteina delimitadas por el dominio TGc que se realizd con la
herramienta computacional IQ-TREE, el alineamiento realizado para este arbol se construyé en
MAFFT con un método iterativo refinado muy lento L-INS-i y una matriz BLOSUM45. Fueron

alineados 44 proteinas completas que comparten el nucleo catalitico de la TG (SM00460).
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7.5 Prediccion del modelo estructural de las proteinas TGs de maiz por la técnica de
enhebrado y ab initio

A partir de la metodologia descrita, se implementd Phyre2 para la prediccién de un modelo

proteico. Posteriormente se validd la calidad del modelo utilizando las herramientas que ofrece

el servidor SAVES v5.0. La prediccion se realizd en conjunto con el andlisis de las estructuras

secundarias de cada proteina de interés, para esto se utilizd el servidor en linea PSIPRED

(McGuffin et al., 2000).

El andlisis de la estructura secundaria consistid en la identificacidn de las B-laminares, a-hélices y
coils existentes. Incluso se analizd la presencia de RIDs con ayuda del programa DISORPRED3
(Jones & Cozzetto 2014), donde se determind la existencia de regiones desordenadas dentro de
las proteinas y que dificultan la calidad de la prediccidon. Con los analisis anteriores se pudieron
observar regiones de alta complejidad o con poca variacién de aminoacidos (Coletta et al., 2010)

propios de los TRs encontrados en C-terminal de las proteinas TGZ15 y TGZi.

Algunas proteinas tienen regiones que son nativamente desordenadas, y generalmente son
flexibles, dindamicas y pueden ser parcial o completamente extendidas en solucién. El estado
nativo de una proteina puede existir como estructuras globulares, random coils extendidos e
incluso como glébulos fundidos. Recientemente se ha establecido que RIDs en proteinas son
también elementos cruciales para una funcionalidad proteica, olvidando el concepto tradicional
de una estructura para una funcién (Latysheva et al., 2015). Se ha revisado que proteinas con
RIDS o completamente desordenadas se encuentran involucrados en procesos regulatorios
importantes como la transcripcion y la citoquinesis, asi como en procesos de sefializacién que

involucran proteinas quinasas y pequefias GTPasas (Ward et al., 2004).

Las regiones desordenadas son usualmente caracterizadas por la baja complejidad de secuencia,
una composicion bias de aminodacidos hacia residuos aromaticos e hidrofilicos con una alta
flexibilidad (Ward et al., 2004). Identificar estas regiones es vital para entender la funcionalidad
de estas en las proteinas. En plantas, el desorden se encuentra involucrado en el control del ciclo

celular, metabolismo, senalizacion hormonal y regulacion de la expresién génica, asi como el
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desarrollo y respuesta al estrés. Es importante describir que los proteomas de Zea mays y Glicine
max contienen un desorden significativamente alto en una proporcidn similar al 50% (Covarrubias

etal., 2017).

7.5.1 Modelo estructural de la proteina TGZ15 y su isoforma inactiva TGZi
Con las secuencias de las proteinas TGZ15 (Q6KF70) y TGZi (B8A2N4) se obtuvieron las posibles
conformaciones que adoptan sus estructuras secundarias dentro de una estructura
tridimensional. La proteina TGZ15 fue resuelta en un 75% (400 aa) de los residuos modelados
mediante enhebrado con el 90% de confiabilidad utilizando 2 secuencias templado (ver Figura
27), que solo permitieron una cobertura parcial de la proteina hasta la posicion 403. Por otro lado,
la proteina variante TGZi presentd el 68% (349 aa) de los residuos modelados con un grado de
confiabilidad del 90% con el soporte de 4 secuencias templado (ver Figura 27) que igualmente

permitieron solo una cobertura parcial de la proteina hasta la posicion 357.

A pesar que ambas proteinas comparten un alto grado de identidad hasta la posicién 249, Phyre2
ofrecié una diferencia notoria en la utilidad de los templados seleccionados, ya que el Unico
templado que es comun entre ambas proteinas es la perteneciente a c4cgkA. Tanto en TGZ15
como en TGZi el resto de los aminoacidos que se encuentran mayormente en la zona de los TRs y
el dominio catalitico adyacente al C-terminal no presentaron algun tipo de ajuste con las
secuencias templado seleccionadas, asi que fueron modelados por el método ab initio. Cabe
resaltar que estas zonas ubicadas en el C-terminal predicen un alto grado de desorden, por lo que
no pueden ser significativamente fiables al momento de construir el modelo, asi que el
modelamiento por ab initio debe ser tomado con precaucién. Siendo que la isoforma TGZi es
producto de splicing alternativo, la expresion del gen tiene mas probabilidades de codificar
regiones desordenadas, es decir, con multiples configuraciones estables. Estas regiones
desordenadas podrian experimentar una seleccién mas fuerte para funciones relacionadas con la
actividad de unidn, estableciendo vinculos entre el splicing alternativo y la evolucién de redes

regulatorias en la expresion del gen (Romero et al., 2006; Blencowe 2006; Jangi & Sharp 2014).
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La prediccidn de las estructuras secundarias en TGZ15 y TGZi encontraron un enriquecimiento
significativo de a-helices. En TGZ15 las a-helices lo componen el 44% junto con un minimo 2% de
B-laminares. La diferencia no es tan remarcada con la proteina TGZi, ya que posee estructuras de
a-helices en un 35% y un 2% de B-laminares. Ambas proteinas son contrastadas por la presencia

significativa de regiones flexibles que son atribuidas por las RIDs, en este caso de los TRs.

A. Cobertura y confiabilidad de las secuencias templado.
e TGZ15 o TGZi

B. Informacion de las secuencias templado.

ID libreria ID PDB Descripcion Organismo
plegamientos
cdcgkA 4CGK Estructura cristal de la proteina pcsb Streptococcus pneumoniae
ClclgA 1C1G Estructura cristal de la tropomiosina Sus scrofa
C6o7ua 607U Proteina membrana V-ATPasa STV-VO Saccharomyces cerevisiae
C6o7xa 607X Proteina membrana V-ATPasa STV-V1VO Saccharomyces cerevisiae
C3hnwB 3HNW Estructura cristal de una proteina coiled- Eubacterium eligens

coil de funcion desconocida

Figura 27. Cobertura, confiabilidad e informacidn de las secuencias templado utilizados en la
construccidn del modelo proteico de TGZ15 y TGZi. A. En rojo se muestra los ajustes de residuos
entre los templados y la proteina consulta, las regiones vacias sin cobertura por algun templado
fueron modelados por ab initio. B. En la tabla se describen las secuencias templado con la

informacién respecto a su descripcidn y organismo.

La proteina TGZ15 fue predicha con un 59% de desorden, en tanto, la TGZi obtuvo una prediccién
del 56% de regiones desordenadas. La presencia de RIDs significativas estan ampliamente
ubicadas a lo largo del C-terminal y que ademas son caracteristicos de los TRs. Los analisis

revelaron que la TGZ15 confirmd una alta confiabilidad de RIDs a lo largo de su estructura
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primaria, estas regiones repetitivas van de la posicion 275-410 (ver Figura 28). Al final del C-
terminal, la confiabilidad de RIDs disminuyd, pero encontrando a la par sitios de unién a proteina
gue se relacionan con una parte del nucleo catalitico de la proteina. En la proteina TGZi, el alto
grado de desorden se mantiene presente a lo largo del C-terminal (ver Figura 28), esto se debe a

la composicion de regiones ricas en residuos polares como Glin, Asp, Sery Thr.

= Estado de desorden Unidn a proteina

* TGZi e TGZ15

Score de confiabilidad
Score de confiabilidad

Posicion Posicion
Figura 28. Perfil de confiabilidad con el nivel de desorden intrinseco de las proteinas TGZi y

TGZ15.

En el resultado final de la predicciéon, Phyre2 resolvio un modelo en formato pdb que fue
visualizado y editado a través del software Chimera. En la Figura 29 se observa el modelo final de
la estructura terciaria para la proteina TGZ15 y TGZi. Se resaltaron las formas de las estructuras
secundarias presentes. A pesar de que Villalobos et al., (2004) propuso una triada catalitica
ubicada como: Cys439, His446 y Asp471, aun no ha sido posible confirmar la posicidn espacial de
estos, debido a la escasa similitud con otras TGs estudiadas. Sin embargo, con este estudio se
demostré la posible presencia de otros residuos posteriores a la Cys439 con similitud importante
a las demas TGs caracterizadas, ademas de una extensién del nucleo catalitico que contiene

caracteristicas importantes como una Cys mas en la posicidn 524,

No obstante, el nucleo catalitico de la TGZ15 se encuentra dentro de una zona medianamente
desordenada, por lo que esclarecer la ubicacion y comportamiento espacial de los residuos
cataliticos dentro de la estructura no es confiable, ya que la flexibilidad que se encuentra dentro
de esta regién puede tomar multiples configuraciones. A pesar de lo anterior, se observé que la

triada catalitica propuesta por Villalobos et al., (2004) se encuentran de manera mas cercana
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debido al plegamiento tomado por la proteina en esa region. Pero no hay que descartar los
posibles aminoacidos siguientes que forman un plegamiento adyacente a la Cys439, como la
His489, His498 y Asp522. Es importante resaltar la presencia de los Unicos dos Trp (posicion 516
y 534) presentes en la TGZ15 y ubicados precisamente en el C-terminal; y a pesar de que no
presentan la misma similitud con otras TG caracterizadas, es un residuo que participa en el estado
de transicidon por medio de su cadena lateral con un grupo -indol (lisma et al., 2003; Murthy et
al., 2002). La pérdida del nucleo catalitico en la isoforma TGZi y el alto grado de desorden
permanente a lo largo del C-terminal resulté en una conformacion espacial diferente a la TGZ15
y altamente flexible, careciendo de una estructura estable y que se pliega de manera azarosa
(Cuevas-Velazquez & Covarrubias-Robles 2011). Los TRs en las proteinas contienen desde su
naturaleza nativa un comportamiento intrinsecamente desestructurado o desordenado (Tompa
2003). La abundancia de TRs desordenados esta correlacionado con el nivel de la perfeccién de la
repeticién, Kajava et al., (2012) describe que estos eventos respaldan la hipdtesis de que, en
general, la perfeccion de la repeticidon es un signo de eventos evolutivos recientes. Ademas de
que las repeticiones recientemente emergidas se reparen durante la evolucidén y permitan una

respuesta rapida a cambios ambientales (Tompa 2003).

A. TGZ15

H446

C439

H527 D517
D522

D5

13

B. TGZi

C524 4

W534 4

Hs25 W516 /

H493  H504 /
HA494 P

H489

D471 4

H495  H498 Vil
H499 ,'

Nucleo catalitico

Figura 29. Modelo de la estructura tridimensional de las proteinas TGZ15 y TGZi. La visualizacion
tipo cartoon muestra en rojo las a-helices (el péptido transito en verde), las B-laminares en azul
y en gris las regiones coils. A. La regidn punteada muestra los residuos que han sido propuestos
como parte del nucleo catalitico de la TGZ15, ubicados en una zona de gran flexibilidad. B. La
proteina TGZi se presenta un comportamiento mayormente flexible o azarosa visualizada como

random coils en gris.
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TGZ15 es una proteina con 534 aminodacidos, su estructura tridimensional fue obtenida mediante
métodos de reconocimiento de plegamiento (75% modelado) y ab initio (25% modelado). Para
comprobar la calidad del modelo proteico predicho, el modelo en formato pdb fue sometido en
el servidor Verify3D y PROCHECK. La calidad del modelo obtenido para la proteina TGZ15 resulté
con un nivel de aceptacion pobre y que es esperado debido a que gran parte de su secuencia fue
modelado por ab initio. El perfil de score promedio 3D-1D de Verify3D (Ver Figura 30A) mostré
que solo el 23.22% se ubican por encima del 0.2, lo que resulta en un modelo deficiente. Por otra
parte, el grafico de Ramachandran (Ver Figura 30A) demostré que la mayor parte de los residuos
(representados por un punto negro) que componen a la proteina TGZ15 se encuentran dentro de
zonas de color rojo que representan el 82% de aminoacidos posicionados en las regiones mas
favorables. Ademas, se encontrd el 12.8% de residuos en regiones permitidas adicionales (zonas
en color amarillo), un 3.1% de residuos en regiones generosamente permitidas (zonas de color
beige) y el 2.1% de residuos en regiones no permitidas (zonas en color blanco). La estereoquimica
de los dangulos de torsién propios de los residuos en las regiones permitidas es cercana a un buen
modelo de calidad que es esperado a ser por encima del 90% (Ramachandran et al., 1963; Morris

etal, 1992).

En el caso del modelo 3D de la proteina TGZi, con una composicién de 513 aminoacidos, se logré
predecir mediante reconocimiento de plegamiento (68% modelado) y ab initio (32% modelado).
Por lo cual el grafico de Ramachandran (ver Figura 30B) ubicd al 75.1% de residuos en regiones
mas favorables (zonas en color rojo). Ademas, de un 17.8% de residuos en regiones adicionales
permitidas (zonas en color amarillo), el 6.2% de residuos en regiones generosamente permitidas
(zonas en color beige) y el 0.9% de residuos en regiones no permitidas (zonas en color blanco).
Los resultados de Verify3D sefalaron una proporcién minima del 20% por encima del 0.2 cuando

fue comparado con otros modelos proteicos de calidad.
Los analisis que muestran la calidad de los modelos proteicos, sugieren que ninguno es confiable

ya que no mostraron resultados optimos. Por otra parte, ofrecieron un panorama sobre el

comportamiento de las regiones flexibles con respecto a la alta frecuencia de RIDs dentro de las
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proteinas; también dejaron notar la diferencia conformacional que toma una proteina con

respecto a la otra.

A. Analisis del modelo 3D de la proteina TGZ15. Gréficos de Ramachandran

Perfiles Verify3D

Score promedio 3D-1D

Numero de residuos

B. Andlisis del modelo 3D de la proteina TGZi.

Score promedio 3D-1D

Numero de residuos

Figura 30. Perfil Verify3D y grafico de Ramachandran para el andlisis de la confiabilidad de los

modelos proteicos TGZ15 y TGZi.

7.5.2 Modelo estructural de la proteina TGZc
La prediccién de la estructura terciaria de la proteina TGZc (AOA1D6EW30) obtuvo un mejor
resultado de confiabilidad al ser sometida en el modo normal del programa PHYRE2. La prediccién
estructural solo fue cubiertamente parcialmente, donde se logré determinar un plegamiento
similar a las proteasas cisteina. Con una longitud de 725 aminoacidos solo se logré predecir 308

residuos que representan el 42% de la cobertura total y con una confiabilidad del 100% (ver Figura

31).
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Phyre2 utilizé solo un templado con ID de registro: d1x3zal, que pertenece a un complejo
proteico N-glicanasa-Rad23 de Saccharomyces cerevisiae. Por lo tanto, pertenecen a la
superfamilia de proteasas cisteina por el tipo de plegamiento tomado con el nucleo catalitico
tipico de las TGs. Con esto se relaciona su identidad como proteina péptido N-glicanasa y su
entorno catalitico TG. El dominio TGc esta representado por una a-helice y una B-laminar que
comprende el motivo 1 de la Cys265, dos B-laminares que acompafian al motivo 2 y 3 donde
residen la His292 y Asp309. El modelo no fue sometido a validacion ya que la proteina no fue

predicha completamente.

La proteina TGZc homologa a las proteinas con anotacién funcional tipo PNG fue predicha con un
grado de desorden (27%) minimo y un entorno catalitico mdas ordenado, comparado a las
proteinas TGZ15 y TGZi (ver Figura 32) que presentaron una estructura desordenada. Este modelo
parcial de la proteina TGZc contiene estructuralmente un 33% en a-helices y un 24% de B-

laminares.

d H292

- 265
s w294 ”

e D309 w268

Nucleo Catalitico

Figura 31. Modelo parcial de la proteina TGZc. La visualizacién tipo cartoon muestra en rojo las a-
helices, las B-laminares en azul y en gris las regiones coils. La regién punteada muestra los residuos
gue forman parte del nucleo catalitico de la TG. Esta proteina adopta un plegamiento propio de

la superfamilia proteasas cisteina.
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e TGZc

— Estado de desorden
Unién a proteina

Score de confiabilidad

Posicién aminoacidos

Figura 32. Perfil de confiabilidad con el nivel de desorden intrinseco de la proteina TGZc.

7.5.3 Modelo estructural de la proteina TGZc2
La estructura terciaria de la proteina TGZc2 (COPED4) fue predicha con el modo normal del
servidor Phyre2. Sin embargo, solo se obtuvo una cobertura parcial del 15% (65 residuos) de una
longitud de 420 aminodacidos, la confiabilidad modelada fue del 96.3% debido a la alta puntuacién
del templado que pertenece a una estructura cristal del complejo APC3-APC16 de Homo sapiens
y clasificada como proteina de unidn (ID: c4rg6B; ver Figura 33). El alineamiento estructural con
el templado va de la posicién 307-378. No obstante, la prediccidn de la estructura secundaria
reflejo una composicién del 58% de a-hélices y una nula composicion de B-laminares; se encontré
un mediano grado de desorden del 41% (ver Figura 34), las posiciones de los residuos con un alto

grado de confiabilidad que fomentan el desorden se encuentran en el N-terminal.

Figura 33. Modelo parcial de la proteina TGZc2. La visualizacién tipo cartoon muestra en rojo
las a-helices y en gris las regiones coils. A pesar de la falta de una cobertura amplia en la
prediccidn de una estructura completa, se identificé un fragmento proteico que pertenece a

un templado de una proteina de union, con un ID de la libreria de plegamiento c4rg6B.
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e TGZc2

= Estado de desorden

Unién a proteina

Score de confiabilidad

Posicién aminoacidos

Figura 34. Perfil de confiabilidad con el nivel de desorden intrinseco de la proteina TGZc2.

7.6  Analisis de enriquecimiento con anotaciones GO de las proteinas de interés

Para comprender de manera mas detallada la relacién funcional existente entre las proteinas
putativas TGs y la proteina TGZ15 de maiz, se realizé un andlisis de enriquecimiento con la
plataforma en linea Ffpred3 donde cada ontologia atribuida a la proteina era calificada por un
score de acuerdo a la categoria perteneciente. La interaccidn de ontologias de las diferentes
proteinas TG de maiz son estadisticamente enriquecidos tomando en cuenta solo relaciones

Unicas dentro de las categorias de procesos bioldgicos y funcién molecular.

7.6.1 Procesos biolégicos atribuidos por ontologias en las proteinas TGs de maiz
El analisis de enriquecimiento de procesos bioldgicos (ver Figura 35) mostré que tanto la proteina
TGZ15 ya caracterizada como las proteinas no caracterizadas TGZc, TGZc2 y la isoforma inactiva
TGZi son proteinas que se encargan de procesos metabdlicos (G0:0019222, GO:0051171). Uno de
los principales procesos metabdlicos que realizan las TGs en plantas, animales y microorganismos
es que actuan como reguladoras de modificaciones en proteinas para protecciones fisiolégicas

contra diversos ambientes de estrés (Zhong et al., 2019; Rao & Mehta 2004).

Anotaciones inferidas a partir de procesos biosintéticos (G0O:0009059 y GO:0034645) en TGs es
respaldado por evidencias que demuestran su participacion en el procesamiento de la biosintesis
de las PAs, asi como la proteccién de proteinas en el cloroplasto (GO:0008104). La inactividad tipo

TG por parte de la isoforma TGZi no resalta en estos procesos ya que posee una nula actividad
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catalitica. El conjunto de propiedades biosintéticas y de proteccion aumentan la supervivencia de

plantas bajo estrés.

La existencia significativa con procesos referentes a la expresién génica (GO:0010468) y procesos
transcripcionales (G0:0006355, G0:1903506, GO:0006351) de TGs en plantas han sido
encontrado en estudios realizados por Villalobos et al., (2004), Campos et al., (2013) y Della Mea
et al., (2004b). Actualmente, Zhong et al., (2019) demostrd que el nivel de transcripto de la TG es
gradualmente inducido por luz. Por lo que se obtiene informacion acerca de que la luz juega un

rol vital para la regulacidn de la expresion de la TG en plantas.

Las PAs son moléculas catidnicas que sirven como substratos de las TGs vegetales y como
reguladoras del crecimiento, también se ha mencionado un rol protector del aparato fotosintético
a través de la regulacién de proteinas fotosintéticas. El concepto general en plantas es que la
acumulacién de PAs esta relacionada con el estrés salino prolongado (Maiale et al., 2004), debido
a que su concentracion se eleva durante condiciones de estrés por sales. La sintesis y oxidacion
de PAs toma lugar en los cloroplastos por lo que la adicidn de PAs ayuda a inhibir la destruccion
de los tilacoides, asi como también previene la pérdida de pigmentos durante el estrés salino
(Dondini et al., 2003). Sin embargo, experimentos realizados en pepino y tomate demostraron
qgue el contenido de PAs disminuia bajo condiciones de estrés, resultando en un dafio en los

organos fotosintéticos (Duan et al., 2008; Sang et al., 2017).

El hecho es que tanto PAs como TGs son vinculadas dentro de los cloroplastos, donde estas
enzimas son un elemento crucial de los tilacoides (Serafini-Fracassini & Del Duca 2008). Al
respecto, Zhong et al, (2019) revelé que las TGs en plantas juegan roles positivos en la
acumulacién de PAs y que ademas inducen la transcripcién de genes relacionados al proceso
fotosintético en cloroplastos, con lo que se establece un rol crucial en la regulacién de la
estabilidad de érganos fotosintéticos (Zhong et al., 2019). Estos roles ya habian sido sugeridos
anteriormente por Villalobos et al., (2004) y Della Mea et al., (2004b). Asi que la TG en plantas
participa en la mejora de ambientes de estrés mediante la modulacién de proteinas

fotosintéticas.
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TGZI TGZ15 TGZc2 TGZc

Figura 35. Grafico tipo mapa de calor representando las anotaciones de procesos bioldgicos
relacionados a proteinas anotadas funcionalmente como TGs de maiz. Los valores de expresion
son comparados entre las distintas proteinas, donde cada valor de score se encuentra
representado mediante una tonalidad, las celdas con un color rojo claro representan valores de
score significantes y el tono color verde claro representa a valores de score no significantes. Sin
embargo la transicion de tonalidades en una misma fila denota la existencia de valores semejantes
entre las proteinas. Las barras de colores representan los clusters formados de acuerdo a scores

similares dentro de una anotacion GO.

Otro factor probable a la tolerancia o resistencia a ambientes de estrés, asi como la estabilidad
proteica y afinidad por substratos, tiene que ver con la composicidn de las regiones repetitivas
(TRs) encontrados en la TGZ15. Existe la hipotesis que muchos de los TRs encontrados en una
diversidad de proteinas vegetales, son enriquecidos con anotaciones en procesos metabdlicos,
respuestas a estimulos de estrés bidtico y abidtico, sefiales de transduccidon, modificacidn
macromolecular y procesos biosintéticos celulares. Los TRs juegan un rol en los andamios
estructurales, promoviendo la formacidn de complejos moleculares, asi como interacciones. Han
demostrado que la alta conservacién de TRs son enriquecidas con anotaciones funcionales de
unién, donde un cambio en la forma que posean los TRs puede llegar a ser perjudicial y

determinante en los efectos funcionales utilizados selectivamente en contra a lo largo de la
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evolucion. Los TRs altamente mutables pueden proporcionar una fuente de variacidén para una

rapida adaptacién (Schaper & Anisimova 2015).

7.6.2 Funciones moleculares atribuidos por ontologias en las proteinas TGs de maiz
Las funciones moleculares (ver Figura 36) que fueron inferidos en estas proteinas, demostraron
el enriquecimiento de la actividad catalitica (GO:0003824) con mayor significancia en las
proteinas TGZc y TGZc2. La inferencia de este enriquecimiento es de acuerdo a la similitud con
nucleos cataliticos previamente estudiados, por lo que hasta el momento no existia analisis
bioinformatico que vinculara un nucleo catalitico TG similar a las TGs animales en TGZ15, sin
embargo, FFpred3 demostrd una pequefia significancia con la proteina caracterizada de Villalobos
et al, (2004). Considerando que la naturaleza enzimatica de estas proteinas es del tipo
transferasa, la anotacion para este tipo de actividad transferasa (GO:0016740), solo fue inferida

significativamente en las proteinas TGZc y TGZc2.

Las propiedades de una estructura estable y ordenada son frecuentes en proteinas involucradas
en actividades de catdlisis, unién de pequefios ligandos, asi como proteinas de la membrana
(Covarrubias et al., 2017; Radivojac et al., 2013). El desorden estructural propiciado por RIDs
dentro del nucleo catalitico de la TGZ15 y de la enzima inactiva TGZi (ver Figura 28) es
significativamente alto comparado a un nicho hidrofébico y altamente ordenado como el que
muestra la TG2h (ver Figura 3). Interesantemente, existe una dicotomia con la descripcidn de
algunas proteinas enzimaticas que contienes RIDs en formas estructurales de loops o tails. Estos
sitios desestructurados y flexibles participan en la modificacidn conformacional de la proteina
mas alld de la unidén a substratos, exponiendo los residuos cataliticos que contribuyen a la
actividad enzimatica (McElheny et al., 2005; Schulenburg & Hilvert 2013). Las RIDs dentro de
TGZ15 le han conferido ciertos roles y anotaciones Unicas respecto a las otras, donde ciertos sitios
actian como modulador de modificaciones post-traduccionales, como la fosforilacion de
proteinas (GO:0006468), es sugerido que estos sitios, generalmente actlan como switches de la

activacién o inactivacion y/o incluso como moduladores de su actividad (Covarrubias et al., 2017).
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La especificidad de substratos con sitios de unidn a tubulina (G0:0015632) y actina (G0:0003779)
se encuentra ampliamente reportado en plantas superiores, muchos de estos sitios de unién son
inferidos por la similitud ya reportada en datos previos obtenidos a partir de estudios en células
animales (descrito ampliamente en: Serafini-Fracassini et al., 2009) y que guardan una gran
relacion con sitios de unidn caracteristicos en TGZ15, TGZc2 y la isoforma inactiva TGZi. Tanto
actina como tubulina son proteinas propias del citoesqueleto, el cual también guarda un sitio de

unién (GO:0008092) presente en las 4 TGs de maiz.

TGZ15 TGZi TGZc TGZc2
Figura 36. Grafico tipo mapa de calor representando las anotaciones de funciones moleculares

relacionados a proteinas anotadas funcionalmente como TGs de maiz. Los valores de expresion
son comparados entre las distintas proteinas, donde cada valor de score se encuentra
representado mediante una tonalidad, las celdas con un color rojo claro representan valores de
score significantes y el tono color verde claro representa a valores de score no significantes. Sin
embargo la transicion de tonalidades en una misma fila denota la existencia de valores
semejantes entre las proteinas. Las barras de colores representan los clusters formados de

acuerdo a scores similares dentro de una anotaciéon GO.

Todos estos sitios de union ligados a la especificidad, control y regulacién con proteinas substrato
en el citoesqueleto tienen un respaldo bibliografico que describe el rapido crecimiento del tubo

del polen a partir de una reorganizaciéon dramatica del citoesqueleto, que es probablemente
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causada por la actividad TG en el polen y que ha sido sugerida a participar en la regulacion de
actina y tubulina. Asi que cualquier arreglo en el motor citoesquelético genera cambios criticos

en la motilidad del organelo y el crecimiento del tubo del polen (Del Duca et al., 2014).

También se encontrd una anotacidn de sitios de unién de microtubulos (GO:0008017) con gran
relevancia en la proteina TGZ15. Interesantemente la actividad reticulante de la TG2 involucrada
en la organizacion del citoesqueleto se encuentra mediado por proteinas substrato como tau
microtubulos, b-tubulin, actina, miosina, espectrina, timosin b, troponin T y vimentin. Por lo que
se ha demostrado que la TG2 estd involucrada en la estabilizacion de los microtubulos mediante

la poliaminacién de tubulinas (Piacentini et al., 2014).

Descripciones de actividad quinasa (GO:0016301) encontrada en TG2 es también hallada
significativamente en TGZ15, asi como también sitios de unién a quinasa (G0:0019900), que,
como se revisé anteriormente, son sitios ubicados en las RIDS (Ward et al., 2004). Los sitios de
unién a acidos nucleicos, nucleésidos, ADN y ARN (G0O:0003676, GO:0000166, GO:0017076,
G0:0001882, GO:0035639, GO:0003677, GO:0032549, GO:0003723, GO:0008270) son hallados
con un alto grado de score en TGZ15 y que ademas son funciones analogas en otras TGs de

animales (Liu et al., 2002; Zanetti et al., 2004; Gundemir et al., 2012).

Aunque no se tiene confirmada la actividad que puede desempenar la TGZi dentro de estos
procesos, la posible participaciéon por parte de procesos transcripcionales encontrados por
regiones ricas en glutamina y alanina (o también llamados polyQ y polyA) como lo describe
Kottenhagen et al., (2012), seria una posible sugerencia de actividad TGZi, enriquecido por este

tipo de anotaciones en la participacion de unién a factores de transcripcion (GO:0008134).
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7.7  Analisis molecular
7.7.1 ADN extraido de hojas de maiz (Zea mays) y caina de azucar (Saccharum sp. hibrido
Mex 69-290)
La extraccidon de ADN a partir de tejido foliar de caia azucar (Saccharum sp. hibrido Mex 69-290)
y maiz (Zea mays), fue posible de acuerdo al protocolo de Bermudez-Guzman et al., (2016). En
maiz se obtuvo una concentracién de 1389 ng/uL con una pureza (relacién 260/280) de 2.00 a
2.09 (ver Figura 37A) y en cafia de azlcar se obtuvo una concentracién de 1262 ng/uL con una

pureza (relacidon 260/280) de 1.80 a 2.07 (ver Figura 37B). Cada muestra fue diluida a 100 ng.

A. Maiz B. Cana de azlcar

Figura 37. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de ADN a partir de

tejido foliar de maiz y caia de azucar diluidas a 100 ng.

7.7.2 Amplificacion del gen tgz15 de maiz (Zea mays) como control positivo
Para demostrar la eficiencia de amplificacidon de los oligonucleétidos disefiados, se utilizd un
control positivo y la verificacion de la calidad del ADN de maiz. Previamente a la preparacién de
la PCR, se utilizaron muestras de ADN a 100 ng, 50 ng y 20 ng. Cada una de estas muestras diluidas
fueron utilizadas en la PCR junto con los oligos TG3F y TG3R. Con la verificacién del gel de agarosa
por electroforesis se obtuvo una banda de aproximadamente 1600 pb (ver Figura 38A),
considerando un margen de error por la apreciacion. Con estos resultados se demostré la
eficiencia del proceso de PCR con un ADN molde diluido a 20 ng. El producto amplificado de
aproximadamente 1600 pb fue purificado por el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System obteniendo una concentracion de 72.06 ng/ulL con una pureza (relacion 260/280) de 1.94

(ver Figura 38B) y un rendimiento de 3.60 pg.

82



2,000 pb
2,000 pb 1,500 pb
1,500 pb
500 pb c00 o
p

Figura 38. Amplificacién y purificacién del gen tgz15 en maiz por PCR. A. Amplificacién del gen
tgz15 de maiz. En el carril 1) se muestra el marcador de peso molecular de 1 Kb, carril 2) PCR con
un ADN molde a una concentraciéon de 100 ng, carril 3) PCR con un ADN molde a una
concentracion de 50 ng, carril 4) PCR con un ADN molde a una concentracion de 20 ng y carril 5)
control negativo (sin ADN molde). B. Purificacidon del producto amplificado. En el carril 1) se
muestra el marcador de peso molecular de 1kb, el carril 2) la purificacién del producto amplificado
mediante la escision del fragmento del gel y el carril 3) purificacién del producto amplificado

directamente de PCR.

7.7.3 Aislamiento del gen tg de cafia de azlcar (Saccharum sp. hibrido Mex 69-290)
mediante PCR
El aislamiento del gen tg en cafa de azlUcar mediante la técnica de PCR de tiempo final con los
oligonucleétidos TG3F y TG3R amplificd una banda de aproximadamente 1800 pb. (ver Figura
39A). Este gen tg en caia de azucar es altamente similar al gen tgz15 de maiz y que hasta el
momento no ha sido aislado.

A. B.

2,000 pb
1,500

500 pb
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Figura 39. Amplificacién y purificacidon del gen tg en cafia de azucar por PCR. En A. Se muestran
3 carriles, el carril 1) control negativo sin ADN molde, carril 2) marcador de peso molecular de 1
kb y carril 3) producto amplificado con el oligonucleétido TG3F y TG3R tiene un tamafio
aproximado de 1800pb. B. El producto amplificado es purificado mediante la escisién de la banda

del gel de agarosa al 1%.

7.7.4 Clonacion del gen tg de cana de azucar (Saccharum sp. hibrido Mex 69-290)
A partir del ADN extraido de hojas de cafia de azucar se amplificé el gen tg con los oligos
especificos del gen tgz15 de maiz utilizados como templado. Los productos de amplificacidon
fueron clonados en el vector pGEM-T Easy. Se realizé la transformacion de células competentes
de E. coli DH5a junto con una mezcla de ligacion. Las colonias transformadas fueron aisladas y

seleccionadas al azar para crecer y extraer ADN plasmidico.

Por medio de lisis alcalina se realizaron minipreparaciones para extraer y purificar el ADN
plasmidico que contenia el gen amplificado. Se obtuvieron diversas concentraciones de plasmido
purificado a partir de las colonias seleccionadas. Para verificar el estado de los plasmidos se
realizaron digestiones con la enzima de restriccidn EcoRl y se verificé el tamafio del inserto de
aproximadamente 1600 pb (ver Figura 40). Con la verificacién de la digestion en el gel de agarosa
al 1% (ver Figura 40), se seleccionaron 2 minipreps, donde se seleccioné el purificado plasmidico
del carril 2 con una concentracién de 1804.96 ng/uL y pureza (relacién 260/280) 1.80 y del carril
6 con una concentracion 2223.83 ng/uL y pureza (relacién 260/280) 1.93.

3,000 pb
2.000 ob
1,500 pb

500 pb
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Figura 40. Verificacion de la ligacion del fragmento del gen tg de cafia de azucar por la enzima de
restriccion EcoRl. La digestion con enzimas EcoRl en el plasmido pGem-T Easy del gen tg en cafia
de azucar se llevé a cabo a partir de la seleccién al azar de 5 colonias aisladas. En el carril 1) se
muestra el marcador de peso molecular 1kb, en los demas carriles 2,3,4,5 y 6) el vector presenta

un tamafio de 3 kb y el inserto de aproximadamente 1800 pb.

7.7.5 Analisis del fragmento del gen tg de cafia de aztcar (Saccharum sp. hibrido Mex 69-
290) obtenido por secuenciacion

Por secuenciacién del método Sanger se obtuvo una secuencia parcial de un gen codificante tg

en cafia de azucar (ver Figura 41), obtenido con el fragmento de PCR amplificado y clonado en el

vector pGem-T Easy, este producto génico posee una longitud de 103 pb. Rio arriba de la

secuencia codificante se encontrd un intrén de 905 pb., sumando una longitud total de 1008 pb

(ver Anexo 11.18, recientemente ingresada a la NCBI con el cédigo de acceso: BANKit2210131

transglutaminase MK748471).

Mediante una busqueda de similitud en las bases de datos de la NCBI por BLASTn, la secuencia
codificante amplificada presenté un alto grado de identidad (94-95%) con fragmentos de
secuencias génicas en tgs de maiz, entre las que destacan tgz15 (AJ421525.1), tgz21 (AJ488103.1)
y la variante inactiva tgzi (NM_001111688.2). El intrén no resultd con similitud alguna respecto a
otra secuencia gendmica existente en las bases de datos de la NCBI. No obstante, con la actual
secuenciacion del genoma de Saccharum officinarum (Garsmeur et al., 2018) se accedié a la base
de datos: http://sugarcane-genome.cirad.fr, donde se obtuvo una similitud considerable con la
secuencia “Sh_205016_g000010 Transglutaminase” (ver Anexo 11.18) que es similar desde la
posicion 13-1001, registrando un umbral esperado de 0.0 y una identidad del 97%, demostrando

asi la identidad parcial del gen codificante tg en esta especie.

La secuencia parcial codificante en cafia de azlcar se compard con secuencias provenientes de
ARNm como tgz15 (Villalobos et al., 2004) y tgzi de la variedad B73, asi como con secuencias
provenientes de ADNg de la variedad Novartis de maiz (ver Figura 42). Se encontraron diferentes

substituciones nucleotidicas que ocurren en la primera y tercera posicién del coddn, las cuales
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terminaban en mutaciones sinénimas, caracteristicas propias de la redundancia del cdédigo
genético que lo hace degenerado. En diferentes organismos eucariotas existen codones
sindnimos que son preferidos sobre otros codones sindnimos, lo que ocasiona una frecuencia de

aparicién respecto a codones sindnimos dentro de un genoma. Este fendmeno es conocido como

1 CAGGAGGTTATAAGTTCTAGAGGCTTGGGGEGATGAACCATCGAAAAAAAATTCCATTAGTCCACCAATTGGAAATTAAAAAGTCAACGAGTGCTGAC 98
B8 CTTTCTAATTTTATAATGCAAATACAGTATTACGGGTTTACATACACATTGTTTTTCGAAAAAGTCAAGTTGGATATCCAGTTTGACATTTTTTTTAG 196
197 AAGAGTGGATATAGGAACAAACTGAGTCTATTGTTCATCATTCCACATTCTGTGTTATCCGGGCTTAGTACAATGTGTAGTAACCACTGCCATTGTATT 284
285 GACTGGTTCTCATTATAGTTCACTGTTTTGACACAGCATAAATACATAGCTATGTTTTCCTCTGGAAATGAATAATTGTGTTGTTTACAGTCTAGAAA 392
393 GGTAGGCATAAGTTACGCATCAATCCTTTGAAATTGTCCATGATTTTATTGCACTTTAACCCATACTAATATATCATTAGCAATATTGTATCAAAAGT 440
481 GATTGGCCTAAACTAAGCTTCAACTTATCTAGCAAATTTGCTACGCCTGATTTCTGTGGTGCAGCTTAACTGGAAGCTTTTGGTAGCTGACATGTGAA 568
588 TGATAGGTTTTCTTTTTCAAACTTACCTGAGGAGATGTTGCCTAAGCTTTGCCAATTTTTATATCACAAGCATTTTATTTTGTGCTTCAATATCATAG 686
687 CTGGAAGCATATAGGACAATAGCAAACTGCTCTGTAGCTCAAGGCCTCTATTTTATAGAGAGAAAACCTTTGCATATGCAATTTACGAGAAATTGAAA 784
785 TGATTAATTTTCTGCGCATGCGTGCATGATTTTTCCTGAGATATACATGTTCATATTTTATTCCTTAATTGCATAATGCCATACTCTAATATTTTATT 882

883 TCCATCCTTTTTTCTCAATGAATAGCAGCTGCGGCTCAAGCAGCGACACATGCAGCTGGTGCACAGGTGACAGCT TCACAGCCTGGGACAGCTCAAGE 880

981TACAGCGGTTTCAGCAGCAGCAGCCACJAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGWUH

1078 TCGTATACAATGACTTGGG 1097

Intrén Exdn Fragmento del vector

Figura 41. Esquema de la secuencia obtenida del producto de PCR clonado del gen tg en caiia de

azucar.

La razén de porqué ocurre con gran frecuencia el uso de codones sinébnimos también se encuentra
en funcion del contenido de G+C dentro del genoma. En estudios hechos a partir de especies
monocotileddneas y dicotileddneas se descubrid que el sesgo en el uso del coddn se correlaciond
con el contenido de G+C en la tercera posicidon del codon. Los contenidos de G+C fueron mas altos
en especies de monocotiledéneas que en dicotiledéneas en todas las posiciones de codones. Los
altos contenidos de G+C de las especies de monocotileddneas pueden ser el resultado de sesgos
mutacionales relativamente fuertes que ocurrieron en el linaje de las especies Poaceae (Mitra et

al., 2016; Kawabe & Miyashita 2003).
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tg_Zea_mays_Novartis_2|ADNg AGCAGCCGTGGCTARAGCAACAGGGCATGCAGCTGGTGCACAGGTGACAGCTTCACAGCT 60

tg_saccharum_officinarum|ADNg AGCAGCTGCGGCTCAAGCAGCGACACATGCAGCTGGTGCACAGGTGACAGCTTCACAGCE 60
tg_Zea_mays_Novartis_1|ADNg AGCAGCTGCGECTCAAGCAGCAGCACATGCAGCTGGTGCACAGGTGACAGCTTCGCAGCE 60
tgz15_%ea_mays | ARNm AGCAGCTGCGGCTCARGCAGCAGCACATGCAGCTGGTGCACAGGTGACAGCTTCGCAGCE 60
tgzi_zea_mays | ARNm AGCAGCTGCGGCTCARGCAGCAGCACATGCAGCTGGTGCACAGGTGACAGCTTCGCAGCE 60
hkhkhh K Fhhk Hhkhhkh % (2 A2 A SRS LA R RS LRSS LS NS R BNEES]
tg_Zea_mays_Novartis_2|ADNg TGGGACAGCTCARGCTACGCGGTTCCGGGAGCCAGGGCTGGGGCGTACCAACA-GGGAGE 119
tg_Saccharum officinarum|ADNg TGGGACAGCTCARGCTACAGCGGTTTCAGCAGCAGCAGCCACA - ——mmm e e e 103
tg_Zea_mays_Novartis_1|ADNg TG-GACAGCTCARGCTACCACGGTTTCAGCAGCAGCAGCCACAGACTCATATGCAGGTGE 119
tgz15_%ea_mays | ARNm TG-GACAGCTCARGCTACCACGGTTTCAGCAGCAGCAGCCACAGACTCATATGCAGGTGE 119
tgzi_zea_mays | ARNm TGGGACAGCTCARGCTACCACGGTTTCAGCAGCAGCAGCCACAGACTCATATGCAGGTGE 120
hk khkhkhkkhkkhkhkhkkkhkdkk * ok * ok k
Transicion de Transversion Transicion de Cambio en el
Primidinas TC TC<-->GA Purinas AG marco de lectura

Figura 42. Andlisis comparativo de secuencias tg codificantes de Zea mays y Saccharum sp. hibrido
Mex 69-290 provenientes de ADNg y ARNm. Se compararon secuencias codificantes provenientes
de ARNm de tgz15 (AJ421525.2) y tgzi (NM_001111688.2) de Zea mays de la variedad B73.
Ademads, se incluyeron secuencias codificantes tg provenientes de ADNg de dos bandas
amplificadas de Zea mays de la variedad Novartis (Novartis_1 y Novartis_2) estudiadas en la tesis

de Villalobos (2001) y la secuencia parcial tg de Saccharum sp. hibrido Mex 69-290.

A partir de lo descrito, se confirma la presencia del evento mutacional en la secuencia parcial tg
de Saccharum sp. hibrido Mex 69-290 existente en otras secuencias codificantes homodlogas a
TGZ15, donde la insercion de una guanina fuera del marco de lectura en el codén G-GA 2 GGG
resulta en una mutacién sinénima que codifica para Glicina (G), lo que ocasiona un cambio de
marco de lectura rio abajo de la mutacién. Este comportamiento mutacional es una caracteristica
gue ocurre cuando la regidn de codificacion de un gen se altera mediante la adicidn o eliminacién
de una cantidad de pares de bases que no es un multiplo de tres. La ocurrencia de una eliminacion
frente a un tipo de insercién de desplazamiento de marco depende de la naturaleza de la

estructura intermedia transitoria formada durante la sintesis de ADN (Ripley 1990).
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8. CONCLUSIONES
A partir de una busqueda exhaustiva de la distribucion y organizacién de elementos bioldgicos
anotados funcionalmente en las bases de datos (primarias y secundarias) como transglutaminase,
se obtuvo una tendencia cuantitativa (de acuerdo al nimero de secuencias depositadas) y
cualitativa (de acuerdo a la confiabilidad que ofrecia cada secuencia) que provee informacion
acerca de la calidad de los datos registrados entre diferentes bases de datos. La redundancia de
informacién para este analisis puede ser una guia para entender la variabilidad se secuencias

bioldgicas tipo TG encontradas en diversos organismos.

Los analisis comparativos de secuencias demostraron que la isoforma TGZi de maiz pertenece a
un grupo de proteinas homodlogas no enzimas, anotadas funcionalmente como TGs, que divergen
por un proceso de duplicacion génica que las hace mas tolerantes a las mutaciones vy
conservativas en el proteoma de las gramineas. Las proteinas TGZ15 de maiz y TGO de arroz son
enzimas codificados por genes de copia Unica y que actian como los precursores cataliticos

ancestrales homologos.

La inferencia de la anotacién funcional TG en las proteinas TGZc y TGZc2 solo esta relacionada por
la similitud que guardan con dominios estructurales tipo TG (PF01841 y PF13369) que conservan
la triada catalitica. La proteina TGZc debe ser considera una PNGasa por su cercana relacién
evolutiva con homdlogos en animales y plantas, su prediccion estructural encaja perfectamente
con un complejo proteico N-glicanasa-Rad23 de Saccharomyces cerevisiae (ID: d1x3zal). En el
caso de la proteina TGZc2, no debe ser inferida como TG ya que su relaciéon con el dominio
funcional “Transglut_core2” esta limitado por una identificacion parcial del dominio sin

homologia con otras proteinas caracterizadas que den certeza a su funcionalidad.

Se postula que el desorden estructural provisto por RIDs en las proteinas TGZ15 y TGZi tienen un
impacto en la estabilidad proteica y afinidad de substratos, esto es apoyado por las anotaciones
enriquecidos en funciones moleculares y procesos bioldgicos que describen actividades de union,
interaccidon en procesos metabdlicos, sefiales de transduccion, modificacion macromolecular,

procesos biosintéticos celulares, asi como procesos de adaptacidon como respuesta al estrés.
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La enzima TGZ15 contiene un nucleo catalitico obtenido de un origen evolutivo diferente que
conserva sus propiedades fisicoquimicas, la obtencién de una estructura andloga que diverge del

resto de TGs caracterizadas solo es producto de una evolucidn convergente.

El gen tgz15 de maiz presentd un gen homdlogo en cafia de azucar (Saccharum sp. hibrido Mex
69-290) que contiene el desplazamiento del coddn por insercién puntual de una guanina que
ocasiona el cambio de marco de lectura rio abajo y posteriormente la pérdida de los residuos
involucrados en la triada catalitica. Este hallazgo ofrece una evidencia mds que la robustez
mutacional en el genoma de las gramineas permite incrementar la tolerancia de genes duplicados

a las mutaciones.
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9. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES
Con base a los resultados y discusiones realizados en este trabajo de investigacién, y con el

propdsito de mejorar la calidad de los mismos, se sugiere lo siguiente:

e Discriminar las anotaciones funcionales de las proteinas con base en un analisis exhaustivo
antes de confiar en el registro de su funcidn bioldgica depositado en las bases de datos.

e Caracterizar y clonar la longitud completa del gen tanto del tgz15 como su homélogo en
cafa de azucar y estudiar los mecanismos de su regulacién génica, con el objetivo de
identificar elementos reguladores en su secuencia y factores de transcripcion
responsables de la expresidn de ambos genes en los diferentes tejidos de las plantas, asi
como también su respuesta ante tensores ambientales.

e Seguir estudiando el proceso de divergencia funcional que adquiere la isoforma inactiva
de la TGZ15 de maiz.

e Hallar nuevos productos génicos de TGs en otras gramineas, y con ello realizar un andlisis
evolutivo que permita obtener un nuevo precedente sobre cambios evolutivos en dicha
familia vegetal.

e Implementar el uso de nuevos algoritmos que nos permita optimizar y encontrar las
similitudes fisicoquimicas del sitio activo de la TGZ15 y otras TGs ya estudiadas.

e Buscar una estrategia mas eficiente que permita modelar la estructura proteica de la

TGZ15 (Q6KF70) y TGZi (B8A2N4).
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11. ANEXOS
11.1 Preparacion de células competentes
Preparacion de Medio LB: 0.3% Extracto de levadura, 1% Peptona, 0.5% NaCl, 1.3% Agar
bacterioldgico, 0.1 M CaCl; estéril, 0.1 M CaCl, con 10% de glicerol.

Procedimiento: Se cultivd E. coli (DH5a) en medio LB sélido a 37 °C durante toda la noche. Se
tomé una colonia aislada y se sembrd en 3 mL de medio de LB liquido, se incubé con agitaciéon a
37 °C durante toda la noche. Posteriormente se sembré 1 mL del cultivo crecido en 10 mL de
medio LB liquido y se incubé con agitacion a 37 °C durante 3 h aproximadamente (NOTA: Observar
cierta turbidez en el medio). En seguida se dividié el cultivo en 10 microtubos de 1.5 mL y se
incubd en hielo durante 10 min, después se centrifugaron a 12 000 rpm durante 15 s (12k/5s) y
se elimind el sobrenadante en soluciéon con cloro. La pastilla se resuspendié muy suavemente con
1 mL de CaCl;, estéril y frio. Los tubos fueron incubados en hielo por 10 min y centrifugados a
12k/15s, nuevamente se eliminé el sobrenadante y se resuspendié la pastilla muy suavemente

con 30 pL de CaCly. Finalmente se almacend hasta su uso a -70 °C.

11.2 Transformacion de células competentes

Procedimiento: Para la transformacion de células competentes se afiadieron a 30 uL de células
competentes 3 uL de plasmido y se mezclaron suavemente La muestra fue incubada en hielo
durante 20 min y en seguida se calenté a 42 °C por 90 s, rapidamente se transfirieron a hielo para
una incubacion durante 5 min. Después se le afadieron 200 uL de LB liquido y se incubaron a 37
°C durante 45 min con agitacion. Por ultimo, se esparcid la mezcla obtenida con las bacterias en
una caja de medio sdlido LB, adicionandole antibidtico segun el plasmido (ampicilina 50 mg/L) y
permitiendo que el liquido fuera absorbido. Las cajas son invertidas e incubadas a 37 °C toda la

noche.

11.3 Extraccion de plasmidos (MINIPREP Bimboim Daily)

Soluciones:

e Bimboim |. 25mM Tris-HCl pH 8, 10mM EDTA pH 8, 50mM glucosa (esterilizar y almacenar a
4 °C).

110



e Bimboim Il. NaOH 0.2N, SDS 1%. Preparar al momento o guardar hasta una semana en
temperatura ambiente. Para 1 mL de solucidn, mezclar 20 uL de 10 N NaOH con 880 puL de
H20 y afiadir 100 uL de 10% SDS.

e Bimboim Ill. 60 mL 5M Acetato de potasio, 11.5 mL Acido acético glacial, 28.5 mL H,O.

e Fenol-Cloroformo (1:1), Cloroformo-Alcohol Isoamilico (24:1), Isopropanol, Etanol 70%, H.O

destilada estéril, ARNasa a 10 mg/ml.

Procedimiento: La extraccidon de ADN plasmidico se realizé mediante el protocolo propuesto por
Bimboim y Doly (1979). En primera instancia se cultivaron bacterias E. coli previamente
transformadas a 37 °C durante 16-20 hrs en medio LB liquido con ampicilina. Se tomaron 1.5 mL
de cultivo bacteriano en microtubos y se centrifugan a 12 000 rpm durante 2 min. (12 K/2 min),
se elimind el sobrenadante en solucién de hipoclorito de sodio y se afiadieron 100 uL de solucidon
Bimboim | a la pastilla bacteriana, se resuspendié con ayuda de la micropipeta y se incubé en
hielo por 5 min. Después se afiadieron 200 uL de solucion Bimboim I, se mezcl6 perfectamente
por inversion y se incubd a temperatura ambiente por 5 min, enseguida se agregaron 150 uL de
solucién Bimboim lll y se mezclé vigorosamente para después ser incubadas en hielo durante 5
min. Posteriormente se centrifugé a 12 K/5 min y se transfirié el sobrenadante a un tubo limpio,
se le afiadio 200 pL de fenol:cloroformo, se mezclé vigorosamente hasta emulsificar y se
centrifugd a 12 000 rpm durante 5 min (12 K/ 5 min). Luego se recuperd la fase acuosa (superior)
en un tubo limpio y se le adiciond 200 uL de cloroformo-alcohol isoamilico, se agité hasta
emulsificar y se centrifugd a 12 K/ 5 min. Se recuperd la fase acuosa en un tubo limpio y se le
agregd un volumen igual de isopropanol. Se mezcld por inversidn durante 1 min. y se incubd en
hielo por 1 min. Posteriormente se recuperd la pastilla por centrifugacion a 12 K/5 min y se
eliminé el sobrenadante. En seguida le fue agregado 200 uL de etanol al 70% y se mezclé por
inversion. De nueva cuenta se centrifugd a 12 K/ 5 min, se eliminé el sobrenadante y se puso a
sacar la pastilla. Finalmente fue resuspendida en 50 puL de H,O destilada estéril y se almacend a 4

°C.
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11.4 Contexto gendmico de los genes anotados con el término transglutaminase de maiz

Los siguientes diagramas muestran secciones del gen y secuencias similares a ellas, junto con la
distribucidn de los intrones y exones del gen. Las secuencias del tipo RefSeq son utilizadas para representar
productos de ARN y sus regiones codificantes.

>tgzc (NM_001361416.1)

>tgzi (NM_001111688.2)

>tgzi (NM_001254887.2)

>tgzc2 (NM_001320429.1)
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11.5 Alineamiento pareado entre las proteinas TGZ15 y TGZi (B8A2N4 y COHGH1)

>>BEAZNA_Zea_mays (512 aa)

n-w opt: 1483 Z-score: 569.6 bits: 115.0 E(10000): 0

global/global {N-W) score: 1483; 52.8% identity (67.6% similar) in 534 aa overlap (1-534:1-513)
Sequence Lookup General re-search Pairwise alignment

100 200 200 490 500
160 200 %0 4ba e
[Domains)
[alignment)
50 60 70 80 a0 100 110 120
TGZ15_ MAHRGHLDGLTGQAPALMRHGSFAAGSLSSRSPLOSSSTLEMLENKL TTENQRLASSHYVLRQDT TRTHT QIRDLLERTRLMEVDIHSGRVY
B8A2N4 MAHRGHLDGLTGQAPALMRHGSFAAGSLESRSPLOSSSTLEMLENKL ITENQRLASSHVVLRODI IRTHI IRDLLERIRLMEVDIHSGNVY
10 50 60 70 80 90 100 110 120
130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TGZ15_ NKEL TTERQMLITETEDVTKELOKL SELDRLRKEHHNLRSQF TTMTRQAEKLRVDVAN.
BEA2N4 NKELHQMHMEAKRLITERQMLTLEIEDVTKELQKLSASGDNKSLPELLSELDRLRKEHHNLRSQF ITMTKQAEKLRVDVAN,
140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
250 260 270 280 290 300 a1 azo EEL 340 350 360
TGZ15_ AQVTASQPGOLKLFRFQQQQPQTHMOVHIPATPLEI GHISRVLRLGY ISREPRLGHISREPRLGHI ISRGLRLGHISREPRLGHISREPRLGHISRVLRLGHISRE
BSAZN4 AQS [« Q Y Y0R8
250 260 270 280 290 300 i1o azo 330 340 350 360
a0 EEL 390 100 410 120 430 140 150 460 470 480
TGZ15_ PRLGHI T GHI 1 T RLEHTTMLMMLARTMHMQVTLATOLQATREVQCP TTFMLHLRSQQARVQLRTPQEASMGOLYVLDI LLGKFSRA.
BEAZNA RQAGAYQQGAQSGAYQQGAQAGAY(OGAQDGAYQOCAQDGAY - mmm e m NYAYDAGTA 33 AP POPTSSG--AATNAAGGOYGAY
37 380 390 100 110 420 130 440 450
490 500 510 520 530
TGZ15_ VALQMORKHLLLHHHRQHHTP] ROKT LSRQIW

BBAZN4 GSAGYPTGQV---QPSSGTANARQAPPPPPPPARPYPPSTYD--QTRGAQR--~
480 510

11.6 Diagramas tipo logos de TRs y péptido transito al cloroplasto

Logo secuencia del péptido transito al Logo secuencia del péptido transito al
cloroplasto en TGZ15 (Q6KF70) cloroplasto en TGZc2 (COPED4)

Logo consenso TRs en TGZi (COHGH1) Logo consenso TRs en TGZi (B8A2N4)
9 copias ubicadas de la pos. 274-360 15 copias ubicadas de la pos. 275-411
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Logo consenso TRs en TGZ15 (Q6KF70) Logo consenso TRs de sorgo (XP_021319478.1)
15 copias ubicadas de la pos. 275-410 8 copias ubicadas de la pos. 274-330

Logo consenso TRs en TGO (M1VT12) Logo consenso TRs en Hordeum v. (BAJ91197.1)
2 copias ubicadas de la pos. 276-300 8 copias ubicadas de la pos. 13-96

11.7 Secuencias de proteinas referencia utilizadas en el analisis bioinformatico
>Consenso_N-terminal/1-249_(B8A2N4_COHGH1_Q6KF70)
MAHRGHLDGLTGQAPALMRHGSFAAGSLSSRSPLQSSSTLEMLENKLAMQTTEVEKLITENQRLASSHVVLR
QDIVDTEKEMQMIRTHLGEVQTETDLQIRDLLERIRLMEVDIHSGNVVNKELHQMHMEAKRLITERQMLTLE
IEDVTKELQKLSASGDNKSLPELLSELDRLRKEHHNLRSQFEFEKNTNVKQVEQMRTMEMNLITMTKQAEKL
RVDVANAERRAQAAAAQAAAHAAGAQVTASQPG

>Cterminal_TGZi/250-513
TAQATAVPAAAATDPYAGAYASYPPAYQQGAQAGAYQQGAQAGTYQQGAGTGAYQQGAQAGAYQQGG
QDGAYQQGAQAGGYQQGAQAGAYQQGAGAGAYQQGAQAGAYQQGAQAGAYQQGAQAGAYQQGA
QAGTYQQGNQAGAYQQGAQDGAYQQGAQAGAYPYAYDAATAYTYAGYSGYPVAGYAQSAVPNYSYAAP
PQPISSGAATDAASGLYGAVGSAGYPTAQVQPSSGPANAAQAPPPPPPPAAPYPPSTYDQTRGAQR
>Cterminal_TGZ15/250-534_(Q6KF70)
QLKLPRFQQQQPQTHMQVHIPATPLHISREPRLGHISRVLRLGYISREPRLGHISREPRLGHISRGARMGHISR
GLRLGHISREPRLGHISREPRLGHISRVLRLGHISREPRLGHISRGPSLGHISRGPRLGHISREPRMGHISREPRM
GHISRVLRLEHTTMLMMLARLMHMQVTLAIQLOQATRKVQCPTIPMLHLRSQQAAVQLRTPQEASMGQLV
VLDILLGKFSRAVALQMQRKHLLLHHHRQHHIPPAHMTKPEEPRDKIWDVNQMDVCHAHLLSRQIW
>A0A1D6EW30_TGZc/1-725
MVARRFVVRHGPAAGGSAEAAEEQQHEVEYDTEHGLDVLRLQIFSLTAVPPDLQKIVVEADGSVVDDGTDL
EAVSERLRLLAIGEEGEDDGAAARAQEKSDEEFARMLQAEEEALLLQQYNIQNDGGDVFRQRVEPYMHQVL
MYEDSVGQEAAQKTVPICELEEKALVSLAKEGNFNPSKDEEKHAFLLQLLFWFKQSFRWVNAAPCDSCGRET
SNVGMGTPLTSEIKFGASRVEMYRCNHCSSITRFPRYNDPRKLIQTRRGRCGEWANCFTFYCRAFGYDARLIL

DFTDHVWTECFSNLYGRWMHLDPCEGVYDNPLLYEKGWNKKLNYVIAISKDGVRDVTKRYTRKWHEVLSR
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RITSEETVVSVLSSITGKYRTGLSPDALSVIENREKEESEELRKSAYLQVETALSLPGRLSGSVEWRKARSELGQA
DSLSCSSCPIRKCVDGHVSNIYDALSAFLSHFFDKKIPKERIIEAFEALKTLMLTLKSSNFKSRSATLDQKAHHLFE
EIFPSIERLLSAISLKAELGTAGYQSVTVSGNPVHSSLALPVALDAVNEILSNYKNNTFFTEGNHFPRGNRVCSGS
VLASREQLPIGIATAAFDGIHSSKWEEPDGAKGCWLIYTMQDGKSCELESYDLMSANDAPERDPMDWVLEG
SADGGSTWNILDARNSEMFESRFLRKTFTVDKRYKANAFRFRFLRVRDSHSNPRFQIGSIDLYGKTI
>COPED4_TGZc2/1-420
MNCAVAWSPPSSALVHRPGRVRRWRSSVRPCAAAVEQEGGAAGEAPRLVLHDSLDSVGVATAHARAARE
GFVAQVGRLTRVSAGSSIAISRGPDLARAALCVAAEDDSLVSHSSVPLPVDAFIARLDDLSTGFCAGGFPPSGA
PPEVFFDYLNRYLYVHKGFRRTNGVSDVRIMYLHSVLTCRSGSALMLALIYSEILKTVRTYGLLDFDEIFFPNDLN
SLPRGYDKQKSKLVDEPHIMTSKSLLVETLRTLKCAFWPFQSDQSSSLFLNAVAANQRGPGTGDNQARSYGN
TSAIEMAAAKAAQHRLMRGVWTNARFGDMRRALAACERLILLHHDPHELRDYAALLYCGYYEDCLHYLSLY
QTAKSGKSPTNRLEILEDEAVNTLKARLMLILAEDGWSRCRPVARYWTKNSEPW
>TGZc2_Transglut_core2/101-204_PF13369
CVAAEDDSLVSHSSVPLPVDAFIARLDDLSTGFCAGGNFPPSGAPPEVFFDYLNRYLYVHKGFRRTNGVSDVRI
MYLHSVLTCRSGSALMLALIYSEILKTVRT

>TGZc_TGc/257-312_SMO00460
LIQTRRGRCGEWANCFTFYCRAFGYDARLILDFTDHVWTECFSNLYGRWMHLDPCE
>TGZ15_nucleo_extendido/431-534
LQATRKVQCPTIPMLHLRSQQAAVQLRTPQEASMGQLVVLDILLGKFSRAVALOMQRKHLLLHHHRQHHIP
PAHMTKPEEPRDKIWDVNQMDVCH

11.8 Tabla de las secuencias homologas a TGZ15 y TGZi

Entrada Estado Organismo Longitud | Existencia Proteina
(aa)
111YV7 no revisado Brachypodium distachyon 420 Predicha
F2DBR8 no revisado Hordeum vulgare subsp. vulgare 467 A nivel Transcripto
M7ZS62 no revisado Triticum urartu 443 Predicha
AOA1D6B4D9 | no revisado Triticum aestivum 459 Predicha
AOAOD9W692 | no revisado Leersia perrieri 409 Predicha
J3LYX2 no revisado Oryza brachyantha 407 Predicha
11PM96 no revisado Oryza glaberrima 406 Predicha
Q01JY9 no revisado Oryza sativa 406 Predicha
Q7XK24 no revisado Oryza sativa subsp. japonica 406 A nivel Transcripto
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Entrada Estado Organismo Longitud | Existencia Proteina
(aa)
A2XUN9 no revisado Oryza sativa subsp. indica 406 Predicha
K3Y7I1 no revisado Setaria italica 429 Predicha
AOA2S317K8 no revisado Panicum hallii 421 Predicha
B8A2N4 no revisado Zea mays 513 A nivel Transcripto
AOA1Z5RDI6 no revisado Sorghum bicolor 442 Predicha
COHGH1 no revisado Zea mays 458 A nivel Transcripto
AOA1E5VQ64 | no revisado Dichanthelium oligosanthes 447 Predicha
M1VT12 no revisado Oryza sativa 352 A nivel Transcripto
Q6KF70 no revisado Zea mays 534 A nivel Transcripto
11.9 Tabla de las secuencias homdlogas a TGZc
Entrada Estado Organismo Longitud | Existencia Proteina
AOA1D6EW30 | no revisado Zea mays 725 Evidencia a nivel transcripto
C5X988 no revisado Sorghum bicolor 727 Predicha
AOA1WOWGNS5 | no revisado Sorghum bicolor 622 Predicha
K3ZR30 no revisado Setaria italica 730 Predicha
AOA2S3H2J7 no revisado Panicum hallii 733 Predicha
J3ML25 no revisado Oryza brachyantha 787 Predicha
11QAU9 no revisado Oryza glaberrima 775 Predicha
B8B6D9 no revisado Oryza sativa subsp. indica 802 Predicha
Q7FOR1 revisado Oryza sativa subsp. japonica 447 Evidencia a nivel transcripto
Q9FGY9 revisado Arabidopsis thaliana 721 Evidencia a nivel transcripto
F2E1IW5 no revisado Hordeum vulgare subsp. 777 Evidencia a nivel transcripto
vulgare
AOA1U8LF87 no revisado Gossypium hirsutum 740 Predicha
A5PHD1 no revisado Arabidopsis thaliana 721 Evidencia a nivel transcripto
Mosu82 no revisado Musa acuminata subsp. 713 Predicha
malaccensis

AOA2H3YHR7 no revisado Phoenix dactylifera 714 Predicha
AOA199VP42 no revisado Ananas comosus 1205 Predicha
AOAOD9WZ36 | no revisado Leersia perrieri 703 Predicha
AOA1D1XNES no revisado Anthurium amnicola 716 Predicha
Q961V0 revisado Homo sapiens 654 Evidencia a nivel proteina
Q4R6F3 revisado Macaca fascicularis 654 Evidencia a nivel transcripto
QoJI78 revisado Mus musculus 651 Evidencia a nivel proteina
Q5XI155 revisado Rattus norvegicus 651 Evidencia a nivel transcripto
Q5z2JM3 revisado Gallus gallus 651 Evidencia a nivel transcripto
E1BKB2 no revisado Bos taurus 657 Predicha
AOA151MR26 no revisado Alligator mississippiensis 649 Predicha
11GU77 no revisado Brachypodium distachyon 719 Predicha
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11.10 Tabla de las secuencias homdlogas a TGZc2

Entrada Estado Organismo Longitud Existencia Proteina
COPED4 no revisado Zea mays 420 Evidencia a nivel transcripto
C5XGM9 no revisado Sorghum bicolor 428 Predicha
K3XIB2 no revisado | Setaria italica 413 Predicha
I1HEEO no revisado Brachypodium distachyon 427 Predicha
MOWMO04 no revisado Hordeum vulgare subsp. 427 Predicha
vulgare
B8ACMS no revisado Oryza sativa subsp. indica 415 Predicha
AOAOD9Y6M4 | no revisado Oryza glumipatula 430 Predicha
D7UBN4 no revisado Vitis vinifera 423 Predicha
AOAOB2S4E3 no revisado Glycine soja 436 Predicha
K4B028 no revisado | Solanum lycopersicum 423 Predicha
BOGMO02 no revisado Populus trichocarpa 426 Predicha
BOGWY6 no revisado Populus trichocarpa 423 Predicha
AOA2K1JSY7 no revisado Physcomitrella patens 501 Predicha
subsp. patens
MOTP15 no revisado Musa acuminata subsp. 540 Predicha
malaccensis
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11.11 Alineamiento de motifs similares al patron de expresidon: H-[IT]-[TS]-[LTR]-[SGC]-P-

[DTS]-[LS]-[SG]-H a partir de proteinas similares a TGZ15

IrfFIRPW2IFIRPWE
HFIRPWZIFIRPWE 2
HFIRPWZIFIRPWSE 3
IFIRPWZIFIRPWSE 4
IHFIRPWZIFIRPWSE &
H{FIRPWZIFIRPWZ &
HIFIRPWZIFIRPWSZ 7
HFIRPWZIFIRPWSE &
HFIRPWZIFIRPWE 0
HFIRPW2IFIRPWE 10
FIRPW2IFIRPWZ 11
HHADAZKEMIWEADAZK S MIWE
spfQICLPI[FAS_PIC
SpIQOCLPI[FAS PIC 2
SpiQ9GLPIFAS PIG
SpIQOGLPIFAS PIC
SpIOGLPTJFAS_PIG
SpIOMGLPTJFAS PIG
SPIQ9GCLPI[FAS PIC
spIQ9CLPI[FAS PIC 8
SpIQ9CLPIIFAS PIC 9
SpiQGLPIIFAS PIG 10
SplQOGLPIIFAS PIG 11
SpIQIGLPIJFAS_PIG 12
SplOOGCLPIFAS PIC 13
IHADAZKEQEWE [ADAZKEQEWE
HICIRYAQICIRYAS
HICIRYAQICIRYAS 2
HIGIRYAQICIRYAS 3
HIGIRYAQICIRYAS 4
HGIRVAQIGIRYAS 5
HCIREFIfGIRS 7]
HCIRSFIfGIRSTI_2
HICIRSFIfGIRSTI_3
HICIREFIIGIRSTI_4
HADAZKECII 2 JADAZKECHT 2
HADAOIENPX T JADADIENPX 1
HHADAOIENPX I JADADIENPXT_2
IHADAODQENPX T IADADIENPXT_3
HIADADOENPX I IADADDENPXT_4
HIAQAQQENPX I TADAQDIENPXT_5
HIAQAQQENPX ITADADIENPXI_E
HADAZKEYDE IJAOAZKEYDS T
HADAZKE YRS IJADAZKEYDSI_ 2
IHADA2B7RIZOIAOAZBTRIZO
HHADAZBZRIZO[AOAZETRIZO 2
HIADAZBTRIFOIAOAZETRIFO 3
HIAQDAZBTRITOIAOAZBTRITO 4
HIADAZBTRI7OIAO0AZBTRI7O 5
HADAZRTRIZOMAOAZRTRI7O_E
HHADAZBTRIZOIAOAZRTRIZO_7
HHADAZBTRIZOMAOAZRTRIZO &
HHADAZBZRIZOIAOAZETRIZO 9
HIADAZBTRIFOIAOAZETEIFO_10
HIADAZBFRIFOIAQAZBTRITO 11
HIADAZRBMO2 JAVAZRIBMOZ
HADAZTESAVIJAOAZIBSAVI
IHADAZIBSAVI JAOAZIRSAVI_2
IHQEKEZONQEKETO

IHQEKFE I JQEKFET

3
4
5
&
7

H{AQAZIACXPOIAOAZICXPO
H{AQAZIACXPOIAOAZIACXPO 2
H{A0ATS IZEFOIAOATS 1ZEZD
H{A0AIS IZEFOJAOAIF1ZEZ0 2
{A0AT QS SIMITA0ATOSSIMY
HIAQAZIACXKBIADAZMCXKE
HIAQAZIACXKBIADAZICXKE 2
H{A0AQB0XNG 3 IA0A060XNGS
HIAOAT Q5 SASA[A0ATOSSASS
HIAOAZKS TIA4 [ADAZKS TIA4
H{AQAZKS TIA4 [AOAZKSTIA4_ 2
H{AQAZKS TIAM [AOAZKSTIA4 3
H{A0AZKS TIA [A0AZKSTIAL 4
H{A0AZIBSAUBIADAZIBSALIE
HIAOAZFBSAUBIADAZIBSALE 2
HIAOAZKEMISOIAOAZKE MISO
HIAQAZIIMVES [AOAZ13MVES
H{AQAZIIMVES [AOAZ13MVES_ 2
H{A0AZIIMVED [A0AZI3MVEL_3
HIAOAZIIMVES [ADAZI3MVES 4
HIAOAZIIMVES [ADAZI3MVES 5
HIAQAZIIMVES [AOAZI3MVES_6
H#{AQAI DS QIPAIA0AIDSOIPA
H{AQAI DS QIPAIAOAIDS P 2
H{A0AT DS CIPAA0AIDEIPS 3
HIAOAIDSCQIPAIAOAIDSIPA 4
{H2NASBIH2NASE
HIH2NASBIHZNASE 2
H{AQAZIELII9IA0AZIZLLAY
H{A0AZKEQEWIADAZKEQE WY
H{A0AZKEQEWIADAZKEOEWI_2
HIADAZKEOEWIADAZKEOEWI_3
HIAOAZKEOEWOADAZKEOEWI_4
HIAQAZKEQEWIADAZKEOEWI_5
H{AQAZIELIRGIADAZIBLIRE
3G FMEAd {6 TMEA4

G TMEAS [GTMEA4_2

G 7MEAS [GTMEA4_3

G 7MFAS [GTMEA4_4

G 7MFAL [G7MEA4 5
H#{AQAODIREFA[AOAODIREF4
H{A0AZKEKIUE A0AZKEKILE
HIADAZKEKIUEIADAZKEKILE 2
HIAOAZKEKIUEIADAZKEKILIE 3
spiP12259[FAS_HUMAN
HH2QZVEIH2QIVE
H{A0AQAOMRI7IADAOAOMEST
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11.12 Alineamiento de motifs similares al patron de expresion: [HY]-I-S-R-[EGV]-[PLA]-[RS]-

[LM]-[GE] proveniente de los TRs de la proteina TGZ15

HACAIBSDONIAPATBRSODOND
HADAIDEEEFS fADATDEEEFS
HAATFONNCE (ADAFTFOXNCE
HADAIBFILFH2 ADATIRTIFHZ
HAAD2ICCFFAAN2ICCT T
HAAICSTFKIAPATICSTFKD
HA0AI FEEXND4A0AT FEEX D4
HADAZMACEL 9 ADAZMMCEL F
HADAIBSFFEEADATIRSFFEE
HfA0A T YUWE fA0A T IO YUWE
HAATFIQCLIA0AZTFIOCLT
HA0AZ TOHHAE ADAZ TOHHAE
HADAZDEKOHY fAPAZ DS KOHE
HADATIFIFAYADATIFIZFAG
HAAIFFRUFOIADATFFRUAD
HADA IS LHED(ADATISTNED
HAATHIMS WEAPATHIMEWE
HfADASCA L2 (ADA2 G401 02
HfADAINFFKPFAOATIN FFKPT
HfADASCSLPWI fADAZCSLPAT
HfASAOD2COFS fACAND 2 COFS
HfADAZINECWYEfADAZNECHWTYE
fASA I VORI MO ADATVORIMO
HfAAICEMAYIfADATCSWAYE
K FFOOQEKFZO
HEKFFOQEKFFO_2
HEKFFOQEKFFO_3

SR FFOQEKFZTO_4
HEKFFOQEKFFO_ 5
HEKFFOQEKFFO_&
HIEKFFOOQEKFZO_ 7
HEKFFOQEKFZFO_8
HEKFFOQEKFZTO_ 9
HAEKFFOQEKFZO_18
HIEKFFOQEKFZO 11
HIAEKFFOQEKFZO_12
HIIEKFFOQEKFZO_13
HIEKFFOOQEKFZO_ 14
HIEKFFOQEKFZO_15
HfADATHOS4 55 (A0ATHOSSE S
HfADAZANCEIFADAZAICER D
fADAZ TEMHMZ2 fACAZTEMITM2
HfADAZSIEL D5 [ADAZSIEL O
HfAAICEZITOAOATICEZITO
fADANI EZBOfADAN4 EZRO
HfADAIHIENEFADATHIENG S
HfADAZVEBCOS ADAZVERCDS
HfADAZ VA YHUEfADAZ VA TYIE
HfADAZ TOMAG I (A0A2TIMIG S
HfAAICIFIEADATCIFROE
HfADAZEFONNGOfADAZEFCNIGD
HfADATLEPXTZ2(A0ATLEPNTZ
HfAAIHSAQBEfADATHS ARG
HfAAICICTEBADATCIGCTSR
fANAD T 1L FWI[A0A0 3 11 ZWT
HfADAZKICWYE (ADAZKICHYE
fADAIEANGOOADA T E4 X GO
HfASACAIYUB FAOADATIYUET
HfAAIH2POCS fACATH2POCS
HfADAORZZRES (AOAODRZ2IZRES
HfADAICIWEEA fADATC T WEE4S
HfADAITZNS29fA0ATT2ZNEZS
fA0A ICOWEBVE fA0A TCOWERVES
FECMWA [FECMIAS
HfADAZIH2FOEADAZH2Z098
HfADAIBRSCRA4 (ADATRSCRA 4
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11.13 Alineamiento de motifs similares al patrén de expresion: Q-A-G-[AVL]-[VYA]-Q-[PQ]-G a

partir de proteinas similares a TGZi

r{AOAZT7CNES JADA2T7CWES
{ADALE2JRA TJAOAIBZIRAT
*{WEPCKS (WEPCKS

*{WEPCKS (WEPCKS_2
HIWSPCKS (WSPCKS_3
*{WEPCKS (WEPCKS_4
H{WEPCKS [WEPCKS_3
w{WSPCKS (WSPCKS_6
H{WEPCKS [WEPCKS_ 7
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w{WEPCKS (WSPCKS_9
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FJAOACDIXIIZIADAODIXIL?
UJAOAZES PASOJAOAZES PASO
HJA0AZ26MYG1{ADA226MYGT
UJADATQSULHEIADAI QS ULHE
rJAOAZSEIEMOJAOASEIEMD
D4 YYY{B4YYYT
riQ7XK24]Q7XK24
riQ7XK241Q7XK24_2
FTAOACLEM2L2TADACLEM2L2
1JA0A1EAPIFGIAOA IE4PIFG
rJA0AZ 1 2D9M5A0A2 1 20905
1JA0A2 12D9IMTJA0A21209MS_2
1JAOAZ 1209MEA0A2 1 209M5_3
FJA0ACDIYIR3IAOAODI YIRS
IJADALZSRDISIA0A1ZSROIS
rJA0ALZSROIGIA0A1ZSRDIS_2
JA0ALZSRDIGIA0ATZSROIG_3
1JA0ALZSRDIGIA0AZSROIS_4
rJADAZV2R9YOA0A2V2BIVE
rJA0AIDEIBLEIAOA1DESBLS
1JAOALDEJBLEIAOA1DESBLE_2
rJA0AIDEIBLEIAOA1DEBLE_ 3
JA0AIDEIBLEIAOATDESBLE 4
UJA0ALDEJBLEJAOA1DESBLE_S
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HIADAONZI503{AOAON2ISO3
MIGINAQZIGINAQY
3LYX2Y3LYX2
/ADAIS607GI{A0A356Q769
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AOATJISMIG{ADAL/OSMIE
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tr{AOAZXOY5 7IAOAZXOUS 7
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tr{WOES05 IWIFS05
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trjAOAZPEVILTADAZPEVILT
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tr/AOA2DAGLREJAOA2DAGLRS
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11.14 Frecuencia de aminoacidos presentes en las proteinas completa y el sitio activo de las

enzimas
YEBA Bacillus subtilis Factor XIIIA Homo Sapiens
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11.15 Tablas de las proteinas que presentan el sitio activo de la TG y la posicion de los residuos

involucrados en la triada catalitica

De acuerdo a la base de datos UniProtKB. El tipo de evidencia que respalda la existencia de la

proteina no proporciona informacién sobre la precisidn o correccion de las secuencias mostradas.

Si bien proporciona informacién sobre la existencia de una proteina, puede suceder que la

secuencia difiera ligeramente de las secuencias gendmicas, especialmente para las secuencias

derivadas de las predicciones del modelo genético.

Las secuencias de las proteinas seleccionadas fueron halladas a partir de una busqueda avanzada

que contenia el codigo del dominio sm00460 acompafiado del origen taxondmico.

e Criterio de busqueda: sm00460 taxonomy:”Viridiplantae [33090]”

ID UniProtKB Descripcion Cys | His Asp Longitud Evidencia
(aa)
Q7FOR1 PNG1_Oryza_sativa_japonica 267 | 294 311 447 Nivel Transcripto
AOA1D6EW30 | TGZc_Zea_mays 265 | 292 309 725 Nivel Transcripto
F2E1W5 Hordeum_vulgare 315 | 342 359 777 Nivel Transcripto
Q9FGY9 AtPNG1p_Arabidopsis_thaliana 251 | 278 295 721 Nivel Transcripto
A5PHD1 Arabidopsis_thaliana 251 | 278 295 721 Nivel Transcripto
F8QR42 Solanum_lycopersicum 256 | 283 300 725 Nivel Transcripto
B8LLV8 Picea_sitchensis 182 | 209 226 657 Nivel Transcripto
Q6KF70 TGZ15_Zea_mays (Sitio activo 439 | 498 522 534 Nivel Transcripto
extendido)
Q6KF70 TGZ15_Zea_mays (Villalobos et 439 | 446 471 534 Nivel Transcripto
al., 2004)
M1VT12 TGO_Oryza_sativa (Camposetal., | 254 | 260 295 352 Nivel Transcripto
2013.)
M1VT12 TGO_Oryza_sativa (Sitio activo 254 | 271 295 352 Nivel Transcripto
extendido)
e Criterio de busqueda: sm00460 taxonomy:”Fungi [4751]"
ID Descripcion Cys | His | Asp Longitud Evidencia
UniProtkB (aa)
074739 PNG1_Schizosaccharomyces_pombe | 163 | 190 | 207 333 Nivel Transcripto
Q02890 PNG1_Saccharomyces_cerevisiae 191 | 218 | 235 363 Nivel Proteina
Q07533 CYK3_Saccharomyces_cerevisiae 524 | 563 | 578 885 Nivel Proteina
014302 CYK3_Schizosaccharomyces_pombe 536 | 577 | 592 886 Nivel Proteina
D1MY48 Neurospora_crassa 208 | 235 | 252 412 Nivel Transcripto
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e Criterio de busqueda: sm00460 taxonomy:"Bacteria [2]”

ID Descripcion Cys | His | Asp | Longitud Evidencia
UniProtKB (aa)
Q9HZX3 TGPA_Pseudomonas_aeruginosa 404 | 448 | 464 668 Nivel Proteina
P94476 YEBA_Bacillus_subtilis 484 | 532 | 548 737 Predicha
POWL93 Y2569 _Mycobacterium_tuberculosis 196 | 239 | 259 314 Nivel Proteina
POA5G6 Y2599 Mycobacterium_bovis 196 | 239 | 259 314 Predicha
POWL92 Y2569 Mycobacterium_tuberculosis 196 | 239 | 259 314 Predicha
Q49757 Y607_Mycobacterium_leprae 175 | 217 | 231 279 Predicha
P44103 Y1048_Haemophilus_influenzae 210 | 266 | 282 369 Nivel Proteina
e Criterio de busqueda: sm00460 taxonomy:"Mammalia [40674]"

ID Descripcion Cys | His | Asp Longitud Evidencia
UniProtKB (aa)
P00488 FactorXIlIA_Homo_sapiens 315 | 374 | 397 732 Nivel Proteina
008619 FactorXIlIA_Rattus_norvegicus 315 | 374 | 397 732 Nivel Transcripto
Q99041 TGM4_Rattus_norvegicus 256 | 315 | 338 667 Nivel Proteina
P49221 TGM4_Homo_sapiens 268 | 327 | 350 684 Nivel Proteina
P22735 TGM1_Homo_sapiens 377 | 436 | 459 817 Nivel Proteina
P22758 TGM1_Oryctolagus_cuniculus 397 | 456 | 479 836 Nivel Transcripto
095932 TGM3L_Homo_sapiens 274 | 333 | 356 706 Nivel Proteina
F1MA4T7 TGM6_Rattus_norvegicus 273 | 332 | 355 705 Predicha
043548 TGM5_Homo_sapiens 278 | 337 | 360 720 Nivel Proteina
Q96PF1 TGM7_Homo_sapiens 279 | 338 | 361 710 Nivel Transcripto
Q08188 TGM3_Homo_sapiens 273 | 331 | 354 693 Nivel Proteina
P21981 TGM2_Mus_musculus 277 | 335 | 358 686 Nivel Proteina
P21980 TGM2_Homo_sapiens 277 | 335 | 358 687 Nivel Proteina
P08587 TGM2_Cavia_cutleri 277 | 335 | 358 690 Nivel Proteina
P16452 EPB42_Homo_sapiens - - - 691 Nivel Proteina
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11.16 Resultados de las anotaciones enriquecidas en las proteinas anotadas funcionalmente

como TGs de maiz de acuerdo al criterio de “Procesos Bioldgicos”

GO TGZc2 | TGZc | TGZi | TGZ15 Descripcion
G0:0045333 | 0.895 0 0 0.539 | Respiracidn celular
G0:0019222 | 0.868 | 0.791 | 0.802 0.773 | Regulacion del proceso metabdlico
G0:0006810 | 0.859 | 0.769 | 0.785 0.812 | Transporte
GO:0009059 | 0.855 | 0.763 | 0.724 0.757 | Proceso biosintético de macromoléculas
GO0:0051171 | 0.837 | 0.697 | 0.829 0.769 | Regulacion del compuesto metabdlico nitrogenado
G0:0051252 | 0.827 | 0.599 | 0.769 0.736 | Regulacion del proceso metabdlico del ARN

G0:0030001 | 0.819 0 0 0 | Transporte de iones metdlicos
G0:0006355 | 0.814 | 0.62 | 0.785 0.709 | Regulacidn de la transcripcién, con molde de ADN
G0:0006796 0.77 | 0.764 0 0 | Compuesto metabdlico que contiene fosfato

G0:0034645 | 0.763 | 0.778 | 0.822 0.829 | Proceso biosintético macromolécula celular
G0:1903506 | 0.719 | 0.706 | 0.782 0.768 | Regulacion de la transcripcién con molde de acido

nucleico
G0:2001141 | 0.703 | 0.718 0.8 0.749 | Regulacion del proceso biosintético del ARN
G0:0006351 | 0.675 | 0.606 | 0.572 0.51 | Transcripcion, con molde de ADN
G0:0051641 | 0.672 | 0.554 | 0.613 0.653 | Localizacidn celular
G0:0045184 | 0.649 | 0.536 0 0 | Establecimiento de localizacién de proteinas
G0:0055086 | 0.642 0 0 0 | Molécula metabdlica que contiene nucleobases

pequeiia proceso metabdlico
G0:0051649 0.64 | 0.566 | 0.544 0.645 | Establecimiento de localizacién en la célula
G0:0010468 0.62 | 0.562 | 0.659 0.597 | Regulacion de la expresidn génica

G0:0006091 | 0.579 0 0 0 | Generacién de metabolitos precursores y energia
G0:0055114 | 0.576 0 0 0 | Proceso de oxidacién-reduccion
G0:0015031 | 0.575 0 0 0 | Transporte de proteinas
G0:0046907 | 0.555 0 0 0.531 | Transporte intracelular
G0:0008104 | 0.554 | 0.521 0 0.525 | Localizacion de proteinas
G0:0009117 | 0.527 0 0 0 | Proceso metabdlico de los nucledtidos
G0:0006812 | 0.519 0 0 0 | Transporte de cationes
G0:0044281 | 0.512 0 0 0 | Proceso metabdlico de moléculas pequefias
G0:0008380 0 | 0.929 0 0.647 | Splicing ARN
G0:0006468 0 0 0 0.554 | Fosforilacidn de proteinas
G0:0006811 0| 0.899 0 0 | Transporte de iones
G0:0000398 0| 0.87 0 0 | Splicing de ARNm, a través de spliceosome
G0:0006397 0| 0.795 0 0 | Procesamiento de ARNm

Splicing de ARN, mediante reacciones de
G0:0000375 0| 0.773 0 0 | transesterificacion
G0:0006396 0| 0.74 0 0 | Procesamiento de ARN
G0:0006066 0 | 0.603 0 0 | Metabolismo del alcohol
G0:0006629 0| 0.534 0 0 | Metabolismo lipidico
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11.17 Resultados de las anotaciones enriquecidas en las proteinas anotadas funcionalmente

como TGs de maiz de acuerdo al criterio de “Funcion Molecular”

GO TGZ15 TGZi TGZc TGZc2 Descripcion
G0:0003676 0.909 0.941 0.887 0.839 Unidn a 4cidos nucleicos
Unidn a proteinas del
G0:0008092 0.886 0.865 0.771 0.543 citoesqueleto
G0:0008017 0.809 0.538 0 0 Unidn a microtubulos
G0:0003723 0.781 0.634 0.707 0 Unidn a ARN
G0:0016301 0.719 0 0 0 Actividad quinasa
G0:0019900 0.698 0.627 0 0.578 Unidn a quinasa
G0:0000166 0.681 0.627 0.818 0.715 Unioén de nucledtidos
G0:0008270 0.642 0 0 0 Unidn de iones de zinc
G0:0003779 0.642 0.588 0 0.662 Union a actina
G0:0015631 0.635 0.545 0 0.745 Union a tubulina
G0:0016818 0.615 0 0.619 0.754 Actividad hidrolasa
G0:0032549 0.604 0 0 0.513 Unidn de ribonucledsidos
G0:0003677 0.555 0.616 0.651 0.53 Unién a ADN
G0:0017076 0.545 0 0.639 0.638 Unidn a nucledtidos de purina
G0:0001882 0.543 0 0.575 0.587 Unidn de nucledsidos
Unidn de trifosfato de
G0:0035639 0.537 0 0.615 0.572 ribonucledsido de purina
G0:0003824 0.527 0 0.901 0.973 Actividad catalitica
G0:0046872 0.931 0.954 0.578 0.948 Unidn de iones metalicos
G0:0036094 0.859 0.821 0.839 0.633 Unién de molécula pequeiia
G0:0005102 0.814 0.794 0.503 0.557 Union al receptor
G0:0032403 0.788 0.776 0 0.731 Unidn al complejo proteico
G0:0043169 0.605 0.649 0.601 0.858 Enlace catidnico
Unidn especifica del dominio de
G0:0019904 0.583 0.582 0 0.673 proteinas
G0:0008134 0.501 0.57 0 0 Unidn a factor de transcripcion
G0:0001883 0 0 0.773 0.662 Unidn de nucledsidos de purina
G0:0030554 0 0 0.682 0.569 Unidn de nucleétidos de adenilo
G0:0044822 0 0 0.668 0.579 Unidn a poli (A) de ARN
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11.18 Analisis de similitud BLASTn en las bases de datos CIRAD del genoma de cafia de azucar

Se accedid a la plataforma en linea: http://sugarcane-genome.cirad.fr/ y se sometié la secuencia

del fragmento parcial obtenido del gen homélogo a tgz15 de maiz en cafia de azlcar, obteniendo

una similitud con una anotacién transglutaminase en el genoma de cafia de azlcar.
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