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Estudio de las dehidrinas y su relacion con la tolerancia al estrés salino en la
planta hal6fita Chenopodium quinoa Willd

Resumen

La salinizacion de los suelos genera cada afio pérdidas economicas millonarias en la
agricultura, obligando a los productores a desarrollar nuevas estrategias agricolas. Esto se
debe a que la salinidad genera estrés en las plantas, provocando cambios significativos en su
metabolismo y afectando su crecimiento y desarrollo, lo que a su vez impacta negativamente
en la productividad de los cultivos. Para hacer frente a la salinidad y otras condiciones
desfavorables del ambiente, las plantas han desarrollado diferentes mecanismos, como la
acumulaciéon de compuestos antioxidantes y de proteinas especificas involucradas en la
tolerancia al estrés. Un ejemplo de estas proteinas son las dehidrinas, también conocidas como
proteinas de respuesta a la deshidratacion (DHNs por sus siglas en inglés, Dehydrin Proteins).
Se trata de un grupo de proteinas que se encuentran en diversas especies vegetales y
desempefian un papel crucial en el desarrollo de las semillas y en la proteccion de las células
contra el estrés ambiental, especialmente en condiciones de sequia, frio y salinidad. Estas
proteinas tienen la capacidad de estabilizar las membranas celulares y de proteger las
proteinas y el ADN contra el dafio causado por la deshidratacion. Por otro lado, quinoa
(Chenopodium quinoa Willd) es una especie hal6fita facultativa adaptada para prosperar en una
amplia gama de agroecosistemas. Algunas variedades pueden crecer incluso en
concentraciones de sal similar o superior a la que posee el agua de mar. Sin embargo, ain no
se comprenden completamente los mecanismos moleculares subyacentes que le confieren
esta tolerancia. Por esta razoén, realizar un estudio de las dehidrinas de quinoa y de su relacion
con la salinidad podria ayudar a dilucidar los mecanismos a través de los cuales las plantas
responden al ambiente, y asi desarrollar estrategias biotecnolégicas mas eficientes para
generar plantas tolerantes al estrés.

El objetivo principal de esta investigacion fue la identificacion y caracterizacion de la expresion
de las dehidrinas de quinoa (CqDHNSs) en respuesta al estrés salino. El propdsito final consistio
en utilizar estos genes como marcadores de tolerancia a la salinidad en la quinoa y como una
herramienta de mejora para abordar el estrés salino en otros cultivos. Los objetivos especificos
planteados y los resultados obtenidos se presentan a lo largo de tres capitulos.

Las dehidrinas contienen segmentos conservados de aminoacidos, denominados segmentos K,
S, Y y F que les confieren su estructura caracteristica y son utilizados para clasificarlas en seis
subgrupos estructurales: K, SK, YK, YSK, FSK y KS. El objetivo del primer capitulo consistié en
realizar un andlisis estructural y filogenético de las DHNs de angiospermas con el fin de
establecer criterios adecuados que aseguraran la identificacién exhaustiva de estas proteinas
en los genomas de plantas. La identificacién preliminar de DHNs en el genoma de 56 especies
representativas del clado Viridiplantae utilizando el modelo oculto de Markov (HMM) definido
para las proteinas de esta familia génica (Pfam00257) nos permiti6 determinar una falta de
sensibilidad del método para el reconocimiento de DHNs en general, y en particular aquellas
con estructura KS, lo que indica una subestimaciéon de las DHNs codificadas en los genomas



de plantas. En base a proteinas pertenecientes a los tres subgrupos estructurales KS, FSK e
YSK se procedié a la construccién de tres nuevos perfiles de HMM denominados HMM-KS,
HMM-F y HMM-Y. El perfil HMM-KS incrementd la sensibilidad en el reconocimiento de las
DHNs y se determiné que una combinacién de los perfiles HMM especificos de cada grupo es
necesaria para la identificaciéon de todos los tipos de DHNs. A continuacion, se verificd la
presencia de los motivos caracteristicos de las DHNs utilizando la herramienta MEME. El
andlisis revel6 que todas las DHNs KS poseen en la region amino-terminal un Gnico motivo
altamente conservado de 15 residuos, el cual no fue descripto anteriormente. Este motivo
novedoso, al cual se denomin6 segmento H, fue detectado en las DHNs de especies
angiospermas, gimnospermas Yy licofitas, sugiriendo que las DHNs HKS surgieron en las
primeras plantas vasculares. Los analisis de filogenia y microsintenia indicaron que los cinco
subgrupos estructurales de DHNs en angiospermas pueden ser asignados a tres grupos de
genes ortélogos, caracterizados por la presencia de los segmentos H, F e Y. Finalmente, se
evaluaron algunas propiedades biofisicas y bioquimicas a través de las cuales se concluyé que
el caracter hidrofilico de las DHNs correlaciona con el origen filogenético de las DHNs mas que
con los subgrupos estructurales tradicionales.

El segundo capitulo tuvo como objetivo la identificacion de la familia génica de dehidrinas y el
analisis de su expresidn organo-especifico y en respuesta al estrés salino. Mediante el uso de
los perfiles HMM descriptos en el primer capitulo, se identificaron 11 genes CqDHNs
pertenecientes a los 3 grupos ortélogos de angiospermas. Se determiné la presencia de seis
subgrupos estructurales de DHNs en el genoma de C. quinoa: FSK2, FSK3, Y2SK2, Y4SK2,
SK y una atipica KS. Llamativamente, la dehidrina KS de C. quinoa no posee un segmento K
conservado, sin embargo la presencia del dominio H y el analisis de microsintenia permitio
identificarla como una proteina ortéloga a las DHNs KS. Llamativamente, estas mismas
caracteristicas fueron identificadas en las DHNs KS de las otras especies de amarantaceas
analizadas. Se evalué la expresion tejido especifico de las CqDHNs y se obtuvo que los genes
CqDHN1 (FSK2) y CgDHN3 (Y2SK2) se expresan de forma ubicua. En cambio, los genes
CgDHN2 (FSK3) y CgDHN4 (Y4SK2 y SK2) se expresan exclusivamente en raiz e
inflorescencia, respectivamente. Por otra parte, se realizaron ensayos de salinidad en plantula
de tres variedades diferentes de quinoa. Estudios morfométricos y fisiologicos determinaron
gue Cahuil es la variedad mas tolerante, siendo BO25 y Sajama los cultivares sensibles al
estrés salino. Los analisis de qRT-PCR mostraron que los genes CqDHN4 aumentan su
expresion a causa del estrés por sal en todas las variedades analizadas; mientras que los
genes CgDHN1 disminuyen su expresion en Cahuil. Esto dltimo es llamativo ya que la
represion transcripcional de DHNs es muy inusual en estrés abiodtico y existe un solo
antecedente para salinidad reportado en hojas de Beta vulgaris, otra especie amarantacea con
caracteristicas halotolerantes. Un andlisis in silico de los promotores de CqDHN1 y CqDHN4
identifico sitios de union para CAMTA y ABF3, respectivamente. Ambos factores de
transcripcién estan relacionados a multiples estreses abidticos, y en particular a estrés
osmoético, teniendo ABF3 un rol importante en respuestas dependientes de ABA.
Consecutivamente, la funcion del gen CqDHN1A fue evaluada mediante sobreexpresion en
plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana. Los resultados indicaron que la sobreexpresion
de CgDHN1A acorta los tiempos de germinacion y favorece la elongacion de la raiz en las



plantas bajo condiciones normales de crecimiento. Sin embargo, el efecto positivo de
CgDHN1A se pierde en condiciones de estrés salino debido a que el comportamiento de las
lineas transgénicas no se diferencia significativamente de las plantas salvajes. Considerando
gue en Cahuil, la variedad de quinoa mas tolerante al estrés salino, la expresién de CgDHNL1 se
regula negativamente, podemos plantear que la expresion de esta proteina en estadios
tempranos del desarrollo de las plantulas podria ser negativo para su supervivencia en estrés
salino. Por otra parte, estudios realizados sobre CqDHN4B mostraron que la proteina presenta
cierto grado de degradacién, y los ensayos preliminares de estrés no arrojaron resultados
concluyentes. Se necesitaran evaluaciones adicionales para CqDHN4B que nos permitan
comprender su rol en situaciones de estrés.

El tercer y ultimo capitulo plante6 como objetivo el desarrollo de un sistema de silenciamiento
génico inducido por virus (VIGS por sus siglas en inglés, Virus-Induced Gene Silencing) para su
utilizacion en ensayos de genomica funcional en quinoa. Se llevé a cabo una puesta a punto
del método utilizando vectores virales basados en el virus de plantas Apple latent spherical
virus (ALSV) que portan parte de las secuencias génicas de la fitoeno desaturasa de N.
benthamiana y de quinoa. La técnica desarrollada requiere una primera inoculacién en plantas
de Nicotiana mediante agroinfiltracion con cultivos de Agrobacterium que portan las diferentes
construcciones virales. Se preparan extractos virales utilizando las hojas locales o sistémicas, y
estos se usan como indculo para infectar hojas de quinoa mediante dafio mecanico. El método
se probd exitosamente en dos variedades contrastantes de quinoa, aunque con algunas
diferencias en el fenotipo de infeccion y la susceptibilidad viral. También se analizé el efecto del
tamano de la secuencia de insercion en los vectores virales, dando como resultado diferencias
en el fenotipo de blanqueamiento o clorosis, y en el impacto sobre el crecimiento de las plantas.
Se confirmd la presencia del virus en las plantas infectadas y se comprob6 la disminucién de la
expresion del gen PDS en las plantas silenciadas. En conclusion, se pudo elaborar un método
facil y rapido de VIGS en quinoa que permitira estudiar mediante pérdida de funcion diversos
genes relacionados a estrés. Esto es sumamente relevante ya que se trata de una especie que
hasta el momento no cuenta con protocolos de transformacién estable, y por ende los estudios
funcionales se encuentran restringidos a ensayos de expresion heterdloga.

Palabras claves: Chenopodium quinoa, dehidrinas, estrés salino, VIGS.



Study of dehydrins and their relationship with salt stress tolerance in the
halophytic plant Chenopodium quinoa Willd.

Abstract

Soil salinization generates significant economic losses in agriculture every year, forcing
producers to develop new agricultural strategies. This is because salinity causes stress in
plants, leading to significant changes in their metabolism and affecting their growth and
development, which in turn negatively impacts crop productivity. To cope with salinity and other
unfavorable environmental conditions, plants have developed different mechanisms, such as
the accumulation of antioxidant compounds and specific proteins involved in stress tolerance.
An example of these proteins are dehydrins, also known as dehydration response proteins or
Dehydrin Proteins (DHNSs for short). They are a group of proteins found in various plant species
that play a crucial role in seed development and cell protection against environmental stress,
especially under conditions of drought, cold, and salinity. These proteins have the ability to
stabilize cell membranes and protect proteins and DNA from damage caused by dehydration.

On the other hand, quinoa (Chenopodium quinoa Willd) is a facultative halophyte species
adapted to thrive in a wide range of agroecosystems. Some varieties can even grow in salt
concentrations similar to or higher than that of seawater. However, the underlying molecular
mechanisms that confer this tolerance are not yet fully understood. Therefore, studying quinoa
dehydrins and their relationship with salinity could help elucidate the mechanisms by which
plants respond to the environment and develop more efficient biotechnological strategies to
generate stress-tolerant plants.

The main objective of this research was the identification and characterization of quinoa
dehydrin (CqDHNS) expression in response to salt stress. The ultimate purpose was to use
these genes as markers of salinity tolerance in quinoa and as an improvement tool to address
salt stress in other crops. The specific objectives and results obtained are presented throughout
three chapters.

Dehydrins contain conserved segments of amino acids, referred to as K, S, Y, and F segments,
which confer their characteristic structure and are used to classify them into six structural
subgroups: K, SK, YK, YSK, FSK, and KS. The objective of the first chapter was to perform a
structural and phylogenetic analysis of angiosperm dehydrins in order to establish appropriate
criteria to ensure comprehensive identification of these proteins in plant genomes. The
preliminary identification of dehydrins in the genomes of 56 representative species from the
Viridiplantae clade using the hidden Markov model (HMM) defined for proteins of this gene
family (Pfam00257) allowed us to determine a lack of sensitivity of the method for recognizing
dehydrins in general, particularly those with KS structure, indicating an underestimation of
dehydrins encoded in plant genomes. Based on proteins belonging to the three structural
subgroups KS, FSK, and YSK, three new HMM profiles were constructed, named HMM-KS,
HMM-F, and HMM-Y. The HMM-KS profile increased sensitivity in recognizing dehydrins, and it
was determined that a combination of specific HMM profiles for each group is necessary for the



identification of all types of dehydrins. Subsequently, the presence of characteristic motifs of
dehydrins was verified using the MEME tool. The analysis revealed that all KS dehydrins
possess a highly conserved unique motif of 15 residues in the amino-terminal region, which has
not been described previously. This novel motif, referred to as the H segment, was detected in
dehydrins from angiosperms, gymnosperms, and lycophytes, suggesting that HKS dehydrins
emerged in early vascular plants. Phylogenetic and microsynteny analyses indicated that the
five structural subgroups of dehydrins in angiosperms can be assigned to three groups of
orthologous genes, characterized by the presence of the H, F, and Y segments. Finally, certain
biophysical and biochemical properties were evaluated, leading to the conclusion that the
hydrophilic nature of dehydrins correlates with their phylogenetic origin rather than with
traditional structural subgroups.

The second chapter aimed to identify the dehydrin gene family encoded in the quinoa genome
and analyze the organ-specific expression and response to salt stress of CqDHNs. Using the
HMM profiles described in the first chapter, eleven CqgDHN genes were identified in the quinoa
genome belonging to the Y-, F-, and H-orthologous groups found in angiosperms. Various
analyses suggested a functional loss of the K segment in the H-type DHNs of quinoa and other
amaranths. Likewise, the presence of six structural subgroups of CgDHNs (FSK2, FSKS3,
Y2SK2, Y4SK2, SK, and the atypical HS) was determined, with the majority having two
paralogous genes (named A and B), which is consistent with quinoa's allotetraploid nature.
Organ-specific expression of CqDHNs was evaluated, and it was found that the CqDHNL1
(FSK2) and CgDHN3 (Y2SK2) genes are expressed ubiquitously. In contrast, the CqDHN2
(FSK3) and CgDHN4 (Y4SK2 and SK2) genes are expressed exclusively in the root and
inflorescence, respectively. Furthermore, salinity tolerance analysis was conducted on seedlings
of three different quinoa landraces. Physiological and morphometric studies determined that
Cahuil is the most tolerant variety, while BO25 and Sajama are sensitive to salt stress. gRT-
PCR analysis of salt-responsive gene expression showed that the CqDHN4 genes increase
their expression due to salinity in all the studied landraces, whereas the CqDHN1 genes
decrease their expression in Cahuil. Transcriptional repression of DHNs is unusual in abiotic
stress, with only one precedent reported for salinity in beet leaves. In silico analysis of the
promoters of CgDHN1 and CqDHN4 identified binding sites for CAMTA and ABF3, respectively.
Both transcription factors are associated with multiple abiotic stresses, particularly osmotic
stress, with ABF3 playing an important role in ABA-dependent responses. Subsequently, the
function of the CgDHN1A gene was evaluated through overexpression in transgenic A. thaliana
plants. Results indicated that CqDHN1 has a positive effect on the plant, reducing germination
times and promoting root elongation rate. However, under salt stress conditions, germination
and root growth are not promoted. Considering the downregulation of CqDHN1 in Cahuil, it was
hypothesized that its heterologous overexpression under stress could be counterproductive for
the plant. On the other hand, studies conducted on CgDHN4B revealed that the protein
undergoes certain degrees of degradation, and preliminary stress tests did not yield conclusive
results. Further evaluations of CQDHN4B will be necessary to better understand its role in stress
situations.



The third and final chapter aimed to develop a Virus-Induced Gene Silencing (VIGS) system for
functional genomics assays in quinoa. The method was fine-tuned using viral vectors based on
the Apple latent spherical virus (ALSV) that carry partial gene sequences of phytoene
desaturase from N. benthamiana and quinoa. The developed technique involves an initial
inoculation in Nicotiana plants through agroinfiltration with Agrobacterium cultures carrying the
different viral constructs. Viral extracts were prepared using local or systemic leaves, which
were then used as inoculum to infect quinoa leaves through mechanical damage. The method
was successfully tested in two contrasting quinoa varieties, although some differences were
observed in infection phenotype and viral susceptibility. The effect of insertion sequence size in
the viral vectors was also analyzed, resulting in differences in bleaching or chlorosis phenotype
and impact on plant growth. The presence of the virus in infected plants was confirmed, and the
reduction in PDS gene expression in silenced plants was verified. In conclusion, an easy and
fast VIGS method in quinoa was developed, allowing the study of various stress-related genes
through loss of function. This is highly relevant as quinoa currently lacks stable transformation
protocols, limiting functional studies to heterologous expression assays.

Keywords: Chenopodium quinoa, dehydrins, salt stress, VIGS.
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

A Adenina
C Citosina
G Guanina
T Timina
ATP nucleétido de adenina (adenosin trifosfato)
NTP Nucleésido trifosfato
ADN Acido desoxirribonucleico
ARN Acido ribonucleico
ARNmM ARN mensajero
ADNc ADN copia
ARNpi ARN pequefio de interferencia
°C Grados centigrados
L Litro
Gramo
Hg Microgramo
uL Microlitro
M Molar
UM Micromolar
Mg Miligramo
mL Mililitro
Mm Milimetro
Ms Milisegundo
mM Milimolar
Ng Nanogramo
Nm Nanometro
S Segundo
Min Minuto
H Hora/s
Cm Centimetro
Vv Volt
kDa Kilo Dalton
kv Kilo Volt
Rpm Revoluciones por minuto
Xg Aceleracion equivalente a fuerza de gravedad
ORF Marco abierto de lectura (del inglés, “Open Reading Frame”)
UTR Region no codificante (del inglés, “Untranslated regién”)
Pb Pares de bases

Kb Kilobases
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gPCR
RT
oD
ECL

GFP
MS

LB

TE

TAE
TBS
SDS
TCA
TBA
BHT
PVPP
PM

pl
GRAVY
DPI
DPG
DPS
35S CamMVv

Tnos/NOS
PTGS

VIGS

PDS
ALSV
DHN
LEA

HMM
bootstrap

Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés “Polymerase Chain Reaction”)
Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (o en tiempo real)
Retrotranscripcion

Densidad éptica (del inglés, “Optical Density”)

Reactivo de deteccion en Western Blot (del inglés, “enhanced
chemiluminescence”)

Proteina verde fluorescente (del inglés, “Green Fluorescent Protein”)

Murashige y Skoog

Luria Bertani

Buffer Tris EDTA

Tris Acetato EDTA

Tris Buffer Salino

dodecilsulfato sodico

Acido tricloroacético

Acido tiobarbiturico

Butilhidroxitolueno

Polivinilpolipirrolidona

Peso molecular

Punto isoeléctrico

indice de hidropatia (del inglés, “grand average of hydropathy”)

Dias post-infiltracién

Dias post-germinacion

Dias post-siembra

Promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (del inglés, “Cauliflower Mosaic
Virus”)

Terminador de la transcripcion de la nopalina sintasa

Silenciamiento génico post-transcripcional (del inglés, “Posttranscriptional Gene
Silencing”)

Silenciamiento génico inducido por virus (del inglés, “Virus-induced gene
silencing).

Fitoeno desaturasa (del inglés, “phytoene desaturase”)

virus esférico latente de la manzana (del inglés, “Apple Latent Spherical Virus”)
Dehidrina

Proteina abundante de embriogénesis tardia (del inglés, “Late embryogenesis
abundant”)

Modelos ocultos de Markov (del inglés, “Hidden Markov Model”),
Método de soporte de arboles filogenéticos
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Capitulo 1

“Identificacion y andlisis filogenético, estructural y bioquimico de la familia de las
dehidrinas en angiospermas’
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INTRODUCCION

1. Proteinas LEA

Las plantas se enfrentan a diversos estreses del medioambiente los cuales pueden tener un
impacto negativo sobre su crecimiento y desarrollo. Las proteinas LEA (del inglés, “Late
Embryogenesis Abundant”), como su nombre sugiere, se acumulan en altos niveles durante los
estadios tardios del desarrollo de la semilla; sin embargo, la pérdida de agua intracelular como
consecuencia del estrés abidtico también genera su acumulacién en dérganos vegetativos,
sugiriendo un rol protector frente al déficit hidrico (Roberts et al., 1993).

Las LEAs pertenecen a un gran grupo de proteinas conocidas como “hidrofilinas”,
caracterizadas por sus secuencias ricas en glicina y altamente hidrofilicas (Garay-Arroyo et al.,
2000). En base a la similitud de secuencias, las LEAs se clasifican en 7 familias de acuerdo a
Pfam que se distinguen por la presencia de diferentes motivos conservados. Las familias son
LEAL, LEA2, LEA3, LEA4, LEA5, SMP y dehidrinas (DHNSs), esta ultima es también conocida
como grupo Il o D11 y conforma el grupo mas estudiado de las LEAs (Dure, 1993; Battaglia et
al., 2008).

1.1. Dehidrinas: secuenciay arquitectura

Las dehidrinas constituyen un grupo bioguimica y evolutivamente distintivo de las LEAs. Tienen
una estructura altamente modular la cual consiste en una combinacién de diferentes motivos
conservados, variables en namero y tipo, intercalados dentro de segmentos aminoacidicos
débilmente conservados. La presencia de al menos un motivo conservado rico en lisinas,
denominado segmento-K, es usualmente usado como condicién para definir a una proteina
como dehidrina (Close et al., 1989). La secuencia candnica del segmento-K en plantas
vasculares es EKKGIMDKIKEKLPG. Los residuos mas conservados corresponden a las Lys en
las posiciones 2, 8, 10 y 12, asi como también a las Gly ubicadas en las posiciones 4 y 15
(Malik et al., 2017).

Otros dos motivos conservados descriptos en las DHNs son los segmentos S e Y. El segmento
S tiene una longitud aproximada de 16 aminoéacidos y consta de un tramo central de 6 a 7
serinas consecutivas. La region C-terminal esta ocupada por residuos de Asp o Glu, mientras
gue el inicio del motivo contiene Leu-His-Arg como triada mas frecuente. Por otro lado, el
segmento Y, llamado asi por la presencia de un aminoacido de Tyr en la mitad del motivo,
posee una secuencia consenso descripta como D(E/Q)YGNP(V/T). Aunque la Tyr es el residuo
mas frecuente en la posicién 3, también se puede encontrar His o Phe, con lo cual el caracter
aromético en esta posicion parece ser importante. Las posiciones 4 (Gly) y 5 (Asn) son
altamente conservadas, seguidas por las posiciones 1 (Asp) y 6 (Pro) (Malik et al., 2017).

Los segmentos K, S e Y son la base para la clasificacion general de las DHNs en los 5 sub-
grupos estructurales: KnS, SKn, YnKn, YnSKn y Kn, donde n hace referencia al nimero de
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repeticiones y cuyo rango depende del segmento en cuestion. El segmento K por definicion
debe estar presente en al menos una copia, sin embargo, no es poco usual encontrarlo de
forma mas frecuente. El segmento Y, cuando estd presente, se localiza en el extremo N-
terminal de la proteina, en una o varias copias en tandem; mientras que el segmento S se
encuentra siempre en una unica copia (Close, 1996).

Recientemente, Strimbeck (2017) describié un nuevo motivo conservado presente en un sub-
grupo de DHNs con estructura SKn, al cual denomin6é segmento F. Este motivo
(DRGLFDFLGKK) de 11 residuos fue encontrado en coniferas y en los principales grupos de
angiospermas. La mayoria de las dehidrinas con arquitectura SKn contienen en su extremo
amino-terminal una copia del segmento-F, con lo cual esto introdujo un nuevo sub-grupo
estructural a la clasificacion general: FSKn.

Estos motivos conservados (K, Y, S y F) estan rodeados por secuencias menos conservadas
denotadas como segmentos Phy, las cuales poseen en mayor frecuencia residuos de Gly, Thry
Glu (Malik et al., 2017).

1.2. Dehidrinas: estructura

Las DHNs poseen en sus secuencias un porcentaje muy reducido de aminoacidos hidrofébicos.
Para una proteina globular tipica, estos constituyen el nucleo hidrofébico que hace posible su
plegamiento; por el contrario, en el caso de las dehidrinas, la presencia de residuos polares y
cargados evita que la proteina forme una estructura estable (Graether y Boddington, 2014).
Aquellas proteinas de conformacion extendida, con alta flexibilidad intramolecular y escasa
estructura secundaria son conocidas como proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs)
(Tompa, 2003). Este tipo de desorden es especialmente comun en proteinas involucradas en el
control del ciclo celular, la regulacién transcripcional y traduccional y el ensamblado de
proteinas, pero también es caracteristico de proteinas que responden al estrés (Uversky,
2002a).

La estructura practicamente desordenada de las DHNs conlleva varias ventajas, tales como la
incapacidad de desnaturalizarse. En el caso de las proteinas globulares, su desnaturalizacién
genera la exposicion de residuos hidrofébicos en el medio acuoso, donde pueden interactuar
con otros residuos hidrofébicos de otras proteinas y formar agregados (Uversky et al., 2000).
La baja hidrofobicidad y la alta carga neta permiten a las dehidrinas mantener una
desestructuracion bajo condiciones fisiolégicas, lo que evita la desnaturalizacion durante la
desecacion o las temperaturas heladas, y ademas la falta de aminoacidos hidrofébicos impide
la agregacion (Graether y Boddington, 2014).

Resultados que se desprenden de estudios de dicroismo celular indicarian que las DHNs
pueden formar estructuras de a-hélice, aunque estas serian transitorias, débiles e imperfectas.
Por otro lado, experimentos de resonancia magnética nuclear concluyeron que estas proteinas
son altamente flexibles, tal como se espera para las IDPs (Smith and Graether, 2022).
Programas que predicen la formacién de estructura secundaria mostraron que el segmento-K
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corresponde a la zona de la proteina que tenderia a formar las a-hélices (Hughes and
Graether, 2011). Se sabe ademés que las IDPs responden a los cambios del ambiente, como a
altas temperaturas, valores de pH extremos e incluso a la presencia de ligandos, adquiriendo
un plegamiento parcial y aumentando la complejidad estructural de la proteina (Uversky,
2002b). En relacién a esto, estudios in vitro sefialan que el segmento K puede interactuar con
membrana y diferentes ligandos, y esa interaccién es la que podria favorecer la formacién de a-
hélices (Graether y Boddington, 2014).

2. Dominios aminoacidicos y perfiles de HMM: busqueda de secuencias homélogas

Entre las anotaciones que caracterizan a una proteina se encuentran los dominios. Los
dominios de las proteinas son unidades o motivos secuenciales y estructurales, pueden
trabajar independientemente o cooperar con dominios vecinos, y diferentes ordenamientos de
los mismos pueden generar funciones distintas en las proteinas. A los dominios también se los
considera como porciones homologas de secuencias codificadas en distintos contextos
genéticos que se han mantenido intactas a lo largo de la evolucién a nivel de secuencia
(Richardson, 1981; Wang et al., 2021).

Pfam es una base de datos de familias de proteinas y dominios ampliamente utilizada que
actualmente cuenta con 19632 entradas. Cada familia de dominios es definida usando un
conjunto de secuencias aminoacidicas representativas las cuales son manualmente
seleccionadas y alineadas, y usadas para construir un perfil basado en Modelos Ocultos de
Markov (HMM) (Finn et al., 2009). Un perfil de HMM es un modelo probabilistico que modela
las posiciones conservadas en cada columna de un alineamiento multiple de secuencias (Eddy,
1998). En otras palabras, los perfiles de HMM reflejan los cambios evolutivos que ocurrieron
dentro de un conjunto de secuencias relacionadas. Estos perfiles se pueden usar para buscar
secuencias homologas en cualquier base de datos de manera sensible y precisa. Cuando se
analiza una nueva secuencia aminoacidica, los perfiles HMM de Pfam se usan para computar
un puntaje que mide la similitud entre la secuencia y el dominio. Si el puntaje esta por encima
de un determinado umbral establecido por Pfam (el valor del umbral depende de cada perfil de
HMM), entonces se acepta la presencia del dominio en la proteina (Finn et al., 2009).

La busqueda de secuencias homologas en las bases de datos y los alineamientos son
realizados por softwares como HMMER. Desde 1998 Pfam ha usado HMMER para construir
perfiles de HMM y contrastarlos contra secuencias ubicadas en bases de datos (Mistry et al.,
2013). Historicamente, Pfam y HMMER se han ido desarrollando en paralelo. Las primeras
implementaciones de perfiles de HMM fueron computacionalmente intensivas, incluyendo
HMMER1 (1995) y HMMER2 (1998), pero actualmente, HMMER3 es mas rapido que
bdsquedas de Blastp, incluso utilizando modelos més complejos. El algoritmo Blast desarrolla
alineamientos locales, es decir, alinea y compara una o varias secuencias de interés contra
secuencias ubicadas en bases de datos; mientras que los perfiles de HMM hacen las
comparaciones contra modelos estadisticos (de dominios peptidicos) que son los que
representan a las secuencias. Aunque Blast esta programado para encontrar dominios o tractos
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cortos de secuencia, los perfiles de HMM son muchos mas sensibles y pueden identificar
secuencias mas divergentes que Blast (Madden, 2013).

3. ldentificacion de motivos de novo en secuencias aminoacidicas

Un motivo de ADN, ARN o proteina es un patrén corto conservado por la evolucion. En el caso
de las proteinas, estos motivos pueden representar regiones estructurales, sitios de unién a
ligandos o dominios funcionales. Es decir, los motivos son una de las unidades funcionales
bésicas de la evolucién molecular. En consecuencia, identificar y comprender estos motivos es
fundamental para la construccién de modelos de procesos celulares a escala molecular (Bailey
et al., 2015).

El programa MEME (Multiple Em for Motif Elicitation) suite es un conjunto integrado de
herramientas web para el descubrimiento y analisis de motivos (Bailey et al., 2009). Un motivo
consiste en un patrén de secuencia aproximado que ocurre repetidamente en un grupo de
secuencias relacionadas. MEME representa los motivos como matrices de probabilidad de
letras dependientes de la posicion que describen la probabilidad de cada letra posible en cada
posicién en el patrén. Los motivos obtenidos no contienen espacios porque no esta permitido
por el algoritmo. Ademas, el programa divide los patrones con espacios de longitud variable en
dos 0 mas motivos separados. Este software toma como entrada un grupo de secuencias a
comparar y genera tantos motivos conservados entre ellas como se le soliciten. Ademas, utiliza
técnicas de modelado estadistico para elegir automaticamente el mejor ancho, el nimero de
ocurrencias y dar una descripcién para cada motivo generado (Bailey and Elkan, 1994). De
esta forma, es posible identificar un motivo "de novo" refiriéndonos a un patréon o secuencia de
aminodacidos que no ha sido previamente descrito o asociado con una funcién conocida. Estos
motivos son identificados mediante analisis bioinformaticos y estructurales, y su presencia en
una proteina puede sugerir una nueva funcién o interaccion molecular.

4. Secuencias homdlogas aminoacidicas para el estudio de relaciones filogenéticas

Las secuencias aminoacidicas se utilizan frecuentemente para el andlisis de relaciones
evolutivas. El ADN estd sujeto a cambios graduales a lo largo del tiempo, resultando en la
incorporacién de mutaciones, inserciones o deleciones. Sin embargo, no todas las mutaciones
genéticas conducen a cambios en las secuencias peptidicas. Se podria decir que las
secuencias aminoacidicas son mucho mas estables que las nucleotidicas debido a que
mutaciones sindnimas en el ADN no causan mutaciones en las proteinas que codifican. Las
secuencias de proteinas ortélogas de dos especies que han divergido de un ancestro comun
diferirdn ligeramente cuando ha habido poco tiempo para que ocurran mutaciones no
sinbnimas, mientras que cuanto mas tiempo haya pasado mas chances habran de que las
secuencias aminoacidicas hayan cambiado. Por lo tanto, las secuencias nucleotidicas son
Utiles para la comparacion de genes homologos de organismos estrechamente relacionados,
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mientras que las secuencias aminoacidicas son mas apropiadas para genes homologos de
organismos distantemente relacionados (Opperdoes, 2012).

El objetivo de muchos analisis filogenéticos es la reconstrucciéon de un arbol evolutivo que
describa las relaciones de los diversos taxones entre si. El primer paso consiste en la
busqueda y seleccién de las secuencias homélogas que conforman la familia a estudiar, por
ejemplo, mediante el uso de perfiles de HMM en bases de datos como Pfam. Una vez
obtenidas las secuencias, estas deben alinearse. En el caso de las proteinas, el alineamiento
multiple de secuencias o MSA (por sus siglas en inglés, multiple sequence alignment)
basicamente tiene como objetivo posicionar residuos “homdlogos” de las diferentes secuencias
de manera que queden uno encima de otro. Esto constituye un paso crucial para el estudio de
la evolucion de las proteinas porque se supone que todas posiciones en una columna de un
alineamiento multiple derivan de un residuo ancestral comun (Gabaldén, 2005). Existen varios
algoritmos de MSA que combinan velocidad y precision razonable, tales como Clustal Omega o
T-Coffee. Ambos utilizan métodos de alineacién progresiva donde las secuencias con la mejor
puntuaciéon de alineacién se alinean primero, luego se alinean progresivamente grupos de
secuencias mas distantes hasta crear una alineacion global. Este enfoque heuristico es
necesario debido a la demanda de tiempo y memoria para encontrar la solucién 6ptima global
(Thompson et al., 1994; Notredame et al., 2000).

La aplicaciéon de un modelo evolutivo especifico que explique las sustituciones aminoacidicas
observadas en el MSA, permite computar las distancias evolutivas entre las proteinas. Esta
distancia evolutiva, que refleja el nUmero promedio esperado de cambios por sitio que ha
ocurrido desde que dos secuencias divergieron de su ancestro comun, es utilizada por los
denominados métodos de distancia para hacer inferencias filogenéticas (Gabaldon, 2005). Un
posible enfoque es el de Maxima Verosimilitud. Este método intenta encontrar el arbol con la
maxima probabilidad de producir la variacién observada en el conjunto de datos especificado
(Schadt, et al., 1998). Dicho arbol representa una hip6tesis sobre la historia evolutiva que, de
acuerdo con el modelo subyacente, muy probablemente habria dado lugar a los respectivos
datos de secuencias (Ludwig et al., 2011).

5. Relaciones filogenéticas en la familia de dehidrinas

Usualmente, las caracteristicas bioquimicas y funcionales de las DHNs son analizadas en el
marco de dominios estructurales conservados, sin tener en cuenta la evolucion de esta familia
de proteinas. Aunque las relaciones filogenéticas de las DHNs han sido estudiadas en distintas
plantas, la mayoria de esos estudios se encuentran limitados a un género o especie (Jing et al.,
2016; Abedini et al.,, 2017; Nagaraju et al.,, 2018). Solo recientemente, se ha intentado
comprender de forma integral la historia evolutiva de las DHNs. Un analisis filogenético y
estructural de DHNs de diferentes plantas, sugiere que la DHN ancestral de espermatofitas
pertenece a un grupo estructural Kn o SKn, y que las dehidrinas YSKn e YKn surgieron primero
en angiospermas (Riley et al., 2019). Sin embargo, el alcance de estos resultados es limitado
debido a que estan basados en la construccidn de arboles filogenéticos que no fueron
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confirmados por grupos de sintenia. Ademas, en el trabajo de Artur et al (2019) propusieron
gue las DHNs de angiospermas estan conformadas por dos grupos ortélogos relacionados con
la presencia de los segmentos F e Y, a los cuales definieron como comunidad sinténica F e Y.
Sin embargo, debido al enfoque bioinformatico utilizado en su trabajo, subestimaron la
identificacion de las DHNs en los genomas de las plantas estudiadas, siendo su principal
consecuencia la no deteccién de la mayoria de las DHNs KS.
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RESULTADOS

1. Identificacion de las DHNs en los genomas de especies del clado
Viridiplantae

Para comprender la evolucion de las DHNs con estructura KS y su relacion con los otros
subgrupos estructurales (YnSKn, YnKn, SKn y Kn), se desarroll6 una busqueda a nivel
gendmico para identificar todos los genes codificantes de DHNs en 56 especies diferentes del
clado Viridiplantae, incluyendo miembros de la division Chlorophyta y del grupo Streptophyta.

La busqueda inicial fue realizada utilizando el perfii HMM definido para las proteinas de la
familia dehidrina (Pfam00257) (Mistry et al., 2021) Sorprendentemente, un primer analisis
elaborado a partir de las secuencias recuperadas mostro que las DHNs con estructura KS bien
conocidas, tales como la HIRD11 de Arabidopsis thaliana (At1g54410) (Hundertmark and
Hincha, 2008) y la ZmDHN13 de Zea mays (Liu et al., 2017) no fueron detectadas por el
algoritmo. Se establecid la hipétesis de que el perfil de Pfam00257 no tenia la sensibilidad
suficiente para poder reconocer a las DHNs KS. Para superar esa limitacion, se construyeron
tres perfiles de HMM: uno (HMM-KS) usando secuencias de DHNs KS de genomas de
angiospermas identificadas mediante basqueda por Blastp usando HIRD11 de A. thaliana como
consulta ("query"), y los otros dos (HMM-F y HMM-Y) basados en DHNs de angiospermas
pertenecientes a los grupos ortélogos descriptos recientemente (Artur et al., 2019).

Después de buscar con Pfam00257 y los perfiles HMM elaborados para cada grupo especifico,
se recuper6 un total de 305 secuencias no redundantes de genomas de especies
representativas de bryophytas (4), lycophytas (1), gimnospermas (3) y angiospermas (36) (ver
https://www.nature.com/articles/s41598-021-03066-5). Por otra parte, no se recuperaron
secuencias de los genomas de algas analizadas, sugiriendo que las DHNs podrian haber
surgido en las plantas terrestres (Malik et al., 2017).

Llamativamente, el perfil HMM-KS incrementé la sensibilidad en el reconocimiento de los
homologos de las DHNs, debido a que este fue capaz de identificar un 92,2 % de las proteinas,
mientras que el perfil HMM de Pfam00257 identific6 un 83 %. De un total de 62 DHNs KS,
Unicamente 17 pudieron ser recuperadas utilizando el perfil de Pfam00257, corroborando su
pobre capacidad para reconocer DHNs KS. El perfil HMM-F tuvo un mejor desempefio y pudo
reconocer 24 DHNs KS, sin embargo, Unicamente el perfii HMM-H fue capaz de recuperar
todas las DHNs KS, dado que hubo 32 DHNs KS que fueron reconocidas exclusivamente
usando el perfil HMM-KS. El perfil HMM-KS fall6 en el reconocimiento de 24 secuencias de
DHNs que fueron identificadas por otros perfiles de HMM. Por ultimo, todas las DHNs
codificadas en los genomas no pudieron ser recuperadas por un unico perfil de HMM, indicando
gue los perfiles HMM especificos de grupo son necesarios para una identificacion completa de
las DHNs en los genomas (Figura 1.1).
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HMM-F HMM-Y

Pfam00257

Figura 1.1. DHNs identificadas en los genomas del clado Viridiplantae por diferentes perfiles de
HMM. Las secuencias recuperadas de los diferentes genomas usando los perfiles HMM-F, HMM-Y,
HMM-KS y Pfam00257 se muestran mediante un diagrama de Venn. Los nameros blancos indican la
cantidad de DHNs KS presentes en cada subconjunto.

2. Analisis de motivos conservados en las secuencias aminoacidicas de las
DHNs

Para verificar la presencia de los motivos caracteristicos de las DHNs (segmentos K, Fe Y)y a
fin de descubrir putativos motivos novedosos, se utilizé la herramienta MEME. (Para acceder a
los resultados del MEME, ver https://www.nature.com/articles/s41598-021-03066-5).

2.1. Identificaciobn de motivos aminoacidicos y clasificacién estructural de las
DHNs

Los motivos conservados y el niumero de DHNs en los subgrupos estructurales detectados se
muestran en la figura 1.2. Por un lado, se confirmé la presencia del segmento K en 302 de 307
DHNSs identificadas por busqueda de homologia basada en perfiles de HMM. EI MEME no pudo
reconocer el segmento K en solo unas pocas proteinas, todas pertenecientes a especies no
angiospermas. Sin embargo, estas proteinas poseen un segmento K degenerado (menos
conservado), y también presentan en sus secuencias otros motivos caracteristicos de las
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DHNs, indicando que se trata efectivamente de dehidrinas. Este es el caso, por ejemplo, de las
DHNs de la lycophyta S. moellendorffi y la gimnosperma Ginkgo biloba (Figura 1.3).
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Subgrupos estructurales de DHNs

Figura 1.2. Identificacion de los motivos aminoacidicos conservados y clasificacion estructural de
las DHNs. (A) Representacion LOGO de los diferentes motivos conservados detectados por MEME. (B)
Numero de DHNs dentro de cada subgrupo estructural identificado. Todas las DHNs clasificadas
pertenecen a 19 familias de angiospermas detalladas en la informacién suplementaria de Melgar and
Zelada (2021). Los patrones punteado y liso indican especies de monocotiledéneas y dicotiledéneas,
respectivamente.

Por otro lado, se identificaron 75 DHNs que poseen un Unico segmento F localizado en la
regiobn amino-terminal de la proteina, las cuales fueron clasificadas dentro del subgrupo
estructural FSKn. El segmento F predicho dentro de nuestra base de datos es similar al motivo
descripto anteriormente por Strimbeck (2017) (Figura 1.2 A). Es importante destacar que
aunque el perfii HMM-F fallo en la identificacion de DHNs FSKn en los genomas de 4
bryophytas y 1 lycophyta, estos fueron encontrados en 3 gimnospermas incluidas en este
trabajo, Picea abies, Picea glauca y G. biloba, sefialando que este grupo surgié en las
espermatofitas (plantas con semilla). De acuerdo con observaciones previas (Sena et al.,
2018), se registré una expansion del grupo FSKn dentro de la familia Pinaceae; mientras que
en G. biloba se identificaron unicamente 3 DHNs, 2 con un segmento F (FSK2 y FK2) y 1 con
estructura KS. En las angiospermas, el grupo FSKn esta mayormente compuesto por proteinas
FSK2 y FSKS3. Interesantemente, en las monocotiledéneas y en la dicotiledénea basal Nelumbo
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nucifera, asi como en las angiospermas basales A. trichopoda y N. colorata, se encontraron
exclusivamente DHNs FSK3 (Figura 1.2 B; Figuras suplementarias 1.1y 1.2), sugiriendo que
las DHNs FSK2 podrian haber surgido a partir de una forma ancestral de DHNs FSK3.

En cuanto al segmento Y, se hallaron 101 DHNs conteniendo de 1 a 3 copias del motivo por
secuencia en la posicion N-terminal, todas pertenecientes a angiospermas. La mayoria de las
proteinas pertenecen al subgrupo YnSKn, mientras que las secuencias a las que les falta el
segmento S (YnKn) representan Unicamente el 15 %. Tanto en monocotiledéoneas como en
dicotiledéneas se encontraron DHNs YSKn e Y2SKn, sin embargo, los subgrupos Y3SKn y las
YnKn parecen estar restringidas solo a las dicotiledéneas (Figura 1.2 B, Figuras
suplementarias 1.3 a 1.5). El segmento Phi detectado en nuestra base de datos corresponde
a la region N-terminal del segmento GT definido previamente (Malik et al., 2017) y esta
altamente conservado en las YSKn de las monocotiledéneas.

También se identificaron 62 DHNs KS en los genomas analizados, de los cuales todos
comparten un motivo en el extremo amino-terminal previamente no descripto, al cual
denominamos segmento H. Llamativamente, el perfil HMM-KS pudo identificar DHNs KS en el
genoma de la lycophyta S. mollendorffi y la gimnosperma G. biloba, pero no fueron
identificadas DHNs de este subgrupo en las coniferas P. abies y P. glauca. Estas proteinas
presentan un ordenamiento tipico de los motivos KS, con un segmento K seguido de un tracto
rico en lisinas (segmento B) y un segmento S caracteristico de este subgrupo estructural
(segmento S2) (Figura 1.3). Esta es la primera vez que las DHNs KS son identificadas en
especies no angiospermas e indica que este grupo de DHNs surgié temprano durante la
evolucion en plantas terrestres.
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Figura 1.3. Conservacion de las DHNs KS en plantas vasculares. Alineamiento mdiltiple de
secuencias de DHNs KS (DHNs HKS) de angiospermas (A. trichopoda, S. bicolor, N. nucifera, A. thaliana
y M. truncatula) y no angiospermas representativas (S. moellendorffi y G. biloba) desarrollado con el
algoritmo T-Coffee y visualizado con Jalview. Se sefialan los segmentos H, K, By S.

En angiospermas, todas las especies analizadas poseen 1 o 2 DHNs KS, a excepcién de
Glycine max con 4 genes, Solanum tuberosum con 3 genes, y 2 especies de la familia
Malpighiales, Salix purpurea y Populus trichocarpa con 6 y 3 genes, respectivamente. Las
proteinas HK de estas especies Malpighiales son Unicas debido a que contienen mudltiples
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repeticiones del segmento K intercaladas con secuencias ricas en glicina (segmento Phi) y el
segmento S2 se encuentra ausente (Figura suplementaria 1.6).

Respecto a los subgrupos estructurales Kn y SKn, sus representaciones en plantas vasculares
fueron menores, y en realidad, estos se encuentran relacionados filogenéticamente a otros
subgrupos estructurales. Por el contrario, la mayor parte de las DHNs no vasculares que fueron
identificadas en los genomas de los musgos de P. patens (6), Ceratodon purpureus (6),
Sphagnum fallax (3) y la hepaticofita Marchantia polymorpha (3) pertenecen al subgrupo
estructural Kn. Como excepciones se encuentran 2 DHNs atipicas que contienen multiples
motivos repetitivos que se asemejan al segmento Y, y 2 DHNs con estructura KS, todas
presentes en P. patens (PpDHNA) (Saavedra et al., 2006) y C. purpureus (Figura
suplementaria 1.8). Un analisis filogenético reveld la presencia de 5 grupos ortélogos en P.
patens y C. purpureus (Figuras suplementarias 1.7 y 1.8), lo cual refleja la proximidad
filogenética entre las familias Funariaceae y Ditrichaceae (Chang and Graham, 2014), mientras
gue las DHNs de S. fallax no se agruparon con los otros musgos. Las DHNs de la hepaticofita
Marchantia polymorpha no muestran ninguna homologia evidente con las DHNs de los musgos
mas alld del segmento K. La falta de sintenia no permite relacionar evolutivamente las
dehidrinas de las plantas vasculares con las no vasculares.

2.2. Deteccion de un nuevo motivo conservado (segmento H) presente en todas las
DHNs KS

El analisis con MEME identific6 un motivo altamente conservado, no descripto previamente, en
la regibn amino-terminal de todas las DHNs KS de las angiospermas analizadas. Este
segmento de 15 residuos se caracteriza por poseer una combinacién de aminoéacidos
hidrofébicos, isoleucina (lle) y leucina (Leu), y anfipaticos, lisina (Lys) y acido glutamico (Glu);
flanqueados por 2 glicinas (Gly) en las posiciones 3 y 15 con un grado de conservaciéon del 91
% y 87 % en las DHNs KS, respectivamente (Figura 1.2 A). Tanto la Lys como la lle tienen un
alto grado de conservacion (97 % ambas) en las posiciones centrales 7 y 8. Los residuos de lle
en las posiciones 4 y 5 son menos conservadas, y son frecuentemente reemplazadas por otros
aminoacidos hidrofébicos como fenilalanina, valina o metionina. Dos residuos de histidina (His)
se encuentran en las posiciones 6 y 13, en el 56 % y 77 % de las DHNs KS, respectivamente.
Las DHNs KS se caracterizan por sus secuencias enriquecidas en aminoacidos de His, como
se refleja en el nombre HIRD11 para la DHN KS de A. thaliana, lo cual significa “dominio rico en
histidinas de 11 kDa” por su sigla en inglés (Histidine-Rich Domain) (Hara et al., 2005). Dado
gue este novedoso motivo parece ser una marca distintiva de las DHNs KS, se propuso en este
trabajo nombrarlo segmento H, para reflejar la particular naturaleza de este tipo de proteinas.

Las proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs, del inglés intrinsically disordered proteins),
como las dehidrinas, no tienen una estructura terciaria bien definida bajo condiciones nativas.
Usando el software IUPred2A, se identificaron regiones desordenadas en DHNs KS (DHNs H)
representativas de angiospermas (Figura 1.4). Resultd interesante que las regiones que se
extienden a lo largo de los segmentos H y K correspondieran a las dos Unicas regiones que
muestran una tendencia reducida de desorden.
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Figura 1.4. Prediccion de desorden en DHNs H (KS) representativas de angiospermas. El desorden
de las proteinas de A. trichopoda, S. bicolor y A. thaliana fue predicho usando el programa IUPred2A. Se

sefialan los segmentos H, K, By S2.

Los segmentos K y S de las DHNs KS presentan algunas caracteristicas particulares en
comparacion con las DHNs FSKn e YnSKn (Figura 1.2 A; Figuras suplementarias 1.1a 15y
1.9). Respecto al segmento K, la posicién 13 esta ocupada por lle en casi todas DHNs KS, en
lugar de la tipica Lys presente en otras DHNs. Aunque la lle y la Lys son aminoacidos
generalmente conservados, existe evidencia de que estos residuos no son siempre
intercambiables, afectando la afinidad y especificidad de las interacciones proteina-proteina y
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proteina-membrana (Brosnan and Broshan, 2006), lo cual podria potencialmente conducir a
una diversificacion funcional de las DHNs KS por modulaciébn en el comportamiento del
segmento K. En contraste a otras DHNSs, aquellas con estructura KS no muestran una clara
prevalencia de prolina en la posicién 14, en su lugar, la His es el aminoacido mas frecuente en
esa posicion. A pesar de estas diferencias, la estructura a-hélice predicha delimitada por los
residuos conservados de Gly del segmento K se mantiene conservada en las DHNs KS (Figura
1.4).

En cuanto al segmento S, el cual se caracteriza por un tramo de residuos de serinas, existen
diferencias en la longitud del tracto y de sus aminoacidos vecinos entre las DHNs KS vy otras
DHNs. El nucleo del motivo, formado por 6 a 9 residuos de serinas, generalmente termina con
aminoacidos cargados negativamente, acido aspartico o glutdmico, en todos los subgrupos
estructurales de DHNSs. Por otro lado, la triada Leu-His-Arg que precede al tracto de serinas, el
cual es altamente conservado en todas las DHNs FSKn y en la mayoria de las YnSKn, no fue
encontrada en las DHNs KS. En la figura 1.2 A se muestra la secuencia consenso del
segmento S para las DHNs FSKn e YnSKn (segmento 1) y la encontrada para las DHNs KS
(segmento S2). Se ha demostrado que el segmento S de todos los tipos de DHNs es un sitio
blanco para la fosforilacién por quinasas (Liu et al., 2017; Alsheikh et al., 2003; , Rahman et al.,
2011), y las diferencias entre los segmentos S1 y S2 podrian resultar en diferentes
especificidades de quinasas. Por ejemplo, la triada Leu-His-Arg forma parte de la secuencia de
reconocimiento para las quinasas SnRK2 (Vlad et al., 2008), las cuales se ha demostrado
recientemente que fosforilan a las DHNs ERD14 y ERD10 (FSK2) de A. thaliana en respuesta a
estrés osmotico (Maszkowska et al., 2019).

Un motivo rico en Lys de 11 residuos fue detectado consistentemente en todas las DHNs KS
asi como también en todas las DHNs FSK2 y en la mayoria de las DHNs FSK3 (Figuras
suplementarias 1.1, 1.2, y 1.9). En las DHNs KS y FSKn, el motivo rico en Lys se encuentra
localizado entre los segmentos S y K, mientras que en la misma posicion las DHNs YKn e
YSKn usualmente tienen una secuencia RRKK o RRKKK delimitada por residuos de gly, un
motivo que se asemeja a las sefiales de localizacion monopartitas (Lange et al., 2007; Kosugi
et al., 2009). En resumen, las DHNs KS pueden describirse mejor con una organizacion
estructural H-K-S, siendo H el nuevo segmento detallado en este trabajo y presente
exclusivamente en este grupo de DHNSs.

3. Estudio filogenético de las DHNs de angiospermas
3.1. Definicion de grupos ortélogos

Habiendo identificado los motivos que caracterizan al subgrupo estructural KS, se procedi6 a
investigar las relaciones filogenéticas entre las DHNs identificadas. Se decidié utilizar
Unicamente DHNs de angiospermas para construir un arbol filogenético debido al escaso
muestreo de otras DHNs de plantas terrestres, y por la dificultad inherente de alinear
secuencias de especies mas distantes, las cuales tienen estructuras de dominios mas
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divergentes. Se utilizd el principio de maxima verosimilitud con la herramienta IQ-TREE vy la
robustez estadistica fue estimada con el método de bootstrap.

Motivos ~ Comunidades de DHNs
B segmento Kk [ | DHNsH
[] SegmentoF [] DHNsF
[7] segmentoy [ | DHNsY
B segmentoH
D Segmento S
B Segmento S2
B segmentoB
u Segmento Phi

Figura 1.5. Arbol filogenético sin raiz de las secuencias aminoacidicas de las DHNs de
angiospermas. Las secuencias fueron alineadas y una reconstruccion aproximada de maxima
verosimilitud de las relaciones filogenéticas fue generada usando la herramienta IQ-TREE. Las ramas
con soporte de bootstrap superior al 90 % son indicadas con puntos de color violeta. Los motivos de
cada proteina se sefialan con cajas de color, como se indica. Las DHNs de A. trichopoda y N. nucifera
estan marcadas con color rojo y azul, respectivamente.
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Se obtuvo como resultado un arbol que posee una organizacién a grandes rasgos de tres
ramas o grupos. Todas las DHNs KS, caracterizadas por la presencia del segmento H (DHNs
H), fueron agrupadas juntas en una rama con alto soporte de bootstrap (100 %). Las otras
DHNs fueron separadas en dos ramas, una que contiene a las DHNs que portan el segmento F
en su mayoria (FSKn), mientras que la otra posee las DHNs que llevan el segmento Y (YnSKn,
YnKn). Resulté interesante que las DHNs que contienen Unicamente el segmento K o una
combinacién de los segmentos S y K fueron ubicadas dentro de las ramas F 0 Y, y no en una
rama aparte, sugiriendo que dentro de las DHNs K o SK encontramos dos grupos distintos, uno
con mayor similitud a las DHNs Y y otro a las DHNs F. En resumen, el arbol filogenético sugiere
gue las DHNs de angiospermas forman parte de tres grupos filogenéticos distintos, a los que
denominamos DHN-H, DHN-Y y DHN-F. Esta conclusién se ve reforzada por lo observado en
posiciones filogenéticas claves. Por ejemplo, Amborella trichopoda que pertenece a un grupo
hermano al resto de las angiospermas (una angiosperma “basal”), posee tres DHNs, cada una
perteneciente a los grupos H, F o Y. De la misma manera, las tres DHNs de Nelumbo nucifera,
especie que corresponde a un grupo hermano de todas las dicotiledéneas, son también
ubicadas dentro los grupos H, F e Y. A modo general, los resultados filogenéticos sugieren que
estos tres grupos de DHNSs estuvieron presentes desde el comienzo de la evolucién de las
angiospermas (Figura 1.5).

3.2.  Analisis de microsintenia

Aunque el arbol filogenético descripto arriba separa las DHNs de angiospermas en tres grupos,
la gran cantidad de motivos diferentes y sus disposiciones divergentes en las DHNs, hace que
las secuencias sean dificiles de alinear y reduce la certeza de la reconstruccién filogenética.
Dado que los andlisis de sintenia de los genes ortélogos pueden dar pistas importantes sobre la
evolucién de los genomas y las familias génicas (Jiao et al., 2014), se desarroll6 un analisis de
entorno genomico (microsintenia) de los genes codificantes de DHNs para reforzar los
resultados filogenéticos obtenidos.

Recientemente, en el trabajo de Artur et al (2019) analizaron los genes correspondientes a
DHNs sobre el genoma de varias especies vegetales e identificaron dos bloques (o
comunidades) principales de sintenia en angiospermas, correspondientes a DHNs que
contienen los motivos F (comunidad 1) e Y (comunidad 2). El analisis, sin embargo, no incluy6
DHNs del grupo KS, probablemente debido a la dificultad para recuperar esas secuencias
usando el perfil de Pfam00257. Para verificar si las DHNs que contienen el segmento H
también forman parte de una comunidad sinténica, se compararon 40 genes alrededor de la
Unica DHN H de la angiosperma basal A. trichopoda con los entornos genémicos de las DHN H
de las siguientes especies: la nenufar Nymphaea colorata (Zhang et al., 2020), la dicotiledénea
basal N. nucifera (Ming et al., 2013), la leguminosa Medicago truncatula (Burks et al., 2018), la
planta modelo A. thaliana (HIRD11) (Hara et al., 2011) y la monocotiledénea Sorghum bicolor
(McCormick et al., 2018). Todas estas especies poseen un solo gen codificante de la DHN H,
excepto por M. truncatula la cual contiene dos copias pardlogas (ver
https://www.nature.com/articles/s41598-021-03066-5). Se seleccioné A. trichopoda como
especie base para la comparacion sinténica debido a que esta planta con flores pertenece a un
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linaje hermano de todas las deméas angiospermas (Amborellales), no sufrié duplicaciones del
genoma completo que si afectaron a otros linajes y su genoma muestra sintenia conservada
con otras angiospermas (Amborella Genome Project, 2013; Seader et al., 2016). Como se
muestra en la figura 1.6, 17 genes circundantes a la DHN H de A. trichopoda (LOC18421535)
estan también presentes alrededor del gen codificante de la DHN H de N. colorata, especie
perteneciente al orden Nymphaeales el cual es un linaje hermano a todas las angiospermas,
excepto por Amborellales (Soltis et al., 2009). Por otro lado, un ndmero menor de genes
conservados estan presentes alrededor de los genes correspondientes a las DHNs H de N.
nucifera, A. thaliana, M. truncatula y S. bicolor (Figura 1.6). La microsintenia de los genes de
las DHNs H de otras angiospermas también se encuentra conservada (datos no presentados).
Ademads, las DHNs H poseen dos exones, con toda la region codificante contenida dentro del
primer exén y el segundo exon sin codificacion, mientras que las DHNs F e Y suelen tener dos
exones codificantes (datos no presentados). La estructura conservada exon-intron también
apunta a un origen comun de las DHNs H. En conclusion, la microsintenia de los genes
codificantes de las DHNs H esta conservada en angiospermas, evidenciando su ortologia y su
origen evolutivo comun.

Ademas del gen de la DHN H, el genoma de A. trichopoda contiene otros dos genes
codificantes de DHNs (LOC18424350 y LOC18426770). Como se menciond anteriormente, en
nuestro arbol filogenético, el locus 18424350 fue agrupado junto con las DHNs F y el locus
18426770 con las DHNs Y (Figura 1.5). Curiosamente, los motivos F e Y de estas proteinas
son bastante degenerados y no son facilmente reconocidos por el software MEME. Una
comparacion de los entornos genémicos de los locus 18424350 y 18426770 de A. trichopoda
con las DHNs F e Y de N. colorata y N. nucifera, las cuales tienen también Gnicamente tres
DHNs, mostré6 una conservacion de microsintenia alrededor de estos genes (Tabla
suplementaria 1.1), confirmando que los locus 18424350 y 18426770 de A. trichopoda
pertenecen a las comunidades sinténicas F e Y, respectivamente.

a = 49 ear~voB838cagas ols o s s g2 e rwdxBE IIogo
28k 1223583 888888+5 IEE R EEEEEEEEREEEE R E:
2 8 cadedaadggdongagibiialshushesd o9 ge by
3 38 S5SN8 88338888 3 Sl 3853555538355 58¢%
sz 3 2222333238832 3232222322322 E2888 23 32
QL Q o Q QL U LWV Y QIR QU O L Q (SIS S S " S I S ] 8 Q
c O O L (e} 0O 0 00 OO0 0 OO0 O0OO0OO0 OO0 o] O O C O C OO0 OO0 C O O O
8 $18 9.5 5 29 24398 39S HHSRNGUTES S S 89 48 3 99 98 S8
A trichopoda NW_006494789.1 @ ® @ A N X N ® 200000 COOIOTOIOOOOOTTDPS 209000
N. colorata NC_045139.1 @ @ i) @ (L X | (3 @ Lg Eal %) ()
S. bicolor NC_012870.2 ® e oo @ o
N. nucifera NW_010729119.1 @ o0 & [
A. thaliana NC_003070.9 @ )
M. truncatula NC_016413.2 3 o @ >0 L N @ [} L @ ] 2]
M. truncatula NC_016412.2 @ [ N [} @ a

Figura 1.6. Anédlisis de microsintenia de los genes codificante de las DHNs H. El entorno gendémico
de la DHN H de A. trichopoda (LOC18421535) es comparada con las otras angiospermas. Las DHNs H
son indicadas con circulos negros y los colores indican genes homélogos presentes en las otras
especies. Los circulos grises indican genes presentes Unicamente en A. trichopoda.
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En resumen, es evidente que los genes de las DHNs de las angiospermas pueden dividirse
generalmente en tres comunidades sinténicas, cada una caracterizada, entre otras cosas, por
la presencia de los motivos H, F o0 Y. Se propuso que estos grupos ortélogos se llamen
dehidrinas F (comunidad 1), dehidrinas Y (comunidad 2) y dehidrinas H (comunidad H). La
presencia de Unicamente tres genes de DHNs en los genomas de plantas pertenecientes a
grupos que divergieron temprano durante la evolucion de las angiospermas, como A.
trichopoda y N. colorata, o temprano en la evolucion de las dicotiledoneas, como N. nucifera,
sugiere que los genomas de las primeras plantas con flor tenian una DHN de cada comunidad.
Las posteriores duplicaciones del genomas completo en dicotiledéneas y monocotiledéneas
aumentaron considerablemente el repertorio de estos genes, especialmente de aquellos
codificantes para las dehidrinas F e Y.

4. Propiedades bioquimicas de los grupos ortologos de las DHNs

Se compararon las propiedades bioquimicas y biofisicas de las DHNs de las angiospermas
pertenecientes a los grupos ortologos H, F e Y, tales como el peso molecular (PM), el punto
isoeléctrico (pl), asi como parametros relacionados al caracter hidrofilico de las proteinas.

Cada grupo ortélogo posee una distribucién diferente del PM, con una mediana estadistica
caracteristica. Las DHNs H son las dehidrinas mas pequefias con el rango méas estrecho del
PM (de 10 a 16 kDa), lo cual refleja que el nimero de residuos y las estructuras de los
dominios son relativamente constantes en este grupo. Las DHNs F también tienen una
distribucion compacta del PM (de 18 a 35 kDa), mientras que las DHNs Y presentan un
subgrupo principal de proteinas con un PM de 10 a 25 kDa y un niamero menor de DHNs con
mas de 30 kDa pertenecientes a las monocotiledoneas (Figura 1.7 A). Los altos valores de PM
de este ultimo subgrupo no se deben a un mayor nimero de dominios conservados Y o K, sino
a la presencia de largas regiones ricas en Gly (Figuras suplementarias 1.3y 1.5).

La mayoria de las DHNs H poseen valores acidos de pl, aunque en algunas especies se
encontraron isoformas neutrales y basicas. Las DHNs F tienen un perfil &cido muy homogéneo
del pl, con una distribucion unimodal entre 5y 6. Por el contrario, las DHNs Y muestran una
distribucién bimodal que consiste en dos subgrupos principales con valores acidos y basicos, y
un subgrupo mas pequefio con valores de pl mas cercanos a la neutralidad (Figura 1.7 B). No
se observo correlacion entre el pl bimodal y el numero de ninguno de los segmentos
conservados de las DHNs, como asi tampoco con el porcentaje de glicina de cada proteina.

En cuanto al contenido de glicina, tanto las DHNs F como H presentan una distribucion
compacta y homogénea del porcentaje de residuos de glicina. Las DHNs con el porcentaje de
glicina més bajo (alrededor del 10 %) son las DHNs F (Figura 1.7 C). Resulta interesante que
las DHNs del subgrupo estructural FSK3 se caracterizan por la presencia de muchos tractos de
prolina, lo cual podria significar un papel equivalente a las glicinas en términos de ruptura en la
estructura de las proteinas (Figura suplementaria 1.2). En las DHNs Y se observa una mayor
dispersion en el porcentaje de los residuos de glicina (5 a 35 %) (Figura 1.7 C).
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Figura 1.7. Distribucién de las propiedades bioquimicas y biofisicas de las DHNs de las
angiospermas. Los graficos de dispersion muestran la distribucion del peso molecular (a), del punto
isoeléctrico (b y f), del contenido de glicina (c), del indice de GRAVY (d), el indice de plegado (e), y el
contenido de glicina, GRAVY e indice de plegado simultaneamente (g) en los subgrupos ortélogos o
estructurales de las DHNs. Los grupos ortdlogos Y, F y H se indican con el cddigo de color verde,
naranja y violeta, respectivamente.
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Todas las DHNs poseen un indice de GRAVY negativo, lo cual evidencia la caracteristica
hidrofilica de estas proteinas. Las DHNs Y son las proteinas menos hidrofilicas, mientras que
las DHNs H son las mas hidrofilicas, con valores de GRAVY entre -2,8 y -1,3. Las DHNs H
atipicas de S. purpurea y P. trichocarpa (Malpighiales) son las proteinas menos hidrofilicas en
este grupo, con un indice alrededor de -1,3. Las DHNs F poseen un rango intermedio de
valores que solapa con los otros grupos (Figura 1.7 D). El indice de plegado también fue
evaluado para las DHNs utilizando el programa Foldindex (Prilusky et al., 2005). Este indice
muestra en las DHNs una distribucion similar al GRAVY, siendo las DHNs H las proteinas mas
desestructuradas, mientras que las DHNs F e Y tienen una estructura menos desordenada
(Figura 1.7 E).

Cuando se analiz6 la distribucion del pl en los cinco subgrupos estructurales tradicionales,
notamos que el caracter bimodal observado en las DHNs con arquitectura SK y K correlaciona
fuertemente con su origen evolutivo. En consecuencia, cinco de las DHNs K que presentan pl
acido son DHNs F, mientras que todas las DHNs SK y K con altos valores de pl pertenecen al
grupo ortélogo de las DHNs Y (Figuras 1.7 B y F). Lo mismo se puede deducir de otras
caracteristicas (Figura suplementaria 1.10), sugiriendo que los grupos ort6logos son mejores
indicadores de las propiedades fisicoquimicas de las DHNs que los subgrupos estructurales.
Esto pone en evidencia que las regiones por fuera de los dominios conservados H, F e Y
también aportan caracteristicas propias a las dehidrinas pertenecientes a los distintos grupos
de ortologia.

Resumidamente, en términos generales, las caracteristicas bioquimicas y biofisicas de las
DHNs correlaciona bien con los tres grupos ortélogos (Figura 1.7 G). Dado que estas
propiedades estan probablemente relacionadas con la funcién de las DHNs, esto sugiere que
los estudios funcionales deberian tomar en cuenta el marco filogenético descripto en este
trabajo.
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DISCUSION Y CONCLUSION

En este capitulo se presentd un marco filogenético que clarifica las relaciones de las DHNs,
especialmente en angiospermas. Los puntos principales a resaltar son los siguientes: 1) las
blasquedas de las dehidrinas en bases de datos gendmicas de plantas debe realizarse con una
combinacién de perfiles HMM especificos de subgrupos estructurales para recuperar todos los
tipos de DHNSs; 2) las DHNs KS poseen un dominio estructural conservado nuevo, presente en
el extremo amino-terminal, denominado dominio H; 3) los analisis filogenético y de sintenia
muestran que todas las DHNs de angiospermas pueden subdividirse en tres grupos ortélogos,
gue correlacionan con la presencia de los dominios H, F o Y; 4) las DHNs tipo K y SK pueden
pertenecer a distintos grupos de ortologia 5) las caracteristicas bioquimicas y fisicoquimicas de
las DHNs correlacionan con los grupos ortdlogos, indicando que el origen evolutivo de las
DHNSs deberia tomarse en cuenta al momento de estudiar sus funciones

La reconstruccion de la evolucién de las DHNs es una tarea compleja, debido a la naturaleza
modular de estas proteinas, caracterizadas por la presencia de segmentos conservados cortos
rodeados por secuencias menos conservadas. Por lo tanto, la combinacién de la reconstruccion
flogenética con los analisis de microsintenia fue crucial para determinar las relaciones
evolutivas entre las DHNs. Las DHNs de angiospermas se dividen en tres grupos ortélogos
(DHNs H, DHNs F y DHNs Y), las cuales pueden, en la mayoria de los casos, ser reconocidas
rapidamente por la presencia de los segmentos H, F o Y. Todas las angiospermas analizadas
en este trabajo poseen al menos un miembro de cada grupo ortélogo, incluyendo a A.
trichopoda y N. colorata, especies pertenecientes a grupos hermanos del resto de las
angiospermas, sugiriendo que las primeras angiospermas tuvieron genes codificantes de los
tres tipos de DHNs. Los andlisis de sintenia no pudieron extenderse a otras especies mas alla
de las angiospermas debido a que la tasa de pérdida sinténica en las plantas es muy rapida
(Jiao et al., 2014; Zhao and Schranz, 2019).

Resulté interesante observar que las DHNs H tienen dos exones, con la region codificante
completa dentro del exén 1, por lo que esta estructura exon-intrén también apunta a un origen
comun de estas proteinas. Se ha descripto que los intrones de los genes codificantes de las
dehidrinas estan frecuentemente presentes dentro de la regiébn que codifica el segmento S
(Jiménez-Bremont et al., 2013). Curiosamente, el segmento S2 de las DHNs H esta localizado
en el extremo C-terminal de la proteina, y el intrén se encuentra cercano al codén stop del exén
1.

Por otro lado, los andlisis realizados indicaron que las DHNs H, F e Y son claramente
diferenciadas unas de otras en propiedades que caracterizan a las proteinas hidrofilinas e
intrinsecamente desordenadas (IDPs). Todos los subgrupos estructurales K y SK en realidad
pertenecen a los grupos sinténicos F o Y, indicando que la clasificacion basada solamente en la
composicion de los segmentos termina agrupando DHNs con propiedades fisicoquimicas muy
diferentes (Malik et al., 2017).
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Es importante destacar que la diversidad que poseen las DHNs no se encuentra incluida en el
modelo HMM usualmente utilizado para la busqueda de los genes de DHNs (Pfam00257). En
este trabajo demostramos que la mayoria de las DHNs H no son reconocidas por este modelo,
y hemos verificado la subestimacion en la identificacion de DHNs en los genomas completos de
algunas plantas (Jing et al., 2016; Nagaraju et al., 2018; Artur et al., 2019). En el reciente
trabajo de Artur et al (2019), la subestimacion de las DHNs KS llevé a la definicion de
Unicamente dos grupos de genes ortdlogos (DHNs F e Y) en angiospermas, perdiendo la
existencia de un tercer grupo (DHNs H). Los andlisis de genome-wide de las DHNs también se
llevaron a cabo utilizando la herramienta de Blastp, estos trabajos no fueron capaces de
detectar genes ortdlogos distantes como las DHNs H de S. mollendorffi y de G. biloba (Malik et
al., 2017; Riley et al., 2019). En vista de esto, se propuso que los estudios que tengan como
proposito la identificacion de DHNs deberian usar perfiles de HMM basados en DHNs H, Fe Y
por separados, a fin de poder identificar a todos los miembros de esta familia de proteinas.

Sin dudas, un punto muy importante de este trabajo consisti6 en demostrar que las DHNs KS
poseen un motivo novedoso al que denominamos segmento H, debido a la presencia de dos
residuos conservados de His. Este segmento estd siempre localizado en el extremo N-terminal
de las proteinas, con lo cual, las DHNs KS pueden describirse de acuerdo a una organizacion
H-K-S de los motivos. Como se menciond anteriormente, los andlisis de filogenia y sintenia
indican que las DHNs-H de las angiospermas estan todas evolutivamente relacionadas. La
presencia de DHNs con una organizacion H-K-S distintiva en S. moellendorffi y G. biloba
muestra que las DHNs H aparecieron en la evolucién temprana de las traqueofitas (plantas
vasculares). Aunque algunas DHNs KS han sido descriptas antes, este trabajo es el primero, a
nuestro entender, en proveer una descripcién completa de este grupo de DHNSs.

Por otra parte, existe evidencia que demuestra que las dehidrinas son proteinas
intrinsecamente desordenadas en solucién, pero que son capaces de adoptar estructura
cuando se unen a ciertos ligandos (Graether and Boddington, 2014). Nuestros andlisis indican
gue los segmentos H y K presentes en las DHNs H de angiospermas corresponden con
regiones de desorden reducido. Por otro lado, una prediccion estructural de las DHNs de A.
thaliana y Z. mays, obtenidas de la base de datos AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk/)
(Jumper et al., 2021) indica con baja confianza la presencia de alfa-hélices a lo largo de ambos
motivos. Esto no significa que el dominio H posea una estructura helicoidal en condiciones
nativas, sino que podria sugerir que esta region es capaz de formar alfa-hélices de forma
transitoria en presencia de ligandos, tal como se demostré para el segmento K (Hughes and
Graether, 2011; Koag et al., 2009).

El mejor miembro estudiado del grupo de las DHNs H es la proteina HIRD11 de A. thaliana.
Esta dehidrina se expresa de forma ubicua, con niveles relativamente altos en flores (Hara et
al.,, 2011). AtHIRD11 se une a iones de metal y puede proteger a las proteinas del dafio por
metales pesado (Hara et al., 2011; Hara et al., 2016), asi como reducir la generacion de
radicales libres (Hara et al., 2013). Yokoyama et al. (2020) recientemente mostr6 que los
segmentos K y H (llamados K y NK1, respectivamente) de AtHIRD11 pueden proteger a las
proteinas del dafio por congelamiento con eficiencias similares. En consecuencia, los
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segmentos K y H podrian tener roles redundantes en la actividad de las DHNs H. Se ha
reportado que las DHNs pueden unirse a iones de metal in vitro a través de motivos ricos en
histidina (Hara et al., 2005), asi como una funcién en la localizacion nuclear de un tracto atipico
de histidinas en la DHN SK3 de Opuntia streptacantha (Herndndez-Sanchez et al., 2015).
Aunqgue estos motivos ricos en histidina no se corresponden con el dominio H, sera interesante
evaluar las implicancias funcionales de los residuos de histidina en el segmento H en el futuro.

En conclusion, consideramos que la clasificacién de las DHNs de angiospermas en tres grupos
ortélogos, como se propuso en este trabajo, refleja mejor la diversidad de las dehidrinas y
deberia complementar la clasificacion tradicional de seis subgrupos estructurales en el estudio
de la funcién de estas proteinas.
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