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Fosfatasas de proteínas con dominios Kelch en Arabidopsis 

thaliana. Estudios funcionales, estructurales y evolutivos. 

Las  fosfatasas de proteínas con dominios Kelch  (PPKL)  son miembros de  la  familia PPP de 

fosfatasas  de  serinas  y  treoninas  que  están  presentes  sólo  en  algas  verdes,  plantas  y 

alveolados. Las PPKL son proteínas bimodulares con un dominio N‐terminal de tipo turbina β 

y  un  dominio  catalítico  en  el  extremo  C‐terminal,  separados  por  una  extensa  secuencia 

conectora sin homología con otras conocidas. En  las plantas,  las PPKLs han sido descriptas 

como  efectoras  de  la  señalización  por  brassinosteroides  y  aparecen  involucradas  en  el 

control de la proliferación celular.  

En  este  trabajo  se  han  reevaluado  los  roles  de  los  cuatro  miembros  de  la  familia  PPKL 

presentes en Arabidopsis thaliana (BSL1, BSL2, BSL3 y BSU1) mediante análisis filogenéticos, 

funcionales y genéticos. BSL1 y BSL2/BSL3 pertenecen a dos clados evolutivos antiguos que 

han sido altamente conservados en las plantas terrestres; en cambio, los genes de tipo BSU1 

se encuentran exclusivamente en la familia Brassicaceae y muestran una notable divergencia 

de  secuencia,  incluso entre especies estrechamente emparentadas.  La pérdida de  función 

simultánea de dos parálogos cercanamente relacionados, BSL2 y BSL3, causa un conjunto de 

alteraciones  fenotípicas  peculiares  y  novedosas;  la  pérdida  de  función  de  BSL1  es,  en 

cambio,  fenotípicamente  silenciosa.  Sin  embargo,  los  tres  parálogos  más  importantes 

cumplen  juntos un papel esencial en etapas  tempranas del desarrollo, en el cual BSU1 no 

puede  suplantarlos.  Estos  patrones  evolutivos  se  ven  reflejados  en  un  comportamiento 

inusual de las PPKL que las diferencia del resto de las fosfatasas de tipo PPP: su capacidad de 

participar  en  interacciones  homotípicas.  BSL1,  BSL2  y  BSL3  se  comportan  in  vivo  como 

homodímeros,  mientras  que  BSU1  sólo  es  capaz  de  realizar  interacciones  débiles  y/o 

transitorias  consigo  misma.  Curiosamente,  se  encontró  que  los  determinantes  de  la 

interacción son diferentes entre los miembros de los clados principales. En BSL1, el dominio 

catalítico  es  el principal  impulsor de  la  interacción;  en  contraste, el dominio  catalítico de 

BSL2  es  necesario,  pero  no  suficiente,  y  la  dimerización  requiere  de  dos  porciones  de 

secuencia  en  el dominio  conector.  El dominio  conector de BSL2  se  comporta  en  solución 

como  una  proteína  intrínsecamente  desordenada  propensa  a  formar  elementos  de 

estructura secundaria frente a perturbaciones leves del medio. 
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La presencia de un miembro altamente divergente, en conjunto con la inusual capacidad de 

formar  homodímeros  y  las  diferencias  presentes  entre  parálogos  con  alto  grado  de 

conservación, ponen de manifiesto la complejidad de esta pequeña y esencial familia génica, 

al tiempo que cuestionan los fundamentos de la asignación de sus roles funcionales. 

Palabras  clave:  Arabidopsis  thaliana,  fosfatasa  de  proteínas,  PPKL,  relaciones  evolutivas, 

oligomerización, estructura intrínsecamente desordenada. 
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Protein phosphatases with Kelch‐like domains in Arabidopsis 

thaliana. Functional, structural and evolutionary studies. 

Protein phosphatases with Kelch‐like domains (PPKL) are members of the PPP family present 

in green algae, plants and alveolates. PPKL are bimodular proteins with a β‐propeller domain 

at the N‐terminus and a catalytic domain akin to PP1 at the C‐terminus; both domains are 

tethered by an  intermediate sequence of unknown affiliations.  In plants, PPKLs have been 

described as effectors of brassinosteroid signaling and cell proliferation. We reappraised the 

roles of  the  four members of  the  family present  in Arabidopsis  thaliana  ‐BSL1, BSL2, BSL3 

and  BSU1‐  through  phylogenetic,  functional  and  genetic  analyses.  BSL1  and  BSL2/BSL3 

belong to two ancient evolutionary clades that have been highly conserved in land plants; in 

contrast,  BSU1‐type  genes  are  exclusively  found  in  the  Brassicaceae  and  display  a 

remarkable sequence divergence, even among closely related species. Simultaneous  loss of 

function of the closely related paralogs BSL2 and BSL3 causes a peculiar array of phenotypic 

alterations;  loss  of  function  of  BSL1  is,  in  turn,  phenotypically  silent. However,  the  three 

major paralogs play together an essential role  in early stages of development, that BSU1  is 

unable  to  supplement.  These  evolutionary  patterns  mirror  an  unusual  behaviour  in  PPP 

phosphatases:  the  ability  of  PPKL  to  form  homotypic  interactions.  BSL1,  BSL2  and  BSL3 

behave  in  vivo  as  homodimers,  whereas  BSU1  is  only  able  of  transient  interactions.  The 

interaction  determinants  are,  however,  different  among members  of  the main  clades.  In 

BSL1, the catalytic domain is the main driver of interaction; in contrast, the catalytic domain 

of BSL2  is necessary but not sufficient, and dimerization requires  two conserved sequence 

stretches  in  the  linker  domain.  The  linker  domain  of  BSL2  behaves  in  solution  as  an 

intrinsically  disordered  protein  prone  to  form  secondary  structure  elements  upon  mild 

perturbations.  

The  presence  of  a  highly  divergent  member,  together  with  the  unusual  ability  to  form 

homodimers  and  the  existing  differences  between  paralogs  with  a  high  degree  of 

conservation, reveal the complexity of this small and essential gene family, while questioning 

the foundations of their functional role assignment. 

Keywords:  Arabidopsis  thaliana,  protein  phosphatase,  PPKL,  evolutionary  relationship, 

oligomerization, intrinsic disordered structure. 
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Abreviaturas 

3AT      3‐amino‐1,2,4‐triazol   
AD       Dominio de transactivación del factor de transcripción Gal4 
ADN      Ácido desoxirribonucléico 
Ala      Alanina 
Arg      Arginina 
Asn      Asparagina 
Asp      Ácido aspártico 
AtBSL1 o BSL1   BSU‐like 1 de A. thaliana 
AtBSL2 o BSL2   BSU‐like 2 de A. thaliana 
AtBSL3 o BSL3   BSU‐like 3 de A. thaliana 
AtBSU1 o BSU1  Bri‐1 suppressor 1 de A. thaliana 
BAK1       BRI1 associated kinase 1 
BD       Dominio de unión al DNA del factor de transcripción Gal4 
BES1       BRI1‐EMS Suppressor 1 
biFC      Complementación bimolecular de fluorescencia 
BIN2       Brassinosteroid Insensitive 2 
BR      Brassinosteroide 
BRI1       Brassinosteroid insensitive 1 
BSK       Brassinosteroid‐signaling kinase 
BSL       BSU‐like 
BSLxK       Dominio Kelch de la proteína BSLx 
BSLxL      Dominio conector (linker) de la proteína BSLx 
BSLxP      Dominio catalítico (phosphatase) de la proteína BSLx 
BSU1       Bri1 Suppressor 1 
BZR1       Brassinazole resistant 1 
CaMV 35S     promotor 35S del virus del mosaico del coliflor 
CEM      Cromatografía de exclusión molecular 
coIP      Coinmunoprecipitación 
Cys      Cisteína 
DC      Dicroismo circular 
DO600nm    Densidad óptica medida a 600 nm 
EST      (Expressed sequence tag) Marcador de secuencia expresada 
Gal4‐AD    Dominio de activación del factor de transcripción Gal4 
Gal4‐BD    Dominio de unión al ADN del factor de transcripción Gal4 
GFP      (Green Fluorescent Protein) Proteína verde fluorescente 
Gln      Glutamina 
Glu      Ácido glutámico 
Gly      Glicina 
HA      Epítope Hemaglutinina 
His      Histidina 
I2       Inhibitor 2 de PP1 
IDP   (intrisically disordered protein) Proteínas intrínsecamente 

desordenadas 
Ile      Isoleucina 
Inh3       Inhibitor 3 de PP1 
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Leu      Leucina 
Lys      Lisina 
Met      Metionina 
MYPT1     Myosin phosphatase targeting subunit 1 
NIPP1      Nuclear inhibitor of PP1 
PAGE  (polyacrylamide gel electrophoresis) Electroforesis en gel de 

poliacrilamida 
Phe      Fenilalanina 
PNUTS     PP1 nuclear targeting subunit 
PPKL   (Protein Phosphatases with Kelch‐Like domains) Fosfatasas con 

dominios Kelch 
PPM  (Metallo‐dependent Protein Phosphatase) Fosfatasas dependientes de 

metal. 
PPP       (PhosphoProtein Phosphatase) Fosfatasas de fosfoproteínas 
Pro      Prolina 
PTP       (Protein Tyr Phosphatases) Fosfatasas de Tirosinas  
PVDF      (Polyvinylidene difluoride) Fluoruro de polivinilideno 
QTL       Quantitative trait locus/loci 
RLCK       Receptor‐like cytoplasmic kinase 
RMN       Resonancia magnética nuclear 
SD  (Synthetic defined) Medio mínimo definido para cultivo de levaduras 
SDS      (Sodium Dodecyl Sulfate) Dodecilsulfato sódico 
Ser      Serina 
SN      Sobrenadante de centrifugación 
TFE      trifluoroetanol 
Thr      Treonina 
Trp      Triptofano 
Tyr      Tirosina 
UV      Ultravioleta 
Val      Valina 
WT      (Wild type) Estado silvestre 
Y2H      (Yeast two hybrid) Doble híbrido en levaduras 
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Introducción 

La fosforilación de proteínas 

La adición o remoción de grupos fosfatos sobre ciertos residuos aminoacídicos constituye un 

evento clave en la regulación de la actividad de innumerables proteínas. Es también uno de 

los  sistemas  más  universalmente  usados  por  las  células  para  acoplar  la  percepción  de 

estímulos  con  los  mecanismos  de  respuesta,  en  el  proceso  denominado  transducción  de 

señales. 

En  todos  los  organismos  existen  familias  de  enzimas  que  median  en  estos  procesos.  Las 

quinasas  catalizan  la  formación  de  enlaces  entre  grupos  fosfato  y  aminoácidos  de  las 

proteínas;  el  grupo  transferido  proviene,  en  primera  instancia,  del  fosfato    del  ATP.  El 
sistema retorna a su estado  inicial por  la acción de fosfatasas, que hidrolizan estos enlaces 

mixtos. 

Las principales modalidades de  fosforilación que participan en  las vías de  transducción de 

señales son: 

a) la  fosforilación  de  los  átomos  de  Nitrógeno  del  anillo  imidazólico  de  residuos 

Histidina (His), con formación de enlaces fosforamidato;  

b) la  formación de  fosfomonoésteres entre el grupo  fosfato y  los grupos hidroxilo de 

residuos Serina (Ser), Treonina (Thr) o Tirosina (Tyr). 

El primer tipo es más prevalente en eubacterias, mientras que el segundo es el más usado 

por  las  células  eucariotas,  aunque  en  los  dos  grupos  se  encuentran  ejemplos  de  ambos 

mecanismos (Hwang et al., 2002; Kennelly, 2002; Deutscher and Saier, 2005; Pereira et al., 

2011). 

Las fosfohistidinas, con una energía  libre de hidrólisis grande, son especialmente  inestables 

en el medio intracelular y por ello actúan como intermediarias, cediendo el grupo fosfato a 

otros aceptores (Puttick et al., 2008). Es así como en el sistema de señalización  llamado de 

“dos  componentes”  la  percepción  del  estímulo  desencadena  la  autofosforilación  de  la 

proteína sensora en una His. El grupo fosfato es rápidamente transferido al carboxilo  de un 

residuo Aspártico  (Asp) en el dominio  receptor de  la proteína  reguladora de  la  respuesta, 
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formando un enlace anhídrido que también es inestable y permite en ciertos casos continuar 

las reacciones de transferencia de fosfatos hacia otros aceptores. La tendencia a la hidrólisis 

espontánea  de  estos  enlaces  llevó  por  un  tiempo  a  considerar  a  la  defosforilación  activa 

como de limitada relevancia en este contexto. Sin embargo, la defosforilación de la proteína 

aceptora es esencial para controlar los niveles de la forma activa de la misma y así controlar 

la  intensidad  de  la  señal.  En  muchos  casos,  es  la  misma  quinasa  de  His  la  que  opera  la 

actividad de fosfatasa del residuo Asp aceptor, asegurando así la especificidad de la reacción  

(Klumpp and Krieglstein, 2009; Dworkin, 2015). 

Los enlaces fosfomonoéster son, en cambio, mucho más estables en el medio intracelular, y 

las  formas  fosforiladas de  las proteínas  son  fácilmente detectables  y analizables. Por esta 

razón, es esencial  la acción de fosfatasas que modulen  la  intensidad de  la señal al permitir 

que el sistema retorne a su estado basal para comenzar un nuevo ciclo de señalización. 

Hasta el momento se han descripto tres grandes grupos de hidrolasas de fosfomonoésteres: 

1) las fosfatasas dependientes de metales que hidrolizan grupos fosfato asociados a residuos 

Ser  y  Thr,  pertenecientes  principalmente  a  las  familias  PPP  (por  phosphoprotein 

phosphatase) y PPM (por metallo‐dependent protein phosphatase), 2)  las denominadas PTP 

(por “protein Tyr phosphatases”), categoría que engloba enzimas muy diversas que actúan 

sobre una gran variedad de sustratos, incluyendo grupos fosfato asociados a residuos Tyr, y 

que tienen como característica común  la presencia de un residuo Cisteína (Cys) reactivo en 

el centro activo, y 3) el grupo de  fosfatasas que actúa sobre  residuos Ser y Thr pero cuyo 

mecanismo catalítico está basado en un motivo conservado de  residuos Asp. En varios de 

estos  casos  la  especificidad  de  sustrato  no  es  absoluta,  lo  que  hace  más  complejo  el 

panorama (Moorhead et al., 2009). En este trabajo nos centraremos en un grupo particular 

que pertenece a la superfamilia PPP de fosfatasas de Ser/Thr, y por lo tanto no discutiremos 

las propiedades de las fosfatasas de Tyr ni de las basadas en Asp. 

Aunque el descubrimiento de la actividad fosfatasa precedió en una década al de la actividad 

quinasa, durante mucho tiempo se consideró a las fosfatasas la contraparte pasiva y sujeta a 

menos  eventos  regulatorios  de  los  procesos  de  señalización,  encargadas  de  balancear  la 

actividad de las mucho más reguladas y específicas quinasas (Brautigan, 2013). Contribuyó a 

ello el hecho de que en ensayos  in vitro  las  fosfatasas aisladas muestran poca selectividad 
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por sustratos, y que los dominios catalíticos de fosfatasas de Ser/Thr, especialmente las del 

grupo PPP,  son  siempre menos variables que  las de quinasas,  lo que  sugeriría una menor 

especialización funcional. Esta última observación coincide con  lo encontrado en general al 

enumerar  los  genes  correspondientes  en  genomas  completamente  secuenciados.  Por 

ejemplo, se estima que el genoma humano codifica unas 500 quinasas: unas 100 específicas 

para  Tyr  y  unas  400  para  Ser/Thr.  Sin  embargo,  se  cuentan  menos  de  150  genes  para 

fosfatasas,  con  unas  100  específicas  para  Tyr  (comparable  al  número  de  quinasas),  pero 

menos de 50 específicas para Ser/Thr. En las plantas terrestres no se encuentran quinasas de 

Tyr  del  tipo  encontrado  en  animales.  Sin  embargo,  se  detectan  Tyr  fosforiladas, 

posiblemente por quinasas con menor especificidad de sustrato o por efecto de proteínas 

homólogas a  las  llamadas en animales “quinasas de doble especificidad”  (Ghelis, 2011). En 

Arabidopsis  thaliana  los  genes  de  quinasas  representan  un  4%  del  genoma  y  aunque  en 

conjunto hay más  genes  codificando  fosfatasas específicas para  Ser/Thr en el  genoma de 

Arabidopsis que en el humano, unas 70 PPM y unas 20 PPP, son escasas respecto del total de 

quinasas,  que  suman  unas  1100  (Moorhead  et  al.,  2009).  Tanto  en  animales  como  en 

plantas,  entonces,  el  número  de  genes  que  codifican  dominios  activos  de  fosfatasas  de 

Ser/Thr  representa  alrededor  de  un  10%  del  total  de  quinasas  con  esa  especificidad.  La 

evidencia indica, sin embargo, que la complejidad de regulación de estas enzimas es en todo 

comparable al de las quinasas.  

Las Fosfatasas de Serinas/Treoninas 

La interpretación de las relaciones entre las fosfatasas de Ser/Thr ha sufrido cambios, desde 

clasificaciones iniciales basadas en las preferencias por ciertos sustratos o en la sensibilidad 

a  inhibidores, hasta ordenamientos más  recientes con mayor  sentido  filogenético basados 

en secuencias y estructuras. La nomenclatura de estas enzimas, en consecuencia, arrastra las 

marcas de este devenir. Por ejemplo,  las PPM  se describieron  inicialmente como aquellas 

fosfatasas  cuya  actividad  in  vitro  depende  de  la  presencia  de  un  metal  divalente.  Esta 

definición no es sin embargo discriminante ya que, dependiendo de las condiciones, las PPP 

también pueden requerir de la presencia de metales en el medio de reacción. Otro ejemplo 

es el de  la clasificación  inicial de  las PPP en dos grupos, PP1 y PP2, por su especificidad de 

sustrato y sensibilidad a la inhibición por ciertos factores (Ingebritsen and Cohen, 1983). Hoy 

se  acepta  que  el  grupo  1  (PP1)  es  una  entidad  monofilética  que  agrupa  a  proteínas 
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relacionadas, mientras que el grupo 2 es polifilético e incluye proteínas de tipo PPP y algunas 

de  tipo  PPM  (como  las  PP2C).  El  repertorio  se  hace  más  complejo  a  medida  que  se 

secuencian genomas de organismos no modelo y se encuentran formas ausentes en hongos 

y animales,  los grupos sobre  los que se basaron  las clasificaciones  iniciales. La clasificación 

actual se basa en comparaciones de secuencias y resulta más consistente ya que refleja  las 

relaciones evolutivas dentro de la familia (Shi, 2009). 

Las  fosfatasas  de  tipo  PPP  están  encargadas  del  grueso  de  eventos  de  defosforilación  de 

Ser/Thr en las células eucarióticas (Brautigan, 2013), y por lo tanto participan en una enorme 

cantidad  de  procesos  en  diversas  localizaciones  celulares,  desde  el  metabolismo  del 

glucógeno donde  fueron  inicialmente descubiertas, hasta  la dinámica del citoesqueleto,  la 

regulación del ciclo celular,  la modulación de vías de señalización y  la actividad de factores 

de  transcripción.  Las  PPP  se  caracterizan  por  un  dominio  catalítico  mínimo  de  unos  280 

aminoácidos, cuya secuencia está entre  las más conservadas en eucariotas (Shi, 2009). Esta 

superfamilia incluye, en plantas terrestres, los siguientes grupos:  

 PP1,  que  incluye  a  las  PP1  típicas;  el  dominio  catalítico  de  los  miembros  de  esta 

familia  no  presenta  adiciones  y  actúa  asociándose  de  forma  combinatoria  con 

numerosas subunidades regulatorias (ver más abajo). 

 PP2  (también  llamadas  PP2A),  PP4  y  PP6;  el  dominio  catalítico  en  estas  enzimas 

tampoco  presenta  adiciones,  y  la  forma  activa  adopta  la  forma  de  un  complejo 

trimérico  entre  una  subunidad  catalítica  y  una  subunidad  de  andamiaje  que  la 

conecta con una de varias subunidades regulatorias. 

 PP5, que en todos los genomas eucarióticos analizados es un gen de copia única, que 

codifica  una  proteína  compuesta  por  dos  dominios:  un  dominio  N‐terminal 

tetratricopéptido y un dominio catalítico C‐terminal. 

 Tres  grupos  (exclusivos  de  plantas):  1)  PP7,  cuyo  dominio  catalítico  presenta  dos 

adiciones características: una inserción rica en aminoácidos cargados y una extensión 

C‐terminal; 2)  las  fosfatasas de  tipo PPKL  (por Protein Phosphatases with Kelch‐like 

domains) compuestas por un dominio N‐terminal con repeticiones de tipo Kelch y un 

dominio catalítico C‐terminal, que serán el objeto de esta tesis, y 3) las fosfatasas de 

tipo SLP (por Shewanella‐like Phosphatases), que presenta variaciones de secuencia 
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características en el dominio catalítico. Estas subfamilias de fosfatasas, debido a que 

no  se  encuentran  en  animales  o  levaduras,  han  sido  poco  explorados  funcional  y 

estructuralmente (Uhrig et al., 2013). 

En  la figura 1.1 se muestran  las relaciones entre  los representantes de  los distintos grupos 

codificados en el genoma de la angiosperma Arabidopsis thaliana. 

 

Figura 1.1  ‐ Estructura  y  relaciones  filogenéticas de  los miembros de  la  familia PPP en Arabidopsis 
thaliana. El dominio catalítico conservado está  señalado como una caja gris, en  la que  se  indican  los 
motivos  de  secuencia  característicos  de  la  familia;  variaciones  en  estos motivos  son  diagnósticos  de 
subfamilias. También se muestran otras características propias de cada subfamilia, como el dominio TPR 
(tetratricopéptido) en PP5, el dominio con repeticiones Kelch en PPKL (sólo se muestran dos de las seis 
repeticiones  predichas),  la  señal  de  localización  nuclear  (NLS)  en  PP7  y  el  péptido  de  tránsito  a 
cloroplastos (cTP) en SLP1. También se indica, en la segunda columna, el número de parálogos presentes 
en  el  genoma,  y  al  final  de  cada  representación,  el  número  total  de  aminoácidos.  En  plantas  no  se 
encuentran secuencias de tipo PP2B/PP3 (calcineurina) canónicas. Tomado de (Uhrig et al., 2013) 
 

Los miembros principales de las PPM son las PP2C y la fosfatasa de piruvato deshidrogenasa. 

Las PPM  comparten un dominio  catalítico de unos 290  aminoácidos  con menor  grado de 

conservación  que  el  de  las  PPP,  al  que  se  agregan  extensiones  N‐  o  C‐terminales  que 

constituyen  dominios  de  interacción  o  regulatorios.  Al  contrario  de  la  multiplicidad  de 

acciones  de  las  PPP,  las  PP2C  parecen  actuar  principalmente  terminando  o  atenuando 
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eventos  de  señalización  asociados  con  respuestas  a  estrés  (Schweighofer  et  al.,  2004; 

Lammers and Lavi, 2007).  

Aunque  no  parecen  compartir  un  ancestro  común,  PPP  y  PPM  presentan  una  estructura 

general y un mecanismo catalítico similares. La estructura básica del dominio catalítico de 

ambos  grupos  está  organizada  alrededor  de  un  sandwich  de  dos  láminas    rodeado  por 

hélices  y, en ocasiones, láminas  adicionales. El centro activo, localizado en un borde del 

sandwich ,  incorpora dos átomos metálicos coordinados por aminoácidos situados en  las 

conexiones  entre  las  hebras    y  por  moléculas  de  agua  asociadas.  Estos  aminoácidos 

altamente conservados definen a cada familia. Así, las PPP se caracterizan por las secuencias 

GDxHG, GDxVDRG y GNHE, mientras que  las PPM se caracterizan por una serie de residuos 

ácidos (D y E). Los iones metálicos han sido identificados como Mn2+ y Fe2+ en PP1 (Egloff et 

al., 1995), Mn2+ y Zn2+ en PP3 (Wozniak et al., 2000) y Mn2+ en PP2, PP5 y PP2C (Das et al., 

1996). 

La reacción de defosforilación procede en un solo paso y sin un intermediario covalente con 

la enzima. Se supone que procede por un mecanismo SN2 en el que una molécula de agua 

lleva  a  cabo  el  ataque nucleofílico  sobre  el  fósforo, de  forma que  el  grupo  saliente  es  la 

proteína  que  está  siendo  defosforilada.  Los  metales  facilitan  la  reacción  posicionando  el 

grupo  fosfato  en  la  orientación  correcta,  aumentando  la  electrofilicidad  del  fósforo  y 

estabilizando  el  anión  hidroxilo  atacante  que  provendría  de  la molécula  de  agua  situada 

entre  ambos  átomos  metálicos.  La  carga  negativa  del  intermediario  de  reacción  está 

estabilizada por una His en las PPP o por una Arg en las PPM (Egloff et al., 1995; Das et al., 

1996). En  la figura 1.2 se muestra un esquema de  las estructuras de  los centros activos de 

PPP y PPM y del mecanismo de reacción. 
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pero  altamente  diverso,  de  protistas  de  compleja  organización  celular.  Como  las  PPKL  se 

encuentran  tanto en ciliados, una  rama  tempranamente divergente de este phylum, como 

en  dinoflagelados,  apicomplejos  y  grupos  asociados  como  los  perkínsidos,  se  asume  que 

estas proteínas estaban presentes en el ancestro común del grupo (Bachvaroff et al., 2011). 

Además de  los Alveolados, secuencias de tipo PPKL se encuentran solamente en otro gran 

grupo  de  eucariotas:  las  Viridiplantas,  definidas  como  los  organismos  fotosintéticos 

derivados de una endosimbiosis primaria y que acumulan  clorofila a  y b  como pigmentos 

cloroplásticos principales. Secuencias de tipo PPKL se encuentran en los dos grandes grupos 

en que se organizan estos organismos: Chlorophyta (formado por organismos fotosintéticos 

verdes acuáticos marinos o de agua dulce, con nivel de organización unicelular a multicelular 

simple) y Streptophyta (organismos fotosintéticos acuáticos y terrestres, caracterizados por 

la  formación  de  una  estructura  llamada  fragmoplasto  durante  la  citoquinesis,  uni‐  a 

multicelulares con niveles complejos de organización, como el caso de las plantas terrestres). 

El  análisis  de  las  secuencias  PPKL  en Alveolados  y Viridiplantas  no  permite,  sin  embargo, 

establecer  relaciones  entre  ellas,  dado  que  no  se  encuentran  evidencias  convincentes  de 

secuencias ancestrales o derivadas. 

El primer miembro de  la familia PPKL para el que se asignó una posible función se halló en 

Arabidopsis thaliana. BSU1 (por BRI1 Suppressor 1) se identificó como un modulador positivo 

de  la señalización por  los compuestos esteroideos  llamados brassinosteroides (BRs) (Mora‐

Garcia  et  al.,  2004).  En  este  caso,  se  observó  que  la  sobreexpresión  de  BSU1  suprimía 

parcialmente el fenotipo enano de plantas deficientes en la percepción de la hormona.  

Los BRs son esteroides polihidroxilados que actúan de forma aparentemente parácrina, en la 

modulación de la división y la elongación celular. Defectos en su producción y/o percepción 

acarrean  una  serie  de  manifestaciones  fenotípicas  características:  enanismo  extremo, 

infertilidad, alteraciones del desarrollo vascular y en las respuestas a otros estímulos, como 

la luz y otras hormonas (Clouse, 2011). Un esquema simplificado de la vía de transducción de 

la señal se muestra en la Figura 1.3. 

La señalización por BRs comienza con la percepción de la hormona por un complejo receptor 

de  membrana  formado  por  un  receptor,  BRI1,  y  un  co‐receptor,  BAK1.  La  unión  de  la 



Capítulo I    Introducción 

20 
 

hormona  al  dominio  extracelular  de  BRI1  (Kinoshita  et  al.,  2005;  Hothorn  et  al.,  2011) 

estimula  la  formación de un complejo entre ambas proteínas y desencadena una  serie de 

reacciones de transfosforilación de sus dominios quinasa  intracelulares (Wang et al., 2008). 

La fosforilación por parte de BAK1 de una región comprendida entre el paso transmembrana 

y el dominio quinasa propiamente dicho de BRI1  libera  la proteína  inhibitoria BKI1 para así 

activar  la  vía  intracelular de  señalización  (Wang  and Chory, 2006).  El dominio quinasa de 

BRI1 así activado fosforilaría a una familia de quinasas de tipo receptor (RLCK, por Receptor‐

like cytoplasmic kinase) con dominios tetratricopéptido y asociadas a membranas  llamadas 

BSK (por Brassinosteroid‐signaling kinase (Tang et al., 2008)). La señal emanada del complejo 

receptor activado inhibe en última instancia a un grupo de quinasas de tipo GSK3, entre las 

que la primera identificada fue BIN2 (por Brassinosteroid Insensitive 2 (Li et al., 2001; Yan et 

al.,  2009).  Estas  GSK3,  en  ausencia  del  estímulo,  fosforilan  de  forma  constitutiva  a  una 

familia  de  factores  de  transcripción  de  tipo  basic  helix‐loop‐helix  (bHLH)  específicos  de 

plantas  de  la  familia  BES1/BZR1  (Yin  et  al.,  2002),  que  son  los  encargados  de  mediar  la 

respuesta  transcripcional asociada a  la percepción de BRs. Estos  factores de  transcripción 

son fosforilados por BIN2 en varios residuos Ser/Thr, uno de los cuales está incluído en una 

secuencia de reconocimiento por proteínas 14‐3‐3. La unión a proteínas 14‐3‐3 en el estado 

fosforilado promueve  la salida de BES1/BZR1 del núcleo y/o su  retención en el citoplasma 

(Gampala  et  al.,  2007).  Por  otro  lado,  se  postula  que  la  fosforilación  de  BES1/BZR1  las 

convierte  en  sustrato  de  ubiquitinación,  con  su  consiguiente  degradación  por  la  vía  del 

proteasoma. Cuando BIN2 es inhibida por la percepción de BRs, las formas defosforiladas se 

acumulan rápidamente en el núcleo por acción de PP2A asociada a subunidades regulatorias 

de tipo B´ y así pueden ejercer su acción (Tang et al., 2011). De esta forma,  la señalización 

por BRs procede por inhibición de un inhibidor de la vía. 

Se  encontró  que  la  sobreexpresión  de  BSU1  promueve  la  acumulación  de  las  formas 

defosforiladas de BES1/BZR1, por  lo que  se postuló que  contrarrestaría  la acción de BIN2 

(Mora‐Garcia  et  al.,  2004).  Sin  embargo,  recientemente  se  postuló  que  BSU1  no 

defosforilaría directamente a BES1/BZR1 sino que  inactivaría a BIN2  (Kim et al., 2009). Las 

kinasas GSK3 están constitutivamente  fosforiladas en una Tyr en  la  zona de activación. La 

proteína  se  autofosforila  en  esa  Tyr  apenas  terminada  su  síntesis  en  una  reacción 

dependiente de  chaperonas: una vez modificada, adopta  su actividad  “madura” de kinasa 
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intermolecular  de  Ser  y  Thr  asociadas  a  Pro  (Lochhead  et  al.,  2006).  En  el  modelo  de 

señalización por BRs imperante, el estímulo lleva a la fosforilación de las kinasas BSK, que se 

asociarían  (aunque no se demostró  interacción directa) con BSU1 y quizás sus homólogos, 

activándolas  (por  un  mecanismo  no  caracterizado  pero  que  no  involucraría  fosforilación) 

para que defosforilen a BIN2 en esa Tyr conservada (Kim et al., 2009). 

 

BSU1 es uno de los cuatro genes que conforman la subfamilia PPKL en Arabidopsis; los otros 

homólogos  se denominaron BSL1  a 3  (por BSU1‐Like  (Mora‐Garcia et al., 2004)). Por esta 

razón, denominaremos genéricamente a este grupo de fosfatasas como de tipo BSL cuando 

nos  refiramos  a  los miembros de  la  familia  en Arabidopsis.  Los  tres homólogos  de BSU1, 

BSL1,  BSL2  y  BSL3,  han  recibido  comparativamente  menos  atención  y  se  asumió  que 

desempeñan roles redundantes en  la vía (Mora‐Garcia et al., 2004; Kim et al., 2009; Kim et 

al.,  2011).  De  hecho,  la  pérdida  de  función  simultánea  de  BSU1  y  de  su  parálogo  más 

cercano, BSL1, en combinación con la disminución simultánea de expresión para BSL2 y BSL3 

(llamado  mutante  bsu‐q)  produjo  plantas  enanas  aparentemente  defectuosas  en  la 

señalización  por  BR  (Kim  et  al.,  2009;  Kim  et  al.,  2011).  Sin  embargo,  recientemente  se 

obtuvieron  en  arroz  (Oryza  sativa)  evidencias  de  actividades  contrastantes  entre  los 

miembros de  la  familia. En esta especie  se  identificó un polimorfismo de  secuencia en el 

dominio Kelch de un homólogo de BSL2 (GL3.1) como un QTL (Quantitative trait  locus) que 

impacta  en  la  longitud del  grano  (Hu  et  al.,  2012; Qi  et  al.,  2012;  Zhang  et  al.,  2012).  La 

Figura 1.3 ‐ Representación esquemática de  la 
vía  de  transducción  de  señales  de  BRs.  Se 
muestran  algunos  de  los  componentes 
descriptos  en  el  texto.  Adaptada  de  (Wang, 
2012) 

Crecimiento
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longitud  del  grano  se  incrementó  en  plantas  con  pérdida  de  función  para  GL3.1  o  su 

parálogo  más  cercano,  pero  decreció  en  plantas  que  no  poseían  el  homólogo  restante, 

relacionado con BSL1 (Zhang et al., 2012). 

Como parte de  los análisis previos  llevados a cabo en el  laboratorio, se  identificaron  líneas 

de Arabidopsis con pérdida de expresión de estos genes por inserciones de T‐DNA en ellos. 

De esta  forma se encontró que  la  falta de expresión de  los distintos homólogos, de  forma 

individual, no produce efectos  fenotípicos apreciables. Sin embargo,  la pérdida simultánea 

de  expresión  de  BSL2  y  BSL3,  dos  homólogos  muy  similares,  produjo  una  serie  de 

alteraciones  novedosas.  Las  plántulas  mutantes  dobles  bsl2  bsl3  son  pequeñas,  con 

cotiledones  epinásticos  que  sufren  distintos  grados  de  fusión  lateral.  Cuando  adultas,  las 

plantas son pequeñas y de hojas plegadas, con tallos de inflorescencias fasciados y fusiones 

generalizadas entre pecíolos florales y el tallo principal.  Las flores se vieron particularmente 

afectadas, con alteraciones en la forma de los órganos, procesos de fusión de los filamentos 

de estambres y alteraciones en el desarrollo del gineceo. Estas mutantes dobles resultaron 

estériles (Figura 1.4). 

 

 

Figura  1.4 ‐ Efectos  fenotípicos  de  la  pérdida

simultánea  de  función  de  BSL2  y  BSL3.  Se muestran

dos  combinaciones  alélicas  con  distinto  grado  de
severidad (bsl2‐2 bsl3‐1, menos severa y bsl2‐2 bsl3‐1,
más  severa).  A)  Plántulas  de  12  días  con  cotiledones
lateralizados y fusionados. Barra=2,5 mm. B) Plantas de
3  semanas.  Barra=1  cm.  C)  Plantas  de  5  semanas  en
floración.  En  el  inserto  se  muestra  un  detalle  de  la
inflorescencia de plantas bsl2‐2 bsl3‐1. Barra=5 cm. D)
Flores maduras clareadas. Barra=0,5 mm.   Tomado de
(Maselli et al., 2014) 
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Objetivos 

Para profundizar el estudio de  las  funciones de este  grupo de  fosfatasas de proteínas en 

plantas y poner a prueba algunos de los supuestos del modelo de señalización por BRs, nos 

propusimos  realizar  un  análisis  detallado  y  comparativo  de  los  miembros  de  la  familia 

presentes en Arabidopsis thaliana. 
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Resultados 

Análisis filogenético de las fosfatasas PPKL en plantas  

Con  el  fin  de  clarificar  las  relaciones  filogenéticas  de  las  fosfatasas  PPKL  en  plantas,  se 

buscaron  secuencias  relacionadas en genomas completamente  secuenciados y colecciones 

de  secuencias  EST  de  organismos  verdes,  incluyendo  algas  de  los  grupos  Chlorophyta  y 

Streptophyta. En todos  los casos, las secuencias obtenidas se controlaron manualmente, ya 

que  comprobamos  que  numerosas  anotaciones  automáticas  de  genomas  generaban 

secuencias anómalas que, al ser analizadas en detalle, revelaban errores en la asignación de 

sitios de splicing; la alta conservación de secuencias de los dominios Kelch y catalítico facilitó 

esta tarea. Las secuencias proteicas usadas en los siguientes análisis se vuelcan en el Anexo I 

(adjunto en la versión digital). 

La figura 1.5 muestra el árbol filogenético obtenido a partir de secuencias aminoacídicas de 

longitud  completa  y  algunas  secuencias  derivadas  de  ESTs  que  resultaron  ser  lo 

suficientemente largas como para permitir una asignación robusta. También se construyó un 

árbol  similar  usando  sólo  el  dominio  catalítico  C‐terminal  altamente  conservado,  para 

maximizar  la  astringencia  de  las  comparaciones  y  para  incluir  algunos  grupos 

taxonómicamente  relevantes para  los  cuales  sólo  se encontraron  secuencias provenientes 

del extremo 3´ de ESTs (Figura 1.6).  

Comprobamos que, en  los organismos verdes,  las PPKL se encuentran tanto en microalgas 

unicelulares  como  Ostreococcus  tauri  y  Micromonas  pusilla,  que  se  cuentan  entre  los 

eucariotas  de  células más  pequeñas  conocidos  (Vaulot  et  al.,  2008),  como  en  las  plantas 

terrestres multicelulares. En las algas, aparentemente, estos genes serían de copia única. En 

cambio, en las plantas terrestres, pueden ser agrupados en dos clados claramente definidos 

(que  denominaremos  según  los  nombres  de  sus  representantes  en Arabidopsis):  el  clado 

BSL2/BSL3,  con  miembros  desde  hepáticas  hasta  angiospermas,  y  el  clado  BSL1,  donde 

secuencias  bona  fide  se  detectan  primero  en  Cycas  rumphii,  un  miembro  del  grupo  de 

gimnospermas aún existentes que  se asume divergió más  tempranamente  (Brenner et al., 

2003). La falta de representación en el muestreo de secuencias de ciertos grupos hace que 

sea difícil confirmar la presencia de secuencias de tipo BSL1 en ellos. Por ejemplo, el genoma 
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de  la  licofita  Selaginella  moellendorfii  codifica  para  dos  genes  de  tipo  BSL:  uno  de  ellos 

(Sm32g01790) claramente pertenece al grupo BSL2/BSL3, mientras que el otro (Sm3g04900) 

muestra  una  posición  inestable  en  los  árboles,  pero  tiende  a  agruparse  dentro  del  clado 

BSL1. Las secuencias de ESTs disponibles del helecho Pteridium aquilinum [(Der et al., 2011) 

no  incluidas en  los  árboles pero presentes en el Anexo  I,  ver  versión digital]  revelaron  la 

presencia de  secuencias de  tipo BSL2/BSL3  (contig_13341 and contig_12782), pero no  fue 

posible asignar  inequívocamente ninguna al clado BSL1. Sin embargo, una búsqueda entre 

las  secuencias  disponibles  de  forma  preliminar  derivadas  del  proyecto  OneKP  de 

secuenciación  de  mRNA  obtenido  a  partir  de  1000  especies  de  plantas 

(https://sites.google.com/a/ualberta.ca/onekp/)  mostró  que  en  helechos  en  efecto  se 

encuentran  tanto secuencias de  tipo BSL2/BSL3 como otras característicamente diferentes 

que podrían  ser  consideradas  formas ancestrales de  las de  tipo BSL1. Estas  secuencias no 

están aún disponibles de forma pública y por esa razón no fueron incluídas en el análisis. Las 

algas  carofitas  (Timme  et  al.,  2012)  aparecen  como  un  grupo  hermano  de  las  plantas 

terrestres en el árbol  construido  con  las  secuencias del dominio C‐terminal  (Figura 4);  sin 

embargo,  la secuencia de EST más  larga disponible (proveniente de Spirogyra pratensis) se 

asocia preferentemente  con el  clado BSL2/BSL3 en el  árbol  construido  con  las  secuencias 

completas  (Figura  1.5).  En  resumen,  las  secuencias  de  tipo  BSL2/BSL3  mantendrían 

características  ancestrales,  mientras  que  las  de  tipo  BSL1  serían  una  innovación  de  las 

plantas vasculares. 

En conjunto, los clados BSL2/BSL3 y BSL1 se caracterizan por tener ramas cortas, que indican 

una  conservación  de  secuencia  robusta.  Por  el  contrario,  las  secuencias  de  tipo  BSU1  se 

destacan  como parálogos divergentes de  la  subfamilia BSL1,  con  ramas muy  largas  y  con 

variaciones  importantes  incluso entre especies  cercanamente  relacionadas,  lo que  sugiere 

una  aceleración  del  ritmo  evolutivo.  Notablemente,  secuencias  de  tipo  BSU1  sólo  se 

encuentran en miembros de  la familia Brassicaceae, a  la que pertenece Arabidopsis; en  las 

búsquedas  realizadas  esta  familia  se  presentó  como  la  única  entre  las  angiospermas  que 

presenta un grupo divergente de proteínas BSL. 
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se evaluaron varias  líneas transgénicas en diferentes condiciones de tinción (Figura 1.8 G y 

H). 

 

Para avanzar en  la  caracterización de estas proteínas,  se evaluó  su  localización  subcelular 

mediante  fusiones  de  las  mismas  a  GFP.  Para  hacerlo,  se  expresaron  transitoriamente 

construcciones de ADNc de  los  cuatro genes homólogos bajo el  control del promotor 35S 

(p35S:BSL:GFP)  en  hojas  de  Nicotiana  benthamiana  (Figura  1.9  A,  C,  E  y  G),  y  de  forma 

estable  en  Arabidopsis  (Figura  1.9  B,  D,  F,  y  H).  En  ambos  casos  los  resultados  fueron 

equivalentes: BSL2  y BSL3  se  localizaron en el  citoplasma  y núcleo, mientras que BSL1  se 

localizó solamente en el citoplasma y fue excluída del núcleo. BSU1 mostró una localización 

fuerte en el núcleo y débil en el citoplasma. Cabe  resaltar que el patrón observado  fue el 

mismo cuando se utilizó una construcción que expresa BSL2 fusionada a GFP a partir de un 

fragmento genómico completo y que resulta funcional porque es capaz de complementar el 

fenotipo de  las mutantes dobles bsl2 bsl3  (Maselli et al., 2014). Patrones  similares  fueron 

reportados para BSU1 y BSL1 de Arabidopsis (Mora‐Garcia et al., 2004; Kim et al., 2009), para 

un miembro del clado BSL2/BSL3 de arroz (Qi et al., 2012), y para BSL1 de tomate (Solanum 

lycopersicum) expresada en hojas de N. benthamiana (Saunders et al., 2012). 

Figura 1.8  ‐ Patrones de expresión de  los genes BSL.
La expresión se evaluó en plántulas de 10 días (A, C, E
y  G)  y  en  flores  maduras  (B,  D,  F  y  H)  de  plantas
transformadas con las construcciones indicadas. En I y
J  se  muestra  un  detalle  de  las  anteras  de  plantas
pBSL1:GUS  y pBSL2:GUS;  sólo en el  segundo  caso  se
observa  tinción en  los granos de polen. Barra=2mm.

Javier  Bianchi,  tesis  de  licenciatura.  Tomado  de

(Maselli et al., 2014). 

I  J 
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Figura  1.9  ‐  Las  fosfatasas  BSL  de  Arabidopsis  thaliana  difieren  en  su  localización  subcelular.  Se 
muestra  la  localización de  las versiones  fusionadas a GFP de BSL1  (A y B), BSL2  (C y D), BSL3  (E y F) y 
BSU1 (G y H), expresadas transitoriamente en hojas de N. benthamiana (A, C, E, G) o establemente en el 
hipocotilo de plántulas transgénicas de Arabidopsis de 4 días de edad etioladas (B, D, F, H). Barra = 100 
m. Tomado de (Maselli et al., 2014). 
 

En conclusión, y en concordancia con  la evidencia  filogenética, se comprobó que el patrón 

de  expresión  y  la  localización  subcelular  de  estas  proteínas  muestran  diferencias 

características  entre  los  miembros  de  la  familia,  lo  que  podría  traducirse  en  diferencias 

funcionales que abogarían en contra de la suposición de que las isoformas cumplen acciones 

solapadas. 

Por ello, se buscó poner a prueba sus presuntos roles redundantes en la vía de señalización 

por BRs.  

Interacción de  las  fosfatasas BSL  con participantes en  la vía de  señalización 

por BRs.  

Para poder definir el papel, si  lo  tienen, de  las  fosfatasas BSL en  la vía de  transducción de 

señales por BRs, en el laboratorio se combinaron mutaciones en los genes BSL con mutantes 

de esta vía de señalización. A modo de ejemplo, en la Figura 1.10 se muestran los efectos de 

la combinación de las mutaciones bsl2 bsl3 con una mutación de efecto débil en el receptor 

BRI1 (bri1‐301 (Xu et al., 2008)). Como se observa en la Figura 1.10 A, la combinación de las 

tres  mutaciones  tuvo  un  efecto  aditivo,  pero  no  sinérgico,  es  decir,  que  el  fenotipo 

resultante  fue el producto de  la combinación de  los efectos  fenotípicos de cada mutación, 

sin  producir  efectos  adicionales,  como  se  habría  esperado  si  estos  genes  participaran 

directamente de la misma vía. El estado de fosforilación de BES1 es un indicador sensible de 
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la intensidad de la señal a través de la vía. La Figura 1.10 B muestra que los niveles de BES1 y 

el  cambio en  sus niveles de  fosforilación en  respuesta  al  tratamiento  con epi‐BL  (eBL, un 

análogo activo de BL) no difirieron significativamente entre las mutantes dobles y las plantas 

silvestres, aunque en las mutantes dobles la proporción de isoformas con distintos grados de 

(de)fosforilación  parece  estar  alterada:  se  reduce  aparentemente  la  forma  fosforilada  de 

migración electroforética más  lenta y se  incrementa  la  intensidad de banda/s  intermedia/s 

entre  las formas fosforilada y defosforilada. A modo de control negativo del tratamieno de 

eBL sobre la vía de señalización, se realizó el mismo tratamiento sobre la mutante bri1‐301, 

incapaz de percibir la señal de BR. En este caso, los niveles de BES1 se vieron disminuídos y 

no se observó respuesta al eBL. Por otro lado, las mutantes dobles bsl2 bsl3 respondieron de 

la misma manera que las plantas silvestres al tratamiento con un inhibidor de la síntesis de 

BRs,  Brassinazole  (Maselli  et  al.,  2014).  Teniendo  en  cuenta  estos  resultados,  y  que  la 

pérdida de función de BSL1 no produjo alteraciones fenotípicas, no resulta evidente asignar 

una función a estas proteínas BSL en la vía de señalización por BRs. 

 
 

Figura  1.10  ‐  Respuestas  a  BRs  en  las  mutantes  bsl2  bsl3.  A)  Las  combinaciones  alélicas  bsl2  bsl3 
tuvieron un efecto aditivo, pero no sinérgico, sobre un sustrato mutante bri1‐301. Barra=5 cm. Plantas 
de 40 días. bri1  indica homocigosis para bri1‐301. B) Evaluación de  los niveles de fosforilación de BES1 
luego  de  un  tratamiento  con  eBL,  en  los  transfondos  genéticos  indicados,  utilizando  Western  blot. 
Plántulas de 12 días se trataron con 1 μM eBL o con la cantidad equivalente de solvente por 2 horas en 
luz.  Los  extractos  proteicos  fueron  separados  y  transferidos  a  membrana,  que  fue  separada  en  3 
porciones: la superior (>80kDa) fue revelada con antisuero anti‐BSL2 (cuya producción se comenta en el 
capítulo 3),  la  intermedia  (entre 80 y 30 kDa)  fue  revelada  con antisuero anti‐BES1, donación del Dr. 
Yanhai Yin, Iowa State University, EEUU, y la inferior (<30 kDa) con antisuero anti‐2‐Cys Peroxirredoxina 
de cloroplastos (PRX), como control de carga. El círculo negro denota la forma fosforilada de BES1, y el 
blanco la defosforilada. Tomado de (Maselli et al., 2014). 
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En paralelo, se puso a prueba  la capacidad de  las proteínas BSL de  interaccionar con RLCKs 

que formarían parte de la cadena de señalización intracelular (Tang et al., 2008). Se postula 

que las formas activadas de BSKs interaccionarían y modularían la actividad de BSU1 (Kim et 

al., 2009). Mediante  la estrategia de doble híbrido en  levaduras (yeast two hybrid, Y2H), se 

evaluó la interacción de las proteínas BSL con algunos miembros de la familia BSK. Se eligió 

BSK1  debido  a  que  es  fosforilada  in  vivo  por  BRI1  (Tang  et  al.,  2008)  y  BSK3  porque  su 

ausencia produce un fenotipo débil de deficiencia de señalización por BRs (Tang et al., 2008; 

Sreeramulu et al., 2013). Encontramos que BSL2 y BSL3 fueron capaces de interaccionar con 

BSK1  y  BSK3,  mientras  que  BSL1  interaccionó  con  BSK3,  pero  sólo  débilmente  con  BSK1 

(Figura  1.11  A  y  B).  Sorprendentemente,  BSU1  no  interaccionó  con  ninguna  BSK  en  este 

sistema,  aunque  se  comprobó  que  todas  las  proteínas  alcanzaron  niveles  de  expresión 

similares en las levaduras (Figura 1.11 C). 

 

Figura 1.11 ‐ Interacción de las fosfatasas BSL con intermediarios de la vía de señalización por BRs. A) y 
B) Ensayos de Y2H usando como reportero el crecimiento en ausencia de His. Se evalúa  la  interacción 
entre BSK1  (A)  y BSK3  (B)  con  las  fosfatasas BSL.  SD: Medio mínimo  (sin  Leu  y  sin Trp);  ‐His: Medio 
mínimo sin Leu, Trp ni His y con el agregado de  las concentraciones  indicadas de 3‐amino‐1,2,4‐triazol 
(3AT);  AD:  Dominio  de  trans‐activación  de  Gal4;  BD:  Dominio  de  unión  al  DNA  de  Gal4.  C) 
Inmunodetección  de  AD  (panel  superior)  y  BD  (panel  inferior)  en  extractos  proteicos  de  levaduras 
expresando  BSK1  o  BSK3  (como  “carnada”)  en  combinación  con  las  proteínas  BSL  (como  “presas”). 
Tomado de (Maselli et al., 2014). 
 

En  conjunto,  estos  resultados  muestran  que  las  fosfatasas  BSL  interaccionan  con 

intermediarios de  la vía de señalización por BRs (Kim et al., 2009; Kim et al., 2011), pero al 

mismo tiempo muestran que las isoformas poseen diferente, e incluso contrastante, afinidad 

por las proteínas ensayadas. En particular, los resultados obtenidos se oponen a los de Kim 

C 
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et al., que muestran la interacción de BSU1 con BSKs (aunque en ese caso no fue ensayada 

por Y2H) (Kim et al., 2009). 

Papel esencial de BSL1, BSL2, y BSL3 

Dada  la distribución  filogenética  y  las evidencias  fenotípicas encontradas en  las mutantes 

dobles  bsl2  bsl3,  se  conjeturó  que  la  anulación  de  la  función  de  los  tres  genes  más 

conservados de la familia contribuiría a definir mejor el papel de estas proteínas y a echar luz 

al  mismo  tiempo  sobre  la  función  de  BSU1,  el  miembro  más  divergente  de  la  familia  y 

específico de Brassicaceae.  

Para  ello,  se  procedió  a  combinar  dos  alelos  de  pérdida  de  función  de  BSL1  con  las 

combinaciones bsl2 bsl3 disponibles. La producción de progenie mutante es posible siempre 

y  cuando  el  esporofito  lleve  al  menos  un  alelo  normal  de  BSL2  o  BSL3.  Dicho  en  otras 

palabras, es posible obtener mutantes dobles bsl2 bsl3 a partir de gametas deficientes para 

ambos genes, siempre que la planta que da origen a las gametas tenga al menos una copia 

funcional  de  alguno  de  los  genes.  Como  se  mencionó  antes,  cuando  no  hay  copias 

funcionales  de  estos  genes,  tanto  el  polen  como  los  óvulos  de  las  mutantes  dobles  son 

totalmente estériles. De todas formas, se observó que existe un desvío en la segregación de 

mutantes dobles a partir de plantas homocigotas para un gen y heterocigotas para el otro. 

Por ejemplo,  se obtuvieron 73 mutantes dobles en  la progenie de 360  individuos de una 

planta homocigota para la forma mutante de BSL2 y heterocigota para BSL3 (bsl2‐2+/‐ bsl3‐1‐

/‐), frente a los 90 esperados para cumplir con la relación 1:3 para un alelo recesivo simple. 

Esto sugiere un efecto de penetrancia sobre el desarrollo de las gametas y/o embriones en la 

configuración mutante. 

En  trasfondos  genéticos  sensibilizados  (homocigota  bsl2/heterocigota  bsl3  o  heterocigota 

bsl2/homocigota  bsl3,  que  se  indican  como  bsl2‐/‐  bsl3+/‐  o  bsl2+/‐  bsl3‐/‐)  la  pérdida  de 

función de BSL1, que es fenotípicamente silenciosa en un contexto normal para BSL2 y BSL3, 

causa  alteraciones  fenotípicas  relativamente  leves:  las  plantas  que  portan  sólo  una  copia 

funcional de BSL2 o BSL3 (además de BSU1) son algo más pequeñas, florecen más temprano, 

y producen inflorescencias más ramificadas que la silvestre (Figura 1.12 A y B). Es destacable 

que,  aunque  más  pequeñas,  estas  plantas  no  se  corresponden  con  el  fenotipo  típico  de 

mutantes deficientes en la vía de BRs. 
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Sin embargo, en  la progenie de plantas bsl1‐1‐/‐ bsl2‐2‐/‐ bsl3‐2+/‐ o bsl1‐2‐/‐ bsl2‐2+/‐ bsl3‐1‐/‐ 

autofecundadas  la  relación  entre  individuos  que  llevan  al  menos  una  copia  de  T‐DNA  y 

aquellas que no  llevan T‐DNA, en el gen que en el parental se encontraba en heterocigosis 

fue  cercana  a  1:1,  en  vez  del  esperado  3:1,  y  no  se  pudieron  recuperar mutantes  triples 

(Tabla 1). No se observó letalidad a nivel de plántula, sino que las silicuas de plantas bsl1‐2‐/‐ 

bsl2‐2+/‐ bsl3‐1‐/‐ autofecundadas presentan faltantes de semillas desarrolladas (Figura 1.13). 

 

Aún  cuando  los  3  genes  se  localizan  en  cromosomas  diferentes,  se  observaron  desvíos 

significativos de una segregación Mendeliana típica en  la progenie de plantas bsl1‐2+/‐ bsl2‐

2
+/‐ bsl3‐1‐/‐ (Tabla 2). La segregación distorsionada podía deberse a la inviabilidad de una de 

las gametas o a letalidad embrionaria temprana. Tanto polen como óvulos que portaban los 

Figura 1.12 ‐ BSL1, BSL2 y BSL3 en conjunto cumplen una
función  esencial  en  Arabidopsis.  A)  Comparación  entre
plantas  de  3  semanas  de  edad  bsl1‐2‐/‐  bsl2‐2+/‐  bsl3‐1‐/‐

(izquierda,  indicadas  como  bsl1  bsl2/+  bsl3)  y  plantas
homocigotas  bsl1‐2  (derecha,  indicadas  como  bsl1).

Barra=5 mm. B) Fenotipo de plantas bsl1‐2‐/‐ homocigotas y
plantas  bsl1‐2‐/‐  bsl2‐2+/‐  bsl3‐1‐/‐  de  30  días  de  edad.
Barra=3 cm. Tomado de (Maselli et al., 2014). 

Figura 1.13 y Tabla 1  ‐ Alteración de frecuencias alélicas en  la
progenie  segregante  de  plantas  con  pérdida  de  función  en
BSL1,  BSL2  y  BSL3.  Tabla  1.  La  progenie  de  los  genotipos
indicados  portando  el  alelo  mutante  segregante  se  desvió
significativamente de  la  relación  3:1  esperada.  Las  frecuencias
observadas son las siguientes: 51% para bsl1‐1‐/‐ bsl2‐2‐/‐ bsl3‐2+/‐

y  52%  para  bsl1‐2‐/‐  bsl2‐2+/‐  bsl3‐1‐/‐
.  Figura  1.13.  Silicuas

clareadas de  los genotipos  indicados. Barra=5 mm. Tomado de
(Maselli et al., 2014). 



Capítulo I    Resultados 

35 
 

3 alelos mutantes fueron capaces de producir progenie en cruzas recíprocas entre bsl2‐2+/‐ 

bsl3‐1‐/‐ bsl1‐2‐/‐ y plantas silvestres. Sin embargo, mientras que la transmisión del alelo bsl2‐

2  vía  polen  no  fue  significativamente  diferente  de  la  esperada  para  el  caso  de  viabilidad 

completa  de  las  gametas  masculinas,  se  recuperó  sólo  un  tercio  de  los  descendientes 

esperados  de  óvulos  que  llevaban  el  alelo  bsl2‐2,  lo  que  sugiere  que  los  gametofitos 

femeninos sufren cierto grado de letalidad, aunque con penetrancia incompleta. Corrigiendo 

las proporciones de óvulos viables que llevaban las diferentes combinaciones alélicas por la 

distorsión en la proporción de la progenie de plantas bsl2 bsl3 comentada más arriba (Tabla 

1), se logró un ajuste razonable a las frecuencias genotípicas observadas (Tabla 2). 

 

La ausencia completa de mutantes  triples aparenta  ser, entonces, el  resultado combinado 

del  funcionamiento  parcialmente  defectuoso  del  gametofito  femenino  como  de  letalidad 

embrionaria  temprana.  Estos  resultados  muestran  que,  en  Arabidopsis,  los  homólogos 

conservados BSL1 y BSL2/BSL3, más allá de  sus diferencias en patrones de expresión y de 

historia evolutiva, cumplen en conjunto un papel esencial. Al mismo tiempo, y por oposición, 

indican que BSU1, que está presente en su  forma normal en estas plantas, no es capaz de 

suplir la función de sus homólogos conservados. 

 

Tabla  2 – Incidencia  de  la  viabilidad  gamética  en  la 
frecuencia alélica. La progenie de  los genotipos  indicados 
se  apartó  significativamente  de  la  proporción  esperada 
9:3:3:1 para dos loci no ligados y con gametas viables (Fobs

vs  Fexp).  Cuando  la  proporción  de  gametas  femeninas  se 
corrige  de  la  forma  0.33  (BSL1  BSL2):  0.33  (bsl1  BSL2): 
0.225  (BSL1  bsl2):  0.115  (bsl1  bsl2),  mientras  que  la 
proporción  de  gametas  masculinas  se  mantiene  en  0.25 
para  cada  genotipo,  las  distribuciones  de  frecuencias 
obtenidas no resultan significativamente diferentes. bsl1 y 
bsl2  indican  la presencia de  las  inserciones de T‐DNA. Los 
datos  fueron  comparados  con  un  test  de  Chi  cuadrado.
Tomado de (Maselli et al., 2014). 
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Conclusiones 

Utilizando  evidencia  filogenética,  funcional  y  genética,  en  esta  sección  se  reevaluaron  las 

funciones de  los genes BSL en Arabidopsis. Se puso especial énfasis en  los miembros de  la 

familia más  conservados  y extendidos, BSL1, BSL2  y BSL3, que  curiosamente, por  razones 

históricas, han sido los menos estudiados. Estos tres genes están altamente conservados en 

todas las plantas terrestres; por el contrario, los genes de tipo BSU1 sólo se encuentran en la 

familia  Brassicaceae  y  poseen  secuencias  divergentes,  lo  que  los  diferencia  entre  los 

restantes miembros de esta familia muy conservativa.  

Se  encontraron  correspondencias  robustas  entre  la  historia  evolutiva,  los  patrones  de 

expresión y localización subcelular y las funciones de los distintos homólogos. Los parálogos 

más cercanos, BSL2 y BSL3, que además serían  los más próximos a  las  formas ancestrales, 

mostraron  comportamientos  equivalentes,  lo  que  se  corrobora  al  comprobar  que  sólo  la 

pérdida  de  función  simultánea  de  ambos  causa  un  peculiar  conjunto  de  alteraciones 

fenotípicas. BSL1, por su parte, muestra patrones de expresión y localización diferentes a los 

de BSL2 y BSL3, coincidente con el hecho de que BSL1  sería una  forma derivada presente 

sólo en plantas vasculares. Tomando una perspectiva histórica, se puede postular que en el 

origen de las plantas vasculares se produjo una duplicación de un gen BSL ancestral que dio 

origen  a  genes de  tipo BSL2/BSL3, que  se mantuvieron más  cercanos  a  las  características 

ancestrales, y  los de tipo BSL1, más divergentes y para el que no se observaron correlatos 

fenotípicos evidentes por  la pérdida de  su  función en Arabidopsis. Como consecuencia de 

esta duplicación se habrían producido divergencias en expresión, localización y funciones, en 

un proceso conocido como subfuncionalización, por el cual las funciones del gen ancestral se 

reparten entre  los derivados  (Duarte et al., 2006). Dentro de  los dos clados principales  se 

pueden  distinguir  ciertas  tendencias.  Se  acepta  que  la  mayoría  de  los  linajes  de 

angiospermas  han  sufrido  uno  o más  eventos  de multiplicación  genómica  después  de  un 

supuesto evento ancestral de duplicación hace unos 190 millones de años (Jiao et al., 2011). 

Exceptuando el caso de poliploides relativamente recientes, como soja, o de evolución lenta, 

como  álamo,  la  rama  BSL1  parece  sufrir  una  pérdida  rápida  de  parálogos,  de  forma  de 

mantener  sólo  una  copia  por  genoma.  Por  el  contrario,  en  la  rama  BSL2/BSL3  tienden  a 

encontrarse dos, o múltiplos de dos, parálogos. Estas duplicaciones no aparecen como una 
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característica  ancestral,  porque  derivan  de  eventos  de  duplicación  independientes.  Esta 

tendencia se ve más claramente en las familias más conocidas de plantas con flores, es decir, 

las Poaceae, las Fabaceae y las Brassicaceae. En cada uno de estos grupos, la duplicación de 

genes de tipo BSL2/BSL3 aparece como ancestral para cada familia. Las razones que llevan a 

la pérdida o retención preferencial de genes después de duplicaciones genómicas es un área 

de  intenso  análisis  en  estudios  evolutivos.  En  Arabidopsis,  se  ha  sugerido  que  la 

conservación de genes duplicados y funcionalmente solapados correlaciona con la severidad 

de  los efectos fenotípicos que produce su pérdida, posiblemente como forma de mantener 

un buffer mutacional (Hanada et al., 2009). Este patrón podría aplicarse a la familia BSL. En 

el caso de BSL2/BSL3, la recurrencia de conservación de parálogos, los patrones de expresión 

solapados  y  el  fuerte  efecto  fenotípico  de  la  pérdida  de  función  de  ambos  genes  en 

Arabidopsis apoyan la idea de una función más importante o extendida que la de BSL1, gen 

que  se  encuentra  en  general  en  copia  única  por  genoma  y  cuya  pérdida  de  función  no 

produce  efectos  fenotípicos  evidentes,  al  menos  en  presencia  de  otros  homólogos 

funcionales. De todas formas, sería necesario comprobar que estas mismas consideraciones 

son válidas en otras especies. 

Aunque  los  genes  de  tipo  BSL2/BSL3  parecen  haber  permanecido  más  próximos  en 

secuencia  a  las  formas  ancestrales,  necesariamente  deben  haberse  modificado  en  su 

funcionamiento en el contexto de  la presencia de genes de tipo BSL1. Esta hipótesis se ve 

reforzada al encontrar que, temprano en el desarrollo, los tres miembros conservados de la 

familia  en  Arabidopsis  juegan  en  conjunto  un  papel  esencial.  Recientemente  se  ha 

comprobado que, en efecto, en organismos que portan una sola copia de genes PPKL, éstos 

cumplen un papel relevante. En el apicomplejo Plasmodium, agente causal de la malaria, el 

único gen de tipo PPKL se expresa preferentemente en  los estadíos que tienen  lugar en el 

mosquito,  en  particular  en  los  gametocitos  femeninos  (los  precursores  de  las  gametas 

femeninas  que  se  diferencian  al  entrar  en  el  mosquito)  y  en  las  ooquinetas,  los  cigotos 

diploides móviles que  invaden el  intestino del mosquito para producir, por  intermedio de 

una  fase  inmóvil donde  se produce  la meiosis,  las  formas haploides móviles que pasan al 

hospedador mamífero. Si bien  la eliminación del gen no produce  letalidad en  las  fases de 

vida haploides, causa severas alteraciones en el desarrollo y motilidad de las ooquinetas por 

alteraciones  en  el  citoesqueleto,  que  impiden  la  colonización  del  intestino  del  mosquito  
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(Guttery et al., 2012; Philip et al., 2012). En una búsqueda de mutaciones que alteraran el 

ciclo celular en la clorofita unicelular Chlamydomonas reinhardtii se identificó una mutación 

en el único gen de tipo BSL en este organismo. Esta mutante, div44‐1, tiene defectos en  la 

replicación del DNA y en  la  formación de husos mitóticos, probablemente por alteraciones 

en la dinámica del citoesqueleto (Tulin and Cross, 2014). Una conexión entre genes BSL y el 

ciclo celular se observó recientemente en arroz. El gen de tipo BSL2 en el que se identificó el 

QTL GL3.1  interacciona  con  la  ciclina T1;3: diferencias en  la  activación de esta  ciclina por 

parte de OsBSL2 explicarían  la  variación en  la  longitud de  los  granos  (Qi et  al., 2012). En 

conjunto, estas evidencias  indican que  las fosfatasas PPKL participan en  la regulación de  la 

dinámica del citoesqueleto y/o  (ambos procesos están muy  relacionados) de  la progresión 

del ciclo celular. 

Precisar  los  sustratos  sobre  los  que  actúan  las  fosfatasas  de  Ser/Thr  se  ve  usualmente 

complicado por varios  factores. Por un  lado, cumplen numerosas  funciones en  las células, 

por  lo que  la pérdida de  su  función  conduce  a perturbaciones  severas. Por otro  lado,  en 

plantas,  los  principales  grupos  de  PPP  están  formados  por  familias  génicas  de  varios 

miembros, muchos de ellos con funciones posiblemente solapadas. Por ejemplo, el genoma 

de Arabidopsis codifica 9  isoformas de PP1; no es sorprendente que no se hayan descripto 

hasta el momento mutaciones en esta subfamilia, pero en cambio  la pérdida de función de 

un  regulador  común  a  todas  las  PP1,  Inhibitor‐3,  de  copia  única  en  el  genoma  de 

Arabidopsis, produce  letalidad embrionaria (Takemiya et al., 2009). Mutaciones de pérdida 

de función de cada uno de los genes de la familia BSL en Arabidopsis no causan alteraciones 

visibles,  pero  cuando  se  combinan  sí.  Esta  puede  ser  la  causa  por  la  que  nunca  se  han 

encontrado mutaciones en estos genes en búsquedas de mutantes. 

Todos los estudios conducentes al modelo que incluye a las BSL en la señalización por BRs se 

basan en  la sobreexpresión de BSU1 (Mora‐Garcia et al., 2004; Ryu et al., 2007; Kim et al., 

2009;  Ryu  et  al.,  2010;  Kim  et  al.,  2011).  La  pista  original  provino  de  una  búsqueda  de 

supresores del  fenotipo de una mutante débil en el  receptor BRI1, mediante  la  técnica de 

activation tagging. Como resultado, se obtuvo una línea, bsu1‐D, que sobreexpresaba BSU1 

a niveles mucho más altos que los encontrados en plantas silvestres, con un fenotipo similar 

a plantas que sobreproducen BRs o sobreexpresan el receptor, y con un enriquecimiento en 

las  formas  defosforiladas  de  BES1.  En  un  primer  momento  se  postuló  que  BSU1  podría 
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defosforilar  directamente  a  BES1  contrarrestando  la  acción  de  BIN2  (Mora‐Garcia  et  al., 

2004; Ryu et al., 2007). Posteriormente se postuló en cambio que BSU1, activada por RLCKs 

que responden a la percepción de BRs, inactivaría a BIN2 (Kim et al., 2009; Kim et al., 2011). 

Extendiendo  esta  función  a  los  restantes  genes  BSL,  se  postuló  que  el  fenotipo 

extremadamente enano de la línea llamada bsu‐q (que combina mutaciones en BSL1 y BSU1 

con la reducción simultánea en los niveles de expresión de BSL2 y BSL3 por interferencia de 

RNA) resultaba de la insensibilidad de estas plantas a BRs, aunque tal respuesta fue medida 

sólo  de  forma  indirecta  a  través  de  la  expresión  de  ciertos  genes  (Kim  et  al.,  2009).  Los 

resultados presentados aquí y otros obtenidos en el  laboratorio no permiten  sin embargo 

establecer de forma definitiva el papel de los genes BSL en la vía de señalización por BRs. Por 

un  lado, el  fenotipo de  las mutantes múltiples en estos genes no  se  corresponden  con el 

típico síndrome de deficiencia en la respuesta a estas hormonas; de hecho, las respuestas a 

BRs en las mutantes bsl2 bsl3 no se encuentran afectadas, aunque la distribución de formas 

fosforiladas  de BES1  está  alterada.  Esta  sería  la  primera  vez  en  que modificaciones  en  el 

estado de este factor de transcipción no se reflejan en el fenotipo. A la luz de los resultados 

presentados,  se puede  interpretar el  fenotipo de  la  línea bsu‐q  como el  resultado de una 

disminución  de  la  función  de  los  tres  genes  BSL  principales  con  efectos  fenotípicos 

pleiotrópicos. Por otro lado, BSL1, BSL2 y BSL3 (pero no BSU1, en el ensayo de Y2H al menos) 

interaccionan, con aparente distinta afinidad, con miembros de la familia BSK. Sin embargo, 

las proteínas BSK no participarían sólo en la señalización por BRs. Miembros de esta familia 

han  sido  identificados  como  participantes  en  la  percepción  de  varios  patógenos;  en 

particular,  BSK1  es  capaz  de  interaccionar  con  el  receptor  de  flagelina  asociado  a 

membranas,  FLS2  (Shi  et  al.,  2013).  Este  hallazgo  no  es  sorprendente,  ya  que  resulta 

recurrente hallar elementos compartidos en las vías de señalización en plantas dependientes 

de la percepción de estímulos extracelulares. De esta forma, es posible que las proteínas BSL 

participen  de  forma  genérica  de  la  señalización  asociada  a  múltiples  receptores  de 

membrana y/o que participen en otra vía que de alguna forma afecta a la vía de BRs, sin por 

eso actuar de forma directa sobre ella. 

En cuanto a BSU1, sus niveles de expresión son tan bajos en la mayoría de los tejidos que es 

prácticamente  imposible detectar  su expresión mediante amplificación, como así  tampoco 

es detectable en experimentos de microarreglos, o por secuenciación masiva de transcriptos 
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(RNAseq). Notablemente, las Brassicaceas constituyen una anomalía entre las angiospermas 

por la presencia del grupo de genes de tipo BSU1. Estos genes surgieron en esta familia por 

duplicación genómica como parálogos de BSL1. Dado que, como comentamos, los genes de 

tipo BSL1  tienden a preservarse en  forma de  copia única,  los genes de  tipo BSU1 pueden 

haber evitado ser eliminados a través de un proceso de divergencia funcional conocido como 

neofuncionalización,  por  el  cual  uno  de  los  duplicados  emprende  un  camino  evolutivo 

divergente adquiriendo nuevas funciones. De hecho, es evidente que las secuencias de tipo 

BSU1 han estado  sujetas a un  régimen evolutivo mucho más  relajado que  sus homólogos 

altamente conservados. Analizando sólo  la pareja BSL1‐BSU1 en Arabidopsis, Liu et al.  (Liu 

and  Adams,  2010)  sugirieron  que  BSU1  debió  en  efecto  haber  sufrido  un  proceso  de 

neofuncionalización,  acoplado  a  un  proceso  de  subfuncionalización  que  restringió  su 

expresión  al  polen  y  excluyó  a  BSL1  del  gametofito masculino.  Los  resultados mostrados 

aquí,  relevando  varias  especies  de  Brassicaceas,  sugieren  en  cambio  que,  si  el  patrón  de 

expresión  diferencial  de  los  genes  BSL  en  polen  es  debido  a  un  proceso  de 

subfuncionalización,  éste  debería  aplicarse  a  los  clados  mayores,  BSL2/BSL3  y  BSL1,  que 

difieren claramente en su expresión en polen (Figura 1.8). La significación funcional de este 

patrón, sin embargo, es oscura, porque la pérdida de expresión de BSL2/BSL3, los parálogos 

de mayores niveles de expresión en polen, no parece afectar  la  viabilidad del polen. Una 

posible  explicación  sería  que  BSU1,  cuya  expresión  en  polen  sería  una  característica 

secundaria y específica de las Brassicaceas, podría aportar esta función en polen, pero no en 

los  tejidos  vegetativos.  Pero  este  razonamiento  entraría  en  contradicción  con  la  fuerte 

divergencia en secuencia y el argumento de posible neofuncionalización: si las proteínas de 

tipo  BSU1  cumplen  en  polen  la  misma  función  que  las  otras  BSLs,  ¿por  qué  son  sus 

secuencias tan divergentes?  

Los genes de  tipo BSU1 muestran, al analizarlos en detalle, varias características  inusuales 

que no se observan en el resto de los genes BSL. En AtBSU1 coexisten dos formas de mRNA 

por  splicing  alternativo:  una  de  ellas  retiene  el  13er  intrón,  que  introduce  un  codón 

terminador  al  final  del  dominio  Kelch.  Los  intentos  en  el  laboratorio  por  detectar  una 

proteína  truncada o asignar una  función al dominio Kelch aislado no han dado  resultados 

claros.  En  la  secuencia  genómica  reportada de Capsella  rubella,  falta un nucleótido  en  el 

exón  9,  lo  que  fuerza  un  splicing  anómalo  en  la  forma  anotada  automáticamente  para 
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mantener el marco de  lectura. En nuestros análisis  introdujimos el nucleótido faltante para 

restaurar  el  patrón  de  splicing  conservado  y  la  secuencia  completa,  pero  se  debería 

comprobar  si  esta  mutación  es  real  o  un  error  de  secuenciación.  En  la  secuencia  de 

Schrenkiella  parvula,  la  región  entre  los  dominios  Kelch  y  catalítico  es  rica  en  secuencias 

repetitivas,  lo que hace difícil determinar un posible patrón de  splicing. El que decidimos 

postular  para  el  análisis  filogenético  es  similar  al  encontrado  en Brassica  rapa,  dado  que 

ambas especies pertenecen al mismo subgrupo dentro de  las Brassicaceas. Notablemente, 

en  los  restantes genes BSL de Brassicaceas no encontramos anomalías  semejantes,  lo que 

sugiere que no se trataría de errores generales de las secuencias reportadas, sino que serían 

característicos de  los genes de tipo BSU1. Se ha propuesto que, en Arabidopsis, genes con 

niveles muy  bajos  de  expresión  pueden  estar  sufriendo  un  proceso  de  pseudogenización 

(Yang et al., 2011). En el caso de los genes de tipo BSU1, sería pertinente plantearse si, dado 

el  régimen  selectivo  relajado  en  que  parecen  encontrarse,  están  originando  una  nueva 

función, o bien se encuentran en proceso de transformarse en pseudogenes. 

Los resultados aquí mostrados sugieren que realizar  inferencias mecanísticas basadas en el 

miembro divergente y filogenéticamente restringido de una familia de proteínas puede ser 

engañoso,  sobre  todo  en  una  familia  con  una  importante  conservación  de  secuencia  y 

estructura. Los resultados presentados en el siguiente capítulo apoyan esta hipótesis. 
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Introducción 

Relación entre estructura y regulación en las fosfatasas PPP 

Una  característica  saliente  de  las  fosfatasas  del  grupo  PPP,  deducida  del  análisis  de 

numerosas estructuras cristalinas, es que el plegamiento global del dominio catalítico está 

muy conservado, es muy resistente a cambios estructurales y no parece sujeto a regulación 

alostérica  (Peti et al., 2013). En el caso de PP1, PP2, PP4 y PP6  las  interacciones con otras 

proteínas  se dan  sobre el dominio catalítico mismo; en otras PPP, al dominio catalítico  se 

agregan extensiones N‐ o C‐terminales con posibles o comprobadas funciones regulatorias o 

de  interacción. Una característica saliente del dominio catalítico de  las fosfatasas PPP es  la 

presencia  de  surcos  poco  profundos  en  su  superficie  a  través  de  los  cuales  se  da  la 

interacción con otras proteínas. El centro activo se sitúa en el punto de convergencia de tres 

surcos que  conforman una Y  sobre  la  cara activa;  cada brazo de  la Y  tiene  características 

propias y se denominan, a partir de los caracterizados en PP1, surco hidrofóbico, acídico y C‐

terminal  (Bollen  et  al.,  2010).  El  dominio  catalítico  puede  entonces  considerarse  una 

plataforma con múltiples zonas de  interacción sobre  la que se asocian otras proteínas, sin 

imponer  interacciones  estrechas  de  tipo  llave‐cerradura.  Esta  aparente  labilidad  sería  de 

hecho  la  base  de  su mecanismo  regulatorio,  al  permitir  el  intercambio  de  subunidades  y 

sustratos. 

En  la  figura  2.1  se  muestran  algunas  de  estas  características,  ejemplificadas  sobre  la 

estructura cristalina de PP1 humana. 
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Figura 2.1 (página anterior) ‐ Aspectos estructurales de las fosfatasas de tipo PP1. Representación del 
dominio  catalítico de PP1 humana  (PDB 3E7B). A  la  izquierda  (a)  la  vista  enfrenta  la  cara del  centro 
activo, a  la derecha (b)  la cara opuesta. En (a) se  indican  los átomos metálicos en el centro activo (en 
verde) y los surcos superficiales que convergen sobre el sitio activo: en rojo el surco C‐terminal, en azul 
el surco hidrofóbico y en naranja el surco acídico. En (b) se  indica el surco RVxF de  interacción con  las 
subunidades regulatorias en violeta. Tomada de (Bollen et al., 2010). 
 

En  PP1,  la  unidad  funcional  es  un  heterodímero  entre  una  subunidad  catalítica  y  una 

variedad  creciente  de  proteínas  regulatorias.  Por  diversas  técnicas,  tanto  comprobadas 

experimentalmente  como  por  predicción  o  comprobadas  experimentalmente,  se  han 

identificado  al  menos  200  posibles  subunidades  regulatorias  en  levaduras  y  animales 

(Meiselbach  et  al.,  2006;  Bollen  et  al.,  2010).  El  análisis  de  numerosas  subunidades 

regulatorias reveló la presencia de una secuencia consenso que se denominó el motivo RVxF 

(en  su  forma  extendida  [K/R][K/R][V/I]x[F/W])  (Bollen  et  al.,  2010)),  por  el  cual  estas 

proteínas  se  asocian  a  PP1  a  través  de  un  surco  superficial  opuesto  al  centro  activo, 

interaccionando  por  sus  residuos  básicos N‐terminales  con  la  región  acídica  que  rodea  al 

surco  y  por  interacciones  hidrofóbicas  en  su  extremo  C‐terminal  (Gibbons  et  al.,  2005) 

(Figura  2.1  b).  El  motivo  RVxF  no  es  el  único  sitio  de  interacción  de  las  subunidades 

regulatorias,  sino  sólo  el  que  la  mayoría  de  ellas  comparten.  De  hecho,  las  subunidades 

regulatorias  interaccionan  de  forma  más  extensa  y  a  través  de  múltiples  sitios  sobre  la 

superficie del dominio catalítico.  

PP2 es  la más abundante de  las PPP en células humanas, representando hasta el 4% de  la 

proteína total en ciertos tipos celulares. La forma activa mínima de PP2 es un heterotrímero 

formado por un complejo catalítico común y una subunidad regulatoria variable (Shi, 2009). 

El complejo catalítico común está formado, a su vez, por  la subunidad catalítica C asociada 

con  la  subunidad  de  andamiaje  A,  encargada  de  poner  en  contacto  las  subunidades 

regulatorias  con  la  catalítica  (Xu  et  al.,  2006).  La  subunidad  C  es  el  blanco  principal  de 

numerosas toxinas secretadas por organismos marinos tales como ácido okadaico, caliculina, 

microcistinas y nodularinas, que se usan in vitro para el estudio de las propiedades de estas 

proteínas.  Estas  toxinas  se  fijan  a  la  proteína  alojándose  en  el  surco  hidrofóbico  y 

bloqueando el centro activo. La subunidad A está formada por 15 repeticiones de tipo HEAT 

(Huntingtin‐Elongation‐A  subunit‐TOR),  un  motivo  de  dos  hélices  α  antiparalelas,  que  en 

conjunto conforman una estructura de  tipo herradura de gran  flexibilidad. La subunidad C 

interacciona con las repeticiones HEAT C‐terminales a través de una zona de la cara opuesta 
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al centro activo cuya secuencia es particularmente divergente respecto de otras PPP (Xu et 

al.,  2006).  El  complejo  PP2A‐C  recluta  a  las  subunidades  regulatorias  B,  que  imparten 

especificidad  al  mediar  el  reconocimiento  de  los  sustratos.  Hay  cuatro  familias  de 

subunidades B en el genoma humano  (y en el de Arabidopsis, aunque en este caso están 

menos  caracterizadas),  denominadas  B  (B55/PR55),  B’  (B56/PR61),  B’’  (PR72/PR70)  y  B’’’ 

(PR93/Striatin),  con  varios  miembros  en  cada  familia.  Las  subunidades  regulatorias 

interaccionan  con  las  repeticiones  HEAT  N‐terminales  de  la  subunidad  A,  de  forma  que 

quedan enfrentadas a  la  subunidad  catalítica. En algunos  casos,  como en  la  subfamilia B’, 

también se producen contactos entre  las subunidades B y C, mientras que en otros, como  

las subunidades de  la subfamilia B, no establecen casi contactos con  la subunidad C (Xu et 

al.,  2008).  En  ambos  casos  las  subunidades  B  aportan  superficies  de  interacción  con 

sustratos en las cercanías del centro activo. 

En PP5,  los dominios catalítico y regulatorio están  incluidos en el mismo polipéptido. Estas 

proteínas  tienen una extensión N‐terminal de repeticiones de  tipo  tetratricopéptido  (TPR), 

que actúa como  inhibidor de  la actividad al bloquear el acceso al sitio activo. En animales, 

PP5 tiene un papel importante en la señalización por hormonas esteroideas y en respuestas 

a  estrés,  al  interaccionar  directamente,  a  través  del  dominio  TPR,  con  el  complejo  entre 

Hsp90 y el receptor de glucocorticoides (Chen et al., 1996). La  interacción del dominio TPR 

con  Hsp90  o  con  ácidos  grasos  largos  no  saturados,  como  araquidónico,  libera  la 

autoinhibición  (Chen  and  Cohen,  1997;  Ramsey  and  Chinkers,  2002).  Se  desconoce  si  el 

dominio catalítico interacciona con otras proteínas regulatorias. Tanto el dominio TPR como 

la extensión C‐terminal del dominio  catalítico  son necesarios para mantener el estado de 

autoinhibición. La remoción de cualquiera de ellos produce una proteína constitutivamente 

activa. La zona C‐terminal interacciona con la cara opuesta del dominio TPR para estabilizar 

su unión con el dominio catalítico, y por esta razón pudo determinarse su estructura (Yang et 

al., 2005).  

Sobre las restantes PPP no hay mayores datos estructurales. 

En resumen, las fosfatasas PPP están formadas por un dominio catalítico muy conservado y 

estructuralmente  compacto.  Este  dominio  catalítico  es  capaz  de  interaccionar  con  otras 

proteínas  a  través  de  varias  zonas  de  su  superficie  y  puede  tener  extensiones  N‐  o  C‐
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terminales  con  diversas  funciones.  Sin  embargo,  no  existe  registro  sobre  la  formación  de 

interacciones homotípicas en esta familia de fosfatasas de proteínas. 

Dominios en las Fosfatasas PPKL 

Tanto  en  plantas  como  en  alveolados  las  fosfatasas  PPKL  están  compuestas  por  tres 

dominios.  El  dominio N‐terminal  es de  tipo  turbina‐  con  repeticiones  de  tipo  Kelch.  Los 

dominios  turbina‐  son módulos  estructurales presentes en numerosas proteínas.  Existen 

dos superfamilias de turbinas‐: la de repeticiones WD40 y la de repeticiones Kelch. Aunque 

con toda probabilidad surgieron evolutivamente de  forma  independiente, guardan muchas 

similitudes  en  estructura  y  en  funciones.  En  ambas,  el  dominio  consiste  en  unidades 

repetitivas  (en  general  6  o  7)  formadas  por  una  lámina    antiparalela  de  cuatro  hebras, 

unidas  por  regiones  conectoras  dispuestas  alrededor  de  un  eje  central,  adoptando  una 

forma toroidal (Li et al., 2004). Su plegamiento se completa “mordiéndose la cola”: la lámina 

 que cierra el toro está formada por tres hebras de un extremo del dominio y una hebra del 

extremo opuesto. La torsión de las láminas  hace que la estructura se asemeje a la sección 

de un cono, con una cara  (por convención,  la superior) más estrecha que  la otra. De estas 

caras  protruyen  las  regiones  conectoras  entre  las  hebras  ,  constituyendo  zonas  de 

interacción con otras proteínas o, en algunos casos, donde se aloja el centro activo. Mientras 

que en  las proteínas con dominios WD40 ambas caras suelen ser variables y participar en 

interacciones, en  las Kelch sólo  la cara superior  tiende a ser variable  (Hudson and Cooley, 

2008). En el dominio Kelch de  las proteínas BSL, que  consta de 6 unidades  repetitivas,  se 

verifica esta regularidad. 

El dominio catalítico de las proteínas PPKL está relacionado en secuencia con PP1, pero tiene 

varias  peculiaridades  que  lo  diferencian.  Por  un  lado,  presenta  cambios  conservados  en 

ciertas posiciones diagnósticas. Una especialmente  relevante es el  reemplazo de una Pro, 

presente en  todas  las  restantes PPP, por una Thr en el  loop denominado  β12‐β13, que se 

encuentra entre  los surcos C‐terminal y acídico de  la cara del centro activo y que en PP1 y 

PP2  participa  en  las  interacciones  con  ciertas  moléculas  regulatorias.  En  el  extremo  C‐

terminal  del  dominio  catalítico,  por  su  parte,  se  encuentra  una  extensión  sin  mayor 

homología con otras PPP, con una región conservada rica en Pro y Arg. 
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Objetivos 

Puesto  que  las  fosfatasas  PPP  actúan  en  forma  de  holoenzimas  asociadas  con  múltiples 

proteínas que definen su especificidad, propiedades regulatorias y determinan la localización 

subcelular  del  dominio  catalítico,  se  llevó  a  cabo,  antes  del  comienzo  de  esta  tesis,  una 

búsqueda  de  proteínas  asociadas  para  comprender  mejor  el  funcionamiento  de  las 

fosfatasas PPKL en plantas. En particular,  se enfrentó el dominio  catalítico de BSL2 a una 

biblioteca de cDNA derivada de meristemas apicales de plántulas de Arabidopsis mediante la 

estrategia de Y2H. El límite N‐terminal del dominio catalítico se definió como la zona a partir 

de  la  cual  se  encuentra  homología  considerable  con  otras  PPP  de  plantas  o  de  otros 

organismos.  En  esta  búsqueda  se  recuperaron  varios  clones  que,  en  una  primera 

corroboración preliminar,  cumplieron  con  los  requisitos de expresión de genes  reporteros 

para ser considerados interactores válidos. Curiosamente, entre los clones que demostraron 

interacciones más fuertes se recuperaron varios que codificaban el mismo dominio catalítico 

de  BSL2,  asociado  con  diferentes  porciones  del  dominio  conector.  También,  aunque  en 

menor  número,  se  recuperaron  clones  correspondientes  a  BSL1  y  BSL3,  con  similar 

configuración.  En  estudios  anteriores  (Gustavo  Maselli,  tesis  de  licenciatura)  se  validó, 

usando el ensayo de Y2H, la interacción de BSL2 consigo misma y con otras BSL. A partir de 

estos datos, se decidió profundizar en la caracterización de la capacidad de interacción de las 

proteínas BSL consigo mismas.  
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Resultados 

Interacciones homotípicas en las fosfatasas BSL de Arabidopsis thaliana. 

En  la  búsqueda  por  Y2H  original  y  en  los  estudios  previos  ya  descriptos,  realizados  en  el 

laboratorio,  se  utilizó  la  cepa  de  levaduras  MaV203,  provista  por  el  sistema  ProQuest 

(Invitrogen).  Se  observó  que  la  expresión  de  la  forma  completa  de  BSL2  en  esta  cepa 

producía perturbaciones en el  crecimiento, de  forma  tal que  las  colonias que  la portaban 

crecían lentamente y adoptaban una morfología “rugosa” característica. Este efecto era aún 

más  marcado  en  cultivos  líquidos,  que  crecían  muy  lentamente  y  agrumados.  Estas 

particularidades dificultaban  la comparación entre diferentes construcciones, en particular 

en  ensayos  que  dependían  de  la  determinación  de  la  densidad  óptica  alcanzada  por  los 

cultivos  como  forma  de  normalizar  la  cantidad  de  células  usada.  Para  subsanar  estas 

dificultades, se ensayaron varias cepas diferentes, y se encontró que el crecimiento de  las 

cepas AH109 y Y187, provistas con el sistema Matchmaker (Clontech), era menos sensible a 

la expresión de  las proteínas BSL. Por esa  razón, en  las  secciones  siguientes,  se utilizarán 

estas  cepas  junto  con  los plásmidos del  sistema ProQuest, que hacen uso del  sistema de 

clonado por recombinación Gateway. 

Se  comenzó  verificando  la  interacción  de  cada  proteína  consigo  misma,  en  su  forma 

completa,  mediante  el  sistema  de  Y2H  (Figura  2.3  A).  BSL1,  BSL2  y  BSL3  mostraron 

interacciones homotípicas. En el caso de BSU1 la interacción no pudo ser evaluada por este 

método, ya que al expresar la secuencia completa fusionada al dominio de unión al ADN del 

factor de transcripción Gal4 (BD), la proteína de fusión fue capaz de activar la expresión de 

los  genes  reporteros  por  sí  sola  (en  particular,  en  la  figura  2.3  A  y  en  las  siguientes  se 

muestra la capacidad de crecer en ausencia de His). 

Para  validar  las  interacciones  encontradas,  se  utilizaron  métodos  independientes.  En  la 

Figura 2.3 B se observan  los resultados de ensayos de coinmunoprecipitación (coIP) con  las 

versiones completas de las proteínas, fusionadas a GFP y al epítope de hemaglutinina (HA) y 

coexpresadas  de  forma  transitoria  en  hojas  de Nicotiana  benthamiana.  Tanto  para  BSL1, 

como  para  BSL2  y  BSL3  se  verifica  que  la  inmunoprecipitación  con  anticuerpo  anti‐GFP 

arrastra a la forma con etiqueta HA. Significativamente, esto no sucede en el caso de BSU1. 
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La Figura 2.3 C muestra  los  resultados de  cromatografía de exclusión molecular  (CEM) de 

extractos de hojas de N.benthamiana que expresaban de forma transitoria las formas de las 

proteínas fusionadas a GFP. Nuevamente, se observa que BSL1, BSL2 y BSL3 son excluídas de 

la  columna  en  un  volumen  que  condice,  aproximadamente,  con  el  esperado  para  formas 

diméricas  o  de  peso molecular  aparente  algo mayor,  pero  no  para  formas monoméricas. 

BSU1 mantiene  sus propiedades anómalas, dado que eluye en  la posición esperada de un 

monómero,  aunque  la  elución  muestra  una  cola  extendida  hacia  los  pesos  moleculares 

aparentes mayores. 

Finalmente,  comprobamos  la  capacidad  de  interacción  mediante  complementación 

bimolecular de  la  fluorescencia  (biFC, por sus siglas en  inglés), nuevamente expresando de 

forma  transitoria  las proteínas en N.benthamiana  (Figura 2.3 D).  Se observó que, en este 

caso, las cuatro proteínas lograron reconstituir la señal fluorescente. El comportamiento de 

BSU1 parece, en este sentido, contrario a  los resultados anteriores, aunque en realidad no 

representa  necesariamente  una  contradicción.  El  ensayo  de  biFC  es  lo  suficientemente 

sensible  como  para  permitir  el  análisis  de  interacciones  entre  proteínas  expresadas  en 

niveles comparables a los endógenos. Sin embargo, en condiciones de sobreexpresión puede 

llegar a sobreestimar  la  intensidad de una  interacción debido a que  la reconstitución de  la 

proteína  fluorescente  y  la  unión  covalente  de  los  aminoácidos  que  forman  el  fluoróforo 

estabiliza el complejo de forma  irreversible (Ohad et al., 2007). El ensayo de biFC, por otra 

parte,  no  sólo  muestra  interacción,  sino  que  también  brinda  información  acerca  de  la 

localización  subcelular  de  la  misma.  En  este  caso,  la  señal  derivada  de  la  interacción 

coincidió  con  la  localización  reportada de  las proteínas  fusionadas a GFP  (ver  figura 1.8  y 

(Maselli et al., 2014)). 

Las  cuatro  técnicas muestran,  entonces,  que  las  proteínas  BSL  son  capaces  de  presentar 

interacciones homotípicas. La interacción de BSU1 consigo misma, si existe, debe ser mucho 

más débil que  la de  sus homólogos, de  forma que no  resiste el pasaje por  la columna de 

exclusión  molecular  o  las  condiciones  de  coIP  y  sólo  es  detectable  por  una  técnica  que 

irreversibiliza  la  interacción. La diferencia de comportamiento entre BSU1 y sus homólogos 

coincide, de hecho, con los análisis evolutivos descriptos en el capítulo anterior. 
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Figura 2.3 (página anterior) ‐ Interacciones homotípicas de las fosfatasas BSL. A) Ensayo de Y2H usando 
como  reportero  el  crecimiento  en  ausencia  de  Histidina.  Se  evaluaron  las  fusiones  de  las  proteínas 
indicadas al dominio de activación del factor de transcripción Gal4 (AD) y al dominio de unión al DNA del 
factor  de  transcripción  Gal4  (BD).  Junto  al  nombre  de  cada  construcción  se  indica  el  número  de 
aminoácidos  que  la  conforman.  F  denota  que  la  construcción  abarca  la  totalidad  de  la  secuencia 
codificante del  gen. B)  Coinmunoprecipitación  a partir  de  extractos  de  hojas  de N.benthamiana  que 
expresan cada homólogo fusionado a GFP y al epítope HA. C) CEM de los cuatro homólogos fusionados a 
GFP. Se indican las fracciones en las que eluyen algunos de los marcadores de peso molecular utilizados. 
D) Ensayo de biFC de las fusiones de los cuatro homólogos al fragmento N‐terminal (GFPn) o C‐terminal 
(GFPc)  de GFP.  Se muestran  imágenes de microscopía  confocal  de  células  de  epidermis  de  hojas de 
N.benthamiana que expresaban ambas formas de  las proteínas. BSU1 F: secuencia completa de BSU1; 
BSL1 F: secuencia completa de BSL1; BSL2 F: secuencia completa de BSL2; BSL3 F: secuencia completa de 
BSL3; SD: Medio mínimo (sin Leu y sin Trp); ‐His: Medio mínimo sin Leu, Trp ni His y con el agregado de 
10 mM 3AT. Las colonias mostradas corresponden al crecimiento en placas de un volumen idéntico de 
diluciones de  los respectivos cultivos normalizadas a DO600nm=1. Vec: vector sin  inserto.  I: Alícuota del 
extracto sin  inmunoprecipitar; S: Alícuota del sobrenadante de  la  inmunoprecipitación; P: Alícuota del 
inmunoprecipitado. 
 

Dado  que  la  búsqueda  inicial  de  interactores  que  dio  origen  a  este  proyecto  se  realizó 

mediante  la técnica de Y2H utilizando al dominio catalítico de BSL2 como “carnada” (o sea, 

como fusión a BD), se comprobó si todos  los homólogos eran capaces de  interaccionar con 

su correspondiente dominio catalítico aislado (Figura 2.4). En concordancia con lo mostrado 

en  la  figura  2.3,  los  dominios  catalíticos  de BSL1  (BSL1  P), BSL2  (BSL2  P)  y BSL3  (BSL3  P) 

interaccionaron  con  su  correspondiente  proteína  completa  (F),  mientras  que  el  dominio 

catalítico de BSU1 (BSU1 P) no lo hizo. 

 

En base a estos resultados, se decidió continuar el análisis con BSL1 y BSL2. BSL2 y BSL3 son 

parálogos cercanos, presentan una identidad del 90%, parecen cumplir funciones solapadas 

Figura 2.4  ‐ Interacción  de  los  dominios  catalíticos  de 
BSL1, BSL2 y BSL3 con sus correspondientes proteínas de 
longitud completa. Ensayo de Y2H usando como reportero 
el  crecimiento  en  ausencia  de  Histidina.  Se  enfrentaron 
fusiones  entre  el dominio de unión  al DNA del  factor de 
transcripción Gal4  (BD) y  los dominios catalíticos aislados 
(P)  con  fusiones  del  dominio  de  activación  del  factor  de 
transcripción  Gal4  (AD)  y  la  proteína  completa 
correspondiente (F). SD: Medio mínimo (sin Leu y sin Trp); 
‐His: Medio mínimo sin Leu, Trp ni His y con el agregado de 
10  mM  3AT.  Las  colonias  mostradas  corresponden  al 
crecimiento  en  placas  de  un  volumen  idéntico  de 
diluciones  de  los  respectivos  cultivos  normalizadas  a 
DO600nm=1. Vec: vector sin inserto. 



Capítulo II    Resultados 

53 
 

y se comportan de  forma equivalente en  los análisis mostrados hasta el momento. Por su 

parte, BSU1  no  parece  ser  capaz  de  formar  interacciones homotípicas  o  lo  hace  con  una 

afinidad  suficientemente baja  como para no poder detectarse  fielmente por  los métodos 

empleados. Por otra parte, BSL2/BSL3 y BSL1  se encuentran en  todas  las plantas con  flor, 

mientras que BSU1 está restringida a una sola familia. 

BSL1  y  BSL2  difieren  en  sus  requerimientos  para  que  la  interacción  tenga 

lugar 

Una vez elegidas BSL1 y BSL2  como ejemplos de  las dos  subfamilias de  fosfatasas BSL,  se 

quiso  investigar  cuáles  son  los  dominios  involucrados  en  la  interacción  homotípica 

registrada. Para ello se generaron construcciones que expresaban los tres dominios aislados 

o combinados de a pares con su dominio adyacente, y se enfrentaron a la construcción que 

expresa  la  proteína  completa  en  ensayos  de  Y2H.  La  interacción  se  verificó,  en  ambas 

proteínas, siempre y cuando estuvieran presentes dos dominios catalíticos (Figura 2.5). 

 

 

Figura 2.5 (página siguiente) ‐ Requerimientos mínimos para que se verifique la interacción homotípica 
en BSL1 y BSL2. A) Diagrama de BSL1 y BSL2. Se  indican  los dominios y el número de aminoácidos de 
cada uno de ellos. B) Ensayo de Y2H usando como reportero el crecimiento en ausencia de Histidina. Se 
evalúan  fusiones  al  dominio  de  activación  del  factor  de  transcripción  Gal4  (AD)  de  los  dominios 
indicados,  frente a  fusiones de  la correspondiente proteína completa con el dominio de unión al DNA 
del factor de transcripción Gal4 (BD). Junto al nombre de cada construcción se indican los aminoácidos 
que  la  conforman.  C)  Inmunodetección  de  AD  (panel  superior)  y  BD  (panel  inferior)  en  extractos 
proteicos de  levaduras expresando BSL1 o BSL2 en combinación con  los dominios aislados. K: Dominio 
Kelch;  L: Dominio  conector; P: Dominio  catalítico;  SD: Medio mínimo  (sin  Leu  y  sin Trp);  ‐His: Medio 
mínimo sin Leu, Trp ni His y con el agregado de 10 mM 3AT. Las colonias mostradas corresponden al 
crecimiento en placas de un volumen  idéntico de diluciones de  los respectivos cultivos normalizadas a 
DO600nm=1. Vec: vector sin inserto. 
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En estos ensayos, el dominio Kelch no  formó parte de ninguna combinación que mostrara 

interacción.  Como  los  dominios  turbina‐β  están  asociados  con  interacciones  proteína‐

proteína, se buscó una evidencia independiente que permitiera descartar la participación del 

mismo en la interacción. El laboratorio contaba con una línea de Arabidopsis mutante doble 

bsl2 bsl3 transformada establemente con la construcción pBSL2:BSL2‐F:HA (un fragmento de 

DNA genómico incluyendo las regiones codificante y promotora de BSL2 con una etiqueta HA 

en su extremo C‐terminal), cuya expresión complementaba el fenotipo mutante, y otra línea 

de Arabidopsis que expresaba establemente  la  construcción pBSL2:BSL2‐KL:GFP  (el mismo 

fragmento de DNA genómico  ingenierizado de  forma de eliminar  la  región  codificante del 

dominio catalítico, preservando la región 3’ no traducida, generando una fusión traduccional 

a  GFP  en  su  extremo  C‐terminal).  Se  obtuvieron  mediante  cruzamiento  plantas  que 

expresaban  ambas  proteínas.  Mediante  coIP  pudo  verificarse,  tal  como  se  observó  en 

levaduras, que el conjunto de los dominios Kelch y conector no participa, aún en su contexto 

fisiológico, en la interacción homotípica (Figura 2.6). 

 

A partir de los resultados mostrados en la Figura 2.5, se puede concluir que el dominio P es 

necesario para que  tenga  lugar  la  interacción  con  la proteína  completa.  Esta observación 

motivó  la  búsqueda  de  la  mínima  unidad  de  interacción.  Dado  que  no  se  encontraron 

evidencias  de  una  participación  directa  del  dominio  Kelch  en  la  interacción,  se  analizó  el 

papel del dominio L. Un dato relevante que se tuvo en cuenta en este análisis es que en  la 

búsqueda  original  de  interactores  de BSL2,  que  dio  origen  a  esta  investigación,  todos  los 

clones de BSL2 recuperados incluían al dominio P y porciones del dominio L. 

Figura  2.6  ‐ La  región  N‐terminal  de  BSL2

(dominios  Kelch  y  conector)  no  participa  en  la
interacción  homotípica. Un  extracto  de  plántulas
F1  provenientes  de  la  cruza  entre  una  línea  de
Arabidopsis bsl2bsl3/pBSL2:BSL2‐F:HA de  fenotipo
normal  y  otra  línea  que  expresa  establemente  la
construcción  pBSL2:BSL2‐KL:GFP  fue  sometido  a
inmunoprecipitación  utilizando  anticuerpo  anti‐
GFP.  I: Alícuota del extracto sin  inmunoprecipitar;

S:  Alícuota  del  sobrenadante  de  la

inmunoprecipitación;  P:  Alícuota  del

inmunoprecipitado. 

bsl2 bsl3/ 
pBSL2:BSL2:HA 

Col‐0/ 
pBSL2:BSL2‐KL:GFP 
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El  ensayo  de  interacción  por  Y2H  (Figura  2.7  A) mostró  que  los  dominios  P  de  BSL1  son 

capaces  de  interaccionar  consigo  mismos,  mientras  que  los  de  BSL2  no.  Sin  embargo,  la 

presencia de al menos un dominio L restaura la capacidad de interacción en el caso de BSL2; 

con BSL1  también  se  verifica  la  interacción, pero en este  caso el  rol del domino  L queda 

enmascarado por  la  interacción entre  los dos dominios P. La capacidad de  los dominios P 

aislados de interaccionar con otro dominio P en presencia o ausencia de su correspondiente 

dominio  L  se  evaluó  también  mediante  coIP  y  CEM.  Los  ensayos  de  coIP  (Figura  2.7  B) 

corroboraron lo hallado por Y2H: la interacción homotípica de BSL2 requiere la presencia de 

al menos un dominio L unido a su correspondiente dominio P, mientras que los dominios P 

de BSL1 aislados son capaces de interaccionar. Por otra parte, la CEM (Figura 2.7 C) permitió 

definir que  la  interacción de BSL2 probablemente da  lugar a  la formación de un dímero. En 

CEM, BSL1 se comportó de forma más compleja. La elución de BSL1 P:GFP correspondió a un 

tamaño intermedio entre un monómero (69,8 kDa) y un dímero (139,7 kDa). Por otro lado, la 

forma LP de BSL1 eluyó con un peso molecular aparente mayor que el correspondiente a  un 

dímero. Estos resultados podrían explicarse de varias formas. Por un  lado,  la afinidad entre 

los dominios P aislados de BSL1 puede no ser tan fuerte como para mantener la interacción 

durante  el  pasaje  a  través  de  la  columna,  produciéndose  una  disociación  parcial. 

Alternativamente, pueden disociarse durante la cromatografía y estar asociados a algún otro 

componente  de  las  hojas  de  N.benthamiana.  En  el  caso  de  BSL1‐LP,  ésta  podría  estar 

formando un complejo mayor que un dímero, o  también puede estar  interaccionando con 

algún componente que aumenta su tamaño, o bien puede tener un radio hidrodinámico más 

amplio  que  lo  que  su  tamaño  hace  suponer,  de  forma  que  eluye  como  una  proteína  de 

mayor tamaño. 
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Figura 2.7 ‐ BSL1 y BSL2 difieren en sus requerimientos para interaccionar. A) Ensayo de Y2H donde se 
evalúan fusiones a Gal4‐AD de los dominios P en presencia o ausencia de su correspondiente domino L, 
enfrentándolas a fusiones entre Gal4‐BD y  los dominios P  indicados. B) Coinmunoprecipitación a partir 
de  extractos  de  hojas  de  N.benthamiana  que  expresan  las  formas  indicadas  fusionadas  a  GFP  y  al 
epítope HA. C) CEM de las formas indicadas fusionadas a GFP. Se determinaron las fracciones de elución 
mediante Western blot con anticuerpos anti‐GFP. La tabla muestra, en  los paneles de  la  izquierda,  los 
pesos moleculares  teóricos para  las  formas monoméricas, diméricas y triméricas. En  los paneles de  la 
derecha  se  comparan  los  valores  esperados  según  los  resultados  anteriores,  con  los  obtenidos.  SD: 
Medio mínimo (sin Leu y sin Trp); ‐His: Medio mínimo sin Leu, Trp ni His y con el agregado de 10 mM 
3AT.  Las  colonias  mostradas  corresponden  al  crecimiento  en  placas  de  un  volumen  idéntico  de 
diluciones  de  los  respectivos  cultivos  normalizadas  a  DO600nm=1.  I:  Alícuota  del  extracto  sin 
inmunoprecipitar;  S:  Alícuota  del  sobrenadante  de  la  inmunoprecipitación;  P:  Alícuota  del 
inmunoprecipitado.  

 

El  dominio  L  entonces,  a  pesar  de  lo  que  su  nombre  pueda  sugerir,  parece  tener  otras 

funciones más allá de simplemente conectar  los dos dominios globulares que conforman a 
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las fosfatasas BSL. Sin embargo, lo único que se sabe sobre él es que comprende una región 

de 206 aminoácidos que no reviste homología con ninguna proteína conocida excepto con el 

mismo dominio en fosfatasas PPKL de otros organismos. Puede afirmarse que el dominio L 

es  imprescindible para que  la  interacción en BSL2 tenga  lugar, sin embargo su estructura o 

sus determinantes de interacción son incógnitas.  

Estos resultados muestran que, a pesar de que las proteínas completas forman interacciones 

homotípicas, el mecanismo a través del cual lo hacen no parece estar sometido a los mismos 

requerimientos.  Esto  abrió  dos  vías  de  análisis  para  intentar  contestar  las  siguientes 

preguntas:  

 ¿Qué  regiones  del  dominio  L  de  BSL2  son  necesarias  para  que  tenga  lugar  la 

interacción? 

 ¿Cuáles son las diferencias entre los dominios P de BSL1 y BSL2 que dan cuenta de su 

comportamiento? 

Características del dominio conector  

Para abordar el estudio del dominio L, se realizó una comparación de secuencias entre  los 

dominios  de  la  familia  Brassicaceae  (Figura  2.8  A).  Se  encontraron  diferencias  marcadas 

entre  las  distintas  subfamilias.  Los  dominios  de  mayor  longitud  se  encuentran  en  la 

subfamilia  BSL2/3.  Los  dominios  L  en  BSL1  son,  comparados  con  éstos, más  cortos,  pero 

presentan  alto  grado  de  conservación  entre  sí.  Por  el  contrario,  los  dominios  L  de  la 

subfamilia BSU1 no  sólo  son  aún más  cortos  sino que muestran poca  conservación entre 

especies cercanamente relacionadas, una característica señalada en el capítulo I. En las dos 

especies  de  Arabidopsis  y  en  Capsella  rubella  su  tamaño  es  aproximadamente  50%  del 

domino L de BSL2/3, mientras que en Brassica rapa y Schrenkiella parvula este dominio se 

reduce de forma considerable, con un bajo porcentaje de  identidad. La Figura 2.8 B refleja 

estas diferencias. En  la misma puede observarse que un anticuerpo policlonal generado a 

partir del dominio L de BSL2 (ver capítulo III) reconoce de forma equivalente a BSL2 y BSL3, 

que su afinidad por BSL1 es débil y que no es capaz de reconocer a BSU1. 

Como  se mostró, BSU1 no  interacciona  consigo misma en  las  condiciones ensayadas, o  lo 

hace con muy baja afinidad. En BSL1, la mínima unidad de interacción no incluye al dominio 
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L  mientras  que  en  BSL2  este  dominio  es  completamente  necesario  para  la  interacción. 

Teniendo en cuenta esto, las diferencias en las secuencias aminoacídicas entre los dominios 

L de las proteínas BSL podrían responder a una diferencia en su función. 
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BSU At1g03445    350 ------------------------------T SQSSSPEPEEDNPDNYMLLDDYL---------------------------- MDE-PKPLSSEPEASSFI MR------STS EI AMD- RLAE---------AHN 
Al1g02750    354 ------------------------------T SQSSSPELEEDNPENYMLLDDFL---------------------------- MDEI PKPLGSEPEAPSFIRR------SSS ESAME- RLAE---------AYN 
CrBSU        361 ------------------------------HLISPEP EEPEDNPENHMVLDDDP----------------------------ETSNPSSFDP EPEVPSLTRR------SSS EGSLEKRTVE---------EYN 
BsBSU        354 ------------------------------T SQLSST-EPEDNPENYMLLDDFL---------------------------- VAAI SKPSSSEPEVPSFMRR------SSS ESSLE- RLAE---------AYN 
Br030478     337 -----------------------------------------------E LLSSGPTVPSFFDMNDGYKP----------------------------------------------------------------- 
SpBSU        348 -------------------------------------------D DRAQPSSSGPATPSLLDMNYRYTP----------------------------------------------------------------- 

BSL1 At4g03080    359 --N STFQSDISSPLLA- SDRTQQSSTPRFSYA---------------------AR PPSGSEP--SF S---- MSEGLSLDENSLEKLTEASAAEAEVASSVWRAAQ--- LGA-GTLDEE------- PSTSDASS 
Al6g38200    359 --N STFQSDISSPLLA- SDRTQQSSTPRFSYA---------------------AR PPSGSEP--TFA---- MSEGLSLDENSLEKLTEASAAEAEVASSVWRAAQ--- LGS-GTLDEE------- PSTSDASS 
CrBSL1       359 --N STFQSDISSPLLA- SDRTQQSSTPRFSYA---------------------AR PPSGAEP--A I P---- MSEGLSLDENSLEKLTEASAAEAEVASSVWRAAQ--- LGS-GTLDEE------- PSTSDANS 
BsBSL1       359 --N STFQSDITSSLLA- SDRTQQSSTPRFSYA---------------------AR PPSGSEP--A LP---- MSEGLSLDENSLEKLTEASAAEAEVASSVWRAAQ--- LGS-GTLDEG------- PSTSDATS 
Br018520     360 --N STFQSDISSPLSASSDRTQQSSTPRFSYA---------------------AR PPSGSEP--A-------SE GMSLDENSLEKLTEASAAEAQVASSVWRAAQ--- LSS-ASLDEE------- PSASDGSS 
Br000846     359 --N STFQSDISSPLSA----TQQS STPRFSYA---------------------AR PPSGSEP--A LS---- LSEGLRLDENSMEKLTEASAAEAEVASSVWRAAQ--- LDS-TSLDEE------- PSASDGSS 
SpBSL1       359 --N STFQSDISSPLLA- SDRTQQSSTPRFSYA---------------------AR PPSGSEP--A LS----TSE GLSLDENSLEKLTEASAAEAEVASSVWRAAQ--- LGGSASLDEE------- PSASDGSS 

BSL2 At1g08420    454 AAETTYAASHAA- AAAATNSPPGRLPGRYGFSDERNRELSESAADGAVVLGSPVAPPVNGDMHTDISPENALLPGTRRTNKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELPDRDCGAEATPSGKPTFS 
Al1g08060    453 AAETTYAASHAA- AAAATNSPPGRLPGRYGFSDERNRELSESATDGAVVLGSPVAPPVNGDMHTDISPENAFLPGTRRTNKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELPDRDCGAEATPSGKPTFS 
CrBSL2       454 AAETTYAASHAA- AAAATNSPPGRLPGRYGFSDERNRELSESASDGAVVLGSPVAPPVNGDMHTDISSENALLPGTRRTNKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELSDRDGGAEATPSGKPTFS 
BsBSL2       453 AAETTYAASHAA- AAAATNSPPGRLPGRYGFSDERNRELSESAADGAVVLGSPVAPPVNGDMHTDISSENALLPGTRRTNKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELSDRDCGAEATPSGKPTFS 
Br030724     434 AAETTYAASHPA- AAAATNSAPGRLPGRYGFSDERNRELSDSAADGAVVLESPVAPPVNGDLHNDISSENAI NPGI RRTSKGVEYLVEASAAEAEAIRATLAAAKARQVNGEVELPDRDCGGEASPSGTPTFS 
Br031626     432 AAETTYAASHAA- AAAATNSPPGRLPGRYGFSDERNRELSDSAADGAVVLGSPVAPPVNGDMYTDISSENAVLPGTRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISDTLAAAKARQVNGEVELPDS-- GGETSPSGTPTFS 
SpBSL2       445 AAETTYAASHAA- AAATTNSLPSRLPGRYGFSDERNRELADSAADGAVVLASPVVPSVNRDMYTDISSEDAI LPVTRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELPDRDCGAEATPSGTAASS 

BSL3 At2g27210    443 AAETTSAASHAAAAAAATNTPPGRSPGRYGFSDERTGELPESAPD- AVVLGSPVAPPVNGDMYTDISTENAMVPGI RRTSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELPDRDRGAEATPSGKPSLS 
Al4g11030    439 AAETTSAASHAAAAAAATNSPPGRSPGRYGFSDERTGELPESAPD-S VVLGSPVAPPVNGDMYTDISTENAMVPGTRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELPDRDRGAEATPSGKPSLS 
CrBSL3       441 AAETTSAASHAAAAAAATNSQPGRSPGRYGFSDERTGEPPESAPD- AVVLGSPVAPPVNGDMYTDISTENALVPGTRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELPDRDRGAEATPSGKASLS 
BsBSL3       451 AAETTSAASHAAAAAAATNSPPGRSPGRYGFSDERTGDLPESGPD- AVVLGSPVAPPVNGDMYTDISTENAMVPGTRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELPDRDRGAEATPSGKPSLS 
Br034332     436 AAETTSAASHAA- AAAATNSPPGRSAGRYGFSDERTGELPESAPD- AVVLGSPVAPPVNGDMYTDISTENAMLPGTRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVEQPDRDRGAEATPSGKPSSS 
SpBSL3       448 AAETTSAASHAAAAAAATNSPPGRSPGRYGFSDERTGELQESAPD- AVVLGSPVAPPVNGDMYTDISTENAMLPGTRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELPDRDRGAEATPSGKPSSS 

 

BSU At1g03445    418 LPTI ENAFYDS-AIEGYVPLQH----- GAETVGNRGGLVRTASLDQSTQDL--------------------------- 
Al1g02750    423 LPTI ENAFYDS-EIEGYVPLQH----- GAESDGNRGGLVRTVSLDRFANEDQQTNILMP--------QFIG QNSTQDL 
CrBSU        439 LPSLENAFYDCSETEGCFLVLE-----T AMDVGNPRDLGRTPSLDHYLYQSQRD-------------QFGQHN SSHPL 
BsBSU        422 LPTVETAFYDT-ETEGYVPLEE-----R AETVGNRGGLVRTLSLDRFANESQQNNILVT--------HFNEHN SSEEL 
Br030478     375 -------------------------------------------------------------------NFS REKLHDL- 
SpBSU        390 -------------------------------------------------------------------QFLS QRSTQDL 

BSL1 At4g03080    459 -PIV ESTT-DGTANEGDVRLHPRAVVVAKETVGSLGGMVRQLSLDQFQNESRRMVPMNNSDVPQPTKKFTRQKSPQGL 
Al6g38200    459 -PTV ETTT-DDIANEGDVRLHPRAVVVAKETVGSLGGMVRQLSLDQFQNESRRMVPMNNSDVPQPTKKFTRQKSPQGL 
CrBSL1       459 -PAV ESTT-DGTETEGDVRLHPRAVVVAKETVGSLGGMVRQLSLDQFQNESRRMVPMNNSDVLQPTKKFTRQKSPQGL 
BsBSL1       459 -PTV ESTA-DGTETEGDVRLHPRAVVVAKETVGSLGGMVRQLSLDQFQNESRRMVPMNNSDVPQPTKKFTRQKSPQGL 
Br018520     458 -PTV ETIT-DYPE TEGDVRLHPRAVVVGKETVGSLGGMVRQLSLDQFQNESRRMVPMNNSDVPQPTKKFTRQRSPQGL 
Br000846     456 -ATV ETTS-DGPETEGDVRLHPRAVVGAKETGGSLGGMGRQLSLDQFQNESRRMVPMNNSDVPQPTKKFTRQKSPQGL 
SpBSL1       462 -PTIG STS-DGPETEGDVRLHPRAVVVAKETVGSLGGMVRQLSLDQFQNESRRMVPMNNSDVPQPTKKFTRQKSPQGL 

BSL2 At1g08420    587 LI KPDSMG-SMSVTPAGIRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSV 
Al1g08060    586 LI KPDSMG-SMSVTPAGIRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSV 
CrBSL2       587 LI KPDSMG-SMSVSPAGIRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSV 
BsBSL2       586 LI KPDSMG-SMSVSPAGIRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSV 
Br030724     567 LMKPDSMG-S----- AGIRLHHRAVVVAAETGGALGGMARQFSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSI SSV 
Br031626     565 L- KPDSMG-STGGTPAGIRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSV 
SpBSL2       578 VFKPDSMG-SVGVTPAGIRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSV 

BSL3 At2g27210    576 LI KPDSAV-PNSVIP AGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSV 
Al4g11030    572 LI KPDSAV-PNSVIP AGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSV 
CrBSL3       574 LI KPDSAV-PNSVIP AGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSV 
BsBSL3       584 LI KPDSAV-PNSVIP AGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSV 
Br034332     568 LI KPDSAV-STSVIP AGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVGYGTPESATAARKLLDRQQSINSV 
SpBSL3       581 LI KPDTAV-STSVVPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQQSI SSV 

A) 

B) 
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Figura  2.8  (página  anterior)  ‐  Comparación  de  secuencias  de  dominios  L  en  Brassicaceae.  A) 
Alineamiento de secuencias del dominio L de proteínas BSL presentes en At: Arabidopsis  thaliana, Al: 
Arabidopsis.lyrata, Br: Boechera stricta, Cr: Capsella rubella, Br: Brassica rapa y Sp: Schrenkiella parvula. 
En negro se marcan los aminoácidos que no varían y en gris los cambios conservativos. El alineamiento 
se  realizó  con  Muscle  y  se  sombreó  con  BoxShade.  B)  Western  Blot  de  extractos  de  hoja  de 
N.benthamiana que expresan las proteínas BSL fusionadas a GFP, revelado con anticuerpos anti dominio 
L de BSL2 (panel superior) y anti GFP (panel  inferior). El panel superior se sobreexpuso para revelar  la 
débil afinidad del antisuero por BSL1 (señalada con un asterisco) y la ausencia de reactividad con BSU1.  
 

Para  evaluar  esta  posibilidad  se  generaron  quimeras  fusionando  el  dominio  L  de  cada 

homólogo al dominio P de BSL2, y  se evaluó  la  capacidad de mediar  la  interacción  con el 

dominio P aislado de BSL2. Dado que el dominio P de BSL2 no es capaz de interaccionar con 

otro  dominio  igual,  puede  utilizarse  como  un  modelo  para  evaluar  la  afinidad  de  cada 

dominio L por el dominio catalítico. En  la Figura 2.9 A y B se observa que el dominio L de 

BSL1, alcanzó para promover la interacción entre dos dominios P de BSL2, pero no presentó 

la misma afinidad que el dominio L de BSL2; el dominio L de BSU1, en cambio, no fue capaz 

de mediar  interacción. La  interacción de  las mismas construcciones con  la combinación de 

dominios LP de BSL2 hace  las veces de control de  las construcciones quiméricas: dado que 

en  todas  las  combinaciones  hay  dos  dominios  P  y  un  dominio  L  funcional,  todas  pueden 

activar al gen reportero.  
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Figura 2.9 ‐ Los dominios L difieren en su habilidad de mediar la interacción entre los dominios P de 
BSL2. Construcciones quiméricas de dominios  L de proteínas BSL  fusionados al dominio P de BSL2  se 
utilizaron  en  ensayos  de  Y2H  usando  como  reportero  el  crecimiento  en  ausencia  de  Histidina  para 
evaluar  la  interacción con otro dominio P  (izquierda) y  con  la  combinación de dominios  LP  (derecha) 
como control positivo. En ambos casos se muestran dos diluciones sucesivas  (DO600=1 y DO600=0,1) B) 
Cuantificación de  la  actividad del  reportero  β‐galactosidasa en  las  combinaciones mostradas en A.  L: 
Dominio conector; P: Dominio catalítico; 1: BSL1; 2: BSL2: U: BSU1; xLyP: quimera entre el dominio L de 
la proteína x y el dominio P de la proteína y; SD: Medio mínimo (sin Leu y sin Trp); ‐His: Medio mínimo 
sin Leu, Trp ni His y con el agregado de 10 mM 3AT. Las colonias mostradas corresponden al crecimiento 
en placas de un volumen  idéntico de  las diluciones  seriadas de  los  respectivos  cultivos, partiendo de 
DO600nm=1 (100). 
 

Modo de acción del dominio conector  

Dado  el  requerimiento  del  dominio  L,  pero  con  la  evidencia  de  que  por  sí  mismo  o  en 

combinación con el dominio K (Figuras 2.5 y 2.6) es incapaz de mediar la interacción, surgió 

la pregunta de si el dominio L interacciona con el domino P de la otra subunidad o si lo hace 

con el dominio P al que está unido, generando así una superficie de interacción con la que se 

asocia la otra subunidad. Para responder esta pregunta, se utilizó la fosfatasa TOPP1, una de 

las  9  isoformas  de  PP1  codificadas  en  el  genoma  de  Arabidopsis.  Como  se  describió,  el 

dominio catalítico de PP1 actúa como un monómero al que se unen diversas subunidades 

regulatorias. A nivel de secuencia, las PP1 están cercanamente emparentadas con el dominio 

P de las fosfatasas BSL. 
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Los dominios catalíticos de BSL2 y TOPP1 no son capaces de interaccionar en ensayos de Y2H 

(Figura 2.10 A). A partir de este dato, se generó una quimera entre el dominio L de BSL2 y 

TOPP1 y se ensayó  la  interacción con el dominio P de BSL2. El dominio L de BSL2 confirió a 

TOPP1  la  capacidad  de  interaccionar  con  el  dominio  P  de  BSL2.  Sin  embargo,  cuando  el 

domino L está unido al dominio catalítico de BSL2 no se verifica interacción con TOPP1. Esto 

indicaría que la interacción del dominio L ocurre en trans, o sea con el dominio P de la otra 

subunidad:  la  construcción BSL2‐LP no  interacciona  con  TOPP1  (que presenta un nivel de 

expresión similar al de  la quimera 2L:TOPP1, Figura 2.10 B) probablemente debido a que el 

dominio L de BSL2 no tiene afinidad por TOPP1, mientras que  la construcción BSL2L:TOPP1 

posee un dominio L con afinidad por el dominio catalítico de BSL2. Estos resultados parecen 

contradecir  los mostrados en  las Figuras 2.5 y 2.6, que  indican que el dominio L, aislado o 

asociado al extremo C‐terminal del dominio K, no podría interaccionar de forma directa con 

el dominio P. Este resultado será evaluado a la luz de los resultados del Capítulo III. 

 

Figura  2.10  ‐ Acción  en  trans  del  dominio  L  de  BSL2. A)  Ensayo  de  Y2H  usando  como  reportero  el 
crecimiento  en  ausencia  de Histidina.  Se  evalúa  la  capacidad  de  interaccionar  de  las  construcciones 
indicadas.  Vec:  vector  vacío;  2L:TOPP1:  Quimera  formada  por  el  dominio  L  de  BSL2  fusionado  a  la 
fosfatasa TOPP1. SD: Medio mínimo (sin Leu y sin Trp); ‐His: Medio mínimo sin Leu, Trp ni His y con el 
agregado de 10 mM 3AT. B) Inmunodetección de BD (panel superior) y AD (panel inferior) en extractos 
proteicos de levaduras expresando las construcciones indicadas. Las colonias mostradas corresponden al 
crecimiento en placas de un volumen  idéntico de diluciones de  los respectivos cultivos normalizadas a 
DO600nm=1. El circulo lleno (●) señala la banda correspondiente a BSL2 LP y la estrella de cuatro puntas 
()  señala  la  banda  correspondiente  a  BSL2  P.  El  circulo  vacío  (○)  indica  la  posición  de  la  banda 
correspondiente al producto quimérico 2L‐TOPP1, el asterisco  ()  la de BSL2 P y  la estrella de  cinco 
puntas () se encuentra a la altura de la banda correspondiente a TOPP1. 
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Análisis delecional del dominio conector 

Habiendo  caracterizado  las  diferencias  entre  los  dominios  conectores  de  los  distintos 

homólogos  y  determinado  la  necesidad  de  este  dominio  para  la  interacción  entre  dos 

dominios  catalíticos  de  BSL2  surgió  la  pregunta  de  si  todo  el  dominio  es  requerido  o  si 

algunas regiones son más importantes que otras.  

Para responder esta pregunta se realizó un análisis delecional del dominio L de BSL2. Dado 

que este dominio no  tiene  similitudes aparentes  con ninguna otra  secuencia previamente 

caracterizada, para definir posibles zonas relevantes se estudió la conservación de secuencia 

aminoacídica  y  se  realizó  una  predicción  de  estructura  secundaria  (Figura  2.11).  Con  la 

excepción de una zona de alrededor de 25 aminoácidos que se predice formaría una hélice 

α,  la  mayoría  del  dominio  se  predijo  desestructurado  (Figura  2.11  A).  En  cuanto  a  la 

conservación de secuencias entre proteínas de tipo BSL2 en angiospermas, el dominio L es 

una de  las  zonas menos  conservadas en el  contexto de  la proteína  completa,  junto  a  los 

extremos  N‐  y  C‐terminal.  Dentro  del  dominio  existe  una  alternancia  de  zonas  con 

considerable grado de conservación con otras de alta variabilidad (Figura 2.11 B). Teniendo 

en cuenta estos datos,  se definieron  inicialmente cuatro  regiones: 450‐555, 556‐599, 600‐

642 y 643‐662. La región 556‐599 se definió como la de menor conservación de secuencia y 

que  se  predice  como  más  homogéneamente  desestructurada;  la  región  600‐642,  por  el 

contrario, es de las zonas más conservadas y presenta una predicción de estructura ambigua, 

pero  con  posibles  elementos  discernibles;  las  otras  regiones  se  eligieron,  a  piori,  por 

diferencia con éstas. 
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Figura 2.11  (página anterior)  ‐ Predicción de estructura  secundaria y  conservación de  secuencia del 
dominio L de BSL2. A) Predicción de estructura secundaria. En rojo, probabilidad de desorden; en azul, 
probabilidad de hélice α y en verde, probabilidad de lámina β (PSIPRED v3.3 (Buchan et al., 2010)). B) Las 
secuencias  de  ortólogos  de  BSL2  en  angiospermas  con  genomas  completamente  secuenciados  se 
alinearon  con  MUSCLE,  y  se  determinó  el  grado  de  conservación  de  cada  posición.  Los  datos  se 
presentan como grado de variabilidad [1 – (grado de conservación)]. En A y en B se indican con flechas 
las  zonas  definidas  para  realizar  las  deleciones.  Las  secuencias  utilizadas  se  incluyen  en  el  Anexo  I 
(digital)  y  corresponden  a  A.trichopoda,  N.advena,  O.sativa  S.italica,  M.acuminata,  A.caerulea, 
V.vinifera,  P.trichocarpa,  E.grandis,  L.usitatissimum,  R.communis  C.papaya,  G.raimondii,  T.cacao, 
A.thaliana BSL2, C.sinensis, C.sativus, M.truncatula, P.persica, U.gibba, N.benthamiana y M.guttatus. 

 

La capacidad de interaccionar de las construcciones que presentan el dominio conector con 

las  diferentes  deleciones  asociado  al  dominio  catalítico  P  (LP  ∆x‐y)  se  ensayaron  en 

levaduras, en la forma de fusiones al dominio AD de Gal4, enfrentándolas a la secuencia de 

prueba,  el  dominio  P  aislado,  y  al  control  positivo  de  interacción,  la  secuencia  dominio 

conector‐dominio  catalítico  (LP)  completa,  estas  últimas  como  fusiones  al  dominio BD  de 

Gal4. Se evaluó la capacidad de crecimiento en ausencia de His y la actividad del reportero β‐

galactosidasa (Figura 2.12). 

En  una  primera  aproximación,  se  realizaron  construcciones  eliminando  las  tres  zonas  N‐

terminales  adyacentes  en  forma  aditiva,  generando  las  deleciones  Δ450‐555,  Δ450‐599  y 

Δ450‐642 (Figura 2.12). Se observó que la deleción Δ450‐555 produjo una disminución en la 

expresión  de  β‐galactosidasa  respecto  del  dominio  conector  completo  (Figura  2.12).  La 

deleción del fragmento de mayor tamaño (Δ450‐642) anuló la capacidad de interacción con 

el dominio P aislado. Para explorar  la contribución de esta última zona se obtuvo  la  forma 

con  la deleción Δ600‐642, en el contexto del resto del dominio L; en este caso también se 

produjo una disminución, pero no anulación, de la expresión de los reporteros.  

Dado  que  la  ausencia  de  las  regiones  450‐555  y  600‐642  provocó  una  disminución  en  la 

interacción,  se  decidió  combinarlas,  generando  la  forma  Δ450‐555/Δ600‐642:  estas 

deleciones  conjuntas anularon por  completo  la  interacción. Cabe destacar que  la  longitud 

del dominio L en esta última forma (62 aminoácidos) resultó equivalente a la de la deleción 

Δ450‐599, que mostró capacidad, aunque disminuida, de interacción. De esta forma se pudo 

descartar que  la anulación de  la  interacción se debiera a un efecto de  la disminución de  la 

longitud de  la secuencia previa al dominio P que podía generar algún tipo de  impedimento 

estérico con el dominio de Gal4. 
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Se lograron así definir dos regiones determinantes de la interacción, la secuencia 450‐555 y 

la secuencia 600‐642. Ambas parecen actuar de forma aditiva,  lo que se comprueba por el 

efecto  parcial  de  pérdida  en  la  intensidad  de  la  interacción  al  presentarse  de  forma 

individual, mientras que su ocurrencia simultánea anula por completo  la  interacción entre 

los dominios P.  La  región 450‐555 es  relativamente extensa, e  incluye  la única  región del 

dominio L (residuos 529‐555) que se predice con cierto grado de confianza que adopta algún 

tipo de estructura secundaria. Para lograr acotar la/s región/es determinante/s en esta zona, 

se  realizaron  dos  deleciones  parciales  (Δ450‐499  y  Δ450‐528,  Figura  2.12)  en  el  contexto 

sensibilizado  de  la  proteína  que  lleva  la  deleción  Δ600‐642.  Se  pudo  así  acotar  la  zona 

mínima necesaria para que tenga lugar la interacción: las regiones 500‐528 y 600‐642. Estas 

regiones  presentan  un  alto  grado  de  conservación  de  secuencia  entre  los  dominios  L  de 

angiospermas.  Significativamente,  la  región  529‐555,  la  única  que  se  predice  con  alta 

probabilidad  que  podría  adoptar  estructura  secundaria,  no  parece  ser  necesaria  para  la 

interacción. 

 

Figura  2.12  ‐  Regiones  del  dominio  L  de  BSL2  necesarias  para  la  interacción.  Construcciones  que 
expresan dominios L y P  (LP) con distintas deleciones en  la  región L se enfrentaron al dominio P o al 
dominio  LP en ensayos de Y2H. Se  indican  los aminoácidos delecionados en  cada  construcción. En el 
esquema, la barra gris claro representa al dominio L y la gris oscuro al dominio P. SD: Medio mínimo (sin 
Leu y sin Trp);  ‐His: Medio mínimo sin Leu, Trp ni His y con el agregado de 10 mM 3AT. Las colonias 
mostradas  corresponden  al  crecimiento  en  placas  de  un  volumen  idéntico  de  diluciones  de  los 
respectivos cultivos normalizadas a DO600nm=1.   
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Modificaciones en la región 600‐642 del dominio L de BSL2 

La región 600‐642 del dominio L de BSL2 es una de  las dos regiones determinantes para  la 

capacidad del mismo de mediar interacciones homotípicas. Es además una de las zonas con 

mayor  conservación  de  secuencia  entre  diferentes  especies,  lo  que  sugiere  un  papel 

funcional y/o estructural  importante. En  la  figura 2.13 se muestra un detalle de esta zona, 

donde se señalan dos características salientes:  la Ser627 (en  la numeración de AtBSL2) y  la 

secuencia que recuerda al motivo RVxF en las proteínas de tipo BSL2. 

                                      642       663 
A.thaliana BSL2    MVRQL SIDQFENEGRRVSYGTPES--ATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFL 
M.guttatus         MVRQL SIDQFENEGRRVSYGTPES--ATAARKLLDRQMSISSVPKKVITHLLKPRGWKPPVRRQFFL 
V.vinifera         MVRQL SIDQFENEGRRVSYGTPES--ATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFL 
P.trichocarpa      MVRQL SIDQFENEGRRVSYGTPES--ATAARKLLDRQMSINSVPKKVVVHLLKPRGWKPPVRRQFFL 
A.caerulea         MVRQL SIDQFENEGRRVSYGTPES--ATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFL 
O.sativa           MVRQL SIDQFENEGRRVSYGTPEN--ATAARKLLDRQMSINSVPKKVIASLLKPRGWKPPVRRQFFL 
N.advena           MVRQL SIDQFENEGRRVSYGTPES--ANAARKLLDRQMSISSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFL 
P.glauca           LVRQL SIDQFENEGRRVSYGTPES--AVAARKLLDRQMSINSIPKKVLAYLLKPRGWKPPVRRQFIL 
W.mirabilis        MVRSL SIDQFENEGRRVSYGTPES--ANAARKLLDRQMSINSVPKKILTYLLKPRGWKPPVRRQFFL 
P.aquilinum        LVRQL SLDQFENEGRRVSYGNVDS--GIAARQLLDRQMSTRGLHKKIISLLLLPRGWKPPTRRQFFL 
S.moellendorfii    MVRQL SIDQFENEGRRVSYGTPES--ANAARKLLDRTTSEIGVQKKVINYLLKPRGWKPPVRRQFFL 
P.patens           LVRQL SIDQFENEGRRVSYGTPES--ASHARRLLDRQTSVHGVQKKVLSYLLKSRGWKPPVKRQFFM 
M.polymorpha       LVRQL SIDQFENEGRRVSYGTPDS--ASAARKLLDRQMSISGVQKKVLGHLLKPRGWKPPVKRQFFM 
C.orbicularis        RQL SIDHLENEGRRVSYGTPDGSSSAAAKRLLDRQMSIQGMHKKVLNYLLKPRGWKPPVKRQFFL 
K.flaccidum        MVRQL SIDQFENEGRRVSFGTPDSSHGKEVNKMLDRSMSLQGVHKKVLSALLKPRGWKPPTNRKFFL 
 
A.thaliana BSL1    MVRQL SLDQFQNESRRMVPMNNSDV-PQPTKK-FTRQKSPQGLHKKVIAALLRPRNWKPPGNRKFFL 
M.guttatus         MVRQL SLDQFENESRRMIPSHN-DL-SNPTKK-FARQRSPQGLHKKIISTLLRPRNWKPPVNRKFFL 
V.vinifera         MVRQL SLDQFENESRRMVPMNN-DL-SYPTRK-FTRQKSPQGLHKKIISTLLRPRNWKAPANRRFFL 
P.trichocarpa      LVRQL SLDQFENESRRMLPMNN-DA-SYPARK-FTRKKSPQGLHKKIISMLLRPRNWKAPANRRFFL 
A.caerulea         LVRQL SLDQFENESRRMSPLNS-DT-TYPTKKFFTRQKSPQGLHKKIISALLRPRNWKAPTNRRFFL 
O.sativa           LVRQL SLDQFENESRRMHPSSN-DQ-SYPAKKALNRQRSPQGLHKKVISFLLKPRNWRAPAERAFFL 
N.advena           LVRQL SLDQFENESRRMNPWNM-DQ-GYAAKRIFNKQKSPVGLHKKIISLLLRPRNWSAPMVRKFFL 
P.glauca           LVRQL SLDQFENEGRRMSPWNL-DQ-AHAAKRLLIRQKSPVALHKKVISSLLRPRNWKPPLNRGFFL 
C.revoluta         LVRQL SLDQFENEGRRMSPLNT-DN-AYGARKLLHRQKSPIGLHKKVISCLLRPRNWKPPVNRQFFL 
S.moellendorfii    LVRQL SLDRFENEGRRVTREI--------SRRVLERQISMYGVHKKVLALLLKPREWKPSLRRNLFL 

 
Figura 2.13 ‐ Alineamiento de los aminoácidos que preceden al dominio catalítico en proteínas de tipo 
BSL2/BSL3 (parte superior) y BSL1 (parte inferior). El dominio catalítico tal como está definido en esta 
tesis se muestra sombreado en gris claro. La numeración corresponde a AtBSL2. En sombreado negro se 
indican  Ser627  y  la  región  con  similitud  con el motivo RVxF.  Las especies mostradas  son Arabidopsis 
thaliana, Mimulus guttatus, Vitis vinifera, Populus  trichocarpa, Aquilegia caerulea, Oryza sativa, Nufar 
advena  (Magnoliophyta),  Picea  glauca  (Coniferophyta),  Welwitschia  mirabilis  (Gnetophyta),  Cycas 
rumphii  (Cycadophyta),  Pteridium  aquilinum  (Moniliformopses),  Coleochaete  orbicularis 
(Coleochaetophyceae) y Klebsormidium flaccidum (Klebsormidiophyceae). 
 

Si  se  realiza  una  búsqueda  en  la  base  de  datos  de  fosfopéptidos  identificados  por 

espectrometría  de  masas  en  Arabidopsis  (PhosPhAt  ‐  http://phosphat.uni‐

hohenheim.de/index.html), se encuentra que el residuo Ser en posición 627 de la secuencia 

de BSL2 se halla fosforilado. Esta Ser se encuentra altamente conservada en todas las PPKL, 

tanto en viridiplantas como en alveolados, excepto en algunas  isoformas de tipo BSU1 (ver 

Figura 2.8). Este residuo se encuentra fosforilado, además, en péptidos recuperados no sólo 
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de  los  homólogos  de  BSL2  en  Arabidopsis,  sino  también  de  PPKL  en  otras  especies, 

incluyendo alveolados (de la Fuente van Bentem et al., 2008; Treeck et al., 2011; Rose et al., 

2012; Lv et al., 2014). 

Por otro  lado, el motivo de  tipo RVxF en  las proteínas de  tipo BSL2  (RRVSY en AtBSL2)  se 

encuentra  altamente  conservado  aún  en musgos  y  algas  estreptofitas, mientras  que  está 

característicamente modificado en las de tipo BSL1 (RRMVP en AtBSL1). 

Con la finalidad de evaluar el posible papel de la fosforilación en Ser627 en la interacción de 

BSL2 consigo misma, se reemplazó este residuo por ácido glutámico (S627E), generando una 

versión  fosfomimética,  o  por  alanina  (S627A),  alterando  la  naturaleza  del  aminoácido.  El 

efecto de las mutaciones se evaluó mediante el sistema de Y2H, ensayando la afinidad de un 

dominio P por otro dominio P asociado al fragmento Δ450‐599, es decir,  la mínima porción 

que  incluye  la posición 627 y permite  la  interacción (ver Figura 2.12). Sin embargo, en este 

sistema ninguna de las versiones generadas afectó la capacidad de interacción (Figura 2.14). 

 

 

Figura  2.14  ‐  Mutaciones  en  la  Ser627  conservada  de  la  región  600‐642  del  dominio  conector  no 
afectan la capacidad de mediar la interacción de BSL2. Ensayo de Y2H donde se evalúa la capacidad de 
interaccionar de construcciones de BSL2 con cambios en Ser627 en el contexto de la mínima porción del 
dominio  conector que permite  la  interacción  (Δ450‐599). SD: Medio mínimo  (sin  Leu y  sin Trp);  ‐His: 
Medio  mínimo  sin  Leu,  Trp  ni  His  y  con  el  agregado  de  10  mM  3AT.  Las  colonias  mostradas 
corresponden al crecimiento en placas de un volumen idéntico de diluciones de los respectivos cultivos 
normalizadas a DO600nm=1. 

 

También se modificó la secuencia 636‐640 RRVSY presente en BSL2 por RRMVP presente en 

BSL1, en el mismo  contexto que en el  caso  anterior, es decir, en  la  forma  Δ450‐599  y  se 

ensayó  la  capacidad  de  interacción  de  esta  especie  con  un  dominio  P  aislado  por  Y2H. 

Tampoco  en  este  caso  las mutaciones  introducidas  afectaron  la  capacidad  de  interacción 

(Figura 2.15). 
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Figura  2.15  ‐  El  reemplazo  de  la  secuencia  RRVSY  conservada  de  la  región  600‐642  del  dominio 
conector no afecta  la capacidad de mediar  la  interacción de BSL2. Ensayo de Y2H donde se evalúa  la 
capacidad de  interaccionar de construcciones de BSL2 con  la secuencia RRVSY de  la subfamilia BSL2/3 
modificada por  la  secuencia  RRMVP  de  la  subfamilia BSL1,  en  el  contexto  de  la mínima  porción del 
dominio  conector que permite  la  interacción  (Δ450‐599). SD: Medio mínimo  (sin  Leu y  sin Trp);  ‐His: 
Medio  mínimo  sin  Leu,  Trp  ni  His  y  con  el  agregado  de  10  mM  3AT.  Las  colonias  mostradas 
corresponden al crecimiento en placas de un volumen idéntico de diluciones de los respectivos cultivos 
normalizadas a DO600nm=1. 

 

Diferencias entre los dominios catalíticos de BSL1 y BSL2 

El hecho de que dos dominios catalíticos de BSL1 sean suficientes para mediar la interacción, 

mientras  que  en  BSL2  sea  requerido  además  un  dominio  L,  permite  inferir  que  existen 

diferencias  relevantes entre  los dominios catalíticos de estos homólogos, aunque guarden 

entre  sí  un  81%  de  identidad.  Para  encarar  el  estudio  de  estas  diferencias,  se  analizó  en 

primer  lugar  la  capacidad  de  interacción  entre  dominios  P  de  estas  proteínas.  Como  se 

muestra en la Figura 2.16, estas diferencias determinan que no se observe interacción entre 

un dominio P de BSL1 y un dominio P de BSL2: el dominio P de BSL1, por lo tanto, parece ser 

capaz de discriminar entre secuencias propias y no propias (Figura 2.16). 
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Figura 2.16 
Los dominios P de BSL1 y BSL2 no presentan afinidad entre  sí.  La capacidad de  interaccionar de  las 
construcciones indicadas se ensayó mediante A) Ensayo de Y2H, B) biFC. La fluorescencia observada en 
el  2do  y  3er  panel  (interacción  mixta  entre  BSL1P  y  BSL2P  o  interacción  de  BSL2P  consigo  misma, 
respectivamente) no difiere del negativo en las condiciones evaluadas. SD: Medio mínimo (sin Leu y sin 
Trp);  ‐His: Medio mínimo sin Leu, Trp ni His y con el agregado de 10 mM 3AT. Las colonias mostradas 
corresponden al crecimiento en placas de un volumen idéntico de diluciones de los respectivos cultivos 
normalizadas a DO600nm=1. 

Seguidamente  se  realizó  un  alineamiento  de  secuencias  aminoacídicas  de  los  dominios 

catalíticos de BSL1 y BSL2 de diversas especies de plantas con semillas  (organismos en  los 

que  se  encuentran  secuencias  de  tipo  BSL1)  con  el  fin  de  definir  posibles  residuos 

responsables  del  comportamiento  diferencial  (Figura  2.17).  Este  análisis  reveló  que  los 

aminoácidos cuyos cambios no son conservativos pueden dividirse en dos grupos según su 

posición  en  el  dominio:  cambios  que  corresponden  al  extremo  C‐terminal  y  cambios  que 

ocurren en el núcleo estructural. 

El extremo C‐terminal comprende  los últimos 40‐41 aminoácidos de  la proteína. Esta zona 

presenta una menor conservación de secuencia respecto del resto del dominio y al analizar 

la  proteína  mediante  programas  de  predicción  de  estructura  secundaria,  esta  zona  se 

predice como desestructurada (Ver capítulo III). 

 

A B
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B1. P.taeda                 546 H KKVISSLLRPRNWRPPVNRGFFLDSYEVGELCYTAEQIF MHEPTILQLKAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPDHVHL 
B1. N.advena        555 H KKII SLLLRPRNWSAPMVRKFFLDSYEVGELCYAAEQIF LQEPTVLQLKAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPEHVHL 
B1. O.sativa              537 H KKVISFLLKPRNWRAPAERAFFLDSYEVGELCYAAEQIF MQEPTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGYPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPENVHL 
B1. A.caerulea        531 H KKII SALLRPRNWKAPTNRRFFLDSYEVGELCYAAEQIF MHEPTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPENVHL 
B1. V.vinifera           534 H KKII STLLRPRNWKAPANRRFFLDSYEVGELCYAAEQIF MHEPTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPENVHL 
B1. R.communis         531 H KKII STLLRPRNWKAPANRRFFLDSYEVGELCYAAEQIF MHEPTVLQLKAPVKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPENVHL 
B1. A.thaliana             527 H KKVIAALLRPRNWKPPGNRKFFLDSYEVGELCYAAEQIF MHEQTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPENVHL 
B1. M.guttatus          523 H KKII STLLRPRNWKPPVNRKFFLDSYEVGELCYAAEQIF MHESTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPHNVHL 
B2. P.taeda                 650 PKKILAYLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIAELCDHAERIFSREPSVLQIRAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGAPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETIALLLALKVEHPYNVHL 
B2. N.advena        654 PKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCESAERIFASEPSVLQIKAPLKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETISLLLALKVEYPHNVHL 
B2. O.sativa              648 PKKVIASLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLKAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGAPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETMTLLLALKVEYPQNVHL 
B2. A.caerulea        669 PKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSTERIFASEPSVLQIKAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPHNVHL 
B2. V.vinifera        624 PKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQIKAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPLNVHL 
B2. R.communis        645 PKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFCSEPSVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGAPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPHNVHL 
B2. A.thaliana        663 PKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFASEPTVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDISYIDYLFLGDYVDRGQHSLETISLLLALKVEYQHNVHL 
B2. M.guttatus        651 PKKVITHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFASEPSVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEHPHQVHL 
 
 
B1. P.taeda                 667 IRGNHEAADINALFGFRLECIERMGDRDGIWAWTRFNQLFNWLPLSALIERKIICMHGGIGRSINFLEQIESLRRPISMDAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
B1. N.advena        676 IRGNHEAADINALFGFRLECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNALPLAALIEKKIICMHGGIGRSINYVDQIEKLERPITMDAGSIVLMDLLWSDPTENDTVEGLRPNARGPGLVSFGPDRV 
B1. O.sativa        658 IRGNHEAADINALFGFRLECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNYLPLAAMIEKKIICMHGGIGRSINTIEQIE KLERPITMDVGSIILMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
B1. A.caerulea        652 IRGNHEAADINALFGFRLECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIEKKIICMHGGIGRSIHSVEQIEKLERPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
B1. V.vinifera        655 IRGNHEAADINALFGFRLECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNFLPLAALIEKKIICMHGGIGRSISSVEQIEKLERPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
B1. R.communis        652 IRGNHEAADINALFGFRLECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNFLPLAALIEKKIICMHGGIGRSIHSVEQIEKI ERPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
B1. A.thaliana        648 IRGNHEAADINALFGFRLECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIENKIICMHGGIGRSISTVEQIEKI ERPITMDAGSLVLMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
B1. M.guttatus        644 IRGNHEAADINALFGFRIECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINSVEQIEKLERPISMDAGTLVLMD- LWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
B2. P.taeda                 771 IRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWAWHRINQLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMEAGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
B2. N.advena        775 IRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWAWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMETGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
B2. O.sativa        769 IRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWTWHRMNRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMEAGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
B2. A.caerulea        790 IRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWAWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIESLQRPITMEAGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
B2. V.vinifera        745 IRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWAWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
B2. R.communis        766 IRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWVWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPISMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
B2. A.thaliana        784 IRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWVWHRINRLFNWLPLAASIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
B2. M.guttatus        772 IRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWTWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPIAMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
  
 
B1. P.taeda                 787 LDFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGALLVLGRDLVVVPKLIHPLPPPI RSPESSPEHYLEETWMQELNI QRPPTPTRGRPQPA-HDR-N SLAFI  
B1. N.advena        796 IDFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGALLVIGRDLVVVPKLIHPLPPPFQSPECSPDHTMELTWMQELNI QRPPTPTRGRPQPA-HDR-S SLAFI  
B1. O.sativa        778 T EFCKRNRLQLIIRAHECVMDGFERFAHGQLITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVIVPKLIHPLPP PVNSPESSPERAMDATWMQELNI QRPPTPTRGRPQSA-SDR-N SLAYI  
B1. A.caerulea        772 T DFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPLPPPI QSPETSPERVMDDTWMQELNI QRPPTPTRGRPQPD-HDR-S SLAYI  
B1. V.vinifera        775 T DFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPLPPPLQSPETSPERTVDDTWMQELNI QRPPTPTRGRPQPD-L DR-N SLAYI  
B1. R.communis        772 T DFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPLPPPLQSPETSPERVMDDTWMQELNI QRPPTPTRGRPQPD-L DR-S SLAYI  
B1. A.thaliana        768 T EFCKRNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVIVPKLIHPLPP PI LSPENSPEHSGDDAWMQELNI QRPPTPTRGRPQPD-FDR-S SLAYI  
B1. M.guttatus        763 T DFCKRNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRELVIVPKLIHPLPPPFQSPETSPERVTDETWMQELNVQRPPTPTRGRPQTA- NDR- GSLAWI 
B2. P.taeda                 891 MEFCNHNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAITSPETSPERHLEDTWMQELNVQRPPTPTRGRPQAS-NDR- GSLAWI 
B2. N.advena        895 MEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAVSSPETSPDPHIEDTWMQELNAHRPPTPTRGRPQVA-NDR- GPLAWI 
B2. O.sativa        889 MEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAITSPETSPEHHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVAANDR- GSLAWI 
B2. A.caerulea        910 MEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAITSPEASPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVT- NDR- GSLAWI 
B2. V.vinifera        865 MEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAISSPETSPERHLEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVT- NDR- GSLAWI 
B2. R.communis        886 MEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAISSAEASPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVT- NDR- GSLAWI 
B2. A.thaliana        904 MEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPALSSPETSPERHIEDTWMQELNANRPATPTRGRPQNS-NDRGGSLAWM 
B2. M.guttatus        892 MEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAISSPETSPERHIDDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVA-NDR- GSLAWI 
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Figura  2.19  ‐  Modelo  de  la  estructura  de  los  dominios  catalíticos  de  BSL1  y  BSL2.  Modelado  por 
homología de los dominios catalíticos de BSL1 (izquierda en verde) y BSL2 (derecha en naranja) tomando 
como base la estructura de PP1 de conejo (PDB 1fjm) y utilizando el programa Swiss Model. La bondad 
de  ajuste de  los modelos  se  evaluó por QMEAN  (Benkert  et  al., 2008)  a  través del  servidor QMEAN 
(http://swissmodel.expasy.org/qmean/cgi/index.cgi). Para BSL1 se obtuvo un valor de 0.752 con 92% de 
los  residuos  en  regiones  favorecidas  y  para  BSL2  de  0.679  con  91%  de  los  residuos  en  regiones 
favorecidas. Se muestra una vista de  frente al sitio activo donde puede apreciarse uno de  los átomos 
metálicos en color fucsia.  

 
Al  ubicar  las  diferencias  de  secuencia  entre  BSL1  y  BSL2  en  la  estructura  tridimensional 

simulada pudo observarse que la mayoría de los cambios no conservativos se ubican en dos 

zonas  expuestas  al  solvente.  Una  es  en  las  vueltas  expuestas  al  solvente  de  dos  hélices 

anfipáticas que se ubican paralelas sobre la superficie opuesta a la del centro activo. La otra 

es  la región circundante al surco donde, en  las fosfatasas de tipo PP1, se aloja  la secuencia 

consenso RVxF presente en muchas de las subunidades regulatorias conocidas (Figura 2.20). 
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Figura 2.20 ‐ Localización de los cambios no conservativos en la estructura tridimensional simulada de 
los  dominios  catalíticos  de  BSL1  y  BSL2.  Cada  panel  presenta  la  misma  vista  de  la  estructura  en 
representación  de  cintas  (arriba)  y  en  forma  de  superficie  accesible  coloreada  según  su  potencial 
superficial Coulombico (abajo). Los paneles A y B muestran la cara de la proteína opuesta al sitio activo; 
en  las  representaciones en cinta, en  rojo se  indican  los  residuos diferenciales  localizados en  las caras 
expuestas al solvente de  las dos hélices paralelas y en un  loop  localizado sobre  la misma cara. En  los 
paneles  C  y D  los  residuos  que  bordean  el  surco  de  interacción  con  la  secuencia  consenso  RVxF  se 
muestran  en  amarillo;  en  rojo  se  señalan  los  aminoácidos  diferenciales.  Coloreado  de  superficie 
Coulombica realizado con los parámetros preestablecidos por Chimera V1.10. 
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Se postuló,  entonces, que dichos  cambios podrían  ser  los  responsables de  las diferencias 

observadas.  Para  evaluarlo,  se  generaron  quimeras  entre  porciones  de  los  dominios 

catalíticos  de  BSL1  y  BSL2.  Las  mismas  se  diseñaron  de  forma  de  discriminar  la  posible 

influencia en  la  interacción entre dos dominios P de BSL1 de cada una de  las regiones que 

concentran  la mayor cantidad de cambios no conservativos. Se aprovechó una  región que 

presenta 100% de  identidad entre ambas proteínas para  realizar  la  juntura  y generar dos 

quimeras. Q12 presentaba  la mitad N‐terminal del domino catalítico de BSL1 y  la mitad C‐

terminal  del  dominio  catalítico  de  BSL2,  mientras  que  Q21  presentaba  las  mitades 

complementarias (Figura 2.21). 

 

 BSL1    HKKVIAALLRPRNWKPPGNRKFFLDSYEVGELCYAAEQIFMHEQTVLQLKAPIKVFGDLH 
 BSL2    PKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFASEPTVLQLKAPIKIFGDLH 
 
 BSL1    GQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPENVHL 
 BSL2    GQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDISYIDYLFLGDYVDRGQHSLETISLLLALKVEYQHNVHL 
 
 BSL1    IRGNHEAADINALFGFRLECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIENKIICMHGGI 
 BSL2    IRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWVWHRINRLFNWLPLAASIEKKIICMHGGI 
 
 BSL1    GRSISTVEQIEKIERPITMDAGSLVLMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
 BSL2    GRSINHVEQIENIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRV 
 
 BSL1    TEFCKRNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVIV 
 BSL2    MEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVV 
 
 BSL1    PKLIHPLPPPILSPENSPEHSGDDAWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDFDR-SSLAYI 
 BSL2    PKLIHPLPPALSSPETSPERHIEDTWMQELNANRPATPTRGRPQNSNDRGGSLAWM 

 
 

 

Figura  2.21  ‐ Quimeras  entre  los  dominios  P  de BSL1  y  BSL2. A) Alineamiento  de  secuencia  de  los 
correspondientes dominios catalíticos. En rojo y verde se muestran las regiones N‐ y C‐terminal que se 
intercambiaron en las quimeras. B) Modelos estructurales de las quimeras. Las secuencias quiméricas se 
modelaron como se describe en  la Figura 2.19, y se muestran  las porciones correspondientes con  los 
colores indicados en A). El sitio activo se localiza en la interfase de ambos fragmentos, sin embargo, los 
aminoácidos  que  conforman  los  surcos  acídico,  C‐terminal  e  hidrofóbico  son  iguales  en  las  dos 
proteínas.   

A 

B 
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Las quimeras tenían como objetivo identificar determinantes de secuencia que posibilitan la 

afinidad entre dos dominios P de BSL1 que no están presentes en el dominio P de BSL2. Sin 

embargo, al evaluar  la  interacción de  las quimeras con el dominio P de BSL1,  la  interacción 

observada fue mucho más débil que entre los mismos dominios P silvestres (Figura 2.22), lo 

que imposibilitó extraer conclusiones a partir de estas construcciones. 

 

Figura  2.22  ‐  Interacción  de  las  formas  quiméricas  del  dominio  catalítico  con  BSL1.  Las  quimeras 
resultantes de combinar fragmentos de dominios P de BSL1 y BSL2 (Q12: quimera entre el extremo N‐
terminal de BSL1 y el C‐terminal de BSL2, Q21: caso complementario) fueron evaluadas por su capacidad 
de  interaccionar  con  el  dominio  P  de  BSL1.  Se  muestran  diluciones  sucesivas  con  distintas 
concentraciones de 3AT como  forma de evaluar afinidad. SD: Medio mínimo  (sin Leu y  sin Trp);  ‐His: 
Medio  mínimo  sin  Leu,  Trp  ni  His  y  con  el  agregado  de  las  concentraciones  indicadas  de  3AT.  Las 
colonias mostradas  corresponden  al  crecimiento  en placas de un  volumen  idéntico de  las diluciones 
seriadas de los respectivos cultivos, partiendo de DO600nm=1 (100). 

 

 



Capítulo II    Conclusiones 

78 
 
 

Conclusiones 

Las  fosfatasas de  la  familia PPP  se  caracterizan por  interaccionar  con un  gran número de 

subunidades  con  propiedades  regulatorias  o  que  otorgan  especificidad  de  sustrato  y/o 

localización  subcelular  al  dominio  catalítico.  Para  avanzar  en  el  estudio  de  las  proteínas 

asociadas a  las fosfatasas BSL, y como forma de comprender sus funciones, se  llevó a cabo 

una búsqueda de proteínas asociadas mediante Y2H usando el dominio  catalítico de BSL2 

como  carnada.  Se  encontró  que  muchos  de  los  clones  recuperados  codificaban  para  el 

mismo  dominio  asociado  a  porciones  de  secuencia  N‐terminal  adyacente.  En  trabajos 

anteriores (Gustavo Maselli, tesis de licenciatura) se validó lo encontrado en la búsqueda por 

Y2H, y en este capítulo se amplió la caracterización de estas interacciones. 

La  principal  conclusión  a  la  que  se  llegó  en  esta  sección  es  que  estas  proteínas  forman 

interacciones  homotípicas,  probablemente  en  forma  de  dímeros,  y  se  determinó  que  los 

representantes de  los dos  grupos principales de proteínas PPKL presentes  en Arabidopsis 

alcanzan esta conformación a través de diferentes caminos.  

La interacción está mediada por el dominio catalítico. En particular, el dominio catalítico de 

las proteínas de tipo BSL1 es necesario y suficiente para la asociación, mientras que en BSL2 

los  dominios  catalíticos  son  necesarios,  pero  no  suficientes  y  requieren  del  dominio 

conector. Esta particularidad explica los resultados obtenidos en la búsqueda de Y2H: todos 

los  clones  recuperados  incluían  porciones  del  dominio  conector.  Coincidiendo  con  las 

evidencias  filogenéticas  y  funcionales  mostradas  en  el  Capítulo  I,  BSU1,  el  miembro 

divergente de la familia, no se comporta de la misma forma que sus homólogos conservados, 

o si lo hace es con características diferentes.  

En el  caso de BSL2,  se determinó que para que  la  interacción  tenga  lugar  se  requieren al 

menos dos dominios P y un dominio L. Los ensayos de CEM establecieron, además, que BSL2 

se presenta en forma de dímero. El dominio L aislado o asociado al extremo C‐terminal del 

dominio  K  no  fue  capaz  de  mediar  asociación  (Figuras  2.5  y  2.6),  lo  que  sugiere  que  la 

configuración  dominio  L‐dominio  P  es  importante,  probablemente  por  requerimientos 

conformacionales  en  el  extremo  C‐terminal  del  dominio  L  derivados  de  su  unión  con  el 

dominio P.  El dominio  L parece  actuar en  trans  sobre  la otra  subunidad P, de  acuerdo  al 
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resultado obtenido con  la proteína quimérica formada por el dominio L de BSL2 unido a  la 

PP1 TOPP1 enfrentada al dominio P aislado de BSL2 (Figura 2.10). En este caso, a pesar de 

que  los  dominios  catalíticos  no  son  capaces  de  interaccionar  entre  sí,  la  presencia  del 

dominio  L  hace  posible  la  interacción,  que  es más  débil  que  en  el  caso  de  BSL2  consigo 

misma.  Esta  última  observación  sugiere  que  los  dominios  P  también  participan  de  la 

interacción,  no  sólo  como  plataformas  para  la  unión  del  dominio  L,  sino  posiblemente 

formando, en la interfase entre ambos, alguno de los puntos de unión del dominio L. 

La insuficiencia de los dominios P de BSL2 para mediar la interacción permitió llevar a cabo 

un análisis detallado del dominio L. Se determinó que para que la interacción tenga lugar son 

necesarias dos  regiones no  contiguas de este dominio,  las  secuencias 500‐528  y 600‐642, 

según  la numeración de BSL2. Dentro de un dominio que posee bajo nivel de conservación 

de  secuencia  en  el  contexto  de  la  proteína  completa,  ambas  zonas  contienen  regiones 

conservadas entre las proteínas de tipo BSL2. En la medida en que el ensayo de interacción 

usando el sistema Y2H refleje la afinidad de asociación, ambas regiones actuarían de forma 

cooperativa,  ya que  la eliminación de una u otra  región  redujo  la  capacidad  aparente de 

asociación.  Este  comportamiento  es  usual  en  proteínas  que  se  unen  a  PP1,  en  las  que 

motivos  cortos de asociación actúan de  forma  sinérgica,  como por ejemplo en  Inhibitor‐3 

(Inh3 (Zhang et al., 2008)) o PNUTS (Choy et al., 2014). En Inh3, por ejemplo, mutaciones en 

el  sitio  RVxF  (KKVEW  en  este  caso)  aumentaron  unas  1000  veces  la  IC50  (concentración 

inhibitoria  al  50%),  mientras  que  mutaciones  en  un  segundo  sitio  localizado  a  unos  25 

residuos del  anterior  la hizo  aumentar unas 200  veces  (Zhang et  al., 2008). Esta proteína 

sirve de ejemplo de  la mayoría de  las  subunidades  regulatorias de PP1 estudiadas a nivel 

estructural,  en  las  que  las  zonas  de  interacción  están  separadas  por  relativamente  pocos 

aminoácidos.  Un  caso  diferente  es  el  de  Inhibitor‐2  (I‐2),  una  proteína  que,  con  205 

aminoácidos (en la proteína humana), tiene una longitud similar al dominio L de BSL2. En I‐2 

dos de las tres regiones de interacción con PP1 están separadas por unos 70 aminoácidos y 

la  zona  intermedia  se  mantiene  desestructurada  (Hurley  et  al.,  2007).  Las  regiones  de 

asociación determinadas en el dominio L de BSL2  también están  separadas por unos 70 o 

más  residuos;  la  zona  intermedia  incluye  a  la  única  región  del  dominio  que  se  predice 

adoptaría con alta probabilidad una estructura secundaria de  tipo hélice α. Esta  región no 
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parece  participar  de  la  interacción  y  probablemente  cumpla  otras  funciones.  Resta 

determinar  si,  en  las  dos  regiones  identificadas,  de  29  y  42  residuos,  todos  ellos  o  sólo 

algunos participan de la interacción. 

En  el  caso de BSL1,  los dominios  catalíticos  son  suficientes para que  la  interacción  tenga 

lugar, por lo que en el contexto de esta proteína sólo puede especularse sobre la función del 

dominio  L.  Un  posible  papel  emergería  durante  la  interacción  de  BSL1  con  alguna/s 

subunidad/es regulatoria/s, del modo análogo a  lo que ocurre en  la  interacción entre PP1, 

GADD34  e  Inhibitor‐1,  donde  el  complejo  es  estabilizado  por  interacciones  entre  las  dos 

subunidades  regulatorias  (Connor  et  al.,  2001).  Mediante  el  uso  de  quimeras  entre  el 

dominio P de BSL2 y  los dominios L de BSL1 y BSU1 se pudo comprobar que, comparados 

con el domino L de BSL2, el de BSL1 es menos efectivo y el de BSU1 prácticamente incapaz 

de  mediar  interacción.  Se  pueden  plantear  dos  posibles  argumentos,  no  necesariamente 

excluyentes.  Por  un  lado,  los  dominios  L  podrían  mostrar  especificidad  por  sus  propios 

dominios  P  a  través  de  cambios  de  aminoácidos  correlacionados  en  ambas  regiones.  Por 

otro,  analizando  la  Figura 2.8 en el  contexto de  las deleciones del dominio  L de BSL2,  se 

observa que  la secuencia equivalente a 600‐642 en BSL2 está conservada en BSL1 y hasta 

cierto punto en BSU1, mientras que  la secuencia equivalente a 500‐528  tiene un grado de 

conservación,  si  es  que  puede  describirse  así  dadas  las  diferencias  que  existen,  mucho 

menor en BSL1 y no existe como tal en BSU1. Las diferencias aparentes de afinidad de  los 

dominios  L  en  el  contexto  de  la  interacción  entre  dominios  P  de  BSL2  podrían  deberse, 

entonces, a la ausencia de una de las dos regiones que actúan de forma cooperativa. 

Los  perfiles  de  elución  por  CEM  de  BSL1P  y  LP  no  coincidieron  con  los  esperados  para 

dímeros.  En  el  caso  del  dominio  P  aislado,  que  eluye  en  una  forma  intermedia  entre 

monómero  y  dímero,  puede  que  sufra  disociación  durante  la  cromatografía. 

Alternativamente, es posible que los dominios P de BSL1 se asocien con otra/s proteína/s en 

hojas  de  N.benthamiana,  de  forma  que  aumenta  su  tamaño  aparente.  En  ese  caso,  el 

dominio  P  aislado  estaría  eluyendo  como  monómero.  No  es  inusual  que  proteínas  que 

forman complejos en solución se disocien en sus formas monoméricas en CEM. Un ejemplo 

de  éstos  es  la  2‐Cys  Peroxirredoxina  que,  especialmente  en  el  estado  oxidado,  forma  un 

pentámero  de  dímeros  en  solución  que  se  disocia  en  sus  dímeros  constituyentes  en  la 
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cromatografía  (Konig  et  al.,  2013).  Otra  posibilidad  es  que  la  forma  LP  adopte  una 

conformación más abierta que BSL2, de  forma que su radio hidrodinámico es más grande. 

Esta hipótesis tendría sustento a la luz de lo discutido en el párrafo anterior, si el dominio L 

de BSL1 se uniera a su dominio P a través de una sola de las zonas de interacción definidas 

en BSL2. 

La  evidencia  de  interacciones  homotípicas  lleva  a  la  pregunta  de  cuál  es  la  relevancia 

funcional de este comportamiento. Por más que  las proteínas de  tipo BSL1 y BSL2 utilicen 

mecanismos diferentes, en ambas el  resultado  final es  la  formación del  complejo. No hay 

evidencias  concretas  de  que  otras  fosfatasas  de  tipo  PPP  se  asocien  consigo  mismas  de 

forma  estable,  por  lo  que  este  comportamiento  debe  estar  asociado  a  mecanismos 

regulatorios. El dominio L puede ser un elemento necesario sólo para la interacción, o actuar 

como  una  porción  regulatoria  interna.  Por  otra  parte,  los  complejos  pueden  no  ser 

permanentes, agregando así otra dimensión regulatoria a estas proteínas. Por otra parte, en 

trabajos  previos  (Gustavo  Maselli,  tesis  de  licenciatura),  se  determinó  que  las  distintas 

isoformas de  las proteínas BSL pueden  formar  asociaciones mixtas,  es decir,  combinando 

subunidades  de  tipos  diferentes.  Aunque  es  difícil  abordar  el  estudio  de  estos  casos  y 

evaluar su relevancia fisiológica (puede tratarse de efectos artificiales de la sobreexpresión), 

podría  constituir  otro  nivel  regulatorio,  si  estos  complejos mixtos  presentan  propiedades 

diferenciales. 

Para responder estas preguntas se deberían hacer ensayos comparativos de actividad in vitro 

del dominio P aislado o asociado a sus dominios L. También se podrían llevar a cabo estudios 

detallados de las dos zonas del dominio L de BSL2 que se determinaron importantes para la 

interacción, con el fin de  identificar  los residuos  involucrados. Una vez definidos, se podría 

mutagenizarlos sobre la forma completa de la proteína y, habiendo comprobado que anulan 

la  interacción,  introducir esta forma en el sustrato mutante bsl2 bsl3, para comprobar si es 

capaz de restaurar el fenotipo silvestre. 

De hecho, se intentó, aunque sin éxito, definir algunos de estos elementos. En la región 600‐

642  se  encuentran  dos  características  potencialmente  interesantes.  Una  de  ellas  es  la 

presencia  de  un  residuo  Ser  (627  en  BSL2)  conservado  que  se  identifica  fosforilado  en 

trabajos de fosfoproteómica global en diferentes especies e isoformas (incluyendo BSL1 y en 
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alveolados).  La  introducción  de  un  residuo  fosfomimético  en  esta  posición  no  afectó  sin 

embargo la capacidad de interacción, aún en el contexto de la forma sensibilizada Δ450‐599. 

En  los  relevamientos  de  fosfopéptidos  mencionados  se  encuentran  otros  residuos 

fosforilados en las proteínas PPKL, en particular, en la extensión C‐terminal variable de estas 

proteínas. No se puede descartar que estas modificaciones, en combinación con el residuo 

Ser en cuestión, puedan tener un efecto sobre la asociación. Sin embargo, no se obtuvieron 

evidencias de que la extensión C‐terminal cumpla un papel en la interacción entre dominios 

P en BSL1 (Figura 2.18). Por otro lado, no en todos los casos las mutaciones fosfomiméticas 

simulan adecuadamente  la presencia de grupos fosfato. Por ejemplo,  la proteína 4E‐BP2 se 

une al factor de iniciación de la traducción eucariótico eIF4E, impidiendo el reclutamiento de 

ribosomas dependiente del cap del mRNA. Cuando 4E‐BP2 es fosforilada en varias posiciones 

sufre un cambio conformacional y se disocia de eIF4E. En estudios de interacción in vitro se 

observó  que  la  sustitución  de  dos  residuos  Thr  que  son  fosforilados  por  variantes 

fosfomiméticas  no  fue  capaz  de  recapitular  el  comportamiento  de  la  proteína  fosforilada 

(Bah et al., 2015), por lo que no se puede descartar que éste sea el caso en BSL2. 

La otra  característica de  la porción 600‐642 del dominio  L es  la  secuencia  con  similitud al 

motivo  RVxF  de  las  proteínas  que  interaccionan  con  PP1.  Mutaciones  en  esta  secuencia 

afectan severamente la capacidad de unión de estas proteínas a PP1 (por ejemplo, en el caso 

de PNUTS (Choy et al., 2014)). Las proteínas PPKL tienen alteraciones características en  los 

residuos que bordean al  surco RVxF  respecto de otras  fosfatasas PPP. En  las  subunidades 

regulatorias de PP1, el aminoácido aromático terminal del consenso (Trp o Phe) se aloja en la 

cavidad formada en PP1 por los anillos de dos Phe enfrentadas y una Leu, y cubierta por una 

Arg  expuesta  al  solvente  {Gibbons,  2005  #777}.  Si  bien  buena  parte  de  los  aminoácidos 

hidrofóbicos que bordean el surco RVxF están conservados, al menos en naturaleza, en  las 

fosfatasas  PPKL,  la  dos  Phe  enfrentadas  y  la  Arg  están  reemplazadas  por  Arg,  Pro  y  Gly 

respectivamente. Esto altera  significativamente  las  características de  la  zona, quizás  como 

un mecanismo para excluir a las subunidades regulatorias de PP1. Esto llevó a suponer que la 

secuencia  RRVSY,  altamente  conservada  en  las  proteínas  de  tipo  BSL2,  pero  no  en  BSL1, 

podría ser un motivo de  tipo RVxF, donde el residuo aromático está reemplazado por Tyr, 

quizás  respondiendo  a  la naturaleza más polar del  surco.  Sin  embargo,  tampoco  se pudo 
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comprobar que esta  secuencia  tenga un papel en  la  interacción. Hay que  tener en cuenta 

que estos ensayos sólo se  llevaron a cabo en  levaduras y que habría que corroborarlos en 

otros  sistemas.  En  todo  caso,  por  el  momento  serían  resultados  “en  negativo”,  que 

identifican residuos que no participan de la interacción. 

Otra pregunta pendiente es entender la razón por la que los dominios catalíticos de BSL1 son 

capaces de  interaccionar entre  sí, mientras que  los de BSL2 no. En ambas claramente hay 

elementos diferenciadores, ya que un dominio P de BSL1 no es capaz de  interaccionar con 

uno  de  BSL2.  Analizando  las  secuencias  de  ambos  tipos  de  proteínas  se  definieron  dos 

posibles zonas que concentran  la mayoría de  los cambios de aminoácidos: en  la  región N‐

terminal,  la superficie opuesta al sitio activo que  incluye varias hélices α anfipáticas, y una 

zona adyancente al surco RVxF en la región C‐terminal. A partir de estas observaciones y de 

las predicciones de estructura del dominio se generaron proteínas quiméricas entre mitades 

recíprocas  de  BSL1  y  BSL2.  Para  evitar  en  lo  posible  disrupciones  conformacionales,  se 

decidió ensamblar  las secuencias en una región  idéntica en ambas proteínas que separa  lo 

más  claramente  posible  las  regiones  variables  y  que  incluye,  en  la  mitad  N‐terminal,  las 

hélices superficiales, así como también una hélice más  interna sobre  la que  las primeras se 

empaquetan.  Estas  proteínas  quiméricas  no  arrojaron,  sin  embargo,  resultados 

clarificadores, ya que ambas mostraron menor afinidad por BSL1 que BSL1 por sí misma. Dos 

residuos que bordean el  surco RVxF y que  son de naturaleza diferente entre BSL1 y BSL2 

quedaron incluídos en la porción N‐terminal de las quimeras. Sin embargo, esta diferencia de 

secuencia  sólo  se  da  en  las  proteínas  de  Brassicaceas,  mientras  que  en  el  resto  de  las 

angiospermas analizadas  la secuencia es  tal como se encuentra en proteínas de  tipo BSL2. 

De  hecho,  aunque  en  esta  tesis  sólo  se  analizaron  las  proteínas  de  Arabidopsis,  en  el 

laboratorio se comprobó que el dominio P de BSL1 de tomate (cuya secuencia en esta zona 

en particular es como la de BSL2) también es capaz de asociarse consigo mismo. Por todo lo 

expuesto, no es posible emitir por el momento una hipótesis sobre las razones del fracaso de 

estas  quimeras,  si  no  es  por  una  alteración  conformacional.  Esta  puede  deberse  tanto  a 

cambios en el núcleo hidrofóbico como a alteraciones en residuos superficiales que afectan 

la interacción o por algún tipo de influencia del extremo C‐terminal (que también es variable 

entre  ambas  proteínas)  sobre  el  resto  de  la  proteína.  Una  posible  estrategia  sería 
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mutagenizar residuos candidatos, particularmente superficiales, y ensayar su efecto sobre la 

interacción. 

Aunque  en  este  trabajo  no  ahondamos  en  las  funciones  del  dominio  Kelch,  se  pueden 

mencionar  algunos  datos.  Los  dominios  de  tipo  turbina  β  usualmente  actúan  como 

plataformas  de  anclaje  de  otras  proteínas.  Es  interesante  destacar  que  se  comprobó, 

mediante aproximaciones independientes, que el dominio K no participa en las interacciones 

homotípicas  de  las  fosfatasas  BSL.  Datos  de  la  bibliografía  indican  que  este  dominio 

interaccionaría  con  proteína/s  involucrada/s  en  el  control  del  ciclo  celular.  En  arroz,  las 

variantes alélicas en el gen GL3.1, que codifica para una de las proteínas de tipo BSL2/BSL3 y 

que definen el QTL para  longitud de grano, se  localizan en el dominio K, y se encontró que 

este  dominio  interacciona  con  la  ciclina  T1;3  (Qi  et  al.,  2012).  En  Chlamydomonas,  la 

mutante div44‐1, que tiene afectada  la progresión del ciclo celular, presenta una mutación 

en el dominio K  (Tulin  and Cross, 2014). Por otro  lado,  la  localización  subcelular de BSL1 

estaría determinada, al menos parcialmente, por el dominio K. En formas fusionadas a GFP, 

la proteína completa se localiza en la periferia celular, pero es excluída del núcleo, mientras 

que  los dominios P aislados se encuentran tanto en citoplasma como en núcleo (comparar 

Figuras  1.9  y  2.16).  Por  ende,  el  dominio  K  interaccionaría  con  proteínas  sustrato  y 

contribuiría a mantener la localización subcelular de estas proteínas. 
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Introducción 

Proteínas intrínsecamente desordenadas 

Un dogma de la bioquímica es que la función de una proteína correlaciona directamente con 

su  estructura  tridimensional.  Sin  embargo,  en  los  últimos  años  se  ha  descubierto  que 

aproximadamente 25% de todas las proteínas eucarióticas contienen regiones desordenadas 

de significativa extensión. Estas regiones pueden abarcar la proteína entera (en cuyo caso se 

denominan  Intrinsically Disordered Proteins,  IDPs) o ciertas porciones de  la proteína, en  la 

forma  de  regiones  adyacentes  a  uno  o  múltiples  dominios  estructurados  o  conectores 

flexibles  entre  dominios  con  estructura.  Las  regiones  desestructuradas  pueden  ser 

identificadas  usando  herramientas  bioinformáticas  ya  que  están  enriquecidas  en  ciertos 

aminoácidos,  particularmente  Asn,  Gln,  Ser,  Thr,  Gly,  Ala  y  Pro.  Además,  típicamente 

contienen pocos residuos hidrofóbicos, como Trp, Val, Leu, Ile, Phe, y Tyr, que constituyen, 

generalmente, el núcleo de las proteínas plegadas. La naturaleza extremadamente dinámica 

de  las  IDPs  impide  su  descripción  como  una  estructura  única  y  rígida,  y  en  cambio  se 

describen como conjuntos conformacionales probabilísticos (Uversky, 2011). 

Las IDPs tienen múltiples propiedades diferenciales sobre las proteínas estructuradas. Por un 

lado,  pueden  asociarse  con  sus  interactores,  a  menudo  proteínas  estructuradas,  en  una 

conformación ampliamente extendida. Estos eventos de unión pueden resultar en nuevas, y 

a  veces  inesperadas,  superficies  de  interacción,  que  son  más  extensas  que  lo  que 

comúnmente se ve en las interacciones entre proteínas plegadas. Por eso, las IDPs requieren 

menos residuos de unión que las proteínas estructuradas, con un área de superficie idéntica. 

Por otro, su flexibilidad intrínseca permite a una sola IDP unirse a múltiples proteínas, ya que 

le  permite  adaptarse  a  diferentes  superficies.  Finalmente,  la  conformación  desplegada 

otorga  a  las  IDPs  un  extenso  radio  de  captura  de  sus  objetivos,  permitiéndoles  iniciar 

interacciones proteína‐proteína más eficientemente que sus contrapartes plegadas  (Mittag 

et al., 2010). 

Las IDPs pueden asociarse con sus interactores de diferentes modos. En algunas instancias la 

reacción de unión está acoplada al plegamiento de la IDP sobre la superficie de la proteína a 
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la que  se une, en un mecanismo denominado de “ajuste  inducido”  (induced  fit en  inglés). 

Alternativamente,  la  reacción  de  unión  puede  proceder  a  través  de  “selección 

conformacional”,  por  la  cual  ciertos  confórmeros  de  la  IDP  presentes  en  solución,  que 

contienen  elementos  estructurales  que  se  asemejan  a  los  del  estado  unido,  son 

seleccionados  durante  la  interacción  (Figura  3.1)  (Oldfield  and  Dunker,  2014;  Arai  et  al., 

2015). Con todo, las IDPs pueden mantener niveles altos de flexibilidad aun estando unidas a 

una  o  múltiples  proteínas  diana,  permitiéndoles  ejercer  funciones  de  nucleadores  de 

complejos multiproteicos.  

 

Regulación de  la actividad de  fosfatasas PPP por proteínas  intrínsecamente 

desordenadas 

La diversidad  funcional de  las  fosfatasas de Ser y Thr de  tipo PPP no  se  logra a  través de 

procesos  de  duplicación  génica  seguidos  de  divergencia,  como  sucede  en  el  caso  de  las 

quinasas de Ser y Thr, sino por su habilidad para  interaccionar con numerosas subunidades 

regulatorias. Se estima que PP1 de mamíferos, la fosfatasa de tipo PPP más estudiada, sería 

capaz de asociarse con más de 200 proteínas (Heroes et al., 2013). A pesar de que sólo se ha 

analizado en detalle una minoría de estos posibles  complejos, han  surgido algunos  temas 

recurrentes.  En  particular,  predicciones  y  estudios  estructurales  permiten  suponer  que 

aproximadamente dos tercios de estas subunidades regulatorias serían desordenadas en al 

menos parte de  su  secuencia,  y en particular,  en  la  región de unión  a PP1  (Bollen  et  al., 

2010). 

Figura  3.1 ‐ Ejemplo  de  los  posibles 
mecanismos de unión  entre una  IDP  y 
una proteína  estructurada.  Tomado  de 
(Rogers et al., 2014) 
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Hasta el momento se han obtenido las estructuras cristalográficas de cinco complejos entre 

PP1  y  otras  tantas  subunidades  regulatorias  (Figura  3.2).  PNUTS  (PP1  nuclear  targeting 

subunit)  (Choy et al., 2014) y NIPP1  (nuclear  inhibitor of PP1)  (O'Connell et al., 2012)  son 

componentes  importantes de  los  complejos que PP1  forma en el núcleo, donde  regula  la 

descondensación  de  cromatina  y  la  transcripción  y  controla  el  estado  de  fosforilación  de 

componentes  centrales  del  ciclo  celular.  Spinofilina  es  una  proteína  con  funciones  de 

andamiaje que dirige a PP1 a  las  terminales post‐sinápticas, donde  regula  la dinámica del 

citoesqueleto  y  la  actividad  de  receptores  de  glutamato  (Ragusa  et  al.,  2010).  MYPT1 

(myosin phosphatase  targeting  subunit  1)  forma  junto  con PP1  el  complejo  “fosfatasa de 

miosina” que  regula  los niveles de  fosforilación de miosina  II y con ello  la contracción del 

músculo  liso y  la dinámica del citoesqueleto  (Terrak et al., 2004). Estas  son proteínas  con 

varios dominios, entre los que está el de unión a PP1, que en todas resulta ser una secuencia 

de tipo intrínsecamente desordenada. Finalmente, I‐2, uno de los principales reguladores de 

la actividad de PP1, es una proteína pequeña sin dominios discernibles, caracterizada por su 

alta termoestabilidad y amplio radio hidrodinámico en solución (Hurley et al., 2007). 

 

A B C 

D E 
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Figura 3.2 (página anterior) ‐ Complejos entre PP1 y subunidades regulatorias. En cada complejo PP1 se 
muestra en gris,  siempre en  la misma orientación, con  la cara del centro activo al  frente. En  rojo, se 
muestran las subunidades regulatorias: A) I‐2 (PDB 2O8A), B) NIPP1 (PDB 3V4Y), C) PNUTS (PDB 4MOY), 
D) spinofilina (PDB 3EGG) y E) MYPT1 (PDB 1S7O). Figura hecha con Chimera V1.10. 
 

En  todos estos  casos  se observa que  la  subunidad  regulatoria establece  varios puntos de 

contacto  a  lo  largo  de  la  superficie  de  PP1,  de  forma  que  ésta  es  “abrazada”  por  su 

interactora. Estos motivos de anclaje son diversos y forman secuencias consenso  laxas, por 

lo  que  las  distintas  variantes muestran  considerables  diferencias  en  su  afinidad  por  PP1. 

Todas estas proteínas comparten el consenso RVxF, pero cada subunidad se asocia, además, 

con diferentes regiones de PP1 y a través de distintos determinantes, y con ello ejercen su 

acción  de  distinta manera.  PNUTS  y  spinofilina  ocupan  el  surco  C‐terminal, mientras  que 

NIPP1 y MYPT1 se alojan en el surco hidrofóbico. En estos casos, si bien el centro activo no 

resulta directamente bloqueado,  la ocupación de  los surcos y el cambio de  las propiedades 

electrostáticas alrededor del centro activo modulan la accesibilidad y afinidad por sustratos. 

I‐2, en  cambio, bloquea directamente el  sitio  activo.  Las  regiones de  interacción de estas 

subunidades  con PP1  rondan  los 60  aminoácidos  y  cuando  son estudiadas en  solución  se 

observa  que  forman,  con  diferente  estabilidad,  estructuras  secundarias  transitorias 

equivalentes  a  las  encontradas  en  el  complejo  con  PP1.  Por  otra  parte, mientras  que  las 

zonas  de  unión  de  NIPP1  y  MYPT1  se  encuentran  fijas  en  el  complejo,  la  de  spinofilina 

mantiene mayores niveles de  flexibilidad, y en  I‐2  sólo un cuarto de  la  secuencia muestra 

una  estructura  definida,  mientras  que  el  resto  permanece  indeterminado.  La  región  que 

permanece  desestructurada  modula,  sin  embargo,  las  propiedades  de  la  interacción:  la 

fosforilación  en una  Thr  en  esa  zona modifica  la  conformación de  la  zona plegada de  I‐2 

unida a PP1 de forma que se  libera el bloqueo del sitio activo sin que por ello se disocie el 

complejo  (Cannon, 2013). La  flexibilidad de estas proteínas  jugaría, además, un papel más 

allá de propiciar superficies extensas de interacción con PP1: las regiones flexibles residuales 

podrían formar sitios adicionales de unión para otras proteínas (Choy et al., 2012). Por otro 

lado,  la  ocupación  de  distintos  sitios  sobre  la  superficie  de  PP1  permite  que  se  formen 

complejos  ternarios,  como el que  se observa entre PP1,  spinofilina e  I‐2  (Dancheck et al., 

2011). 
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Objetivos 

En el capítulo anterior se realizó un análisis del dominio conector de las PPKL en relación a su 

capacidad  de  mediar  las  interacciones  homotípicas  que  presentan  estas  proteínas.  Para 

ahondar en el estudio de esta región, se abordó  la caracterización estructural del dominio 

conector de BSL2. 
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Resultados 

Predicción de la estructura del dominio conector de BSL2. 

Para  abordar  la  caracterización  estructural  del  dominio  conector  de  BSL2,  se  analizó  en 

primera  instancia  la  información  que  puede  deducirse  a  partir  de  su  composición 

aminoacídica. Los análisis basados en composición son simples y generales: se basan en  las 

propiedades  de  cada  aminoácido  y  en  las  frecuencias  de  los  mismos  en  proteínas  de 

conformación conocida. En  la Figura 3.3  los aminoácidos se ordenaron según su frecuencia 

de aparición en regiones ordenadas o desordenadas del dominio, y se evaluó la diferencia de 

abundancia de cada uno de ellos respecto de bases de datos. La región conectora tiene baja 

representación de aminoácidos promotores de orden (en especial aromáticos), mientras que 

está enriquecida en residuos promotores de desorden, en particular aquellos más frecuentes 

en zonas desordenadas como Ser, Pro y Asp (los del extremo derecho de la escala). 

 

Figura  3.3  ‐ Análisis  de  composición  aminoacídica  del  dominio  conector. Desvío  de  la  composición 
aminoacídica del dominio conector frente a la composición aminoacídica de la base de datos de Swiss‐
PROT.  Se  muestra  el  enriquecimiento  relativo  de  los  aminoácidos  (a.a.)  promotores  de  orden  y  de 
desorden.  Los  residuos  se ordenaron en el eje  x  según el  índice de  flexibilidad TOP‐IDP descripto en 
(Campen et al., 2008; Habchi et al., 2010). 
 

En  la  Figura  3.4,  las  proteínas  se  agrupan  según  la  relación  entre  su  carga  neta  y  su 

hidrofobicidad: las proteínas ordenadas tienden a tener núcleos hidrofóbicos y menor carga 
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neta, mientras que proteínas de conformación desordenada son más polares y cargadas. El 

dominio L de BSL2 se dispuso en la región enriquecida en proteínas ordenadas. 

 
Figura 3.4 ‐ Gráfico de carga vs hidrofobicidad (CH plot).  Proteínas de estructura conocida se disponen 
según  la  relación  entre  su  carga  neta  y  su  hidrofobicidad,  computada  siguiendo  la  escala  de  Kite‐
Doolittle. Los puntos negros corresponden a proteínas desordenadas, y los rojos a proteínas ordenadas; 
la  diagonal  es  el  límite  empírico  entre  ambas  clases  (Uversky,  2002).  El  punto  verde  corresponde  al 
dominio conector de BSL2. Calculado usando PONDR® (http://www.pondr.com). 
 

En  paralelo,  se  determinó  la  probabilidad  de  regiones  desordenadas  en  la  secuencia 

completa  de  BSL2  mediante  tres  métodos  independientes:  CSpritz 

(http://protein.bio.unipd.it/cspritz)  (Walsh  et  al.,  2011),  MFDp2  (http://biomine‐

ws.ece.ualberta.ca/MFDp2)  (Mizianty  et  al.,  2014)  y  DISOPRED3 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred)  (Jones  and  Cozzetto,  2015).  Estos  métodos  usan 

diferentes combinaciones de información proporcionada por la composición aminoacídica y 

por  la  predicción  de  estructuras  secundarias,  usando  bases  de  datos  de  proteínas 

desordenadas como referencia, para inferir las probabilidades de desorden de la proteína en 

cuestión (Figura 3.5). 
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Figura 3.5  ‐ El dominio conector de BSL2 se predice como una región  intrínsecamente desordenada. 
Gráfico  de  probabilidad  de  desorden  en  la  secuencia  completa  de  BSL2  calculada  con  los  métodos 
DISOPRED3  (línea  roja),  CSpritz  (línea  azul)  y  MFDp2  (línea  verde).  Las  regiones  del  gráfico 
correspondientes a  los dominios están delimitadas por  flechas. Los ejes de ordenadas tienen distintas 
escalas con el fin de hacer coincidir los valores de umbral que separa regiones estructuradas de regiones 
desordenadas en los diferentes métodos (línea horizontal).  
 

Como  se observa,  la  información estructural  inferida a partir de  la  secuencia predice que, 

además  de  los  extremos  N‐  y  C‐terminal,  el  dominio  conector  adoptaría  con  alta 

probabilidad una conformación de tipo desordenada.  

Purificación y caracterización del dominio conector de BSL2. 

Para  poder  llevar  a  cabo  el  análisis  estructural  del  dominio  conector,  se  introdujo  la 

secuencia del mismo  (aminoácidos 460 a 662, 606 pb) en un vector para  su expresión de 

forma recombinante en E.coli. En primera instancia se introdujo en el vector pHis8 (Jez et al., 

2000) para generar una proteína  fusionada a una  secuencia de poli‐His en  su extremo N‐

terminal. La proteína así expresada se  recuperó, bajo diferentes condiciones de  inducción, 

de  forma soluble, pero como un conjunto de  fragmentos producto de degradación. Por el 

contrario,  cuando  se  introdujo  la  secuencia en el  vector pET22b+  (Novagen) para generar 

una proteína de fusión con poli‐His en su extremo C‐terminal, se logró expresar completa y 

de forma soluble. Sin embargo, se observó en ensayos preliminares que, en extractos crudos 

o  parcialmente  purificados,  la  proteína  tenía  una  gran  tendencia  a  ser  degradada  en 

múltiples  fragmentos.  Para  evitar  este  problema,  se  diseñó  un  protocolo  de  purificación 

rápido en presencia de inhibidores de proteasas para evitar incubaciones prolongadas, como 

diálisis de varias horas. 
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Una  característica de  las  IDPs es  su  termoestabilidad, debido a  la ausencia de estructuras 

secundarias y núcleos hidrofóbicos definidos. Se encontró que al tratar el sobrenadante del 

lisado proveniente de células  inducidas por 10 minutos a 80°C en presencia de  inhibidores 

de proteasas, el dominio conector permanecía en  la  fracción soluble. A continuación, esta 

fracción  se  sometió  a  una  columna HiTrap‐IMAC  con Ni2+  inmovilizado.  Las  fracciones  de 

elución de la proteína fueron inmediatamente desaladas a través de columnas de exclusión 

molecular. El resultado del procedimiento de purificación se muestra en  la Figura 3.6 A. La 

proteína así aislada resultó estable después de una incubación a 4°C durante toda la noche. 

Dado que el dominio posee un  residuo Cys  aislado, existía  la posibilidad de que esta Cys 

formara  puentes  disulfuro  e  impidiera  una  correcta  caracterización.  Cuando  se  analizó  la 

proteína purificada por SDS‐PAGE en presencia o ausencia de reductor se comprobó que, en 

efecto, una  fracción de  la misma  forma dímeros  (Figura 3.6 B). Para evitarlo,  se  trató a  la 

proteína  aislada  con 10mM ditiotreitol,  se bloquearon  las Cys  libres  con  iodoacetamida  y 

ésta  se eliminó  a  través de una  columna de  filtración molecular equilibrada en buffer de 

almacenamiento; la forma tratada con iodoacetamida no formó dímeros (Figura 3.6 B). 

A  continuación,  se  determinó  la  masa  de  la  proteína  purificada  mediante  Static  Light 

Scattering  (SLS),  una  técnica  que  evalúa  la  intensidad  de  la  luz  dispersada  a  partir  de  la 

excitación en distintos ángulos para deducir características de las partículas dispersantes, en 

particular  su  masa  molecular.  Al  asociar  la  determinación  con  CEM,  se  observó  que  el 

dominio conector eluyó como un único pico, lo que indica que no se produjo agregación. La 

proteína presentó una masa molecular promedio  (Mw) de 21.1  kDa, que  coincidió  con  la 

esperada para la forma monomérica (22.04 kDa, Figura 3.6 C).  
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Figura 3.6 ‐ Purificación y caracterización del dominio conector de BSL2. A) Gel de poliacrilamida (SDS‐
PAGE) 10% mostrando el estado de la proteína a lo largo del protocolo de purificación. Se muestran la 
fracción sobrenadante del lisado total (Sn), el sobrenadante resultante de someter esta misma fracción 
a 80°C por 10 minutos (HS), y las fracciones eluídas de la columna de IMAC. Tinción mediante Coomassie 
blue. B) Reducción y bloqueo de Cys  libres. La proteína aislada fue tratada con ditiotreitol (DTT) y con 
iodoacetamida (IAA) según se indica. Las proteínas fueron sometidas a electroforesis con buffer de carga 
en presencia o  ausencia de DTT,  según  se  indica. C) Patrón de elución en CEM  y  cálculo de  la masa 
molecular por SLS.  
 

También  se  determinó  su  radio  hidrodinámico  (Rh)  mediante  RMN  (Diffusion  Ordered 

Spectroscopy, DOSY) una  técnica que evalúa el coeficiente de difusión en  solución de una 

proteína, que depende de su tamaño, y lo relaciona con su masa molecular. Se comprobó así 

que, en solución, esta proteína adopta una conformación que se corresponde con una forma 

parcialmente desplegada (Tabla 3.1). 
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  Radio hidrodinámico 

BSL2 L en solución  28.5 ± 0.6 Å 

BSL2 L 100% plegada (teórico)  22.4 Å 

BSL2 L 100% desplegada (teórico)  46.7 Å 
 

Tabla 3.1  ‐ Radio hidrodinámico  (Rh) del dominio  conector de BSL2 determinado por RMN  y  valores 
teóricos para una proteína de la misma cantidad de aminoácidos de conformación globular o totalmente 
desplegada, según (Wilkins et al., 1999). Rh de una proteína 100 % plegada: 4.75*N0.29 = 22.39 Å; Rh de 
una proteína 100 % desplegada: 2.21*N0.57 = 46.67 Å; N (N° aa) = 202. 
 

De esta forma, se  logró obtener el dominio conector de BSL2 de forma soluble y aislado. El 

hecho de que la proteína sea termotolerante pero, al mismo tiempo, altamente susceptible 

a la presencia de proteasas sugiere que en efecto se trata de una IDP. Apoya esta hipótesis la 

determinación de un radio hidrodinámico más extendido que el esperable para una proteína 

globular del mismo tamaño.  

Propiedades estructurales del dominio conector de BSL2. 

Una vez aislado el dominio conector de BSL2, se procedió a una caracterización estructural 

más detallada. Para ello se analizaron sus propiedades por Dicroísmo Circular (DC) en el UV 

lejano.  La  figura  3.7  A  muestra  el  espectro  de  DC  de  la  proteína  aislada  a  20°C.  La 

característica más notable del espectro es que presentó un mínimo principal en  la zona de 

200 nm, lo que indica que en efecto se trata de un polipéptido sin componentes importantes 

de estructura secundaria. Con todo, se observó un mínimo local en la zona de 220 nm, que 

sugiere  la  existencia  de  cierto  componente  de  estructura  secundaria.  Sin  embargo,  la 

intensidad de la señal a 222 nm (que se asume es proporcional al contenido de hélices α) no 

se modificó con un cambio gradual de  la  temperatura entre 20 y 80ºC,  lo que confirma  la 

termotolerancia de esta proteína (Figura 3.7 B).  

Para analizar el comportamiento del dominio conector frente a perturbaciones del medio, se 

determinaron  los  espectros  de  DC  en  presencia  de  concentraciones  crecientes  de 

trifluoroetanol  (TFE,  Figura 3.7 C). El agregado del  cosolvente TFE  induce  la  formación de 

estructuras  secundarias, en general de  tipo hélice  α, en proteínas o péptidos en  solución, 

probablemente  por  un  efecto  caotrópico  (Buck,  1998).  Se  observó  que  concentraciones 

bajas  (entre 0  y 15%) de TFE produjeron un  cambio  significativo en  las  características del 
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espectro, en particular,  la aparición de un mínimo a 210 nm mientras que  se mantuvo el 

mínimo de 220 nm,  lo que  sugiere  la  formación de estructuras de  tipo hélice  α. Esta  sola 

observación no permite, sin embargo, afirmar que el dominio conector adopte estructuras 

helicoidales, sino sólo que su estructura es afectada por concentraciones bajas de TFE. Las 

concentraciones de TFE usadas se encuentran en el rango bajo de las usualmente empleadas 

en  el  estudio  de  regiones  desordenadas,  pero  es  importante  considerar  que  muchos 

estudios se centran en secuencias lineales de unas pocas decenas de aminoácidos (como por 

ejemplo (Noval et al., 2013)), mientras que el dominio conector usado tiene 202 residuos. De 

hecho,  proteínas  completas  como  α‐sinucleína,  una  IDP  de  140  aminoácidos  que  en 

presencia de membranas o detergentes adopta una estructura helicoidal que se supone es la 

causa  de  patologías  como  Parkinson, muestran  cambios  espectroscópicos  en  el  rango  de 

concentraciones bajas de TFE (Anderson et al., 2010). Al mismo tiempo, se observó que estas 

concentraciones  de  TFE  producen  un  cierto  grado  de  precipitación  en  la  proteína.  Es 

necesario  tener  en  cuenta  que  el  dominio  conector  se  trata  de  un  polipéptido 

significativamente extenso con propiedades mixtas. Las IDPs pueden clasificarse en subtipos 

según  la relación entre sus señales dicroicas a 200 nm y 222 nm; en particular, se destacan 

aquellas mayormente desplegadas con señal pronunciada a 200 nm y menos  intensa a 222 

nm  (de  tipo  random  coil)  y  aquellas  que  presentan  cierta  compactación  y  estructuras 

secundarias transitorias, con mayor señal a 222 nm y relativamente menor a 200 nm (de tipo 

pre‐molten globule). El dominio conector de BSL2 se agrupa con estas últimas (Figura 3.7 D), 

coincidiendo con la evidencia obtenida de su composición aminoacídica y de su sensibilidad 

al tratamiento con TFE. 

Si bien esta caracterización preliminar no permite extraer conclusiones definitivas sobre  la 

estructura del dominio, puede afirmarse que es una proteína de tipo desordenada, con alta 

estabilidad  térmica, pero que al mismo  tiempo muestra alta  sensibilidad  frente a cambios 

relativamente sutiles del medio ambiente, lo que sugiere que puede estar sujeta a procesos 

de  plegamiento  local  transitorios  o  inducidos  por  interacción  con  otras  proteínas,  en 

especial, con la misma BSL2. 
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Figura 3.7 ‐ Propiedades estructurales del domino conector de BSL2. A) Espectro de DC en la región de 
UV lejano. En rojo, espectro a 20ºC, en azul, a 80ºC. B) Efecto de cambios graduales de temperatura en 
la señal dicroica a 222nm. En rojo, señal dicroica entre 20 y 80ºC, en azul, reversión del gradiente entre 
80 y 20ºC. C) Cambios en el espectro de DC en presencia de cantidades crecientes de TFE entre 0 y 15% 
(según indica la flecha). D) Diagrama de elipticidad 200 nm vs. 222 nm. Los puntos negros corresponden 
a  proteínas  con  conformación  desplegada  (random  coil),  los  puntos  rojos  a  proteínas  parcialmente 
desplegadas con características de pre‐molten globule. El punto verde corresponde al dominio conector 
de BSL2 (Uversky, 2002). 
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Conclusiones 

En los últimos años se ha tornado evidente que proteínas o dominios sin estructura definida 

en  solución  participan  y  cumplen  funciones  centrales  en  redes  de  interacciones  entre 

proteínas y, en particular, en complejos de señalización (Fong and Panchenko, 2010). Como 

ejemplo,  la fosfatasa PP1, que participa en multitud de procesos en células eucarióticas, se 

asocia a gran cantidad de subunidades regulatorias cuya característica más saliente es que 

adoptan,  o  se  predice  que  adoptan,  conformaciones  en  solución  de  tipo  intrínsecamente 

desordenadas que  les permiten  interaccionar de  forma extendida con el dominio catalítico 

(Choy  et  al.,  2012).  El  dominio  conector  de  BSL2,  necesario  para  que  la  interacción 

homotípica  en  esta  proteína  tenga  lugar,  constituye  una  región  que  cumple  con  las 

condiciones para suponer que adopta una conformación de tipo desplegada. En efecto, este 

dominio: 

1) es  una  región  de  secuencia  variable  que  conecta  dos  dominios  altamente 

conservados (Figura 2.11); 

2) presenta una composición aminoacídica enriquecida en aminoácidos promotores de 

desorden; 

3) es probable que adopte una conformación desordenada, a partir de  lo predicho por 

distintos algoritmos de predicción de regiones de este tipo (Figura 3.5); 

4) es  una  proteína  termoestable  y  sensible  a  proteólisis,  características  de  proteínas 

desplegadas sin núcleos hidrofóbicos colapsados (Figura 3.6); 

5) tiene  características  espectroscópicas  que  sugieren  que  no  presenta,  aislado  y  en 

solución, estructuras secundarias estables significativas (Figura 3.7). 

En  este  contexto,  es  necesario  tener  en  cuenta  que  las  proteínas  PPKL  presentan  otras 

regiones que se predicen desordenadas: los extremos N‐ y C‐terminales (Figura 3.5). Aunque 

hasta el momento no se pudo determinar un papel para ellos, hay evidencias indirectas que 

hacen suponer que cumplirían alguna función. El dominio N‐terminal que precede al dominio 

Kelch propiamente dicho es particularmente extenso en proteínas de tipo BSL2 y BSL3 (86 aa 

en BSL2, asumiendo un comienzo tentativo del dominio Kelch) y difiere característicamente 

de  las  de  tipo  BSL1,  donde  no  es  reconocible  una  región  con  estas  características.  En 
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estudios  de  fosfoproteómica  se  identificaron  residuos  de  Ser  o  Thr  fosforilados  en  el 

extremo C‐terminal de proteínas de tipo BSL1 y BSL2 (de la Fuente van Bentem et al., 2008; 

Rose et al., 2012),  lo que sugiere un posible punto de regulación. De hecho, el extremo C‐

terminal de PP1 también es de tipo desordenado y sólo pudo determinarse su estructura en 

complejo con MYPT1 dado que esta proteína lo fija a través de su dominio TTP aun cuando 

mantiene su conformación extendida  (ver  figura 3.2 E)  (Terrak et al., 2004). El extremo C‐

terminal  participa  en  la  regulación  de  la  actividad  de  PP1.  Al  final  de  la  mitosis  se 

desencadena una cascada de defosforilaciones que  llevan a  la  terminación del proceso de 

división celular. Estas defosforilaciones son mediadas por PP1 y ciertas isoformas de PP2 que 

durante  la  mitosis  se  mantienen  reprimidas  tanto  por  la  presencia  de  subunidades 

inhibitorias  como  por  fosforilaciones mediadas  por  quinasas  dependientes  de  ciclinas.  La 

fosforilación de una Thr en el extremo C‐terminal de PP1 produce un efecto autoinhibitorio; 

cuando  los niveles de ciclinas disminuyen, PP1 es capaz de auto‐reactivarse defosforilando 

ese  residuo  para  así  iniciar  la  fase  de  terminación  de  la mitosis  (Grallert  et  al.,  2015).  El 

extremo  C‐terminal  de  la  subunidad  catalítica  de  PP2  también  adopta  una  conformación 

extendida;  distintas  modificaciones  post‐traduccionales  en  esta  zona  (en  particular, 

metilación del extremo C‐terminal y fosforilación en ciertas Thr y Tyr conservadas) generan 

un “código” que es  importante para el ensamblado de  la holoenzima y el reclutamiento de 

distintas  subunidades  regulatorias  (Janssens  et  al.,  2008).  En  general,  las  evidencias  se 

acumulan  indicando que  los extremos  flexibles de muchas proteínas  son  cruciales para  la 

funcionalidad de las mismas (Uversky, 2013). 

Las  regiones  conectoras  entre  dominios  de  proteínas  multifuncionales  tienden  a  adoptar 

también una conformación característicamente desplegada (Fong and Panchenko, 2010). Las 

evidencias mostradas sugieren que el dominio conector de BSL2 es una proteína de este tipo 

que,  aunque  presenta  en  solución  características  de  una  proteína  intrínsecamente 

desordenada,  es  altamente  sensible  a  perturbaciones  ligeras  del medio  (Figura  3.7).  Esta 

característica  sugiere  que  podría  adoptar  estructuras  plegadas  al  interaccionar  con  el 

dominio catalítico u otras proteínas. Los cambios espectroscópicos asociados al tratamiento 

con concentraciones crecientes de TFE no permiten inferir qué tipo particular de estructuras 

secundarias se  forman, sino sólo  indican que se produce un cambio. Curiosamente, el CH‐
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Plot no mostró una fuerte tendencia al desorden (Figura 3.4) y dos de  los métodos usados 

para  predecir  regiones  desordenadas  (Disopred3  y  MFDp2,  Figura  3.4)  mostraron  un 

descenso  en  la  probabilidad  de  desorden  hacia  el  final  del  dominio  conector, 

significativamente, en la región que rodea a Ser627. Esta observación refuerza la idea de que 

la  fosforilación de este residuo puede  tener un papel estructural y/o  funcional, a pesar de 

que, como se describe en el capítulo precedente, no se haya encontrado por el momento. 

Finalmente, los valores de elipticidad a 200 nm y 222 nm del dominio conector (Figura 3.7 D) 

muestran que éste presenta características similares a IDPs que adoptan una conformación 

de tipo pre‐molten globule, es decir, conformaciones parcialmente colapsadas que no llegan 

a formar un núcleo hidrofóbico estable, con elementos de estructura secundaria transitorios 

(Chaffotte et al., 1997). 

Una  observación  indirecta  sobre  las  características  de  la  región  C‐terminal  del  dominio 

conector es que  la forma de  la proteína con poli‐His en su extremo C‐terminal resultó más 

estable  frente  a  degradación  que  cuando  la  etiqueta  se  encontraba  en  el  extremo  N‐

terminal. Esto sugiere que residuos adyacentes al extremo C‐terminal podrían  (por efectos 

de  carga  o  por  simple  presencia)  inducir  algún  tipo  de  cambio  conformacional  que 

aumentaría  su  estabilidad.  Esta  hipótesis  se  relaciona  con  la  evidencia  obtenida  en  el 

Capítulo II (Figuras 2.5, 2.6 y 2.10): el dominio L parece requerir un dominio proteico en su 

extremo C‐terminal para  ser efectivo.  Sin  embargo, no  cualquier proteína  tiene efecto  ya 

que,  como  se muestra en  la Figura 2.6,  la  fusión C‐terminal de GFP a  la porción KL no es 

capaz de mediar interacción, mientras que sí lo es el dominio L de BSL2 unido a una proteína 

relacionada con el dominio P como TOPP1  (Figura 2.10). En  resumen, aunque  la evidencia 

sugiere que el dominio L actúa en trans asociándose al dominio P de la otra subunidad, sería 

necesario  un  efecto  conformacional  en  cis  fruto  de  su  asociación  y/o  interacción  con  la 

superficie  del  dominio  de  tipo  P  al  que  está  unido  por  su  extremo  C‐terminal.  La 

combinación  de  ambas  interacciones  podría  volver  al  dominio  L  competente  para  la 

asociación con el dominio P mediante un mecanismo de induced fit. 

En  la  Figura  3.8  se  muestra  un  modelo  de  BSL2  (sin  los  extremos  N‐  y  C‐terminal  de 

secuencia  variable  y  probablemente  desordenados),  en  el  que  el  dominio  conector  se 

representa de forma extendida con el fin de enfatizar su tamaño en relación a los dominios 
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plegados. Aun cuando porciones del dominio conector se asocien y plieguen parcialmente 

sobre el dominio  catalítico, a  semejanza de  I‐2  sobre PP1,  su  longitud es  suficientemente 

grande como para suponer que parte del mismo permanecerá libre, aunque constreñido por 

efecto de  la asociación, y potencialmente disponible para otras  interacciones. Recordando 

que la búsqueda de interactores que dio origen a este trabajo se llevó a cabo con el dominio 

catalítico de BSL2 aislado, y dada la evidencia de que el dominio conector es necesario para 

la  interacción  de  esta  proteína  consigo  misma  y  que  este  comportamiento  puede 

extrapolarse a  interacciones con otras proteínas, sería  informativo  llevar a cabo una nueva 

búsqueda incorporando este dominio. 

 

Figura  3.8  ‐  Representación  de  la  posible  estructura  de  BSL2  con  su  dominio  conector  totalmente 
desplegado. El dominio Kelch  (a  la  izquierda,  sin el extremo N‐terminal)  y el dominio  catalítico  (a  la 
derecha,  sin  el  extremo  C‐terminal)  fueron  modelados  en  SwissModel  tomando  como  base  las 
estructuras  de  Keap1  murina  (1x2r)  y  PP1‐γ  humana  (1fjm).  El  dominio  conector  fue  modelado  por 
IntFOLD2  (http://www.reading.ac.uk/bioinf/IntFOLD/IntFOLD2_form.html);  los  residuos  de  las  dos 
regiones que se determinó son importantes para la asociación se representan en forma de esferas. 
 

Contar con un procedimiento rápido y eficiente para obtener el dominio conector en estado 

puro abre  las puertas para análisis estructurales más detallados, como  la determinación de 

su  conformación  en  solución  mediante  RMN  y  el  estudio  de  las  características 

espectroscópicas de  las  formas delecionadas o mutagenizadas descriptas en el Capítulo 2. 

Una aproximación similar podría seguirse con el dominio conector de BSL1, para el que hasta 

el momento no se dispone de datos funcionales más allá de su aparente capacidad reducida 

de mediar asociación en el contexto de BSL2 (como se muestra en la Figura 2.9). 
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Conclusiones Generales 

En conjunto, el trabajo presentado muestra que: 

1)  las  fosfatasas  de  tipo  PPKL  cumplen  en  plantas  una  función  esencial,  que  resta 

determinar; 

2) en plantas terrestres existen dos tipos principales de fosfatasas PPKL que difieren en 

caracteres diagnósticos de  secuencia y en  sus patrones de expresión y  localización 

subcelular; 

3) estas  fosfatasas  forman  asociaciones  homotípicas,  probablemente  en  forma  de 

dímeros, un comportamiento no reportado en otras fosfatasas de la familia PPP; 

4) la asociación depende de  la presencia de dominios catalíticos y, condicionalmente, 

del dominio conector adyacente; el dominio Kelch no participa de la asociación; 

5) cuando  el  dominio  conector  es  necesario  para  que  tenga  lugar  la  interacción,  se 

requieren dos regiones conservadas no contiguas del mismo; 

6) este  dominio  conector  es  una  región  de  tipo  intrínsecamente  desordenada  que 

presenta  tendencia  a  cambios  conformacionales  ante  perturbaciones  débiles  del 

medio. 

7) lo que a lo largo de esta tesis se llamó dominio conector, nombre que en cierta forma 

implica un papel pasivo de simplemente unir dos dominios plegados, es con derecho 

propio  un  dominio  funcional  adicional  que  puede  tener  un  papel  clave  en  la 

regulación de la actividad de estas proteínas. 

Las conclusiones de tipo estructural pueden resumirse en el siguiente modelo: 
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Modelo de la interacción homotípica de las proteínas BSL 
El dominio Kelch se representa en turquesa y el catalítico en naranja; la posición relativa de los dominios 
y  la disposición del dominio  conector de BSL1  cumplen  sólo  fines de  representación.  Los dos puntos 
grises  indican  los átomos metálicos del  centro activo  y  las  zonas blancas  rayadas  sobre  los dominios 
catalíticos  de  BSL2  representan  zonas  de  interacción  entre  los  dominios  conectores  y  los  dominios 
catalíticos. 

 

BSL1 

BSL2 
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Procedimientos Experimentales 

1) Material vegetal y condiciones de crecimiento 

Las  líneas  de  inserción  de  T‐DNA  de  Arabidopsis  thaliana  se  obtuvieron  de  ABRC 

(http://www.abrc.osu.edu).  Todas  las  líneas  de  T‐DNA  se  retrocruzaron  dos  veces  con  el 

sustrato silvestre Col‐0.  

Las  semillas  de  Arabidopsis  se  esterilizaron  con  etanol  70%  /  Triton  X‐100  0,05%,  se 

sembraron en placas de medio MS 0,5x con 0,8% de agar, se estratificaron por 3 días a 4°C y 

se  indujo  la  germinación  con  un  pulso  de  1  hora  de  luz  blanca.  Plántulas  de  10  días  se 

transfirieron a macetas conteniendo una mezcla 1:1:1 de vermiculita, perlita y  turba, y  se 

crecieron bajo condiciones de día largo (16 horas de luz: 8 horas de oscuridad) a 22°C. 

Las  plantas  de  Nicotiana  benthamiana  se  crecieron  en  macetas  conteniendo  una  mezcla 

1:1:1 de vermiculita, perlita y turba, en condiciones de día largo a 24°C fertilizando cada 15 

días. 

2) Metodologías generales  

2.a) Preparación de ADN Plasmídico 

Se partió de 5 ml de  cultivos  crecidos  toda  la noche a 37ºC en medio YEP  líquido  (bacto‐

triptona 1% p/v, extracto de levadura 1% p/v, NaCl 0,5% p/v). Las células se cosecharon por 

centrifugación a 7000 rpm por 10 minutos. El pellet se resuspendió en 250 μl de solución P1 

(Tris‐HCl 25 mM pH 8, EDTA 10 mM) y se traspasó a tubos eppendorf. Se agregaron 300 μl de 

solución P2 (NaOH 0,2 N, SDS 1% p/v) preparada en el momento, se mezcló suavemente por 

inversión,  se agregaron 350  μl de  solución P3  (Acetato de potasio 3M pH 5,2). Se mezcló 

enérgicamente cada tubo y se los colocó en hielo por aproximadamente 5 minutos. Luego se 

centrifugaron  a  10000  rpm  por  10  minutos  en  micro  centrífuga,  se  tomaron 

aproximadamente 850 μl del sobrenadante y se transfirieron a un nuevo tubo con 650 μl de 

isopropanol. Tras dejar  reposar 5 minutos a  temperatura ambiente  se  centrifugó a 10000 

rpm por 10 minutos, se realizó un lavado del pellet con 500 μl de etanol 70%, se descartó el 

sobrenadante y se dejó secar. Una vez seco, el pellet se resuspendió en 50 μl de buffer P1 

0,5X + 0,1 mg/ml de RNAsa A para eliminar restos de RNA.  
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Para obtener una purificación de mayor grado  la preparación de plásmido se diluyó 1:5 en 

buffer PB (cloruro de guanidinio 5M, Tris‐HCl 20 mM pH 6,6, etanol 38% v/v) y se depositó 

en  una  columna  que  contiene  una  matriz  de  sílica  comercial  (EconoColumn,  Epoch  Life 

Science). Se centrifugó a 10000 r.p.m. por 1min, y se lavó con 750 µl de buffer PE (Tris‐HCl 10 

mM pH 8,0, NaCl 100 mM, etanol 80% v/v). Se centrifugó a 10000 r.p.m. por 1 minuto, se 

descartó el eluído y se realizó una nueva centrifugación para remover el etanol residual. Se 

ubicó la columna que contiene la matriz de sílica en un tubo eppendorf y se agregaron 50 µl 

de buffer EB (Tris‐HCl 10 mM pH 8,5). Se centrifugó a 10000 r.p.m. para obtener el plásmido 

eluído. 

2.b) Preparación de fragmentos de ADN 

2.b.i) Amplificación de fragmentos de ADN (PCR) 

La  amplificación  de  fragmentos  de  ADN  que  se  utilizaron  para  los  clonados  se  realizó 

utilizando  las  ADN  polimerasas  de  alta  fidelidad  Phusion  o  Q5  (ambas  de  New  England 

Biolabs), según el protocolo sugerido y con  los buffers suministrados por el  fabricante. Los 

ciclos de variación de temperatura también se realizaron según recomendaciones provistas 

en la hoja de datos del producto. Típicamente se utilizó el siguiente termociclado: 

Desnaturalización inicial  98 °C  30 segundos 

25‐35 ciclos 
(desnaturalización, 
hibridación y extensión) 

98 °C  5‐10 segundos 

50‐72 °C  10‐30 segundos 

72 °C  20‐30 segundos/kb 

Extensión final  72 °C  2 minutos 

Para  el  cálculo  de  la  temperatura  de  hibridación  se  utilizó  la  herramienta  online 

http://tmcalculator.neb.com sugerida y provista por New England Biolabs. 

Los productos de las reacciones se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 1‐2% p/v, 

dependiendo  del  tamaño  de  los  fragmentos  a  resolver,  en  buffer  TBE  0,5x  o  TAE  1x, 

conteniendo bromuro de etidio. 
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2.b.ii) Purificación de fragmentos de ADN de geles de agarosa 

Los productos de PCR de  interés se  identificaron por electroforesis en geles de agarosa. Se 

cortaron  del  gel  las  bandas  correspondientes  a  los  productos  de  interés  y  se  purificaron 

utilizando  matrices  de  sílica  comerciales  (EconoColumn,  Epoch  Life  Science).  Para  ello  se 

determinó  el  peso  del  taco  de  agarosa  y  se  lo  solubilizó  en  buffer  QG  (tiocianato  de 

guanidinio  5.5  M,  Tris‐HCl  pH  6.6  20  mM)  en  una  relación  de  3000  µl/g  de  agarosa.  La 

solución se colocó dentro de una columna que contiene una matriz de sílica comercial y a 

partir de este paso se continuó igual que en la purificación de ADN plasmídico. 

2.b.iii) Digestión con enzimas de restricción 

Las digestiones de plásmidos e insertos para clonado y los análisis de patrones de restricción 

se  realizaron  con  enzimas  comerciales  siguiendo  las  recomendaciones  del  fabricante.  Las 

reacciones se  incubaron entre 2 y 5 horas a  la  temperatura óptima para cada enzima y se 

utilizaron  de  2  a  6  unidades  de  enzima  por  µg  de  ADN.  La  eficiencia  de  la  digestión  se 

visualizó  por  elecctroforesis  en  geles  de  agarosa  y  en  el  caso  de  las  digestiones  para  su 

posterior clonado se repurificó el ADN digerido como se describió anteriormente. 

2.b.iv) Reacciones de ligación de ADN 

Las reacciones de ligación de plásmidos e insertos se realizaron con la enzima T4 ADN ligasa 

con  el  buffer  suministrado  y  siguiendo  las  recomendaciones  del  fabricante  (New  England 

BIolabs). Se utilizaron 25‐50 ng de plásmido, relaciones molares de inserto:plásmido 3:1, un 

volumen final de 10 µl y 10 unidades de enzima por reacción. Las reacciones se incubaron a 

16°C‐18°C durante toda la noche. El producto de ligación se utilizó para transformar células 

E. coli DH5α.  

2.b.v) Clonados por sistema Gateway 

Este sistema se basa en el clonado de secuencias mediante  recombinación en vectores de 

tipo pDONR para generar un Entry Clone. Este nuevo vector permite pasar  las secuencias a 

otros plásmidos compatibles con el sistema Gateway mediante sucesivas recombinaciones.  

En  este  trabajo  se  clonaron  los  fragmentos  de  ADN  amplificados  por  PCR  portando  las 

secuencias  de  recombinación  flanqueantes  attB  en  el  vector  pDONR201  usando  la 

recombinasa  BP  (Invitrogen)  siguiendo  las  recomendaciones  del  fabricante.  Este  vector 
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posee  un  “casette”  letal  que  es  reemplazado  por  el  inserto  al  recombinar.  Una  vez 

transformado  el  producto  de  la  recombinación  se  seleccionaron  los  clones  que  portan  el 

plásmido  recombinante  en  un  medio  de  selección.  Se  realizó  una  preparación  de  ADN 

plasmídico de el/los clon/es seleccionados, se comprobó que el patrón de restricción fuera el 

esperado  y  que  la  secuencia  no  tuviera  errores.  Con  estos  plásmidos  seleccionados  se 

procedió a  transferir el  fragmento a  los vectores de destino por  recombinación usando  la 

recombinasa LR (Invitrogen). 

3) Cepas bacterianas y tansformación 

3.a) Escherichia coli 

3.a.i) Cepas y condiciones de cultivo 

Se utilizó la cepa DH5α para realizar las construcciones genéticas. Las cepas se cultivaron en 

medio  líquido YEP a 37°C  con agitación a 250  r.p.m.  Los  cultivos  sólidos  se efectuaron en 

medio YEP suplementado con agar 1,5% p/v a 37°C. De acuerdo a la resistencia otorgada por 

cada  plásmido,  los  medios  se  suplementaron  con  ampicilina  100  µg/ml,  kanamicina  50 

µg/ml, espectinomicina 100 µg/ml, gentamicina 20 µg/ml o cloranfenicol 35 µg/ml. 

3.a.ii) Preparación de células de E. coli DH5α electro competentes 

La  obtención  de  células  de  E.  coli  DH5α  competentes  para  ser  transformadas  por 

electroporación se realizó de la siguiente manera. Se sembró una colonia fresca y aislada de 

bacterias en 10 ml de medio de cultivo YEP y se cultivó toda  la noche a 37°C con agitación 

(250 r.p.m.). Se utilizó ese cultivo para  inocular 1Lt de medio de cultivo YEP y se cultivaron 

las bacterias a 28ºC hasta alcanzar una densidad óptica a 600nm de 0.5‐0.7. En condiciones 

de  esterilidad,  se  lavaron  dos  veces  en  frío  con  H2O  bidestilada.  Finalmente,  se 

resuspendieron en glicerol 10%  frío. Las células  se alicuotaron en  fracciones de 50 ul y  se 

congelaron  en  nitrógeno  líquido  inmediatamente.  Fueron  almacenadas  a  ‐80ºC  hasta  ser 

usadas. 

3.a.iii) Transformación de E. coli por electroporación 

Se agregaron 1‐2 µl del producto de  ligación o 0,1‐10 ng de plásmido purificado a 50 ul de 

células  competentes  mantenidas  en  hielo.  La  mezcla  se  traspasó  a  una  cubeta  de 

electroporación  y  se  electroporó  en  un  electroporador  Biorad  Gene  Pulser  (1.25  kV/cm, 
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capacitancia: 25 µF y resistencia: 200 Ohms). Se comprobó que la constante de tiempo fuera 

mayor  o  igual  a  4,5.  Se  agregaron  500  µl  de  medio  YEP  y  la  suspensión  bacteriana  se 

transfirió a un  tubo donde se  incubó a 37°C durante 1 hora con agitación para permitir  la 

recuperación del shock eléctrico. Para seleccionar  las células  transformadas, se sembraron 

100‐300 µl de la suspensión bacteriana en medio YEP sólido suplementado con el antibiótico 

correspondiente.  

3.b) Agrobacterium tumefaciens 

3.b.i) Cepas y condiciones de cultivo 

Se  utilizó  la  cepa GV3101  de  A.  tumefaciens  que  posee  resistencia  plasmídica  (pTiC58)  a 

gentamicina.  Las  células  se  cultivaron  en  medio  YEP  suplementado  con  gentamicina  y  el 

antibiótico correspondiente con la resistencia otorgada por cada plásmido binario a 28°C con 

agitación a 250 r.p.m. Los cultivos sólidos se efectuaron a 28°C en medio YEP suplementado 

con agar 1,5% p/v.  

3.b.ii) Preparación de células electro competentes de A. tumefaciens. 

La obtención de células de A. tumefaciens GV3101 competentes para ser transformadas por 

electroporación se  realizó de  la misma manera que con  las células de E. coli DH5α, con  la 

salvedad de que se suplementaron los medios de cultivo con gentamicina. 

3.b.iii) Transformación de A. tumefaciens por electroporación. 

La transformación de células de A. tumefaciens GV3101 competentes se realizó de la misma 

manera que con las células de E. coli DH5α, con la salvedad de que la recuperación se realizó 

incubando a 28°C. 

3.b.iv) Agroinfiltración 

Se  sembró  una  colonia  fresca  y  aislada  de  bacterias  en  5  ml  de  medio  de  cultivo  YEP 

suplementado con  los antibióticos correspondientes y  se cultivó  toda  la noche a 28°C con 

agitación  (250 r.p.m.). Una vez saturado el cultivo, se agregó acetosiringona de manera de 

obtener una concentración  final de 200  μM y se  incubó por otras 3 hs a 28ºC y 250  rpm. 

Luego de ese tiempo, se colectaron las bacterias por centrifugación y se lavaron con medio 

de  infiltración  (MI) 1X. Se  resuspendieron  las bacterias en MI 1X de  forma que alcanzaran 

una densidad óptica a 600nm de 0.5 y se incubaron 1 h a 28ºC y 200 rpm. La suspensión de 



Procedimientos Experimentales     

110 
 
 

bacterias se infiltró en la cara abaxial de hojas de N.benthamiana de unas 4‐5 semanas con 

jeringa  de  insulina  o  tuberculina.  Pasados  3  o  4  días  se  procesaron  las  hojas  según  las 

características de las proteínas expresadas. 
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Medio de Infiltración 5X 

250 mM Mes 

10 mM  NaH2PO4

pH 5,6 con NaOH 

 
Medio de Infiltración (Ml) 1X (para 40 ml) 

200μM	 Acetosiringona	
0,1 µg/ml	 ácido 2,4 diclorofenoxiacético	
200 mg	 Sacarosa	
8 ml	 Medio de Infiltración 5X	
32 ml	 Volumen final	

  

4) Análisis filogenético 

Las  secuencias  usadas  se  obtuvieron  de  varias  fuentes  utilizando  tblastn  (Altschul  et  al., 

1997),  con  la  secuencia  aminoacídica  de  los  genes  BSL  de  Arabidopsis  o  arroz  como 

secuencia  “query”.  Siempre  que  fue  posible,  los  resultados  de  BLAST  se  utilizaron  como 

punto  de  partida  para  recuperar  las  secuencias  genómicas  completas,  las  cuales  fueron 

sometidas a “splicing” manualmente. Las secuencias nucleotídicas curadas fueron traducidas 

a  sus  correspondientes  secuencias  aminoacídicas  (Geneious  5.6.5,  Biomatters, 

www.biomatters.com);  la  lista de secuencias usadas se muestra en el Anexo  I en  la versión 

digital. 

Las  secuencias  aminoacídicas  se  alinearon  usando  el  algoritmo  MAFFT  implementado  en 

Genious  (Katoh  et  al.,  2002).  Las  secuencias  alineadas  se  inspeccionaron  y  editaron 

manualmente con eBioX v1.5.1 (ebioinformatics.org) con el fin de refinar el alineamiento y 

excluir regiones hipervariables ambiguamente alineadas. Se generó un conjunto de datos de 

secuencia  completa  y  un  alineamiento  conteniendo  sólo  la  región  C‐terminal.  Para  cada 

conjunto de datos se realizó un análisis filogenético usando el método RAxML versión 2.2.3 

(Stamatakis, 2006)  implementado en  la  interfaz  gráfica TOPALi 2.5  (Milne et  al., 2004). El 

análisis  filogenético  fue  llevado  a  cabo por el Dr. Claudio  Slamovits, Dalhousie University, 

Halifax, Canada. 
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5) Plásmidos y construcciones utilizadas 

Los clones de cDNA de secuencia completa de Arabidopsis para BSL1 (RAFL09‐11‐J01), BSL2 

(RAFL16‐56‐H16)  y  BSL3  (RAFL16‐39‐G23)  se  obtuvieron  de  RIKEN 

(www.brc.riken.jp/lab/epd/catalog/cdnaclone.html).  Los  clones  de  cDNA  de  BSL1  y  BSL3 

fueron  editados  antes  de  usarlos:  el  clon  de  BSL1  porta  una  mutación  en  un  residuo 

altamente conservado del dominio fosfatasa (Q794P) y el clon de BSL3 es una forma errónea 

de splicing alternativo que retiene parte del  intrón número 13,  introduciendo un codón de 

terminación  prematuro.  En  ambos  casos,  las  secuencias  alrededor  de  estas  posiciones  se 

reemplazaron por su respectivo “casette” WT amplificado de RNA retrotranscripto de Col‐0. 

El cDNA de secuencia completa de BSU1 se amplificó de RNA retrotranscripto derivado de 

plantas bsu1‐D (Mora‐Garcia et al., 2004). Los cDNA de secuencia completa de BSK1 y BSK3 

se amplificaron a partir de RNA retrotranscripto de Col‐0. 

5.a) Diseño y obtención de las construcciones para Y2H 

Se amplificó el ADNc de los genes o dominios seleccionados con oligonucleótidos específicos 

(ver  listado en el Anexo II en  la versión digital), con el propósito de obtener construcciones 

flanqueadas  por  sitios  de  recombinación  del  sistema  Gateway  (Invitrogen).  Los  mismos 

fueron  transferidos  al  vector pDONR201,  y de  ahí  a  los plásmidos de destino del  sistema 

Proquest Two‐Hybrid (Invitrogen), pDEST32 y pDEST22, para obtener fusiones al dominio de 

unión al ADN y al dominio de activación del factor de transcripción Gal4, respectivamente. 

Los marcadores de selección son Gentamicina y Leu para pDEST32 y Ampicilina y Trp para 

pDEST22, en E.coli y levaduras respectivamente. 

5.b) Diseño y obtención de las construcciones fusionadas a epítopes 

Se amplificó el ADNc de los genes o dominios seleccionados con codón iniciador flanqueado 

por una secuencia de tipo Kozak y sin codón terminador, con primers específicos (ver listado 

de  primers,  Tabla  Anexo.2),  con  el  propósito  de  obtener  construcciones  flanqueadas  por 

sitios  de  recombinación  del  sistema  Gateway  (Invitrogen).  Las  construcciones  se 

recombinaron en pEarley103 (Earley et al., 2006) y en pK7m34GW, en combinación con pEN‐

R2‐3xHA‐L3 y pDONRP4‐P1_p35S (Karimi et al., 2007), para obtener  las fusiones a GFP o al 

epítope  HA,  respectivamente.  Ambas  construcciones  fusionadas  se  encuentran  bajo  el 

control del promotor 35S. 
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5.c) Diseño y obtención de las construcciones para biFC 

Se amplificaron dos versiones del ADNc de cada gen  seleccionado con primers específicos 

(ver  listado de primers), con el propósito de obtener construcciones flanqueadas por sitios 

de recombinación del sistema Gateway (Invitrogen): una de las formas con codón iniciador, 

pero  sin  codón  terminador, y  la otra  sin  codón  iniciador, pero  con  codón  terminador.  Las 

primeras  se  recombinaron  en  el  vector  pK7m34GW,  en  combinación  con  pDONR‐P4‐

P1_p35S, y pDONR‐P2R‐P3‐heGFP o pDONR‐P2R‐P3‐teGFP. De esta manera se obtuvieron las 

fusiones  de  las  mitades  N‐  y  C‐terminal  de  GFP  en  el  extremo  C‐terminal  de  las 

construcciones,  respectivamente.  Las  otras  formas  se  recombinaron  en  el  vector 

pK7m24GW2,  en  combinación  con  pDONR‐P4‐P1R‐heGFP  o  pDONR‐P4‐P1R‐teGFP  para 

obtener las fusiones a las mitades N‐ y C‐terminal de GFP respectivamente en el extremo N‐

terminal  de  las  construcciones.  Todas  las  construcciones  obtenidas  de  esta  manera  se 

encuentran bajo el control del promotor 35S. 

6) Ensayo de doble hibrido en levaduras (Y2H) 

Los clones de ADNc recombinados en pDEST22 o pDEST32, se introdujeron en levaduras de 

la cepa AH109 (Clontech, www.clontech.com). 

6.a) Transformación de levaduras 

Los plásmidos pDEST32  y pDEST22,  recombinados o  vacíos  como  control,  se  introdujeron 

simultáneamente en  la cepa AH109. Se partió de 1 ml de cultivo  líquido  incubado  toda  la 

noche a 28ºC en medio YPD (Triptona 20 g/lt, extracto de  levadura 10 g/lt, glucosa 20 g/lt, 

Hemisulfato de Adenina 120 mg/lt). Se concentraron las células centrifugando por 1 minuto 

a  6000  rpm,  se  descartó  el  sobrenadante,  se  lavaron  con  agua,  se  resuspendieron  en  la 

mezcla de transformación y se incubaron a 42º C por 60‐90 minutos. Pasado este tiempo, las 

células  se  concentraron  centrifugando  por  1  minuto  a  6000  r.p.m.,  se  descartó  el 

sobrenadante,  se  resuspendieron  en  100 µl de  agua  y  se  depositaron  30 µl  en placas de 

medio selectivo sin Leu ni Trp (llamado de aquí en más ‐L‐W). 
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Mezcla de transformación 

PEG 3350 50%  120 µl 

Acetato de Litio 1 M  18 µl 

ADN de esperma de arenque (10 g/l)   5 µl 

Plásmido (0,1 a 1 µg) + H2O   37 μl 

 
Medio selectivo (pH 5,6) 

Difco Yeast Nitrogen Base  6.9 g 

Glucosa  20 g 

Synthetic Complete Drop Out mix  Variable según la selección 

H2O  c.s.p. 1 lt 

Una  vez  que  se  obtuvieron  las  colonias  transformantes,  se  reestriaron  6  colonias 

independientes en medio fresco ‐L‐W para ensayar la actividad de los reporteros. Se ensayó 

primero  la actividad β‐Galactosidasa sobre estrías de  las colonias seleccionadas, y  luego  la 

habilidad  de  las mismas  para  crecer  en medio  selectivo  “drop  out”  ‐Leu  ‐Trp  ‐His  con  la 

adición de diferentes concentraciones de 3‐amino‐1,2,4‐triazol (3AT, Sigma‐Aldrich). 

6.b) Medición de la actividad de los genes reporteros 

6.b.i) β‐Galactosidasa (β‐Gal) 

Actividad β‐Gal sobre filtro 

Las colonias elegidas se reestriaron sobre papel de filtro Whatman N°1 depositado sobre  la 

superficie de una placa de medio  ‐L‐W. Se  incubaron a 28ºC hasta que  la estría  se volvió 

visible (típicamente unas 16 horas). El filtro se sumergió en N2 líquido y se retiró del mismo 

por  1 minuto.  Este  procedimiento  se  repitió  3  veces  para  romper  las  células.  El  filtro  se 

depositó sobre papel Whatman 3MM embebido en la solución de revelado. Se incubó a 37ºC 

hasta que el color azul se hizo visible (típicamente entre 1 y 2 horas). 
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Solución de revelado 

Buffer Z  100 ml

‐Mercaptoetanol  0.27 ml

X‐Gal 2%  1.67 ml

Buffer Z 

Buffer Fosfato de Sodio pH 7.0  100 mM

Sulfato de Magnesio  1 mM

Cloruro de Potasio  10 mM

 

Actividad β‐Gal en medio líquido 

Por  cada  colonia  a  ensayar,  se  incubaron  las  células  a  28  ºC  con  agitación  a  250  rpm  en 

medio líquido ‐L‐W durante por lo menos 16 horas. Se midió la densidad óptica a 600 nm y 

se diluyeron en 5 ml de medio YPD para obtener una densidad óptica de 0,8. Se incubaron a 

28 ºC hasta alcanzar una densidad óptica entre 1 y 1.5. Se centrifugó 1 ml de cultivo en un 

tubo  eppendorf  de  1,5  ml  a  6000  rpm  por  30  seg  y  se  descartó  el  sobrenadante.  Se 

resuspendió el pellet en 1,5 ml de buffer Z y se volvió a centrifugar a 6000 rpm por 30 seg. Se 

resuspendió el pellet en 200 µl de buffer Z y se separaron en 2 tubos con 100 µl cada uno. Se 

sumergieron  los  tubos  en  N2  liquido  hasta  que  la  suspensión  se  congeló  (10  seg)  y  se 

transfirieron rápidamente a un baño a 37 ºC por 90 seg. Se repitió este procedimiento dos 

veces  más.  Se  agregaron  a  los  100  µl  en  cada  tubo  700  µl  de  buffer  Z  +  1,9  µl  de  β‐

mercaptoetanol,  y 160 µl de buffer Z + o‐Nitrofenilgalactósido  (ONPG en  concentración 4 

mg/ml). Se  incubaron a 30ºC, comenzando a contar el tiempo desde el agregado de ONPG. 

Cuando  la coloración amarilla se volvió notable se detuvo  la reacción agregando 400 µl de 

una  solución de Na2CO3  1M  y  los  tubos  se  centrifugaron  a  10000  rpm por  5 minutos.  Se 

midió la absorbancia de los sobrenadantes a 420 nm y la actividad β‐Gal se calculó como 

Unidades de β‐Gal = 1000 x OD420 / t x V x OD600  

donde    V= volumen inicial de cultivo usado 
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t = tiempo de reacción 

6.b.ii) HIS3 

La expresión del gen reportero HIS3 se evaluó depositando las colonias seleccionadas sobre 

medio  ‐L‐W  (como  control  de  transformación)  y  sobre medio  ‐L‐W‐H  con  el  agregado  de 

distintas  concentraciones  de  3AT,  un  inhibidor  competitivo  de  la  enzima  imidazolglicerol‐

fosfato dehidratasa. Para ello las células se crecieron en medio líquido ‐L‐W durante toda la 

noche, se midió la densidad óptica alcanzada y se hicieron diluciones con agua hasta llegar a 

una DO600nm de 1,0, o diluciones sucesivas. 

7) Extracción y detección de proteínas mediante Western Blot 

7.a) Extracción de proteínas totales 

Saccharomyces cerevisiae 

Las  extracciones  de  proteínas  se  realizaron  a  partir  de  cultivos  de  levaduras  en  fase 

exponencial  de  crecimiento,  siguiendo  las  indicaciones  del  “Yeast  Protocols  Handbook” 

(Clontech). Brevemente, cultivos en medio selectivo se diluyeron en medio rico fresco y se 

dejaron  crecer hasta alcanzar una DO600 entre 0.4  y 0.6.  Se  colectaron por  centrifugación 

células equivalentes a 4.5 UDO, que se conservaron en N2  líquido. Las células se rompieron 

con cuentas de vidrio con el agregado de buffer de carga caliente y finalmente el  lisado se 

hirvió durante 5 minutos. El sobrenadante se depositó en el gel. 

Nicotiana benthamiana 

Fragmentos  de  unos  50  mg  de  hojas  de  N.benthamiana  infiltradas  con  Agrobacterium 

llevando  las construcciones correspondientes se congelaron en N2  líquido y se molieron, se 

agregaron 2 volúmenes de buffer de carga 2x  (Tris‐HCl 125 mM pH 7,5, SDS 4%, Urea 8M, 

DTT 0,2 M, Azul de Bromofenol 0,02% p/v) por unidad de masa colectada y se hirvieron por 5 

min.  Se  centrifugó  a  10000  r.p.m.  en microcentrífuga  por  10 minutos  y  una  fracción  del 

sobrenadante se depositó en los geles.   

7.b) Electroforesis de proteínas 

Los extractos proteicos fueron separados en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS‐

PAGE,  Sodium dodecyl  sulfate‐Polyacrylamide gel  electrophoresis) de 10  cm  x 10  cm  y de 

0.75 mm de grosor de acuerdo con el método de Laemmli (Laemmli, 1970). La electroforesis 
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se  realizó  a  80  Volts  (voltaje  constante)  para  el  gel  concentrador  y  a  100  Volts  para  el 

separador hasta que el frente alcanzó el final del gel. Como buffer de corrida se utilizó Tris‐

glicina‐SDS 1x (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1% p/v).  

7.c) Transferencia a membrana 

Las  proteínas  separadas  por  SDS‐PAGE  se  electrotransfirieron  a  una  membrana  de  PVDF 

(difluoruro de polivinilideno, Bio‐Rad) usando un equipo de transferencia húmeda (Bio Rad) 

a  90  Volts  por  1  hora,  en  cuarto  frío  (8‐12ºC)  y  con  agitación  constante  del  buffer  de 

transferencia  (Tris  base  3%  p/v,  glicina  14,4%  p/v,  metanol  20%  v/v).  Luego  de  la 

transferencia  la  membrana  se  tiñó  brevemente  con  rojo  Ponceau  para  verificar  que  la 

transferencia fuera exitosa. 

7.d) Inmunodetección y revelado 

La membrana se bloqueó con  leche descremada al 5% en TBS (Tris‐HCl 50mM pH 7,5, NaCl 

150mM) durante 2 horas a temperatura ambiente. Transcurrida la incubación, se eliminó la 

solución de bloqueo y se incubó con los anticuerpos correspondientes. 

Anti‐epítope HA  

Se incubó un anticuerpo anti‐HA monoclonal hecho en rata (Roche) en una dilución 1:500 en 

leche descremada al 2% en TBS por 1 hora a temperatura ambiente y luego toda la noche a 

4ºC con agitación. Se lavó 2 veces por 5 minutos con TBST (TBS con 0,05% Tween20) a 4ºC. 

Se  añadió  un  anticuerpo  secundario  anti‐IgG  de  rata  unido  a  peroxidasa  hecho  en  cabra 

(Sigma) en una dilución 1:5000 en leche descremada al 2% en TBS. Se incubó por 2 horas a 

temperatura ambiente. Se lavó 3 veces por 6 minutos con TBS a 4ºC. 

Anti‐GFP, anti‐BSL2, anti‐BD y anti‐AD 

El suero policlonal anti‐GFP obtenido de conejo (Invitrogen) se usó en una dilución 1:1500, el 

suero  policlonal  anti‐BSL2  obtenido  en  ratones  en  una  dilución  1:500,  los  sueros 

monoclonales  anti‐BD  y  anti‐AD  obtenidos  en  ratones  (Santa  Cruz  Biotechnology)  en  una 

dilución 1:400, todos en leche descremada al 2% en TBS. Se incubaron 1 hora a temperatura 

ambiente y luego toda la noche a 4ºC con agitación. Se lavó 3 veces por 10 minutos con TBS 

a temperatura ambiente. Se añadieron los anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa 
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(Sigma) en una dilución 1:5000 en leche descremada al 2% en TBS. Se incubó por 2 horas a 

temperatura ambiente. Se lavó 3 veces por 10 minutos con TBS a temperatura ambiente. 

Revelado 

Transcurrida la incubación con el anticuerpo secundario y los lavados pertinentes de acuerdo 

a  cada anticuerpo,  se  reveló  la actividad peroxidasa mediante el agregado de un  sustrato 

que genera una señal quimioluminiscente al ser modificado por  la enzima peroxidasa (ECL, 

GE  HEalthcare).  Para  visualizar  la  señal,  las  membranas  se  expusieron  a  una  placa 

radiográfica (Kodak BioMax).  

8) Co‐inmunoprecipitación 

Se  partió  de  300  mg  de  hojas  que  fueron  congelados  inmediatamente  después  de 

cosechados. Se homogeneizó el tejido en mortero en presencia de N2 líquido, hasta obtener 

un polvo fino. El mismo se transfirió a un eppendorf de 2ml, donde se le adicionó 1,8 ml de 

buffer de extracción (Tris‐HCl 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Glicerol 10%, NP40 0,1%) y se 

resuspendió mediante vortex para luego incubar por 10 minutos en hielo. Una vez finalizada 

la incubación, se centrifugó a 10000 r.p.m. en microcentrífuga por 10 minutos. Esta acción se 

realizó  por  duplicado  tomando  el  sobrenadante  cada  vez.  Se  tomó  1ml  de  la  extracción 

proteica y se agregó con anticuerpo anti‐GFP (Invitrogen) en una dilución 1:200 por 2,5 hs a 

en  frío  (8‐12°C)  con  agitación.  A  continuación,  se  añadieron  5  mg  de  Sepharosa  unida  a 

proteína A resuspendida en 100 µl de buffer de extracción y se incubó nuevamente por 1,5 

hs en frío con agitación. Al concluir, el extracto incubado (input), se centrifugó por 5 minutos 

a 4000 r.p.m. y se extrajo el sobrenadante (SN) con cuidado de no arrastrar Sepharosa (PP). 

Se  lavó  la Sepharosa 3 veces con buffer de extracción;  finalmente  se eliminó el  resto  con 

jeringa de  tuberculina  (aguja  27G ½).  Se  resuspendió  la  Sepharosa  en  50 µl de buffer de 

extracción y 50 µl de buffer de siembra desnaturalizante 2x y se incubó durante 10 minutos 

a 95ºC y se procedió a realizar un Western blot como se describió. 

9) Microscopía confocal 

La presencia de GFP  se  reveló en un microscopio  confocal  Zeiss  LSM5 Pascal usando una 

longitud de onda de excitación de 488 nm provista por un laser de argón; la fluorescencia se 

detectó  usando  un  filtro  BP  505‐530  nm.  Los  ensayos  de  expresión  transitoria  (de  las 
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proteínas completas o sus dominios, y los ensayos de biFC) se realizaron infiltrando hojas de 

N.benthamiana  con  cepas  de  Agrobacterium  que  expresaban  las  construcciones 

correspondientes. Porciones de la cara abaxial de las hojas fueron montadas en agua sobre 

un portaobjetos, 86 hs post‐infiltración. 

10) Cromatografía de exclusión molecular  

Se utilizó una columna Superdex‐200 10/300 GL (GE Healthcare). La columna fue equilibrada 

en buffer de cromatografía (Tris‐HCl 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Glicerol 10%). Primero, se 

inyectó  una  solución  de  marcadores  de  peso  molecular  conocido  y  se  registraron  los 

volúmenes de elución de cada marcador. Con estos datos se realizó una curva de calibración. 

A  continuación,  se  realizó  la  extracción,  en  buffer  de  cromatografía,  de  hojas  de 

N.benthamiana, tal como se describió para  la coinmunoprecipitación. Se  inyectaron 500 µl 

del extracto en la columna y se colectaron fracciones de 500 µl con un colector automático. 

Las fracciones elegidas se precipitaron con ácido tricloroacético (TCA). Se realizó un Western 

blot de las fracciones precipitadas para revelar el perfil de elución de la proteína. 

10.a) Precipitación con TCA 

A un volumen de extracto se agregó un volumen de TCA 20% y se incubó por 20 minutos en 

hielo. A continuación, se centrifugó a 10000 r.p.m. en microcentrífuga refrigerada (4°C) por 

10 min. Se decartó el sobrenadante y se  lavó dos veces con 500ul de Acetona pura  fría  (‐

20°C).  Se dejó  secar  y  se  resuspendió en 12,5 ul de Urea 7M.  Se  incubó  toda  la noche  a 

temperatura  ambiente  y  al  día  siguiente  se  agregaron  12,5  µl  de  buffer  de  carga 

desnaturalizante 2x. Se incubó durante 10 minutos a 95ºC y se sembró en SDS‐PAGE. 

11) Expresión y purificación del dominio conector de BSL2 

La  secuencia de  la  región  linker de BSL2  (642 pb,  aminoácidos 449  a 662)  se  clonó en el 

vector pET22b+ para  generar una proteína de  fusión  con poli‐histidinas en  su extremo C‐

terminal.  La  construcción  se  expresó  en  E.coli  BSL21(DE3)/pRIL.  Se  partió  de  5 ml  de  un 

cultivo crecido toda la noche a 37ºC en medio YEP líquido. Se realizó una dilución 1/100 en 

medio YEP fresco y se incubó a 28°C con agitación hasta alcanzar una DO600nm = 0,4 ‐ 0,5. A 

esa OD se realizó  la  inducción de  la expresión de  la proteína recombinante con 0,1 mM de 

isopropil‐β‐D‐1‐tiogalactopiranósido  (IPTG) por 3 hs  a 28°C  con  agitación.  Se  centrifugó el 
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cultivo y se resuspendió el pellet   en 10 ml de Buffer de  lisis (Tris‐HCl 20 mM, pH 7,5; NaCl 

100  mM;  mezcla  de  inhibidores  de  proteasas  cOmplete™,  EDTA‐free,  Roche).  La  lisis  se 

realizó  con  una  French  Press,  repitiendo  el  proceso  3  veces.  El  lisado  se  centrifugó  y  el 

sobrenadante  se  calentó  por  10  minutos  a  80ºC  (HS).  Una  vez  centrifugado,  el  nuevo 

sobrenadante se filtró a través de una columna HiTrap‐IMAC equilibrada en Tris‐HCl 20 mM, 

pH 7,5; NaCl 100 mM; 10 mM imidazol. La proteína fue eluída con un gradiente de imidazol 

entre 10 mM y 500 mM. Las fracciones de elución, a las que se agregó mezcla de inhibidores 

fresca  a  medida  que  se  colectaban,  fueron  inmediatamente  desaladas  (columnas  PD‐10, 

GEHealthcare) y almacenadas en buffer Tris‐HCl 20 mM, pH 7,5; NaCl 100 mM. Para evitar la 

formación de dímeros,  la proteína purificada  se  trató  con DTT 10 mM,  se bloquearon  las 

cisteínas libres con iodoacetamida 15 mM y se desaló nuevamente a través de una columna 

equilibrada en buffer de almacenamiento. La proteína se cuantificó por absorbancia a 280 

nm, estimando una ε280nm=4470 M‐1 cm‐1. 

12) Técnicas biofísicas 

12.a) Dicroismo circular (DC) 

Las mediciones de DC se realizaron en un espectropolarímetro Jasco J‐810 con una cubeta de 

cuarzo  0.2  cm  de  paso  óptico.  Los  espectros  se  tomaron  entre  195  nm  y  260  nm  a  una 

velocidad de barrido de 50 nm/min con un tiempo de respuesta de 8 s y ancho de banda de 

2  nm.  Se  usaron  concentraciones  de  proteína  de  alrededor  de  5  µM  y  los  espectros  se 

tomaron a 20ºC, a menos que se indique lo contrario. Los datos se convirtieron a elipticidad 

molar de enlace mediante la fórmula: 

[θ]M=θ/(c*l*fd) 

donde θ es el valor experimental de elipticidad en grados,  l el paso óptico de  la cubeta en 

cm, c la concentración en dmol/cm3 de enlaces, resultante de multiplicar la concentración de 

proteína por el número de enlaces (número de residuos‐1) y fd es el factor de dilución, para 

el caso del agregado de TFE. 

12.b) Static Light Scattering (SLS) 

La masa molecular promedio  se determinó por  SLS  con un  instrumento Precision PD2080 

conectado a un equipo de cromatografía líquida y a un refractómetro LKB 2142. La proteína 
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se  inyectó en una  columna analítica  Superdex 75  y  se eluyó  con buffer 20 mM Tris–HCl  / 

200 mM NaCl (pH 8). La dispersión de luz, la absorbancia a 280 nm y el índice de refracción 

se  analizaron  con  el  software  asociado  (Discovery32).  El  detector  se  calibró  con 

seroalbúmina bovina (66.5 kDa). 

12.c) Resonancia magnética nuclear (RMN) 

La determinación del Radio Hidrodinámico (Rh) se llevó a cabo en un espectrómetro Bruker 

600 MHz Avance  III  equipado  con  criosonda.  Se  usó  dioxano  como  estandar  interno.  Los 

tiempos de difusión fueron 15 ms para dioxano y 180 ms para el dominio conector. El Rh se 

calculó como 

Rh = (Ddiox/Dprot) x Rh,diox  

donde Ddiox y Dprot son  los coeficientes de difusión del dioxano y  la proteína, y Rh,diox es el 

radio hidrodinámico del dioxano, que se considera 2.12 Å. 
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Fosfatasas de proteínas con dominios Kelch en Arabidopsis thaliana. 
Estudios funcionales, estructurales y evolutivos. 
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Anexo I 

Secuencias de fosfatasas BSL usadas en esta tesis. Se usaron las siguientes bases de datos: 

Aquilegia  caerulea,  Arabidopsis  lyrata,  Arabidopsis  thaliana,  Capsella  rubella,  Carica  papaya, 

Chlamydomonas  reinhardtii,  Cucumis  sativus,  Glycine  max,  Mimulus  guttatus,  Oryza  sativa, 

Populus trichocarpa, Prunus persica, Ricinus communis, Selaginella moellendorfii, Sorghum bicolor, 

Vitis vinifera: http://www.phytozome.net/ 

Brassica rapa: http://brassicadb.org/ y http://www.phytozome.net/ 

Coccomyxa sp. C‐169: http://www.jgi.doe.gov/ 

Cycas rumphii: contig entre las entradas de GeneBank EX926969, EX925683, EX925320 y EX928531 

Marchantia polymorpha: GeneBank AP009096 

Nuphar advena: http://ancangio.uga.edu/ 

Ostreococcus taurii y Micromonas sp. RCC299: http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/ 

Physcomitrella patens: http://www.cosmoss.org/ 

Picea glauca: GeneBank BT104224 and BT105039 

Pteridium aquilinum: (Der et al., 2011) 

Spirogyra  pratensis,  Coleochaete  orbicularis  y  Klebsormidium  flaccidum:  (Timme  et  al.,  2012)  y 

http://www.plantmorphogenesis.bio.titech.ac.jp/~algae_genome_project/klebsormidium/ 

Schrenkiella parvula: http://thellungiella.org/ 

Welwitschia mirabilis: contig entre las entradas de GeneBank DT603568 y DT584820 

Las X indican huecos en las secuencias. 

Amborella trichopoda 
>gnl|Ambo_Trinity|comp8149_c0 
MDVDSTMGTENEQQQPRDHSSSPAVDEHQQQAEQEHEQQEQQTPSLPSSSAAAAAPSSPQLQAAASVMGPRPAPTYSVVN
AIIEKKEDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSSSTAPSGPPSSGGNAGIRLAGATADVHCYD
VLSNKWSRLTPLGEQPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALV
GQRFLLAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKH
RDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTTPRTGRYSADAAG
GDASVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTTAASHAAAAAAASNAQAGRSPGRYVYADERA
RHVIPEAVPDGAVVLGSPVAPPINGDMYTDISTENAVLQGRRLSKGVESLVEASAAEAEAISAALAAAKARQSNGEVEQL
PDRDRGAEATPSGKQLSAPAKSPDSVITNNVPPTGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESA
NAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDTAERIFSCEPSVLQIKAPVKIFGDLHGQFG
DLMRLFDEYGSPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERM
GERDGIWVWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPISMEAGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLR
PNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLI
HPVPPAITSPETSPEHHIEDTWMQELNAHRPPTPTRGRPQSGTDRGSLAWI 
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gnl|Ambo_Trinity|comp16037_c0 
MGSKLRLCPAPLPASAYRVVDTSWETDEDSPGPRCGHTLTPVSTPSNSSSSSGSHHYVGPRLILFGGATAIEMSSTGAGI
RLAGVTNSVHSYDVLTRKWTRLQPSGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVIQGGIGPAGHSTDDIYVLDITSAKSRWHRVVVQGP
GPGPRYGHAMDLVFQRYLVAVSGNDVFVWGALFLGRRVLSDAWVLDTTQKPYQWQRLNPEGDRPFARMYATVSARSDGML
LLCGGRDSSCLPLADAYGLLKHRDGRWEWTLAPGIPPSPRYQHAAAFVGARLHVSGGVLRGGRAVEGEATVSVLDTAAGV
WVDRNGIVSSSRSNKSSVETDPMLDLLHRCRHASASVGLRVYVYGGLRGDVLLDDLLVAENSPVMTEVSSLINTSEIPSG
LRNRDLDQLNKEPQTLASQPTTTGQSDIAASSGTSLDDKSLEKLVEASTAEAEAVSSVFEAAKAAAAAVHLEGTSDGQNP
VVQTDDKSQVSHCSLDSSDEDALESDVRLHPRAVVVAKETVGGLGGLVRQLSLDQFENESRRMSPWNMDQGYGAKRVYNK
QKSPLGLHRKVISLLLRPRNWKPPTNRSFFLDSYEVGELCYAAEQIFLQEPTVLQLRAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEY
GYPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPEHVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGENDGIWAW
TRFNQLFNTLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINFVEQIEKLERPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLV
TFGPDRVLDFCKKNRLQLIIRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRDLVVVPKLIHPLPPPFQS
PESSPDHALEETWMQELNIQRPPTPTRGRPQPAHDRNSLAFI 

Aquilegia coerulea 
>Ac_009_00678 
MEVDSSMMGPETTTTINHQQDQRGHQNHEVSSTPSISISSDELEQSNSSTPSTSPTSVQQNNNNNNQLQQQQAVGSGSAV
VVAGPRPAPTYSIVNAVIEKKEDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAAAGPPSPAGSAGIR
LAGATADVHCYDVLSNKWSRLTPLGEQPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPG
PGPRYGHVMALVGQRFLLAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGDGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANS
VPLASAYGLAKHRDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSIAVLDTAAGVWCDTKSVVTS
PRTGRYSADAAGGDAAVELTRRCRHAAAAIGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASQAAAVAASNNVQAGR
LQGRYGFADDRTRQTATDAVSDGAVVLGSPVAPPVNGDMYTDISTENAVLQGPRRLSKGVEYLVEAAAAEAEAINATLAA
AKARQVNGDVEQLPDRDRGAEATPSGKQISTLKTPDSAFSSITPPPGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENE
GRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSTERIFASEPSVLQIKAP
VKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPHNVHLIRGNHEAADINA
LFGFRIECIERMGERDGIWAWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIESLQRPITMEAGSVVLMDLLWS
DPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILV
LGRDLVVVPKLIHPLPPAITSPEASPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVTNDRGSLAWI 

>Ac_004_00578 
MEIDPTSSSSTITTATTNSDQSLQLPDSEHLDSSSSTLQPVLPPESPASPTPVIAVSGGIGPRPAPTYTVVKSVIEKKED
GPGCRCGHTLTAVSPVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSSSSAAAASGGGSSSGASSPTGPPSSPVAGSAGIRLAGA
TADVHCYDVLSNKWSRLLPLGEQPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPR
YGHVMALVGQRFLLAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGDGPPPCMYATASARSDGLLLLSGGRDANSVPLS
SAYGLAKHRDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVSARLHVSGGALGGGRMVEDSSSIAVLDTAAGVWCDTKSVVTTPRTG
RYSADAAGGDAAVELTRRCRHAAASIGDLVFIYGGLRGGILLDDLLVAEDLAAAETATHAAVTSDVQLGRLPGRYAIFEE
RTRELIPEPVADGSVVLGSPVARSMNGDIYTDINTGNAMLQGPGRHSKGVESLVEASAAEAEAISAALAAAKARQVNGEV
DQLPERDRGAEASPSGKQTSTMTKMPDLATSNNMPPPGVRLHHRAVIAHLLKPRGWKPPVCRQFFLDCNEIADLCDSAER
IFASEPSVLQIKAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDISYIDYLFLGDYVDRGQHSLETIVLLLALKVEYPHNV
HLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWAWHRINRLFNWLPLAAVIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIESLQRPIA
MEAGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSAT
NYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPALTSPETSPERHIEDSWMQELNANRPPTPTRGRPQIINDRGSLAWI 
>Ac_026_00105 
MGSKPWLYPAPTYHSVETSWDIDDDAPGPRCGHSLTAVAATKSHGPRLILFGGATAIEGGASNSTAGIRLAGVTNSVYCY
DVLTRKWTRIRPAGDPPSPRAAHAASAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDMTNERFKWHRVVVQDPGPGPRYGHAMDL
VAQRYLVTVSGNDGKRVLSDAWALDTAQKPYRWLKLNPEGDRPSPRMYATASARSDGMFLLCGGRDTAGTPLSDAYGLLM
HRNGQWEWTLAPGVSPSPRYQHAAVFVGARLHVTGGSLRGGRAIEGEAAIAVLDTAAGVWLDRNGIVTSSRTNKVPSDLD
GSLELMRRCRHASASVGVRIYIYGGLRGDVLLDDLIVAENSPFQSEVGSPILNSERTPTTPSFKTNQASSSSYAPPNSDE
RPEIPGSGDMSVDKSINTLVEASAAEAEAVSAVWQAAKAASTDPEEGTSGSDKRLLPETSSDGSDAEADVRLHSRAVVVA
KETIGNLGGLVRQLSLDQFENESRRMSPLNSDTTYPTKKFFTRQKSPQGLHKKIISALLRPRNWKAPTNRRFFLDSYEVG
ELCYAAEQIFMHEPTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLAL
KIEYPENVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIEKKIICMHGGIGRSIHSVEQI
EKLERPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTDFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQ
LITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPLPPPIQSPETSPERVMDDTWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDHDRS
SLAYI 

Arabidopsis lyrata 
>Al6g38200 
MGSKPWLHPAPQYKTLETFWDDEDDAPGPRCAHTLTAVAATKTHGPRLILFGGATAIEGGSSSVPGIRLAGVTNSVHSYD
VLTRKWTRLKPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDMTNDKFKWHRVVVQGDGPGPRYGHVMDLV
SQRYLVTVTGNDGKRALSDAWALDTAQKPYVWQRLNPDGDRPSARMYASGSARSDGMFLLCGGRDTLGAPLGDAYGLLMH
RNGQWEWTLAPGVAPSPRYQHAAVFVGARLHVSGGVLRGGRVIDAEASVAVLDTAAGVWLDRNGQVTSARGIKGQIDQDP
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SFELMRRCRHGAASVGIRIYVHGGLRGDVLLDDFLVAENSTFQSDISSPLLASDRTQQSSTPRFSYAARPPSGSEPTFAM
SEGLSLDENSLEKLTEASAAEAEVASSVWRAAQLGSGTLDEEPSTSDASSPTVETTTDDIANEGDVRLHPRAVVVAKETV
GSLGGMVRQLSLDQFQNESRRMVPMNNSDVPQPTKKFTRQKSPQGLHKKVIAALLRPRNWKPPGNRKFFLDSYEVGELCY
AAEQIFMHEQTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEY
PENVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIENKIICMHGGIGRSISTVEQIEKIE
RPITMDAGSLVLMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTEFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLITL
FSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVIVPKLIHPLPPPILSPENSPEHSGDDAWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDFDRSSLAY
I 
>Al4g11030 
MDLDSSMVPENDQDPVATPENHQSPMEKEASEQSTEETGSESESASLTPPSPPSQQQQPQVTTVVGPRCAPTYSVVNAII
EKKEDGPGPRCGHTLTAVPAVGEEGTSGYIGPRLILFGGATALEGNSGGTGTPTSAGSAGIRLAGATADVHCYDVLTNKW
SRLTPYGEPPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRYLM
AIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDGRWE
WAIAPGVSPSARYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGDASVE
LTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAAAATNSPPGRSPGRYGFSDERTGELPES
APDSVVLGSPVAPPVNGDMYTDISTENAMVPGTRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELPDRDRGAE
ATPSGKPSLSLIKPDSAVPNSVIPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDR
QMSINSVPKKVVAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPTVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEY
GSPSTAGDISYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYQHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWVW
HRINRLFNWLPLAALIENKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLV
TFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAITS
PETSPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQNPNDRGSLAWI 
>Al1g08060 
MDEDSSMVADNDQDREFQSLDGGQSPSPMERETPQQMNDQSPPEGGSVPTPPPSDPNPTSSPQQAAAVVGQEQQPAQVVG
PRCAPTYSVVDAMMDKKEDGPGPRCGHTLTAVPAVGDEGTPGYIGPRLVLFGGATALEGNSGGTGTPTSAGSAGIRLAGA
TADVHCYDVLSNKWTRLTPFGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPR
YGHVMALVGQRYLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLA
SAYGLAKHRDGRWEWAIAPGVSPSSRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTG
RYSADAAGGDASVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTYAASHAAAAAATNSPPGRLPGRY
GFSDERNRELSESATDGAVVLGSPVAPPVNGDMHTDISPENAFLPGTRRTNKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQV
NGEVELPDRDCGAEATPSGKPTFSLIKPDSMGSMSVTPAGIRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYG
TPESATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFASEPTVLQLKAPIKIFGDL
HGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDISYIDYLFLGDYVDRGQHSLETISLLLALKVEYQHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIE
CIERMGERDGIWVWHRINRLFNWLPLAASIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDS
VEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVV
VPKLIHPLPPALSSPETSPERHIEDTWMQELNANRPATPTRGRPQNSNDRGGSLAWM 
>Al1g02750 
MASQSYSYHQYPSPSYESIQTFYDTDEGWPGPRCGHTLTGVFVNNSHQLILFGGSSTAVTTHDSSLPEISLEGVTNSVHS
FDVLTRKWTRLNPDGDVPSPRACHAAALYGTLLLIQGGIGPSGPSDGDVYMLDITNNKWLKLLVGGEAPSPRYGHVMDIA
AQRWLVIFSGNNGNEILADTWALDTRGSFTWDRLNPSGNQPSGRMYASGTSREDGIFLLCGGIDHSGVTLGDTYGLKMDS
VSQCAWTPVPGVAPSPRYQHTAVFGGPKMHVIGGVLNRARLIYGEAVAAVLDTETGEWLDADRPETSMSGAYRQNQYQLM
RRYHHAAASFGTHMYVHGGIRDDVLLDDLLVAETSQSSSPELEEDNPENYMLLDDFLMDEIPKPLGSEPEAPSFIRRSSS
ESAMERLAEAYNLPTIENAFYDSEIEGYVPLQHGAESDGNRGGLVRTVSLDRFANEDQQTNILMPQFIGQNSTQDLHKKV
ISTLLRPKTWMPPANRDFFLSYLEVKYLCDEVEKIFKHEPTLLQLKVPIKVFGDIHGQYGDLMRLFHEYGYPSVEGDITH
IDYLFLGDYVDRGRHSLETIMLLFALKIEYPKNIHLIRGNHESLAMNRIYGFLKECKERMGDSDGFEAWLKINQVFDHLP
LAALLEKRVLCVHGGIGRADTVEQIEKIKRPVFPDTTESIVLKDILWSDPTRNDTVLGIVENPRGEGVVSFGPDIVKAFL
ERNGLEMILRAHECVIDGFERFAQGRLITVFSATNYCGLAQNAGAILVIGRDMVIYPKMIHPNPPPISSSEEDSPDKAGM
QELNIEKPPTPARGESSE 

Arabidopsis thaliana 
>At4g03080 
MGSKPWLHPAPQYKTLETFWDDEDDAPGPRCAHTLTAVAATKTHGPRLILFGGATAIEGGSSSVPGIRLAGVTNTVHSYD
ILTRKWTRLKPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDMTNDKFKWHRVVVQGDGPGPRYGHVMDLV
SQRYLVTVTGNDGKRALSDAWALDTAQKPYVWQRLNPDGDRPSARMYASGSARSDGMFLLCGGRDTLGAPLGDAYGLLMH
RNGQWEWTLAPGVAPSPRYQHAAVFVGARLHVSGGVLRGGRVIDAEASVAVLDTAAGVWLDRNGQVTSARGSKGQIDQDP
SFELMRRCRHGAASVGIRIYVHGGLRGDVLLDDFLVAENSTFQSDISSPLLASDRTQQSSTPRFSYAARPPSGSEPSFSM
SEGLSLDENSLEKLTEASAAEAEVASSVWRAAQLGAGTLDEEPSTSDASSPIVESTTDGTANEGDVRLHPRAVVVAKETV
GSLGGMVRQLSLDQFQNESRRMVPMNNSDVPQPTKKFTRQKSPQGLHKKVIAALLRPRNWKPPGNRKFFLDSYEVGELCY
AAEQIFMHEQTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEY
PENVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIENKIICMHGGIGRSISTVEQIEKIE
RPITMDAGSLVLMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTEFCKRNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLITL
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FSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVIVPKLIHPLPPPILSPENSPEHSGDDAWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDFDRSSLAY
I 
>At1g08420 
MDEDSSMVADNDQDREFQSLDGGQSPSPMERETPQQMNDQSPPPEGGSVPTPPPSDPNPATSQQQAAAVVGQEQQPALVV
GPRCAPTYSVVDAMMDKKEDGPGPRCGHTLTAVPAVGDEGTPGYIGPRLVLFGGATALEGNSGGTGTPTSAGSAGIRLAG
ATADVHCYDVLSNKWTRLTPFGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGP
RYGHVMALVGQRYLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPL
ASAYGLAKHRDGRWEWAIAPGVSPSSRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRT
GRYSADAAGGDASVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTYAASHAAAAAATNSPPGRLPGR
YGFSDERNRELSESAADGAVVLGSPVAPPVNGDMHTDISPENALLPGTRRTNKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQ
VNGEVELPDRDCGAEATPSGKPTFSLIKPDSMGSMSVTPAGIRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSY
GTPESATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFASEPTVLQLKAPIKIFGD
LHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDISYIDYLFLGDYVDRGQHSLETISLLLALKVEYQHNVHLIRGNHEAADINALFGFRI
ECIERMGERDGIWVWHRINRLFNWLPLAASIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTEND
SVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLV
VVPKLIHPLPPALSSPETSPERHIEDTWMQELNANRPATPTRGRPQNSNDRGGSLAWM 
>At2g27210 
MDLDSSMVPENDQDPIATSENQSPMEEKEEASEQQTGSESESASLTPSLPPPSQQQQQQQQQPQVTAVVGPRCAPTYSVV
NAIIEKKEDGPGPRCGHTLTAVPAVGEEGTSSYIGPRLILFGGATALEGNSGGTGTPTSAGSAGIRLAGATADVHCYDVL
SNKWSRLTPYGEPPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQ
RYLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRD
GRWEWAIAPGVSPSARYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGD
ASVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAAAATNTPPGRSPGRYGFSDERTGE
LPESAPDAVVLGSPVAPPVNGDMYTDISTENAMVPGIRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELPDRD
RGAEATPSGKPSLSLIKPDSAVPNSVIPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARK
LLDRQMSINSVPKKVVAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPTVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLMRL
FDEYGSPSTAGDISYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYQHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDG
IWVWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARG
PGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPP
AITSPETSPERHIEDTWMQELNVNRPPTPTRGRPQNPNDRGSLAWI 
>At1g03445 
MAPDQSYQYPSPSYESIQTFYDTDEDWPGPRCGHTLTAVFVNNSHQLILFGGSTTAVANHNSSLPEISLDGVTNSVHSFD
VLTRKWTRLNPIGDVPSPRACHAAALYGTLILIQGGIGPSGPSDGDVYMLDMTNNKWIKFLVGGETPSPRYGHVMDIAAQ
RWLVIFSGNNGNEILDDTWALDTRGPFSWDRLNPSGNQPSGRMYASGSSREDGIFLLCGGIDHSGVTLGDTYGLKMDSDN
VWTPVPAVAPSPRYQHTAVFGGSKLHVIGGILNRARLIDGEAVVAVLDTETGEWVDTNQPETSASGANRQNQYQLMRRCH
HAAASFGSHLYVHGGIREDVLLDDLLVAETSQSSSPEPEEDNPDNYMLLDDYLMDEPKPLSSEPEASSFIMRSTSEIAMD
RLAEAHNLPTIENAFYDSAIEGYVPLQHGAETVGNRGGLVRTASLDQSTQDLHKKVISTLLRPKTWTPPANRDFFLSYLE
VKHLCDEVEKIFMNEPTLLQLKVPIKVFGDIHGQYGDLMRLFHEYGHPSVEGDITHIDYLFLGDYVDRGQHSLEIIMLLF
ALKIEYPKNIHLIRGNHESLAMNRIYGFLTECEERMGESYGFEAWLKINQVFDYLPLAALLEKKVLCVHGGIGRAVTIEE
IENIERPAFPDTGSMVLKDILWSDPTMNDTVLGIVDNARGEGVVSFGPDIVKAFLERNGLEMILRAHECVIDGFERFADG
RLITVFSATNYCGTAQNAGAILVIGRDMVIYPKLIHPHPPPISSSEEDYTDKAWMQELNIEMPPTPARGESSE 

Brassica rapa 
>Bra031626 
MDEDSSMLPETDQDRDSRSPDEAQSPLPMEREANRDESDSGSAPEAASSQEQPPQVVGPRCAPTYSVVDALMDKKEDGPG
PRCGHTLTAVPAVGEEGTPGYIGPRLVLFGGATALEGNSGGTGTPTSATPSAGIRLAGATADVHCYDVLSNKWTRLTPFG
EPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRYLMAIGGNDG
KRPLADVWALDTAAEPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDGRWEWAIAPGV
SPSARYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGDASVELTRRCRH
AAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDGLLVAEDLSAAETTYAASHAAAAAATNSPPGRLPGRYGFSDERNRELSDSAADGAVVL
GSPVAPPVNGDMYTDISSENAVLPGTRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISDTLAAAKARQVNGEVELPDSGGETSPSGTPTF
SLKPDSMGSTGGTPAGIRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSVPKK
VIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSNEPTVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDIS
YIDYLFLGDYVDRGQHSLEVISLLLALKVEYQHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWVWHRINRLFNWL
PLAASIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPITMDAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEF
CNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAISSTETPEGHTED
TWMQELNANRPATPTRGRPQTANDKGGSLAWM 
>Bra030724 
MDEDSSMVPEHDHDQHDEAQSQRDASGDGGGSMPAFSSPEPSQQEAVGGGEAQSAQVVVGPRCAPPYSVVDALMDKKEDG
PGPRCGHTLTAVPAVGEEGTPGYIGPRLVLFGGATALEDNSGGTGTPTSAAPSAGIRLAGATADVHCYDVLSNKWTRLTP
FGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRYLMAIGGN
DGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDGRWEWAIAP
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GVSPSARYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGDASVELTRRC
RHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDGLLVAEDLAAAETTYAASHPAAAAATNSAPGRLPGRYGFSDERNRELSDSAADGAV
VLESPVAPPVNGDLHNDISSENAINPGIRRTSKGVEYLVEASAAEAEAIRATLAAAKARQVNGEVELPDRDCGGEASPSG
TPTFSLMKPDSMGSAGIRLHHRAVVVAAETGGALGGMARQFSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSISSVPKK
VIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSNEPTVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDIS
YIDYLFLGDYVDRGQHSLETICLLLALKVEYQHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWVWHRINRLFNWL
PLAASIEKKILCMHGGIGRSINHVEQIESIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEF
CNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPALSSTEASHPDDTW
MQELNANRPATPTIGRPQAPNDKGGSLAWM 
>Bra034332 
MDSDSSMAPEENDQDPASLNHQPPPQDSSSESPAQTGSESATAFTPTPAAASAQQQPPPVAGPRCAPPYSVVNAILEKKE
DGPGPRCGHTLTAVPAVGEERSANYIGPRLILFGGATALEGNSGGTGTPTSAGSAGGIRLAGATADVHCYDVLTNKWSRL
TPHGEPPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRYLMAIG
GNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPTCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDGRWEWAI
APGVSPSARYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSIAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGDASGELTR
RCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAAATNSPPGRSAGRYGFSDERTGELPESAPDA
VVLGSPVAPPVNGDMYTDISTENAMLPGTRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVEQPDRDRGAEATPS
GKPSSSLIKPDSAVSTSVIPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVGYGTPESATAARKLLDRQQSI
NSVPKKVVSHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPTVLQLRAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPS
TAGDISYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYQHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWVWHRIN
RLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGP
DRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAITSPETS
PERHIDDTWMQELNANRPPTPTRGRPQTPDDRGSLAWI 
>Bra000846 
MAAKPWLHPAPQYKTLETFWDDEDDAPGPRCAHTLTAVAATKTHGPRLILFGGATAIEGGNSSVPGIRLAGVTNTVHSYD
VLTRKWTRLKPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDMTNDKYKWHRVVVQGEGPGPRYGHVMDLV
SQRYLVTVTGNDGKRALSDAWALDTAQKPYVWQRLNPDGDRPSARMYASGSARSDGMFLLCGGRDTLGAPLGDAYGLLMH
RNGQWEWTLAPGVAPSPRYQHAAVFVGARLHVSGGVLRGGRMIDAEATVAVLDTAAGVWLDRNGQVTSARGSKGQVDQDP
SFELMRRCRHGAASVGIRIYVHGGLRGDVLLDDFLVAENSTFQSDISSPLSATQQSSTPRFSYAARPPSGSEPALSLSEG
LRLDENSMEKLTEASAAEAEVASSVWRAAQLDSTSLDEEPSASDGSSATVETTSDGPETEGDVRLHPRAVVGAKETGGSL
GGMGRQLSLDQFQNESRRMVPMNNSDVPQPTKKFTRQKSPQGLHKKVISALLRPRNWKPPGNRKFFLDSYEVGELCYAAE
QIFMHEQTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFWGDYVARGQHSLETITLLLALKIEYPEN
FHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNHLPLAALIENKIICMHGGIGRSISTVEQIEKIERPI
TMDAGSLVLMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTEFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLITLFSA
TNYCGTANNAGAILVVGRGLVIVPKLIHPLPPPILSPENSPEHSGDDAWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDFDRSSLAYI 
>Bra018520 
MGTKPFVHPAPQYKTIETFWDEEEDAPGPRCAHTLTAVAATKTHGPRLILFGGATAIEGGNSPSVPGIRLAGVTNSVHSY
DVLTRKWTRLKPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDMTNDKYKWHRVVVQGEGPGPRYGHVMDL
VSQRYLVTVTGNDGKRALSDAWALDTAQKPYAWQRLNPDGDRPSARMYASGSARSDGMFLLCGGRDTLGVPQGDAYGLLM
HRNGQWEWTLAPGVAPSPRYQHAAVFVGARLHVSGGVLRGGRVIDAEACVAVLDTAAGVWLDKNGQVTSARGSKVQMDQD
PSFELMRRCRHGAASVGIRIYVHGGLRGDVLLDDFLVAENSTFQSDISSPLSASSDRTQQSSTPRFSYAARPPSGSEPAS
EGMSLDENSLEKLTEASAAEAQVASSVWRAAQLSSASLDEEPSASDGSSPTVETITDYPETEGDVRLHPRAVVVGKETVG
SLGGMVRQLSLDQFQNESRRMVPMNNSDVPQPTKKFTRQRSPQGLHKKVISALLRPRNWKPPGNRKFFLDSYEVGELCYA
AEQIFMHEQTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDVTYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYP
ENVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIENKIICMHGGIGRSISSVEQIEKIER
PITMDAGSLILMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTEFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLITLF
SATNYCGTANNAGAILVVGRGLVIVPKLIHPLPPPILSPENSPEHSGDDAWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDFDRSSLAYI 
>Bra030478 
MADLNLRQFPPPPYATSTTQTLFNPQEDLPGPRCGHTLTAVYHRLILFGGVTLVPSGGSDNSLQCLTNSVYCLNSLTKKW
TRVYPEGEPPSPRTNHAAVSCGDGVIIQGGIGPSGICNGDLHVLDMSSDTFKWKKVVVQEGMAPCPRYGHVMGLAGEKLV
IFGGINGNLVLADTWALNTTRHPNVWEILYPYGDLPCGRVYASASSTRDHRYFMLNGGRDQHGMPLGDTYKLEPFSSSGF
WVWTRSPHLDLSKRYQHAAVFVNLRLHVFGGALSNTHLVDAEEAVSVLDTSTGVWVDTSNEVMRRSLHAAASIGSRIYVY
GGIREGVLLDDLLISGELLSSGPTVPSFFDMNDGYKPNFSREKLHDLVNKVISTLLRPQTWEPPVDRKFFLSFPELAELC
FAAKQIIEQEPTVLQLYAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFYEYGYPSRQGDIAYIDYLFLGDYVDRGKHSLETIILLLALKVE
YPKNIHLIRGNHEAEATNTVYGFLDECIERIECNDGNRAFKLINDFFSHLPLAALIEKKIFCVHGGIGSSVFTMEQITNI
KRPVDMDCEYNYKVVKDLLWSDPTAHDSILGIGVNERGSHIVSFGPDRVNAFCERNDIDMIIRGHECVLDGFERFAQGKL
ITVFSATNYCGKFKNAGAILVIGRNLDVVPKLIHPLPPPISPSENVPDKAWIEVDRERPPTPIRGQRKPDFEQGSTS 

Capsella rubella 
>Carubv10012319m 
MASRRSYPYPSPYAYGSSRTFPSSVAACPGPRCGHTLTAIAANVNGSQLLVLFGGSTTAVAAHGSLPNISLEGVTNSVHC
FDVLTRSWTRINPTGDVPSPRACHAATSLGTMLIVQGGIGPSGPSDGDVYTLDLTRNNLKWHRLMVSGAAPGPRYGHVMD
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VAAQRWLVIFGGRSGNTILSDTWALDTTGPVAWNRLNPYGSRPSARIYASAKAREDGVFFLCGGTDYSGMPLGDTYALEI
QSVARCGWTRVPGVAPSPRYQHTVVFEGQRMHVIGVSLNGARLIDGDAIVAVLDTGDSKWLDITGPETSSTSGSNRQIQY
QFMRRFHHASASVGSYMYVHGGLKEDILLDDLQVAGTSQLHLISPEPEEPEDNPENHMVLDDDPETSNPSSFDPEPEVPS
LTRRSSSEGSLEKRTVEEYNLPSLENAFYDCSETEGCFLVLETAMDVGNPRDLGRTPSLDHYLYQSQRDQFGQHNSSHPL
HKRVISKLLKPKDWEAPADRTFFLSLLEVETLCNAVHQIFIQEPTVLQLKVPIKVFGDIHGQFGDLMRIFREYGSPSLRG
DITHIDYLFLGDYVDRGTHSLETIMLLLCLKIEYPENIHLIRGNHESSSTNRLYGFLHECQQRMGEADGIQAWYRINKLF
GYLPLGAVIEKKILCVHGGIGRTVSVEEIASIQRPAFPDSGSTVLKDTLWSDPTVGDSVMGITSNTRGEGVISFGPDIVK
EFCKRNKLQMIIRAHECVYNGFETFAQGQLITVFSATNYCGTVKNAGAILVIGKDLVIYPKVIHPDPPSISSSESSPEDN
AWMQELNMERPPTPPREDF 
>Carubv10008182m 
MDDDSSMVADNDQDREFQSLDGSQSPSPMERETPPQMNDQSPPEGGSVPPPPSSDPNPTSSQPQPAAPVVGQEQQPPQVV
GPRCAPTYSVVDALMDKKEDGPGPRCGHTLTAVPAVGDEGTPSYIGPRLVLFGGATALEGNSGGTGTPTSAGSAGIRLAG
ATADVHCYDVLSNKWSRLTPFGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGP
RYGHVMALVGQRYLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPL
ASAYGLAKHRDGRWEWAIAPGVSPSSRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTTPRT
GRYSADAAGGDASVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTYAASHAAAAAATNSPPGRLPGR
YGFSDERNRELSESASDGAVVLGSPVAPPVNGDMHTDISSENALLPGTRRTNKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQ
VNGEVELSDRDGGAEATPSGKPTFSLIKPDSMGSMSVSPAGIRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSY
GTPESATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFASEPTVLQLKAPIKIFGD
LHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDISYIDYLFLGDYVDRGQHSLETISLLLALKVEYQHNVHLIRGNHEAADINALFGFRI
ECIERMGERDGIWVWHRINRLFNWLPLAASIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTEND
SVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLV
VVPKLIHPLPPALSSPETSPERHIEDTWMQELNANRPATPTRGRPQNANDRGGSLAWM 
>Carubv10003201m 
MGSKPWLHPAPQYKTLETFWDEEEDAPGPRCAHTLTAVAATKTHGPRLILFGGATAIEGGSSSVPGIRLAGVTNSVHSYD
VLTRKWTRLKPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDMTNDKFKWHRVVVQGEGPGPRYGHVMDLV
SQRYLVTVTGNDGKRALSDAWALDTAQKPYVWQRLNPDGDRPSARMYATGSARSDGMFLLCGGRDTVGAPLGDAYGLLMH
RNGQWEWTLAPGVAPSPRYQHAAVFVGARLHVSGGVLRGGRVIDAEASVAVLDTAAGVWLDRNGQVTSARGNKGQIDQDP
SFELMRRCRHGAASVGIRIYVHGGLRGDVLLDDFLVAENSTFQSDISSPLLASDRTQQSSTPRFSYAARPPSGAEPAIPM
SEGLSLDENSLEKLTEASAAEAEVASSVWRAAQLGSGTLDEEPSTSDANSVPAVESTTDGTETEGDVRLHPRAVVVAKET
VGSLGGMVRQLSLDQFQNESRRMVPMNNSDVLQPTKKFTRQKSPQGLHKKVISALLRPRNWKPPGNRKFFLDSYEVGELC
YAAEQIFMHEQTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGYPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIE
YPENVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIENKIICMHGGIGRSISSVEQIEKI
ERPITMDAGSLVLMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTEFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLIT
LFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVIVPKLIHPLPPPILSPENSPEHSGDDAWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDFDRSSLA
YI 
>Carubv10024614m 
MDLDSSMVSENDQDPVTTTASSSPMEKEASEQSTEETGSESESASLTPSSPSSQGGGQQQQQVTPVVGPRCAPTYSVVNA
VIEKKEDGPGPRCGHTLTAVPAVGEEGTSCYIGPRLILFGGATALEGNSGGTGTPTSAGSAGIRLAGATADVHCYDVLTN
KWSRLTPYGEPPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRY
LMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDGR
WEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAPGGDAS
VELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAAAATNSQPGRSPGRYGFSDERTGEPP
ESAPDAVVLGSPVAPPVNGDMYTDISTENALVPGTRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELPDRDRG
AEATPSGKASLSLIKPDSAVPNSVIPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLL
DRQMSINSVPKKVVAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPTVLQLRAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFD
EYGSPSTAGDISYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYQHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIW
VWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPG
LVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAI
TSPETSPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQNPNDRGSLAWI 

Carica papaya 
>Cp00103G00160 
XXXVVGPRCAPTYSVVNAVIEKKEDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAASGTPSSAGSAG
IRLAGATADVHCYDVLTNKWSRITPYGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQPRPRWHRVVVQG
PGPGPRYGHVMALVGQRYLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDA
SSVPLASAYGLAKHRDGRWEWAIAPGVSPSARYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVI
TSPRTGRYSADAAGGDASVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAAAATNVAP
GRLPGRYGFIDERTRQMPDAAPDGAVVLGNPVAPPVNGDMYTDISTENAMLQGSRRLSKGVEYLVEASAAEAEAISATLA
AAKARQVNGEVELPDRDRGAEATPSGKQITSLIKPDSAVSNNVAPPGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENE
GRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDNAERIFASEPSVLQLRAP
IKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGAPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETIALLLALKVEYPHNVHLIRGNHEAADINA
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LFGFRIECIERMGERDGIWAWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQSPITMEAGSIVLMDLLWS
DPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILV
LGRDLVVVPKLIHPLPPAISSPETSPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQAANDRGSLAWI 
>Cp00009G01420  
MGSKSWLHPAPTYRPLETYWDTDEDAPGPRCGHTLTAVAATKTHGPRLILFGGATAIEGGASASAPGIRLAGVTNSVHSY
CVLTRKWTRIRPAGDPPSPRAAHAAGAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNEKLKWHRVVVQGPGPGPRYGHAMDL
VAQRYLVTVSGNDGKRVLSDTWALDTTQKPYAWQKLNPEGDRPSARMYATASARSDGMFMLCGGRDSSGTPLSDAYGLLL
HRNGQWEWTLAPGVAPSPRYQHAAXXXDTAAGVWLDRNGLVTSPRGGKGHAGHADQDPSLELMRRCRHASASVGVRIYVS
GGLRGDVLLDDFLVAENSPFQSDINSPILTSERAPTVTNPKINQYSLSPYTTPPSDSGQEALPSENMSMDKSSLEKLREA
SAAEAEAASAVWQAAQAASAISAEETSVSDDSSTAAETTSDGTDAEVDVRLHPRAVVVAKEAMGNLGGMVRQLSLDQFEN
ESRRMVPVNNDLSYPTKKFSRQKSPQGLHKKVISTLLRPRNWKAPANRRFFLDSYEVGELCYAAEQLFMHEPTVLQLKAP
VKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPENVHLIRGNHEAADINA
LFGFRLECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALVEKKIICMHGGIGRSIHSVEQIEKLERPITMDAGSIVLMDLLWS
DPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTDFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLITLFSATNYCGTANNAGAILV
IGRGLVVVPKLIHPLPPPLRSPETSPERIIDDAWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDLDRSSLAYI 

Chlamydomonas reinhardtii 
>Cr01g10530 
MVDMDSDLRPSPVPRPRVFPVVGTAPGPRCGHTLTAISGPEGDLSKAKLVLFGGATALEGSSGKSESTQSTPGSAASGIR
LAGATNDVHIFDVRTGKWEKTTPAGEPPSPRAAHAAAAVGNMVVIQGGIGPAGLASEDLHVLDFTDPDRPRWHRVLVSGP
GPSARYAHTLSLVANRFLVAMGGNDGKSTLGDAWALDTSEKPYAWRKITDAGEMPSPRMYATAAARSDGLLLLCGGRDIS
GTPLGDAYGFARHRDGRWEWHSAPGAMPTGRYQHGAVFVGNRLHISGGAVGGGRMVDESTSTVVLDTTHGCWVTPVGGAT
GEDFTRRCRHAVASVGPFVFIYGGLKGSQLLDDLLVADDSNGTELSIFDPRSSAWQQYMETMHGNAAASRMLEKAAAEEA
AAAAALNVRRVSAMDDLRCVDEQLDGTGAGGSRTSDSPSTNRSSSPDVSLGKDHIPGTTPYTPDVKLWHRAVVVHQENSL
RGLVRQLSIDQLDNEGRRVSIYENGGGPGGAKEKSPLFTRSMSVTNDGVEGVHKRVINELLRPRTWKAPDDRRFLLNAQE
IEELCNNAERIFREEPTVLDVRAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFEEYGTPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGSHSLETICLLL
ALKIEHPRSVHLIRGNHEAHDINALFGFRLECLERLGDEPGVFVWRRINELFNYLPLAAIIEGKILCMHGGIGRCIHKID
QISELKRPITMEDGGPVLMDLLWSDPTTNDSVQGVQPSPRGPGLVTFGPDRVKEFCKNNNLQMIVRAHECVMDGFERFAQ
GHLITLFSATNYCGTAGNAGAILVLGRDLVMVPKLIHPLPPNTPHTPDSSGGLDEDPPTPHPANDTWMQSINDERPPTPP
RGRPHMGSSLEYF 

Citrus sinensis 
>orange1.1g002713m 
MNAKPWLHPAPSYRTLETYWDTDEDAPGPRCGHTLTAVAATKTTGPRLILFGGATAIEGGATSSAPGIRLAGVTNSVHLY
DVLTRKWTRIRPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKFKWHRVVVQGQGPGPRYGHVMDL
VSQRYLVSVSGNDGKRVLSDAWALDTAQKPYVWQRLNPEGDRPSARMYATASARSDGMFLLCGGRDASGAPLADAYGLLM
HRNGQWEWTLAPGVAPSPRYQHAAVFVGARLHVTGGALRGGRAIEGEAAVAVLDTAAGVWLDRNGLVTSSRTSKGHGEHD
PSLELMRRCRHASASIGVRIYIYGGLKGDILLDDFLVAENSPFQSDVNSPLLTSERAPTHTGSKVNQTNLGYVTTPTPDG
LHSPSFGSLSMDKNSMEKLREASAAEAEAANAVWQAAQAASAVPPEETSVSDDNSQVAEATSDGSDTEADVRLHPRAVVV
AKEAVGNLGGMVRQLSLDQFENESRRMIPLNNELSYPTKKFTRQRSPQGLHKKIISTLLRPRNWKAPANRRFFLDSYEVG
ELCYAAEQIFMQEPTVLQLRAPVKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLAL
KIEYPENVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNCLPLAALIEKKIICMHGGIGRSIHSVEQI
EKLERPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVSDFCKRNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQ
LITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPLPPPLQSPETSPERVIDDMWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDLDRN
SLAYI 
>orange1.1g001895m 
MDVDSNMVPEADHDPAVEKENTSEESMEREQLADTEQPSGSPASTTSQSQQQPQQHQQQQTQQTPVVGPRCAPTYSVVNA
VIEKKEDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAASGTPSSAGSAGIRLAGATADVHCYDVLTN
KWSRITPFGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRY
LMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDASSVPLASAYGLAKHRDGR
WEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGDAA
VELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTTAASHAAAAAAASNVQSRLPGRYGFVDERTRQTIP
EAAPDGSVVLGNPVAPPINGDMYTDISTENAMLQGTRRLTKGVESLVQASAAEAEAISATLAAVKARQVNGEVELPDRDR
GAEATPSGKQMIKPDSAGSNSIAPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDR
QMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEY
GSPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPNNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWAW
HRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLV
TFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAISS
PETSPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQNDRVAFM 

Coccomyxa spp 
>Coccomyxa_spC-169 
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MEPDQAPPAPAPRPRPFPCVGNPPGPRCGHTLTAISGPEGEFSAAKLVMFGGATALEGSQRTDGGPPASPGAPSGSGIRL
AGATSDVHIMDVRSGKWEQVVPQGDPPSPRAAHAAAAVGSMVVIQGGIGPAGLASEDLHVLDFTEFDRPRWHRVMVQGPG
PSARYAHTLALVANRFLVAMGGNDGKQTLADAWALDTSDKPYQWRKITDAGDTPNARMYATAAARSDGLLLLCGGRDAEG
VPLGDAYGLARHRDGRWEWAAAPAGNMPTARYQHGAVFVGARLHISGGAVGGGRMVDDQSSIVVLDTAAGTWCTQAEPSA
MNGVADDGADDWARRRCRHAVAAVGQYVFTYGGLRGSALLDDFLLADDSSGSELSICDPRSGAWRQWLDAAHGTTAGAEM
LAAAAAEEAAAAAALGVRRVGAVEDLRCLDENLDSVGRRMAGRPEEDLSNSRGGSPSLSLHQRGLDPRTPPTPDVRLYHR
AVVVAQATVLLQEGTGSLRGLVRQLSIDQFENEGRRVMGAESAVKLPADGRTPIFTHSMDPGSIHKTVLRELLNPRQWKP
PEDRSFILDGDQINTLCDQAERVFQQEASVLRLRAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFEEYGTPSTAGDITYIDYLFLGDYVDR
GAHSLETICLLLALKIEHPKSVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGDQQGLWAWQRLNSLFNWLPLAALIEDRIICM
HGGIGRSISRVDQIDVLQRPLSMEDGGVVLMDLLWSDPTTNDGVEGVQPSPRGPGLVTFGPDRVKEFCKMNGLQMIVRAH
ECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVMVPKLIHPLPPNTPHTPKSSDADDVEEEPNTPHPMTDT
WMAAINEERPPTPPRGRPSNGPNLAFFE 

Coleochaete orbicularis 
>Corbicularis_GB_JO251979 
RQLSIDHLENEGRRVSYGTPDGSSSAAAKRLLDRQMSIQGMHKKVLNYLLKPRGWKPPVKRQFFLDAHDISDLCEHAEGF
FSQEPSVLQIRAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETIALLLALKIEYPKNVH
LIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGEAAGIWAWQRINQLFNWLPLAALIEKKIVCMHGGIGRSIHSIKQIEALQRPLTM
EAGSVILMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCKNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATN
YCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAGHSPHSSPDSQHEDTWMQELNVQRPPTPTRGRPQSESNRNSLAWI 

Cucumis sativus 
>Cucsa.184370 
MASKPWLYPAPSYRALETYWDTDDDAPGPRCGHTLTAVAATKSFGPRLILFGGATAIEGGASSAAPGIRLAGVTNSVHSY
DVLTRKWTRIRPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLFVLDLTNDKFKWHRVVVQGQGPGPRYGHVMDL
VAQRYLVSVSGNDGKRVLSDAWALDTAQKPYAWQRLNPEGDRPSARMYATASARSDGMFLLCGGRDSTGAPLADAYGLLM
HRNGQWEWTLAPGVSPSPRYQHAAVFVGARLHVTGGTLRGGRAIEGEASIAVLDTAAGVWLDRNGLVTSTRGNKGHADYD
SSLELMRRCRHAAASVGVRIYIYGGLRGDVLLDDFLVAENSSFQSEISSPVITSERAPIITSSKVNQTNITPSTILPSSD
GLENTSAGGTSMDKSSMEKLREASAAEAEAASAVWHAVQAASVEDTSVSDDNSRAAETTSDGSDYEADVRLHPRAVVVAK
EAIGNLGGMVRQLSLDQFENESRRMIPSNDLSYPTKKFTRQKSPQGLHKKVISILLRPRNWKAPANRRFFLDSYEVGELC
YAAEQIFMHEQTVLQLKAPVKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIE
YPDNVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIEKKIICMHGGIGRSIQTVEQIEKL
ERPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTEFCKRNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLIT
LFSATNYCGTANNAGAILVIGRGLVVVPKLIHPLPPPLQSPETSPERMIEDTWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDLDRSSLA
YI 
>Cucsa.185930 
MEVDSSMVPEPDHDPAVQNHSTVSSTAAGVDREQPQAGGGTSPQSMSLPQQQQTTVQMQQTTVVGPRLAPAYSVVNAIID
KKEDGPGPRCGHTLTAVGSVGEEGTPGYIGLRLILFGGATALEGNSAASGTPSSAGSAGIRLAGATADVHCFDVLANKWS
RITPLGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRYLMA
IGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDGRWEW
AIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDIKSVVTTPRTGRYSADAAGGDASVEL
TRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDMAAAETTSAASHAAAAAAASVQPGRLPPRYGFTDERARQTMPEAA
PDGSVVLGNPVAPPVNGDMYTDISTENAMLQGQRRMSKGVEYLVEASAAEAEAISATFAAAKARQVNGEVELPDRDRGAE
ATPSGKQISSLIKPDSTGSNSIAPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPENATAARKLLDR
QMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAEKIFSSEPSVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEY
GAPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYQQNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWAW
HRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVQQIENIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLV
TFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAMTS
PEASPERHLEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVTNDRGSLAWI 
>Cucsa.356030 
MEVDSSMLSEVDHDLAQDQTTASPPAEMEGDQDGEQSPGGNGSPVQSPATSQPQQSSTPQVQQISVVGPRHAPTYSVVNA
LMDKKEDGPGPRCGHTLTAVSAVGEDGTPGYSGPRLILFGGATALEGNSAAAGTPTSAGNAGIRLAGATADVHCYDVLTN
KWTRVTPLGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSSEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRY
LMVVGGNDGKRPLTDVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDGR
WEWAIAPGVSPSARYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSIAVLDTAAGIWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGDAA
VELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDQAAAETTSAASHAAAAAATSCIQSGRLAGKCGFNDDRSRHAI
HVVAPDGAVVLGNPVAPPVNGDMYTDISTENALLQGPRRTNKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQEQDNGEVELPD
RDRGAEATPSGTQISSLIKPDSDALNNIVPSGVRLHHRAVVIAAETSGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAA
RKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCESAEKIFSSEPSVLELKAPIKIFGDLHGQFGDLM
RLFDEYGAPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPNNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGER
DGIWTWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIESLQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNA
RGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPI
PPAISSPETSPERHMEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVANDRGSLAWM 
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Cycas rumphii 
>Crumphii_contig_GB_EX925683_GB_EX928531_GB_EX925320_GB_EX926969 
AGQTEKAERLQGEQKHMDEASKKSEAPGPSLTSDVDDTLETDVRLHHRAVVIAKEPVGSLGGLVRQLSLDQFENEGRRMS
PLNTDNAYGARKLLHRQKSPIGLHKKVISCLLRPRNWKPPVNRQFFLDSYEVGEVCYTAEQIFMQESTVIQLKAPVKIFG
DLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETIILLLALKIEYPEHVHMIRGNHEAADINALFGFR
LECIERMGERDGIWAWTRFNQLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINFVEQIESLQRPITMDAGSIVLMDLLWSDPTEN
DSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVLDFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGALLVLGRDL
VVVPKLIHPLPPPFQSSESSPEHHSEETWMQELNIQRPPTPTRERPHSAHDRSSLAFI 

Eucaliptus grandis 
>Egrandis_v1_0.002312m.g 
MGSKPWLYPAPTYRNLETYWDADEDAPLPRVGHTLTAVAATKSHGPRLILFGGATAIEGGAASSAPGIRLAGVTNSVHSY
DILTKKWTRMKPAGDPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKFKWHRVLVQGQGPGPRYGHVMDL
VAQRYLVSVSGNDGKRVLSDAWVLDTAQKPYVWRRLNPEGDRPSARMYATACARSDGMFLLCGGRDSSGAPLADAYGLLM
HRNGQWEWTLAPGVSPSPRYQHAAVFVGARLHVTGGVLKGGRAVEGEAAIAVLDTAAGVWLDRNGLVTSSRTSKDHSQYD
PTLELMRRCRHAAAAVGVRIYVYGGLRGDILLDDLLVAENSLFQSDGDSPMLTSERASPISSPKLNAPRVVSATSPTSDS
ALDNSSGGMGMDKNSMEKLREASAAEAEAANAVWQAVQTASSVPAEETSVSEENSPAAETASDGSDTEGDVRLHPRAVVV
AKEAVGNLGGMVRQLSLDQFENESRRMVPMNNELSYPTKKFTRQKSPQGLHKKIIATLLRPRNWKAPANRRFFLDSYEVG
ELCYAAEQLFMHEPTVLQLKAPVKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLAL
KIEYPESVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIEKKIICMHGGIGRSIHSVEQI
EKLERPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTDFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQ
LITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVIVPKLIHPLPPPLQSPETSPERVIEDTWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDLDRS
SLAYI 
>Egrandis_v1_0.001476m.g 
MEVDSSMATDADHDPAVQNHNNGPSPPPAEQPPAGGGSPAAPPQPPPSQQQAGVQQSPVVGPRPAPTYSVVNAILEKKED
GPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAASGAPSSAGNAGIRLAGATADVHCYDVLTNKWSRITP
FGEPPTPRAAHVACAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRYLMAIGGN
DGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDASSVPLASAYGLAKHRDGRWEWAIAP
GVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGDAAVELTRRC
RHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTTAASHAAAAAASSNSQSPRLTGRYGYVDERTRQMIEAVPDGA
VVLGNPVAPPVNGDMYTDISTENAMLQGSRRMAKSVEDLVKASAAEAEAISATLAAAKARQSNGEVESPDRDRGAEATPS
GKQLSSSVKIPDSAGPNIIAPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESASAARKLLDRQMS
INNVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAEKIFSSEPSVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGAP
STAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPSNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWAWHRI
NRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIESIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFG
PDRVMEFCNINDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAISSPET
SPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVATDRGSLAWI 
Egrandis_v1_0.001931m.g 
MQGDSAMPPEADRDPPAENLSCDWPPPAAVAAAAGGERAEEQWRGGGGSAPGTPRLHQLPLPQPVGPRHAPRYAVVDAII
EEEEDGPGQRCGHTLTAVAAVGDEGSPGYMGPRLIMFGGATSLEGNPAASGPPSSPGGGGAGIRLAGAAADVHCYDILTN
KWSKITPLGEPPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPDGLSAEDLHVLDLTSHRPRWQRVATQGPGPGPRYGHVMALVGQRY
LMAIGGTDGKRILADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCTYATASARSDGLLLLCGGRDASGVPLASAYGLAKHRDGR
WEWAIAPGVSPSPRYQHAAAFVNARLHVSGGSLGGGRMVEDSSSIAVLDTAAGVWCDTMSVVTSPRTGRYAVDAPGGDAA
VHLMRRCRHAAAAVGDLIYVYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAADTATAVSQAAAATENDDMYTDRKTDHAMLSGSWRLNKG
VEYLVEASAAEAEAITAALAAAKARQANGNVELPSRDHGVEATSIEKQVVLPAEAKALGSTVKGYPIDQFEKDGRQISVN
TNAARKLFDVQMSSKNVPKKVIAHLLKPRGWKPPVCRQFFLDCNEIEDLCDCAERIFSAEPSVLQLKAPVKIFGDLHGQF
GDLMRLFDEYGSPSAAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETIGLLLALKVEYPDNIHLIRGNHEAADINALFGFRIECIER
LGERDGIWAWHRINRLFNWLPLAALIENKILCMHGGIGRSINYVEQIENIPRPITMEAGSILLMDLLWSDPTENDGVEGL
RPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLELIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKL
IHPLPPASSFPEASAECQAEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQPQVTKDRGSVAWI 

Glycine max 
>Gm2g17040 
MGSKPWLYPAPTYRTIETFWVTDEDAPGPRCGHTLTAVAATKTQGPRLILFGGATAIEGGSSSAPGIRLAGVTNTVHSYD
VQSRKWTSIKPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKYKWHRVVVQGQGPGPRYGHVMDLV
AQRYLVTVSGNDGKRVVSDAWAFDTAQKPYVWQKLNPEGDRPSARMYATASARSDGMFLLCGGRDSSGAPLADAYGLLMH
RNGQWEWTLAPGVSPSPRYQHAAVFVGARLHVTGGVLRGGRSVEGEASIAVLDTAAGVWLDRNGIVSSSRSNKGHDYDPS
LELMRRCRHAAAAVGVHIFIYGGLRGDILLDDFLVAENSPLQPDINSPERASPVTSSKQNQSNLNYNVTTPNLDGGPDIP
SSGGSGMDKNSLEKLREASAAEAEAASAVWQAVQAISSNPAEETSVSDDNSQAVETVSDGSDTEGDVRLHPRAVVVAKEA
LGNLGGMVRQLSLDQFENESRRMIPVNNDLPYPTKKFTRQKSPQGLHKKIISTLLRPRNWKAPANRRFFLDSYEVGELCY
AAEQIFMHEPTVLQLKAPVKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEY
PENVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINSVEQIEKLE
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RPITMDTGSITLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTEFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLITL
FSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPIPPPLQSPETSPERVMDETWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDLDRGSLAY
I 
>Gm10g02760 
MGSKPWLYPAPTYRTIETVWDTDEDAPGPRCGHTLTAVAATKTLGPRLILFGGATAIEGGSSSAPGIRLAGVTNTVHAYD
VQSRKWTSVKPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKYKWHRVVVQGQGPGPRYGHAMDLV
AQRYLVTVSGNDGKRVVSDAWALDTAQKPYVWQKLNPEGDRPSARMYATASARSDGMFLLCGGRDSSGAPLADAYGLLMH
RNGQWEWTLAPGVSPSPRYQHAAVFVGARLHVTGGVLRGGRSVEGEASIAVLDTAAGVWLDRNGIVSSSRSNKGHDYDPP
LELMRRCRHAAAAVGVHIFIYGGLRGDILLDDFLVAENSPLQPDINSSERASPVTSSKQNQSNLTYNVTAPNLDGGPDTP
SFGHSGMDKNSLEKLREASAAEAEAASAVWQAVQSISSNPAEETSLSDENSQAAETVSDGSDTEGDVRLHPRAVVVAKEA
VGNLGGMVRQLSLDQFENESRRMIPVNNDLPYPTKKFTRQKSPQGLHKKIISTLLRPRNWKAPANRRFFLDSYEVGELCY
AAEQIFMHEPTVLQLKAPVKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEY
PENVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINSVEDIEKLK
RPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTEFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLITL
FSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPIPPPLQSPETSPERGMDETWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDLDRGSLAY
I 
>Gm11g18090 
MDVDSSMVPEPDHDPPVQNHAERDQLGDSPSPSLSEGGGSLAQSPPQQQQQQQQQPPPATAAQVHQPNSLVGPRLAPTYS
VVNAILEKKEDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTSGYIGPRLILFGGATALEGNSAASGTPSSAGNAGIRLAGATADVHCYD
VISNKWSRITPIGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVGVPGPGPGPRYGHVMALV
GQRYLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLSSAYGLAKH
RDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAG
GDAAVELTRRCRHAAAAIGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTTAASHAAAAAAASNVQAGRLPGRYGFIDDRT
RQTMPEAASDGSVVLGNPVAPPVNGDMYTDISTENALLPGTRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVEL
PDRDRGAEATPSGKQISSLIKPDSAGSNSIPPGGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESAT
AARKLLDRQMSINSVPKKVVAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLRAPIKIFGDLHGQFGD
LMRLFEEYGAPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETISLLLALKVEYPNNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMG
ERDGIWTWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRP
NARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIH
PLPPAISSPDTSPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVTNDRGSLAWI 
>Gm12g10120 
MDVDSSMVPEPDHDPPVQNHAERDQLGESPSPPPSEGGGSPAQPHQQPLPPTAAQVQQPNPLVGPRLAPTYSVVNAILEK
KEDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAVSGTPSSAGNAGIRLAGATADIHCYDVITNKWSR
ITPIGEPPSSRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVGVPGPGPGPRYGHVMALVGQRYLMAI
GGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLSSAYGLAKHRDGRWEWA
IAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGDAAVELT
RRCRHAAAAIGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTAASHAAAAAAASNVQAGRLPGRYGFIDDRTRQTMPETDP
DGSVVLGNPVAPPVNGDMYTDISTENALLPGSRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELPDRDRGAEA
TPSGKQISSLIKPDSAGSNSIPPGGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESTTAARKLLDRQ
MSINSVPKKVVAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLRAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYG
APSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETISLLLALKVEYPNNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWTWH
RINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVT
FGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAISSP
ETSPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVTNDRGSLAWI 
>Gm12g31540 
MDVDSSMVPETDHDPAVQNHAADDPAPDAAEGEQLGEPPSSGGGSPEQTQPAPASAPQSPVVGPRLAPSYTVVNAILEKK
EDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAATGTPSSAGNAGIRLAGATADVHCYDVLTNKWSRI
TPFGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQWPRWHRVSVQGPGPGPRYGHVMALVGQRYLMAIG
GNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLSSAYGLAKHRDGRWEWAI
APGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDIKSVVTSSRTGRYSADAAGGDAAVELTR
RCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTAAASHAAAAAAASASNVQAGRLPGRYGFADDRTRETMPEA
AADGSVVLGNPVAPPMNGDIYTDISTENAMLQGPRRTAKGVEYLVEASAAEAEAISAALAAAKARQENGEVELPDRDRGA
EATPSGKQTSSLIKPDSAGSNNITPGGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVGYGTPENATAARKLLD
RQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLRAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDE
YGAPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPNNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWT
WHRINKLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPIPMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGL
VTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAIS
SPETSPEPHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPPVTNDRGSLAWI 
>Gm13g38850 
MDVDSSMVPETDHDPAAQNHAAAAPAPDAAEGEQLAEPPSSGDGSPEQAAASAPQSPVVGPRLAPTYTVVNAILEKKEDG
PGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAASGTPSSAGNAGIRLAGATADVHCYDVLTNKWSRITPF



    Anexo I 

GEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQWPRWHRVSVQGPGPGPRYGHVMALVGQRYLMAIGGND
GKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLSSAYGLAKHRDGRWEWAIAPG
VSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGDAAVELTRRCR
HAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTAASNVQAGRLPERYGFADDRTRETMPEAAADGSVVLGNPVAPP
MNGDIYTDISTENAMLQGPRRTARGVEYLVEASAAEAEAISAALAAAKARQENGEVELPDRDRGAEATPSGKETSSLIKP
DSAGSNNITPGGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVGYGTPENATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAH
LLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLRAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGAPSTAGDIAYIDY
LFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPNNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWTWHRINKLFNWLPLAA
LIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPIPMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNN
DLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAISSPETSPERHIEDTWM
QELNANRPPTPTRGRPPVTNDRGSLAWI 

Gossypium raimondii 
>Gorai.004G054500.1 
MGSKLLLYPAPTYRTLETYWDSDEDAPGPRCGHTLTAVAATKTHGPRLILFGGATAIEGGAASSAPGIRLAGVTNSVHSY
DVLTRKWTRIRPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKFKWHRVVVQGQGPGPRYGHVMDL
VAQRYLVTVSGNDGKRVLSDAWALDTGQKPYVWQRLNPEGDRPSARMYATASARSDGMFLLCGGRDSSGAPLADAYGLLM
HRNGQWEWTLAPGVSPSPRYQHAAVFVGARLHVTGGTLRGGRAIEGEATVAVLDTAAGVWLDRNGLVTSSRNTKGHVEYD
PSLELMRRCRHASASVGVRIYIYGGLRGDMLLDDFLVAENSPFQSDMSSPILSPDRASSVSSPRFNQPNLSSFGTSPTSD
DGQEFSSSGSMSMDKNSMEKLREASAAEAEAASAVWQAAQAASAVPAEETSVSDDNSPAAETASDGSDNEGDVRLHPRAV
VVAKEAVGNLGGMVRQLSLDQFENESRRMIPSNNDLSYPTKKFARQRSPQGLHKKVISTLLRPRNWKAPVNRRFFLDSYE
VGELCYAAEQLFMQEPTVLQLKAPVKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLL
ALKIEYPENVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIEKKIICMHGGIGRSIHSVE
QIEKLERPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTDFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQ
GQLITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVIVPKLIHPLPPPIQSPETSPERVGDDTWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDHD
RSSLAYI 
>Gorai.007G132700.1 
MGSKPWQSPAPTYRTLETFWDTDEDAPGPRCGHTLTAVAATKTQGPRLILFGGATAIEGGASSSSPGIRLAGVTNSVHSY
DVLTKKWTRIRPAGDPPSPRAAHAATVVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNYKFKWHRVVVQGQGPGPRYGHVMDL
VSQRYLITVSGNDGKRVLSDAWALDTGQKPYIWQKLNTEGDRPSARMYATANARSDGMFLLCGGRDSSGTPMADAYGLLM
HRNGHWEWTLAPGAAPSPRYQHAAVFVGVQLHVTGGALRGGRAVEGEAAIAVLDTAAGEWLDRNGLAKGHVEYDASLELM
RRCRHASASVGARIYVHGGLRGDTLLDDFLVAEYSSFQSDINSPVLTPERVLNFSSPRFNNESNFTSFETTSDDVPDFPS
AGGMIMDEYSMERLNEASAAEAEAANAVWQAAQAASAVSSVASVSDENSHAAETASDASEIEADVRLHYRAVVVAKEAVG
NLGGMIRQLSLDQFENESRRMIPSSDLSYPAKKFYRQKSPQGLHKKVIYTLLRPRNWKAPANRRFFLDSYEVGELCFAAE
QIFMQEPSVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEHPEN
VHLIRGNHEASDINALFGFRIECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNCIPLAALIEKKIICMHGGIGRSIHAVEQIEKLERPI
TMDAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVADFCKKNRLQLIIRAHECVMDGFERFAHGQLITLFSA
TNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPLPPPIHSPEASPERVGDDAWMQELNIQRPPTPTRGRPQPEVDRNSLAYI 
>Gorai.004G011600.1 
MDVDSSMVPETGQNHSGGSQLPAPMEREPQQQNQQLENQDSSSGPGGSLSSPGQQQAVPAASDGQGQAQTTVAGPRCAPP
YSVVNAIIEKKEDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAASGTPSSAGSAGIRLAGATADVHC
YDVLTNKWSRITPFGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQPRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMA
LVGQRFLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLA
KHRDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADA
AGGDASVELTRRCRHAAAAIGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTTAASHAAAAAAATDVHPGRLPGRYGFVDE
RTRETMPEAAPDGAVVLGNPVAPPVNGDMHTDISTENAMVQGSRRMSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEV
ELPDRDRGAEATPSGKQTSTLIKMPDSSGSNDVAPPGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPE
NATAARKLLDRQMSISSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCESAERIFAAEPTVLQLKAPIKIFGDLHGQ
FGDLMRLFDEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETISLLLALKIEYPNNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIE
RMGERDGIWAWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEG
LRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPK
LIHPLPPAMSSPEASSERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVTNDRGSLAWV 
>Gorai.009G082300.1 
MDVDSSMVSETDHDQNHHGAMQSPAPMEREQQQQPQQQNQQVENQASTPGPGGSPPSSAQQQAAAAAPAAQGQPQAPVAG
PRCAPTYSVVNAIIEKKEDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPSYIGPRLILFGGATALEGNSASAGTPSSAGSAGIRLAGA
TADVHCYDVLTNKWSRITPFGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPR
YGHVMALVGQRYLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLA
SAYGLAKHRDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTG
RYSADAAGGDASVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTTAASHAAAATATSNARLPGRYGF
VDERARQTMAEAVPDGSVVLGNPVAPPVNGDMYADISTENVMLQGSRRMNKGVDYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVN
GEVELPDRDRGAEATPSGKHMSTLIKMPDSTGSNSVAPAGVRLHHRAVVIAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYG
TPENATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVCRQFFLDCNEIADLCESAERIFTVEPTVLQLKAPIKIFGDL
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HGQFGDLMRLFDEYGAPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPNNVHLIRGNHEAADINALFGFRIE
CIERMGERDGIWVWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDS
VEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVV
VPKLIHPLPPAMSSPEASPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVANDRGSLAWI 
>Gorai.006G116600.1 
MDVDSSMVPETDHDQNQNGASQSSAPMEREQQQQNQQLENQASPPGPVGSAPTSAQQQSAAAPPATQGQPQTPVVGPRWA
PTYSVVNAIIEKKEDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAASGTPSSAGSAGIRLAGATADV
HCYDVLSNKWSRITPFGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHV
MALVGQRYLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYG
LAKHRDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSA
DAAGGDASVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTAAASHAAAAAAASNVNAGRLPGRYGFG
DERERQTMPEAAPDGAVVLGSPVAPPVNGDMYTDISTENAMLQGSRRMSKGVEYLVEAAAAEAEAISATLAAAKARQVNG
EVELPDRDRGAEATPSGKQMSTLIKIPDSSGSNNVTPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGT
PESATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCESAEKIFAAEPTVLQLKAPIKIFGDLH
GQFGDLMRLFDEYGAPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIEC
IERMGERDGIWAWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSV
EGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVV
PKLIHPLPPAMSSPEASPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVANDRGSLACI 

Klebsormidium flaccidum 
>Kflaccidum_GB_JO254070 
SVLMEEPVAAEFEGDANMDISTENAVTHHLEQGDVSPLVQNAAEEAAAASAILQAKTKPEEEMEMAAEEPNRETSPEVKQ
TATGRAAEAAARAVATTTQRNPDRDVTPDVRLFHRAVVVAGGTLGGLVRQLSIDQFENEGRRVSFGTPDSSHGKEVNKML
DRSMSLQGVHKKVLSALLKPRGWKPPTNRKFFLEAPEIAELCEKAEQHFQQEPSVLKLHAPIKLFGDLHGQFGDLMRLFD
EYGAPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETICLLLALKIEYPRSVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGDGPGIY
AWQRINQLFNWLPLAAMIENKIICMHGGIGRSIEKVEQIEALQRPLTMDAGTDRERVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNA
RGPGLVTFGPDRVRDFCKENDLQLIVRAHECVMDGFERFAMGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPL
PPPGPANNDSDSEDTWMQELNVQRPPTPTRGRP 

Linum usitatissimum 
>Lus10024773 
MGSKPWLYPAPAYRSLETYWDTDEDAPGPRCGHTLTSVAASKTHGPRLILFGGATAIEGGASSSAPGIRLAGVTNSVHSY
DVLTRKWTRIQPAGDPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKYKWHRVVVQGQGPGPRYGHVMDL
VGQRYLVTVSGNDGKRVLSDAWTLDTAQKPYAWQRLNPEGDKPSARMYATASARSDGMFLLCGGRDISGVPLGDAYGLLM
HRNGQWEWTLAPGVSPSPRYQHAAVFVGARLHVTGGVLRGGRGVEGEAAIAVLDTAAGVWLDRNGLVTSSKTGRGLADYD
PSLELMRRCRHASASVGVRIYVYGGLKGDVLLDDFLVAENSALQADGSSPILTSEKASPVTSPRLNHSGLGSFGEAESPP
FGSVSMDKISMEKLREASAAEAQAASAVWQAAQASVHSTEVTSVSDENSQAAEATSDGSDVEADVRLHPRAVVVAKEAIG
NLGVWKLGGMVRQLSLDQFENESRRMVPTTNDTTNPAKRFTRQKSPQGLHKKVISTLLRPRNWKAPTNRRFFLDSYEIGE
LCYAAEQIFMHEPTVLQLKAPVKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALK
IEYPENVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALVEKKIICMHGGIGRSITSVEQIE
KLERPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTDFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQL
ITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPLPPPLQSPETSPERIAEETWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDLDRNS
LAYI 
>Lus10009783 
MGSKPWLYPAPAYRSLETYWDTDDDAPGPRCGHTLTSVAASKTHGPRLILFGGATAIEGGASSSAPGIRLAGVTNSVHSY
DVLTRKWTRIRPAGDPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKYKWHRVVVQGQGPGPRYGHAMDL
VGQRYLVTVSGNDGKRVLSDAWTLDTAQKPYAWQRLNPEGDKPSARMYATASARSDGMFLLCGGRDSSGVPLGDAYGLLM
HRNGQWEWTLAPGVSPSPRYQHAAVFVGARLHVTGGVLRGGRGVEGEAAIAVLDTAAGVWLDRNGLVTSSKTGRGLADYD
PSLELMRRCRHASASVGVRIYVYGGLKGDVLLDDFLVAENSALQADGSSPILTSEKASPVTSPRLNHSGLDSFGEAESPP
FGSISMDKISMEKLREASAAEAEAASAVWQAAQASVNSTEVTSVSDDNSQAAEATTDGSDVEADVRLHPRAVVVAKEAIG
NLGGMVRQLSLDQFENESRRMVPTTNDTPNPAKRFTRQKSPQGLHKKVISTLLRPRNWKPPTNRRFFLDSYEIGELCYAA
EQIFMHEPTVLQLKAPVKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPE
NVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIEKKIICMHGGIGRSITSVEQIEKLERP
ITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTDFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLITLFS
ATNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPLPPPLQSPETSPERITDETWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDLDRNSLAYI 
>Lus10013357 
MRIRRWRRSPIRPAPTYSVVNAIIEKKEDGSGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATGLEGNSGAGTPSSAG
GAGIRLSGATADVHCYDVLTNKWSRLTPIGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVV
VQGPGPGPRYGHVMALVGQRYLMAIGGNDGKRPLSDVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGG
RDANSVPLASAYGLAKHRDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTK
SVITSPRTGRYSADAAGGDAAVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTTAASLAAAAASNLP
GARMGGRYGFIDDRSRQTMSDTSPDGSVVLGNPVAPPVNGDMYTDISTENAMLQGSRRTSKGVEYLVEASAAEAEAITAT
LAAAKARQVNGEVELPDRERTAEATPSGKQLLTMIKPDSIGLNHIPPAGVRLHHRAVVIAAETGGALGGMVRQLSIDQFE
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NEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLK
APIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGAPSTAGDISYIDYLFLGDYVDRGQHSLETIALLLALKVEYPNNVHLIRGNHEAADI
NALFGFRIECIERMGERDGIWVWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIETIQRPITMEAGSIVLMDLL
WSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAI
LVLGRDLVVVPKLIHPLPPAISSPEASPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVANDKGSLAWI 
>Lus10008369 
MDVDSSMVSDADQDTTAQNVSSSAAAREREQQLSEDPQPVTASLSPPPSPPAQQSTQDQAQVQQQSTVVGPRPAPTYSVV
NVIIEKKEDGPGSRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATGLEGNSGTSTPTSAGGAGIRLSGATADVHCYDVLT
NKWSRISPIGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQR
FLMAIGGNDGKRPLSDVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDG
RWEWAIAPGVSPSSRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVITSPRTGRYSADAAGGDA
AVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAAASSNVPGMRMSGRYGFIDERSRKT
IPDASPDGSVILGNPVAPPVNGDMYTDISTENTMLPGSRRTTKGVEYLVEASAAEAEAITAALAAAKARQENGEVELPDR
ERTAEATPSGKQLSTMIKPDSTGSHSIPPTGVRLHHRAVVIAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAAR
KLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPLVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLRAPIKIFGDLHGQFGDLMR
LFDEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETIALLLALKVEYPNNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERD
GIWVWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIESIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNAR
GPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLP
PAISSPETSPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQAANDRGSLAWI 
>Lus10004100 
MDEDSSMASEPDQDPPAQNDSSSADREQVRENPQPFGSLAATAAASSPPSPTLQQPVTAEVQVQQQSPVAGPRPAPTYSV
VNAIIEKKEDGSGPRLILFGGATGLEGNSGAGTPSSAGGAGIRLSGATADVHCYDVLTNKWSRLTPIGEPPTPRAAHVAT
AVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRYLMAIGGNDGKRPLSDVWALDT
AAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVF
VNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVITSPRTGRYSADAAGGDAAVELTRRCRHAAAAVGDLIFIY
GGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTTAASLAAAAASNLPGARMGGRYGFIDDRSRQTMSDASPDGSVVLGNPVAPPVNGDM
YTDISTENAMLQGSRRTSKGVEYLVEASAAEAEAITATLAAAKARQVNGEVELPDRERTAEATPSGKQLLTMIKPDSIGL
NHIPPAGVRLHHRAVVIAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPR
GWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGAPSTAGDISYIDYLFLGD
YVDRGQHSLETIALLLALKVEYPNNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWVWHRINRLFNWLPLAALIEKK
IICMHGGIGRSINHVEQIETIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLI
VRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAISSPEASPERHIEDTWMQELNA
NRPPTPTRGRPQVANDKGSLAWI 

Marchantia polymorpha 
>Mp_M408G1.2f (GB_AB288009)              
MDVDAGMAGENDQQSRPPLSEQPEQTQSPVHSGPRPAPTFRIVSAILDKKEDGPGPRCGHTLTAVAAVGDDGSPSYIGPR
LILFGGATALEGNSNAAGPQTSSGAGIRLAGATADVHCYDVQSNKWARLTPVGDPPSPRAAHAATAVGTMVVIQGGIGPA
GLSTDDLHVLDLTQARPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMSLVAQRFLLSISGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGD
GPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDASSVPLASAYGLAKHRDGRWEWALAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGG
RMVEDASSVAVLDTAAGVWCDRKAVVTSPRTGRYSADAAGGEASVELTRRCRHAAAAVGDLIFMYGGLRGVLLDDLLVAE
DLAAAETTTAALQAAAVASSAIGQVSSYHPVTSAASAAAKSVPSEGRAKQLSPVESSLDGAVVMGNPVATPANGDTSMDI
STENALSYGNRGAGKGVESLVEASAAEAEAISLALAAAAAKAKARESMGEVESVERDRGAEATSSGKPPVTASAVSNITI
KSSSVPVVNYSPPTGVRLHHRAVVVAAESGGALGGLVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPDSASAARKLLDRQMSISGVQKKV
LGHLLKPRGWKPPVKRQFFMDCNEVAELCETAERLFAREPSVLQIRAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDITY
IDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPRNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGEGDGIWVWQRINQLFNWLP
LAALIEKKIICMHGGIGRSINRVEQIEALQRPITMEAGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFC
KNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPIPPPIASPESSPEHHVED
TWMQELNVQRPPTPTRGRPHAASDRGSLAWI 

Medicago truncatula 
>Medtr1g089370.1 
MGSKPWLYPAPTYKPIESFWDTDEDAPGPRCGHTLTAVAATKSHGPRLILFGGATAIEGGSTSAPGIRLAGVTNSVHAYD
VDSKKWTRIKPAGDPPSPRAAHAAATVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKYKWHRVVVQGQGPGPRYGHVMDLV
AQRYLVTVSGNDGKRVVSDAWTLDTAQKPYAWQKLNPEGDRPSARMYATASARSDGMFLLCGGRDSSGTPQADAYGLLMH
RNGTWEWTLAPGVSPSPRYQHASVFVGARLHVTGGVLRGGRAVEGEPSIAVLDTAAGVWLDRNGIVSSSRSNKGHDYDHS
LELMRRCRHAAAAVGVQVYIYGGLRGDLLLGDFLVAENSPLQPVINERGSPLTSPKHNQSNFNYNAKTPSMDGGLEIPSS
GGSGLDKVSLEKLREASAAEAEAASAVWQSVQAISSSPADETFVSDDNSHAADTVSDGSDTEGDVRLHPRAVVVAKEAVG
NLGGLVRQLSLDQFENESRRMLPINNDSPYPTKKFTRQKSPQGLHKKIISNLLRPRNWKAPVNRRFFLDSYEVGELCYAA
EQIFMHEPTVLQLKAPVKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPD
NVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNHLPLAALIEKKIICMHGGIGRSIHSVEQIEKIERP
ITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTEFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLITLFS
ATNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPIPPPLQSPESSPERVMDETWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDLDRGSLAYI 
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>Medtr2g087530.1 
MEVDSSMLSEPGHNHGHDHDQPGAATAEAVVEGGEVTEAPAVVVGGGSPVEEVQHSAVVGPRLAPNYTVVNAILEKKEDG
PGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAASGTPSSAGNAGIRLAGATADVHCYDVLTNKWSRLTPF
GEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQWPRWHRVSVQGPGPGSRYGHVMALVGQRYLMAIGGND
GKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDGRWEWAIAPG
VSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTTPRTGRYSADAAGGDAAVELTRRCR
HAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAAASNVQAGRLPGRYGFDDRPRQTMTEVAADGSVV
LGNPVAPPMNGDIYTDISTENAILQGPRRTAKGVEYLVEASAAEAEAISAALAAAKARQENGEVELPDRDRGAEATPSGK
HTSSLIKPDPVANNIASGGVRLHHRAVVIAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPENATAARKLLDRQMSINSV
PKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLSAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGAPSTAG
DIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPTNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWTWHRINRLF
NWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHIEQIENIQRPIPMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRV
MEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAISSPETSPER
HIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPPVTNDRGSLAWI 
>Medtr4g050540.1 
MDVDSSMASENDNDSKVAKIEEGEQLGGNSIPAPSPSSSGGSPAEQQSQQQGAAAGQVQHSSVVGPRLAPSYTVVDAILE
KKEDGPGPRCGHTLTAVPAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAASGTPTSAGNAGIRLAGATADVHCYDVLTNKWS
RITPFGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVGVPGPGPGPRYGHVMALVGQRYLMA
IGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDASSVPLASAYGLAKHRDGRWEW
AIAPGVSPSSRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTTPRTGRYSADAAGGDASVEL
VRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGILLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAAAASDVQMGRVPGRYGFVDDRTGQPMSDA
AADGAVVLGNPVAPPVNGDMYTDISTENALLQGSRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQENGGVESPDRDRGA
EATPSGKQISSMIKPEPGGPNSGGVRLHHRAVVIAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQM
SINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPTVIQLRAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGS
PSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETISLLLALKVEYPNNIHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWTWHR
INRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHLEQIENIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTF
GPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPALSPET
SPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPPVANDRGSLAWI 

Micromonas pusilla 
>Micromonas_RCC29902g07380 
MEGDGMLCAQFHVDTRSDDPGPRCGHTLTCVPADGGGQRLIIFGGATALEGDGPSGSTSGIRLAGATSDVHSFDVRSGVW
TKLDPTGEGPSPRAAHSAAAVGNMVVVQGGIGPSGLASEDLHVLDLQGAPRWHRVSVKGPGPGQRYAHVISFVAQRFLVV
HGGNDGAKPLGDSWCLDTTSKPYEWFKMNPAGDVPPPRMYAAAAPRADGLLLLCGGRGADSSPLSDAFGLARHRDGRWEW
AAAPGEAPTARYQHAVAFVGTRLHVSGGALGGGSMVDDHLSLAVLNTSAGSAAGWSVAEIERAGGSSAAAATASRRCRHT
TAGVGPLVFVCGGLRGGNLLGDMYVMEESPAAQGLTRTEATAVLAEHVDLTAPAWRRWLRDAGLLEEAAAFLSANPDHSG
GSVNSDHGGSVKPGFATPGGTNLGSLKFVGGSAGSLKFDHGSPGSADGSPENNIGANNEAMTKLSSEEAQAAVALAKAAH
VDIDSPPESHGSGKSSVHTPSPQSTARGGARGARGTASTARKPPSSEVRLHHRAVVVAAGSHDGPASGLGSLVRQLSIDQ
FESESKRIGPDMAAFGTPMVKMGSLDPGSMTPDGRGVLTPDHEKPDTVPRKVLNELLHPRQWEPDPVGASRGFILNVDEI
DELCTLAEEKFQAESTVLRLRAPTKIFGDLHGQYGDLMRLFAEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGAYSLETMSLLLA
LKIEHPDNIHLLRGNHEEADINALFGFRTECIERLGEEAGVQAWTRFNNLFQWLPLAAVIEDRVACMHGGIGRSITHISQ
LEELERPLTIESGGIMLMDVLWSDPTESDRVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVRKFCEDNDLQMIIRAHECVMDGFERFAGG
LLITVFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLKLYPKLIHPLPPSALYGDGGEDEDMEGGSWQLALNKDRPPTPPRGRAGDQKS
RIGSGGDIF 

Mimulus guttatus 
>Mgv1a000720 
MDVDSAMAAEPDHDPSEQPTTANGADHPTESESLLPQQHQQQEQQSNNNIIDNSSNSGGVGGPGAAVAGPRCAPMYTVVN
ALMDKKEDGPGPRCGHTLTAVPAVGEEGSPGYIGPRLILFGGATALEGNSGASGTPSSAGSAGIRLAGATADVHCYDVLT
NKWSRITPIGEPPTPRAAHVATTVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQR
YLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDG
RWEWAIAPGVSPSSRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGDA
AVELTRRCRHAASAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAAAASDVHQGRLQGRYGFTDDRNGAT
VPDAAADGAVVVGNAVAPPVNGDIYTDINTENATFQGSRSLSEGVEYLVKASAAEAEAITAALAAAKARQVNGEVELPDR
DRGAEATPSGKQISTLIKPDSSNNSIPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKL
LDRQMSISSVPKKVITHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFASEPSVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLMRLF
DEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEHPHQVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGI
WTWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPIAMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGP
GLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPA
ISSPETSPERHIDDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVANDRGSLAWI 
>Mgv1a000624 
MDVDSATTAEADHDPSEEPVAANGAVRLSESQSSLPLQQQQENSDMNNSDSGDGGGGGGGGVVAGPRCAPSYSVVNALMD
KKEDGPGPRCGHTLTAVPAVGEEGNPGYIGPRLILFGGATALEGNSAASGTPTSAGSAGIRLAGATADVHCYDALTNKWT
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RVTPIGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVHGPGPGPRYGHVMALVGQRYLIA
IGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCXXXPLASAYGLAKHRDGRWEWAIAPGVSPSSRYQHAAVFVNA
RLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGDASVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGL
RGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAAAASNLDQGRLQGRYGFTDDRTRASIPDPAADGAVVVGSPVAPPVNGDIY
TDISTENAMLQGSRALSKGVEYLVEASAAEAEAITAALAAAKARRVNGEVELPDRDRGAEATSSGKQISTQIKPDSAGPN
NSVPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSIHSVAKKVIAHLLKPRG
WKPPVRRQFFLDCNEIADLCDCAERIFASEPSVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDY
VDRGQHSMETISLLLALKVEHPHQVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWTWHRINRLFNWLPLAALIEKKI
ICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPIAMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIV
RAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAISSPETSPERLIEDTWMQELNAN
RPPTPTRGRPQVTNDRGSLAWI 
>Mgv1a001316 
MGSKPWLYPAPAYRNLESFWDTDDDAPGPRCGHTLTAVAATKTQGPRLILFGGATAIESGSGGAPGIRLAGVTNCIHSYD
VLTRKWTRLRPAGEPPSPRAAHAAAAVGSMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKFKWHRVVVQGQGPGPRYGHVMDLV
AQRYLVTVSGNDGKRVLSDAWVLDTAQKPYVWQRLNPEGDRPSARMYATASARSDGMFLLCGGRDASGTPLADAYGLLMH
RNDLWEWTLAPGVSPSPRYQHAAVFVGARLHVTGGALRGGRAVEGDAAIAVLDTAAGVWLDRNGLVTSRVNKVPSDDPSL
ESMRRCRHAAASVGVRIYVHGGLKGDILLDDFLVAENSQFQTDVNPSALMSGSPRSNSPNLSPFSSTSTPDDRSETPASG
FLGMDKDSMEKLAEASAAEAKVANAVWQSAQAASASPEETSLSDGNSQSAETTSEGSDTEADVRLHPRAVVVAKETVGNL
GGMVRQLSLDQFENESRRMIPSHNDLSNPTKKFARQRSPQGLHKKIISTLLRPRNWKPPVNRKFFLDSYEVGELCYAAEQ
IFMHESTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPDNV
HLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINSVEQIEKLERPIS
MDAGTLVLMDLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTDFCKRNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLITLFSATN
YCGTANNAGAILVVGRELVIVPKLIHPLPPPFQSPETSPERVTDETWMQELNIQRPPTPTRGRPQPELDRSSLAYI 

Musa acuminata 
>Ma11T25570 
MGSKPWLIPAPNYRRLDSSWETDDDAPGPRCGHSLTAVDASKSRGPRLILFGGATAIEGGASSAVPGIRLAGVTNSVHSY
DVNTRKWTRIHPVGEPPSPRAAHAAAVVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKFKWHRVVVQGPGPGPRYGHTMDL
VAQRYLVTISGNDGKRVLSDAWALDTAQKPYRWQKLNPEGDRPSARMYATASARSDGMLLLCGGRDSSGMSLSDAYGLLM
HTNGQWEWTLAPGVSPSPRYQHSAVFVGARLHVTGGALKGGRNIEGEGAIAVLDTAAGVWLDRNGIVTSARTQKSPTDRD
GSLELLRRCRHASASVGTQIYVYGGLRGDMLLGDFLVAENSPLQSEISSSMYNSDRVPAVNQKPNQSVNSDSQSVEQELD
NKSGMASSASLSVDQKSIDLLTEASAAEAEAVSAVWRAAKEASIESLSDDKESESQVNDEFSNAEDSSDVAYSLEPDVRL
HSRAVVVAKETVGSLGGLIRQLSLDQFENESRRVHPTNGEQTYSAKKFLNRQKSPQGLHKKIISFLLRPRCWKAPATRRF
FLDSYEVGELCHAAEQIFRQEPTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLE
TITLLLALKIEYPENVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIEKKIICMHGGIGR
SINSVEQIEKLERPITMDVGSIILMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTEFCKRNKLQLIIRAHECVMDG
FERFAQGQLITLFSATNYCGTANNAGAILVIGRGLVVVPKLIHPLPPPLQSPESSPEHAVEDTWMQELNIQRPPTPTRGR
PQSANDRSSLAYI 
>Ma9T25950 
MDVDAAMSTNSDHDLVLANHHDGSGEPSSPPTPAAGQGQPVLAGPRPAPTYRVVNAIIEKKEDGAGCRCGHTLTAVPPVG
EEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAAPPSPAGTAGIRLAGATADVHCYDMLSNKWTRLTPLGEPPSPRAAHVATAVGTM
VVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRFLLTIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPY
EWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLSSAYGLAKHRDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARL
HVSGGALGGGRMVDDSSSIAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGDASVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRG
GVLLDDLLAAEDLAAAETTSAASHAAAAAAATDVQVGRAPGRYLYSDERSRQDIPETAPDGAIMVGTPVAPPVNGDIYTD
ISPENAMLLGPRELNKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAVKARQVNGEVEQLLDRDRGSEATPSGKMISSMVKVPDPSAAN
NTPPTGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSHGTPENATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRG
WKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFTSEPTVLQIKAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGAPSTAGDIAYIDYLFLGDY
VDRGQHSLETITLLLALKVEYPHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWAWHRFNRLFNWLPLAALIEKKI
ICMHGGIGRSINHVEQIEDLQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIV
RAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAINSPEASPERHTEDTWMQELNAN
RPPTPTRGRPQTSNDRGSLAWI 
>Ma2T12930 
MEVDSTMSTESGHDPAAGNHTGNPNEPSSSPSAPGAVPPAEAQPVAAGPRPAPGYSVVNAVIERKEDGPGCRCGHTLTAV
AAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAAPASPTGSAGIRLAGATADVHCYDVLSNKWTRVTPLGEPPSPRAAHVATA
VGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGARYGHVMALVGQRFLLTIGGNDGKRPLADVWALDTA
AKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANGVPLSSAYGLAKHRDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFV
NARLHVSGGALGGGRMVEDSSSIAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRPGRYSVDAAGGDASVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYG
GLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTNSASHAAAVAAASNVQVGRSAGRYMFSDERSRQSSPEAVPDGAVALGTPVAPPVNGD
MFADISTENALFQGSRRLSKGVEYLVEASAAEAEAISAALAAAKARQVNGEVEQLPDQAHGSEATLGGKQVCNLSKASDS
SLPNNGTPTGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLL
KPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFTSEPSVLQIKAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGAPSTAGDIAYIDYLF
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LGDYVDRGQHSLETIALLLALKVEHPHNVHLIRGNHEAADINALFGFRTECIERMGERDGIWTWHRINRLFNWLPLAALI
EKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMETGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDL
QLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPIPPAVSSPEASPEHHIEDTWMQE
LNANRPPTPTRGRPQVASDRGSLAWI 

Nicotiana benthamiana 
>Nb00007375 
MGSKPWLHPAPTYRILETFWDTDDDAPGPRCGHTLTAVAATKTHGPRLILFGGATAIEGGSGGAPGIRLAGVTNCVHSYD
VLTRKWTRVRPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDMTNDKFKWHRVVVQGQGPGPRYGHVMDLV
AQRYLVTVSGNDGKRVLSDAWALDTAQKPYVWQRLNPEGDKPSARMYATASARTDGMFLLCGGRDASGTPLTDAYGLLMH
RNGQWEWTLAPGVAPSPRYQHAAVFVGARLHVTGGVLRGGRAVEGEAAVAVLDTAAGVWLDRNGLVTASRGSKAHTEQDP
SLELMRRCRHAAASVGVRIYIYGGLRGTLLDECLIAENSPLHSDINSPVLTSERVPTIGSPTSNNSNLLTPDGKPETHPS
GGLSMDKDSMEKLTKDFAAEAEAANAVWQLAQAASTTPEETSVSDESSQVPDTGSEDSDSESAVRLHTRAVVVAKETVGN
LGGMVRQLSLDQFENESRRMLPSYNDISNPTKKFTRQKSPQGLHKKIISTLLRPRNWKAPVNRKFFLDSYEVGELCYAAE
QIFMHEPTVLQLKAPVKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPEN
VHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALVEKKIICMHGGIGRSINSVEQIEKIERPI
TMDAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTDFCKKNKLELIIRAHECVMDGFERFAQGQLITLFSA
TNYCGTANNAGAILVVGRGLVIVPKLIHPLPPPLQSPETSPERVMEDTWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDHDRSSLAYI 
>Nb00027297 
MNVDSMRSSESDHDQNNGASSEQLNGQSSAGGCPPETPQNHQHPATSQQQQDSTPVAGPRCAPAYSVVHAVLQKKEDGPG
PRCGHTLTAVPAVGEEGSANYIGPRLILFGGATALEGNSAASGTPSSAGSAGIRLAGATADVHCYDVLTNKWSRMTPIGE
PPTPRAAHVSTAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRYLMAIGGNDGK
RPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDGRWEWAIAPGVS
PSSRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSIAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGDAAVELTRRCRHA
AAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLATAETTSAASHAAATDAGRIAGRYGFGDERARQTDPEVVNDGSVVLGTPVA
PPVNGDMYSDISTENATLQGSRRLIKGVEYLVEASAAEAEAITATLAAAKARQQGNGEVELPDRDRGAEATPSGKQAPTL
IKPDSILSNNSVPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVGYGTPENATAARKLLDRQMSINSVPKKV
IAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEMADLCDSAERIFASEPSVLQLRAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFEEYGSPSTAGDISY
IDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPLNVHLIRGNHEATDINALFGFRIECIERMGERDGIWAWHRFNRLFNWLP
LAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPITMDAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVIEFC
NNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPATSPETSPERHIEDT
WMQELNANRPPTPTRGRPQVANDRGALAWI 
>Nb00004040 
MDVESSMPSEPDQDPNNGGPTLEQPKDTSPAGESPVTTAPVAGPRCAPTYTVVQAVMEKKEDGPGPRCGHTLTAVPAVGE
EGSSNYIGPRLILFGGATALEGNSAASAPAPSSPGSAGIRLAGATADVHCYDVLTNKWSRLTPIGEPPTPRAAHVATAVG
TMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRYLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAA
KPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVN
ARLHVSGGALGGGRMVEDSSSIAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGDAAVELTRRCRHAAAAVGDLVFIYGG
LRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAAAASNMQEGRITGRYGYGDERTRETVPEAVNDGSVVLGNPVAPPVNGDM
FTDISTENAVLQGSRKLGKGVEYLVEASAAEAEAITAALAAAKARQQGNGEVELPDRDRGAEATPSGEQASTLIKPDSNN
STPTGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPENATAARKLLDRQMSVNSVPKKVIAHLLKPRGW
KPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLRAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDYV
DRGQHSLETMTLLLALKVEYPHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWAWHRINRLFNWLPLAALIEKKII
CMHGGIGRSINHVEQIENIQRPITMEAGSIILMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVR
AHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPASPENSPERMEDTWMQELNANRPPT
PTRGRPQTANDRGSLAWI 

Nuphar advena 
>Nad3_c40233-55957 
MGSKTGLSPLSPPPPPAPAPTYRWVETSWEREEDAPGPRXXXAHTLTAVAAKGVEGTSDYVGPRLVLFGGATAIEGPLNA
GIRLAGVTNLVHIYDVLTRKWSRIHPAGDPPSPRAAHAAAVLGTMVVIQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTHSKLKWHRVVVR
GPGPGPRYGHAMDLVGQRYLVTVSGNDGMRVLSDAWALDTSQKPYEWKRLSPEGDHPSARMYATASARSDGLLLLCGGRD
SSGVPQADAYGLLKHRDSRWEWTLAPGVSPSPRYQHAAVFVGNRLHVTGGTLKGGRTVEGEATIAVLDTAAGVWLDRNGI
VASSRTNKSSLENNPSLELLCRCRHAAAAVGNRVYIYGGLRGDVLLDDLLFAENSTVQTVAMIPINASERAISPTKIDQS
IMTGSSYIQTMSDGLIETATSGASSMDRNSLEKLVEASAAEAQAVSAVWEAAKAAASINQDNMLDGQLSSDSVKDKSQAS
EISSDSSDGDILETDVRLHPRAVVVAKEPVGNLGGLVRQLSLDQFENESRRMNPWNMDQGYAAKRIFNKQKSPVGLHKKI
ISLLLRPRNWSAPMVRKFFLDSYEVGELCYAAEQIFLQEPTVLQLKAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITY
IDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPEHVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNALP
LAALIEKKIICMHGGIGRSINYVDQIEKLERPITMDAGSIVLMDLLWSDPTENDTVEGLRPNARGPGLVSFGPDRVIDFC
KKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGALLVIGRDLVVVPKLIHPLPPPFQSPECSPDHTMEL
TWMQELNIQRPPTPTRGRPQPAHDRSSLAFI 
>Nad3_c3534 
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MDADAAMVTEGDAQDQSQSTSDSMSSQDQHIHHHGEHNEQLPQQQEQQQQQPQQQQQQPPHSAPPVVGPRPAPAYSVVNA
IIEKKEDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAVSGPPSSGASTGIRLAGATADIHCYDVLSN
KWSRLLPLGEPPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPTGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRF
LLAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDGR
WEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRPGRYSADAAGGDAS
VELTRRCRHAAAAVGDLIFKYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAAASANVQVGKFPGRYVFNDDRSRQAA
PELAPDGAVVFGSPVAPPVNGDMYTDISTENAMLQGQRRLSKGVEYLVEASAAEAEAISAALAAAKARQSNGEMEQLPDG
DHGAEDTPSGKPLPTPTKVSESAVPNNVTPTTVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESANAA
RKLLDRQMSISSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCESAERIFASEPSVLQIKAPLKIFGDLHGQFGDLM
RLFDEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETISLLLALKVEYPHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGER
DGIWAWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMETGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNA
RGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPL
PPAVSSPETSPDPHIEDTWMQELNAHRPPTPTRGRPQVANDRGPLAWI 
>Nad3_c8445-28637 
MDVDGTMVTEGDPQDQSQSTSGSMSPQDQHLHHHGESNEQLPQQQQQQQPEQQPEQQEQQQPHSAPPVVGPRHAPTYSVA
NAIIEKKEDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAVSGPPTXXXGASTGIRLAGATADVHCYD
VLANKWSRLLPLGEPPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPTGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALV
GQRFLLAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKH
RDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSIAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAG
GDASVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAALHAAAAAAAANVQVGKLPGRYAFNDDRS
RQAAPESAPDGAVVLGSPVAPPVNGDMYTDISTENAMLQGQRRLSKGVEYLVEASAAEAEAISAALAAAKARQSNGEMEQ
LPDQDHGAEGTPSGKLLSTPTKVSESAVPNNVTPTTVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPES
ATAARKLLDRQMSISSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCESAERIFASEPSVLQIKAPVKIFGDLHGQF
GDLMRLFDEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETISLLLALKVEYSHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIER
MGERDGIWAWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMETGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGL
RPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKL
IHPLPPAVSSPETSPEPHIEDTWMQELNAHRPPTPTRGRPQVANDRGPLAWI 

Oryza sativa 
>Os03g44500 
MDVDSRMTTESDSDSDAAATAAASASVAAQGGLASETSSSSSASAPSTPGTPTVAPAPAAAGATGPRPAPGYTAVSAVIE
KKEDGPGCRCGHTLTAVPAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSATPPSSAGSAGIRLAGATADVHCYDVLSNKWSRL
TPQGEPPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRFLLTIG
GNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDGRWEWAI
APGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTTPRIGRYSADAAGGDAAVELTR
RCRHAAAAVGDQIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTTAANHAAASAAATNVQSGRTPGRYAYNDERARQTAPESAQ
DGSVVLGTPVAPPVNGDMYTDISPENAVLQGQRRLSKGVDYLVEASAAEAEAISATLAAVKARQVNGEMEQLPDKEQSPD
SASTSKHSSLIKPDSILSNNMTPPPGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPENATAARKLLDR
QMSINSVPKKVIASLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLKAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEY
GAPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETMTLLLALKVEYPQNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWTW
HRMNRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMEAGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLV
TFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAITS
PETSPEHHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVAANDRGSLAWI 
>Os12g42310 
MDVDSRMTTESDSDSDAAAQGGGGGGFGSETSSASPSAPGTPTAMGAGGGAAPIAAAAIAAAASAAVVAGPRPAPGYTVV
NAAMEKKEDGPGCRCGHTLTAVPAVGEEGAPGYVGPRLILFGGATALEGNSATPPSSAGSAGIRLAGATADVHCYDVSSN
KWSRLTPVGEPPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRF
LLTIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDGR
WEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTTPRTGRYSADAAGGDAS
VELTRRCRHAAAAVGDMIYVYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTNAANQAAAIAAASDIQAGREPGRYAYNDEQTGQPA
TITSPDGAVVLGTPVAAPVNGDMYTDISPENAVIQGQRRMSKGVDYLVEASAAEAEAISATLAAVKARQVNGEAEHSPDR
EQSPDATPSVKQNASLIKPDYALSNNSTPPPGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVIYGTPESATAA
RKLLDRQMSINSVPKKVIASLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLM
RLFDEYGAPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPLNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGER
DGIWTWHRMNRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMEAGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNA
RGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPL
PPAITSPETSPEHHLEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQAANNDRGSLAWI 
>Os05g05240 
MGTAGKGAWVVPAPAYREVEGWEGAGDDSPGFRCGHSLTVVAPTKGHGPRLILFGGATAIEAGASSGMPGIRLAGVTNSV
HSYDVDTRRWTRLHPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKFKWHRVVVQGAGPGPRYGHC
MDLVAQRYLVTVSGNDGKRVLSDAWALDTAQKPYRWQKLNPDGDRPSARMYATASARTDGMLLLCGGRDASGMPLSDAYG
LLMHTSGQWEWTLAPGVSPSPRYQHAAVFVGARLHVTGGVLRGGRAIEGEGAIAVLDTAAGVWLDRNGIVTSRTLKSSHD
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HDASSDLLRRCRHAAASVGTQIYIYGGLRGDILLDDFLVADNAPIQSEFTSSMYDRVPRAENQNRNHNFNSDSPTTNNRH
EIASGFSTDKKSIDMLTQASAAEAEAVSAVWRAAQEASHASSEDSLSEGIGSESPLSETSPMPEDLDDGGSLEPDVKLHS
RAVVVSKEAVGDLGCLVRQLSLDQFENESRRMHPSSNDQSYPAKKALNRQRSPQGLHKKVISFLLKPRNWRAPAERAFFL
DSYEVGELCYAAEQIFMQEPTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGYPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETI
TLLLALKIEYPENVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNYLPLAAMIEKKIICMHGGIGRSI
NTIEQIEKLERPITMDVGSIILMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTEFCKRNRLQLIIRAHECVMDGFE
RFAHGQLITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVIVPKLIHPLPPPVNSPESSPERAMDATWMQELNIQRPPTPTRGRPQ
SASDRNSLAYI 

Ostreococcus lucimarinus 
>Ol10g01240 
MLAAPFDATRSRAGFADATNNASTFANDSKTFATSSAPGARCGHTMTALRWNQKTKIVTFGGATELEGGSGANASANVGL
SPQAGRDAGAWVKLSGATNELHVLDPFNGEWGKLECGGDVPSPRAAHGAATVGGMLVVLGGIGPDGLADEDLYVLDLATR
DPKWHRVHVRGQGPGQRYAHVLSFVAQRFLVVIGGTDGSKCLDDTWVLDTTTKPYEWTKCAPSGPVPSARTYASASTRSD
GLLLLCGGRGADGFALNDAYGLARHRDGRWEWAEAPGKAPTRRYQHATAFVDTRLHITGGASGGGQLVTNEATMSMLDTS
SGGSTGWRDAKSSEGKAQLSYDASSLVGRRCRHASVAYGPFIFVHGGLRNGTLLDDLVVLEEPPQESGSTRAERTRELAT
LIDPNSLAWRKWLGETGLSADILGMHSPRNVRDSFAINTQRDATYSNGSFSSPSSPEGIALRPLGGSPGSPDSPDNMNAA
AEKELRAASAQEAAAALELVARRKFSLGESDSGSPGSSVHTPSPGFARFGSPESALRTPASEVRLHHRAVVVAAAPPDSG
AKSTPRGVASMVRQLSIDQFENEARRIGTPGVDMLTPGDTPAKMARARRAAELGAQPVHKAVLTHLLHPHTWEPSTDRRF
FLSASAINELCDAAEHCFKNEETVLTVKGPAKIFGDLHGQFGDLMRLFAEYGAPSTAGDIAYIDYVFLGDYVDRGAYSLE
TISLLLALKIEHPQAVHLLRGNHEESDINALFGFRIECVERLGESAGDAVWRRFNELFEWLPLAAVIEDRICCMHGGIGR
SLTHISQINELKRPLNMENGGVELMDILWSDPTENDGIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVKAFCETNGIQMIIRAHECVMDG
FERFAQGQLLTVFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLTLYPKLIHPLPPIAMESLSPSDRIDDNLWLQDVNRDRPPTPPRGR
LGQTQPIGLINPM 

Physcomitrella patens 
>Pp00117g00820 
MEVDAAGMVENRGTGQEHHQHYQHQLPGPRLAPAYKAITAICERKDDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGKLAYVGPRLILFG
GATALEGNSSQAGPQMAVAGAGIRLAGATADVHCYDIHSNKWSRLIPVGDPPSPRAAHAATTVGTMVVIQGGIGPAGLST
EELHVLDLTQAKPRWHRVVVQGTGPGPRYGHVMSLVGQRFLLCIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGDGPPP
CMYATACARSDGLLLLCGGRDANSAPIDSAYGLAKHRDGRWEWALAPGISPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVE
DASSVAVLDTAAGMWCDRKGVVNTPRIGRYSNDAAGGEASNELTRRCRHAAAAVGDHIFMYGGLRGGVLLDDLLVAGDPS
AVETFSVASHLPASQTNKQQDVRKPSQTELSSTDGASVAIGNPVAAPFNGHTSMDTSTENSVSHGHRTERRGVESLVEAS
AAEAEAISAALAASAAAKALREQNEEIEKQTPERDRGVESTSTAKPPQASSAALMALNRASMAATVTHTPPTGVRLHHRA
VVVAAESGGALGGLVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESASHARRLLDRQTSVHGVQKKVLSYLLKSRGWKPPVKRQFFMDC
NEIAELCNTAERLFAQEPSVLQIRAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITL
LLALKIEYPTNVHLIRGNHEASDINALFGFRIECVERMGERDGIWAWQRINQLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINH
VHQIEALQRPITMDAGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTYGPDRVMEFCKNNDLQLIVRAHECVMDGFERF
AQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAITSPESSPERHLEDTWMQDLNVARPPTPTRGRPQPT
SDRNSLAWI 
>Pp00072g00330 
MEVDVGGMVENGGTGQEQHQHHQHYQHQLAGPRPAPAFKAITAICERKDDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGSPAYIGPRLI
LFGGATALEGNSSQAGPQTAVAGAGIRLAGATADVHCYDAHTNKWSRLIPVGDPPSPRAAHAATAVGTMVVIQGGIGPAG
LSTEDLHVLDLTQAKPRWHRVVVQGTGPGPRYGHVMSLVGQRFLLCIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGDG
PPPCMYATACARSDGLLLLCGGRDANSAPIDSAYGLAKHRDGRWEWAVAPGISPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGR
MVEDASSVAVLDTAAGVWCDRKGVVNSPRIGRYSNDAAGGEAANELTRRCRHAAAAVGDHIFIYGGLRGGDILDDLLVAG
DPSAVETTPAASQIAAVSATSTVSPARSNKQQEMRKPSQTELSSADRASVAMGSPVAAPVNGDTSMDISTENAVSHGHRT
ERRGVESLVEASAAEAEAISAALAASAAAKAMREQNGESDKQALERDHGAETPLSGKPLPTSSAALMALNRASMTNAATH
TPPTGVRLHHRAVVVAAESGGALGGLVRQLSIDQFENEGRRVSCGTPESASHARRLLDRQTSVHGVQKKVLSYLLKPRGW
KPPVKRQFFMDCNEIAELCNTAERLFAQEPSVLQIRAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDITYIDYLFLGDYV
DRGQHSLETIALLLALKIEYPTNVHLIRGNHEASDINALFGFRIECIERMGERDGLWAWQRINQLFNWLPLAALIEKKII
CMHGGIGRSINHVHQIEALQRPITMDAGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTYGPDRVMEFCKNNDLQLIVR
AHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAITSPESSPERHLEDTWMQDLNVAR
PPTPTRGRPQPTSDRNSLAWI 
>Pp00293g00060 
MEVDASGGMGEQEEVERHGEQEVQTIEQDGEKENKLEQVKKGEDEEVDRKQTEALTGTANVVSEPRSGDTWGGEAVTSPP
AVASVEQASQQAAPSAPVQQNSHPQHQQLSGPRPAPTYRVVNSVIEKRDDGPGPRCGHTLTAVASVNEEGSPGYIGPRLI
LFGGATALEGSSAAGPQAASSGAGIRLAGATADVHCYDVQSNQWTRITPVGDPPSPRAAHAATAVGTMVVIQGGIGPAGL
STDDLHVLDLTQAKPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMSLVGQRFLLSISGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGDGP
PPCMYATACARSDGLLLLSGGRDVHSMPLDSAYGLAKHRDGRWEWAVAPGISPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRM
VEDSSSVAVLDTAAGVWCDRRGVVTSPRTGRYSNDAAGGDAINELTRRCRHAAASVGDLVFMYGGLRGGVLLDDLLVAED
LAAVETTPAALHAAAASHHSFSPHKPQEVRKVPHPDSLGADGASVLMANPVAAPVNGDTSMDISTANALSHGHRNERRGV
ESLVEASTAEAEAISAALAAAEAKFRDQNGEIEPHSSDKDREAEATPSGKPPSSPSPRSLMSLNRPSIPATPVHTPPAGV
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RLHHRAVVVAAESGGALGGLVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPDNVSYARQLLDRQMSISGVQKKVLSYLLKPRGWKPPTKR
HFFLDCDEIADLCNTAERLFAQEPSVLQIRAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHS
LETITLLLALKIEYPTNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWAWQRINQLFNWLPLAALIEKKIICMHGGI
GRSINYVRQIEDLQRPITMEAGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCKNNDLQLIVRAHECVM
DGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAITSPEHSPEHHLDDIWMQELNEHRPPTPTR
GRPQPAHDRGSLAWI 
>Pp00043g00250 
MEAGAGMGRDAAVSKSEANGKSSSSSANGSANGEAVGGENIEEMPSSSPSAAQAVAGRQQVAMATLPRPAPAFRMVSAVI
EKKEDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYVGPRLILFGGATALEGNSSAAGGPQTAAAGAGIRLAGATADVHCYDVTSRK
WSRLIPVGDPPSPRAAHAATAVGTMVVIQGGIGPAGLSTDDLHVLDLTQAKPRWHRVVVQGAGPGPRYGHVMSLVGQRFL
LSISGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLDPEGEGPPPCMYATACARSDGLLLLCGGRDANSVPLDTAYGLAKHRDGRW
EWAVAPGIAPSARYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDESSVAVLDTAAGVWCDKKAVVNSPRSGRFSQDVAGGDAIL
ELTRRCRHAAASVGDHIYLYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAALHQAALHSSAPSSQPNSISSAKAVGDGRQKTAD
GSVMMGSPVAAPAAGDATMDISTENALAHGHRSERKGVESLVEASAAEAEAISNALKAAEAKAAACRDTNEDVEDGAPDR
DRGAEATPSGESPMTPAAGSMGLNKLAHADGALTTPPTGVRLHHRAVVVAAESGGALGGLVRQLSIDQFENEGRRVSYGT
TPNSAMLARRLLDRQMSMASVQKKVLAYLLKPRGWKPPVKRQFFMDCNEIAELCDAAERLFSQESSVLQIRAPVKIFGDL
HGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPNNVHLIRGNHEAADINALFGFRIE
CIERMGERDGIWAWQRINQLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHLHQIESLQRPITMEAGSVVLMDLLWSDPTENDS
VEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCKNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVV
VPKLIHPIPPAITSPESSPERHLEDTWMQELNVQRPPTPTRGRPQAGNDRGSLAWI 

Picea glauca 
>Pg_GB_BT105039 
RGENLLSDLLGSEDTASRRGTEVNYYTLEQPHKAAFANRAPTVDGVPDVNSPSVSIMDNKGLETLEKASAAEAEAVSPYF
KAAKEAAAMDTEGEERPKEEESVHEESENVVASVSNLTSDSDDPVESDVRLHHRAVVVAKEPVGSLGGLVRQLSLDQFEN
EGRRMSPWNLDQAHAAKRLLIRQKSPVALHKKVISSLLRPRNWKPPLNRGFFLDSYEVGELCYTAEQIFMQEPTVLQLKA
PVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIEYPDHVHLIRGNHEAADIN
ALFGFRLECIERMGDRDGIWAWTRFNQLFNWLPLSALIERKIICMHGGIGRSINFLEQIESLRRPISMDAGSIVLMDLLW
SDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVLDFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGALL
VLGRELVVIPKLIHPLPPPIRSPESSPEHHLEETWMQELNIQRPPTPTRGRPQPAHDRSSLAFI 
>Pg_GB_BT104224 
AEAISKTLAKARESNTEVEQSRDQDRGADSVQSGDGLFNPGRSPNVVLPNDPLLTGVRLHHRAVVVAAETGGALGGLVRQ
LSIDQFENEGRRVSYGTPESAVAARKLLDRQMSINSIPKKVLAYLLKPRGWKPPVRRQFILDCSEIAELCESAERIFARE
PSVLQIKAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGAPSTAGDISYIDYLFLGDYVDRGQHSLETIALLLALKVEHPYNVHLIRG
NHEAADINALFGFRIECIERLGEKEGIWVWQRINQLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMETGS
VVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCKNNDLQLIIRARECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGT
ANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAIASAEASPEGHMEDTWMQELNVQRPPTPTRGRPQASNDRGSLAWI 

Populus trichocarpa 
>Pt09g02010 
MDVEASLGATDHDPAVQDGTSSPTEMDGEQIGEQSPQLAGSQAASTAEVTGSSTTTTAPQQVVQAQQQSPVVGPRHAPTY
SVVNAIIEKKEDGPGPRCGHTLTAVIAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSASTGTPSSAGSAGIRLAGATADVHCY
DVLTNKWSRITPFGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMAL
VGQRYLMAIGGNDGKRPLSDVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAK
HRDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAA
GGDAAVELTRRCRHAAAAVSDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAVAAASNVQAGRVPGRYGFVDER
NRQTMPEAAPDGSVVLGSPVAPPVNGDMYTDISTENAMLPGPRRTNKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVE
LPDRDRGAEATPSGKQISTLIKPDSAGSNNIVPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESA
TAARKLLDRQMSINSVPKKVVVHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLKAPIKIFGDLHGQFG
DLMRLFDEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPNNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERM
GERDGIWVWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIESLQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLR
PNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLI
HPLPPAISSPEASPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVITNDRGSLAWI 
>Pt02g22430 
MGSKPWLHPAPAYRALETYWSSDDDAPGPRCSHTLTAVAATKSHGPRLILFGGVTAIEGGASSAPGISYRLDGATNSVHS
YDVLTRKWTRIQAAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLSTDKFKWHRVVVQGQGPGPRYGHVMD
LVAQRYLVIVSGNDGKRALSDAWVLDTAQKPYAWQRLNPEGDRPSARMYATASARSDGMFLLCGGRDSFGTALGDAYGLL
MHRNGQWEWTLAPGVSPSTRYQHAAVFVGARLHVTGGALKGGRLVEGEAAVAVLDTAAGVWLDRNGIVTSSKTSKGHAEY
DPSLELMRRCRHASASVGVRIYVYGGLKGDAVLDDFLVAENSPFQSDMNSPILTSERASTITSPRSNHYNLNSFGTTTPD
GGSEIPLSGGISMDKNSMEKLREASAAEAEAANAVWQAAQAASSNPAEETSVSDDNSQVAEATSDGSDNEADVRLHPRAV
VVAKEAVGNLGGLVRQLSLDQFENESRRMLPMNNDASYPARKFTRKKSPQGLHKKIISMLLRPRNWKAPANRRFFLDSYE
VGELCYAAEQIFMQEPTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLL
ALKIENPENVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNCLPLAALIEKKIICMHGGIGRSIHSVE
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QIEKLERPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVSDFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQ
GQLITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPLPPPLQSPETSPERVIDDAWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDLD
RNSLAYI 
>Pt01g21560 
MDLDASMAATDHDPAVQSASSAPAEMDGEQIGEQSQQPAGSQDTSTAAVAGSSTPTTAPQQVAQAQQQSPVVGPRHAPTY
SVVNANMDKKEDGPGPRCGHTLTNVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSASTGTPSSAGSAGIRLAGATADVHCY
DVLTNKWTRITPFGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMAL
VGQRYLMAIGGNDGKRPLSDVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAK
HRDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAA
GGDAAVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAAAASNVQAGRALGRYGFVDER
TRQTMPEAAPDGSVVLGNPVAPPVNGDMYTDISTENAMLSGPRRTNKGVEYLVEAAAAEAQAISATLAAAKARQVNGEVE
LPDRDRGAEATPSGKQISTLIKPDSAGSNNIAPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESA
TAARKLLDRQMSINSVPKKVVAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLKAPIKIFGDLHGQFG
DLMRLFDEYGSPSTAGDIEYIDYLFLGDYVDRGQHSLETMTLLLALKVEYPNNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERM
GERDGIWVWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLR
PNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLI
HPLPPAISSPEASPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVTNDRGSLAWI 
>Pt14g12960 
MGSKPWLHPAPTYRTLETYWDSDDDAPGSRCAHTLTAVAATKSQGPRLILFGGATAIEGGASSAPGIRLAGVTNSVHSYD
VLTRKWTRVQPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKFKWHRVVVQGQGPGPRYGHAMDLV
AQRYLVTVSGNDGKRVLSDAWALDTAQKPYVWQRLNPEGDRPSARVYATASARSDGMFLLCGGRDSSGTPLGDAYGLLMH
RNGQWEWTLAPGVSPSSRYQHAAVFVGARLHVTGGSLKGGRLVEGEAAVAVLDTAAGAWLDRNGLVTSSKTSKGHAEYDS
SFELMRRCRHASASVGVRIYVYGGLKGDAVLDDFLVAENSPFQPDINSPTLTSERASTITSPRLNHSNLNSFGTSTPDGG
PEIPLSGGISMDRNSMEKLREASAAEAEAANAVWQAAQAASTNSAEETSVSDDNSQAAEATSDGSDNEADVRLHPRAVVV
AKETVGNLGGMVRQLSLDQFENESRRMVPMNNDASNPAKKFTRQRSPQGLHKKIISTLLRPRNWKAPANRRFFLDSYEVG
ELCYAAEQIFMQEPTVLQLRAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETMTLLLAL
KIEYPENVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIEKKIICMHGGIGRSIHSVEQI
EKLERPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTDFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQ
LITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPLPPPLQSPETSPEHVIDDTWMQELNIQRPQTPTRGRPQPDHDRS
SLAYI 

Pteridium aquilinum 
>Contig_13341 
EANKTQGDTDQSMDEEERDSITDINGNDALGLPSSDVRLHHRAVVVAQEPGGALGGLVRQLSLDQFENEGRRVSYGNVDS
GIAARQLLDRQMSTRGLHKKIISLLLLPRGWKPPTRRQFFLDGNDVAELCDLVQQIFQREPTVLKLKAPLKIFGDLHGQF
GDLMRLFDEYGYPSTAGDITYIDYLYLR 
>Contig_12782 
RFEYPEHIHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGEKDGIWAWHRFNQLFNWLPLAALIEQRIICMHGGIGRSINYVSQI
ESLQRPTSMDAGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVIAFCKNNNLQLIVRAHECVMDGFERFAQGH
LITLFSATNYCGTANNAGALLVLGRDLVVVPKLIHPLPPVVGSQELPGDGVTDEIWMQELNSQRPPTPTRGRPHTANDRS
SLAWI 

Prunus persica 
>Ppa001177 
MGSKPWLYPAPTYRTLETYWDTDDDGPGPRCGHTLTAVAATKTHGPRLILFGGATAIEGGAASSAPGIRLAGVTNSVHSY
DVLTRKWTRMRPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKFKWHRVVVQGQGPGPRYGHVMDL
VAQRYLVTVSGNDGKRVLSDAWALDTAQKPYAWARLNPEGDRPSARMYATASARSDGMFLLCGGRDISGAPLADAYGLLM
HRNGQWEWTLAPGVSPSPRYQHAAVFVGARLHVTGGALRGGRGIEGEGAIAVLDTAAGVWLDRNGLVTSSRTGKGQNDYD
PPLELMRRCRHAAASLGVRIYIYGGLKGDILLDDFLVAENSSFQSEIGSPVLTSERSPTVTSPRPFHANTSTFGTSPSSD
GEPESPPSRGLSMDKNSMEKLREASAAEAEAASAVWQAVQATSATPAEETSVSDDNSHVAETLSDGSDTEADVRLHHRAV
VVAKEAVGNLGGMVRQLSLDQFENESRRMIPMNNDLSHPNKKFTRQKSPQGLHKKIISTLLRPRNWKAPVNRKFFLDSYE
VGELCYAAEQIFMQEPTVLQLKAPVKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSAAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLL
ALKIEYPDNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIEKKIICMHGGIGRSITSVE
QIEKLERPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTDFCKRNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQ
GQLITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPLPPPLQSPETSPERVIEDTWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDLD
RNSLAYI 
>Ppa022807 
Tipo BSL1, probablemente un pseudogen 
>Ppa000783 
MDVDSSSMVPETDHDPAVPNHSTTSSQAAVEGEQQLGEQSQPGTGSPAQQPQQAAAAAAPQAQQTPVAGPRHAPTYSVVN
AILEKKEDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAASGTPSSAGSAGIRLAGATADVHCYDVLT
NKWSRITPFGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQR
YLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDG
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RWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGDA
AVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAAAQSVQGRLPGRYGFIDDRTRQTMP
EAAPDGAVVLGNPVAPPVNGDMYTDISTENALLQGSRRMSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELPDRDR
GSEATPSGKQISTLIKPDSAGSNNIPSAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKL
LDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLRAPIKIFGDLHGQFGDLMRLF
DEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYAHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGI
WAWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGP
GLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPA
ISSPETSPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVANDRGSLAWI 

Ricinus communis 
>Rc30221g00350 
MDVDSTMVPDTDQDSPVQDASPPTAMDREQLRDQQQSAGSPTSVAAAAVAVSPPAQQQTPSQAQVQQQSVVGPRHAPTYS
VVNAIIEKKEDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGSPGYIGPRLILFGGATALEGNSAAXXXLAGATADVHCYDVLTNKWSRIT
PFGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRYLMAIGG
NDGKRPLSDVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDGRWEWAIA
PGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSADAAGGDAAVELTRR
CRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTTAASHAAAAAAASNVHAGRIPGSGGRYFGDERSRQTMPESV
PDGSVVLGNPVAPPINGDMYTDISTENAVLPGPRRMSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELPDRDRGAE
ATPSGKQISTLIKPESAGSNNIAPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDR
QMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFCSEPSVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEY
GAPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWVW
HRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPISMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLV
TFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAISS
AEASPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVTNDRGSLAWI 
>Rc29647g00590 
MGSKPWLHPAPTYRPLETYWDTDEDAPGPRCGHTLTAVAATNTHGPRLILFGGATAIEGGGSSSAPGIRLAGVTNSVHSY
DVLTRKWTRMRPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKFKWHRVVVQGQGPGPRYGHVMDL
VAQRFLVTVSGNDGKRVLSDAWALDTAQKPYAWQRLNPEGDRPTARMYATASARSDGMFLLCGGRDSSGMALGDAYGLLM
HRNGQWEWTLAPGVSPSQRYQHAAVFVGARLHVTGGVLKGGRSVESEAAVAVLDTAAGVWLDKNGLVTSPKTSKGHVEYD
SSLEQMRRCRHAAASVGVRIYVYGGLRGDVLLDDFLVAENSQFQSDINSSVLTSERASTITSARINHSSLNPYDTITDGG
LEFPSSGGISMDKNSMEKLREASAAEAEVANAVWQAAQAASTNSAEETSASDDNSQAAEATSDGSDTEADVRLHSRAVVV
AKEAVGSLGGLVRQLSLDQFENESRRMIPMNTDTPYPARKFARQKSPQGLHKKIISTLLRPRNWKAPANRRFFLDSYEVG
ELCYAAEQIFMHEPTVLQLKAPVKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLAL
KIEYPENVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNFLPLAALIEKKIICMHGGIGRSIHSVEQI
EKIERPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTDFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQ
LITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPLPPPLQSPETSPERVMDDTWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDLDRS
SLAYI 

Selaginella moellendorfii 
>Sm00003g04900 
MEVEADAPVQESSESEAPKEAEVMESQDAVSSYRVVDAVAESEGDWPGPRCGHTLTALAPIGKEGTAVYIAHRLVLFGGA
TALEGASGTGPPLSPSSGDPGIRIAEVTANVHCFDTASKKWQKLNPSGIAPSPRAAHAAAAVGPMVVFQGGIGPAGLSSD
DLHVLDLSQPEAKWHRVVVKEGPRPGPRYGHVMALVAQFLILVSGNDGVRLFSDVWVLDTTKKPYQWEKVEAGGDGPPPC
MYAAASTRKDGVLLFCGGRDSIGVPVPGIYRLVRNQIGHWHWDRLPGTSPSPRYQHAAAFADARFHISGGAQGRGHIVDD
ASSFAVFDTISGVWYEAKSTGASDESLALTKRCRHAAVGLGKTMYIYGGLKSGVLFSDLLVADDEKLEAACRRNESRATI
RRDPNDLHLLVEASAAEAAAITAIMGKVQSQNNGVAVESVSPSSDLPMPNAMPGSDVRLHHRAIVATEPGGGTLRSLVRQ
LSLDRFENEGLGVTREISKRVLERQISMYGVHKKVLALLLKPREWKPSLRRNLFLEFNEVLELCDSAENIFRAEPNVLKL
KAPVKIFGDIHGQFGDLMRLFNEYGSPSTAGDISYIDYLFLGDYVDRGQHSLETIFLLLALKIEHPEHVHMIRGNHEAQD
INALFGFRTECVERMGEWEGVWAWHRMNQLFNWLPLAAVIEEKIICMHGGIGKSINHISQIDNLVRPITMDTGSNVLMDL
LWSDPTENDSIQGIQPNARGPGLVTFGPDRVMDFCNNNNLDLIIRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGA
LLVLGRDLVVVPKLIHPLPPFDEDEMDVTWMQELNAQRPPTPTRGRPPSVADRSSLAYI 
>Sm00032g01790 
MLEQPQQISSQPPPPPPPRPAAPVVSSQDEQNPASQQAPVPGTPDQAQQQSQQAAFIRPPRPAPSYRVVNAIIEKKEDGP
GPRCGHTLTSVAAVGEQGTAGYIGPRLILFGGATALEGNSAAAPTPPPAGNAGIRLAGATADVHCFDIISNKWSRLNAVG
EPPSPRAAHAATAVGSMVVIQGGIGPAGVSSEDLHVLDLTQARPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRFLLCIGGNDG
KRPLADVWALDTAAKPYEWRRLEPEGDGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDASSVPIANAFGLAKHRDGRWEWAIAPGV
SPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDGSSVAVLDTAAGVWCDRKSIVSSPRTGRYSADAAGGDASSELTRRCRH
AAAAVGDLIFLYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTPAALQAAAIAATAAPNASVPAAKPATDGQGKPAPSSDGSVVMEE
PVAGPVNGDMTMDISSENAVADHRTSKGVESLVEASAAEAEAISATMAKVAALRQANGEVGSPERDGGADASTSGASPVT
KGAKRESSTMNHTPQTGVRLYHRAVVVAAESGGNLGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESANAARKLLDRTTSEIGVQK
KVINYLLKPRGWKPPVRRQFFLDVNEILELCEKAERVFQRENTVLQVRAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDI
TYIDYLFLGDYVDRGQHSLETISLLLALKIDYPRNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGEREGIWTWQRINQLFNW
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LPLAALIEDKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPISMDSGSVILMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVME
FCKNNNLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAVTSPESSPEHQL
EDTWMHELNVQRPPTPTRGRPHPAGNERSVAAWI 

Setaria italica 
>Si021168m 
MGTAGKNAWVVPAPAYREVEGWEGVGEDAPGFRCGHSLTAVAPTKGHGPRLILFGGATAIEAGASSGLPGIRLAGVTNSV
HSYDVEKRRWTRLHPAGEPPSPRAAHSAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKFKWHRVVVQGAGPGPRYGHC
MDLVAQRYLVTVSGNDGKRVLSDAWALDTAQKPYRWQKLSPEGDRPSARMYATASSRSDGMLLLCGGRDASGTPLSDAYG
LLMHTNGQWEWTLAPGVSPSPRYQHAAVFVGARLHVTGGVLRGGRAIEGEGAIAVLDTAAGVWLDRNGIVTSRTLKSSNE
HDASSDLLRRCRHAAASVGSQIYIYGGLRGDILLDDFLVAENAPFQSEITSSMYGADRVPRGETQNRNHNYYSDSPVQQS
SNNSTDKKSIDMLIEASTAEAEAVSAVWRAAKEASAASSEDSLSEGIGSESPLSETSPMPEDFDDGGSLEPDVKLHSRAV
VVAKEAVGDLGCLVRQLSLDQFENESRRMHPSSNDQSYPGRRALNRQRSPQGLHKKIISFLLKPRNWRAPADRTFFLDSY
EVGELCYAAEQIFMQEPTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLL
LALKIEYPENVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNYLPLAAMIEKKIICMHGGIGRSINTV
EQIEKLERPITMDVGSIILMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTEFCKRNKLQLIIRAHECVMDGFERFA
HGQLITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPLPPPVNSPESSPERGDATWMQELNIQRPPTPTRGRPQAAGD
RNSLAYI 
>Si034069m 
MDVDSRMTTESDSDSDAAAAAASAGGSGSGSETSSSSAPSTPGTPGTPAAAPNPAAVGAAGPRPAPGYTVVNAVIEKKED
GPGCRCGHTLTAVPAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSATPPSSAGSAGIRLAGATADVHCYDVSSNKWSRLTPLG
EPPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRFLLTIGGNDG
KRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLSSAYGLAKHRDGRWEWAIAPGV
SPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTTPRTGRYSADAAGGDAAVELTRRCRH
AAAAVNDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTNAANHAAASAAATNLQAGRAPGRYAYNDERTRQTATESGPDGAV
VLGTPVAPPVNGDMYTDISPENAVLQGQRRLNKGVDYLVEASAAEAEAISATLAAVKARQVNGEVEQLPDKEQSPDSTSS
SKHSSLIKPDIVLSNNMAAPPGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPENATAARKLLDRQMSI
NSVPKKVIASLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLKAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGAPS
TAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPQNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWTWHRMN
RLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMEAGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGP
DRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAITSPEAS
PDHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQAVANDRGSLAWI 
>Si021021m 
MKHPTRQKPIRSTKVVSHCTPPSPSVVSASSSPALFFHSTPRPPPHSHSHFQPPPLPRASPLTSPPRDPIAPRLDPTQVA
TRRGAPPPPPPPPPPPRLAAAGERGSLGLARGDGGRAARRQLDRLLVQRLSEAELVRARGGSPCSARETLGGAAGGEAWR
GLAAMEVDARMATESDSDSDARSGGGGGGGGGSGSGSETPSAPPSAPGTPTATAAATSPGPVAGPRPAPGYTVVDAAMDK
KEDGPGCRCGHTLTAVPAVGEEGSPGYVGPRLILFGGATALEGNSATPPSSAGSAGIRLAGATADVHCYDVLSNKWTRLT
PLGEPPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRFLLTIGG
NDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLSSAYGLAKHRDGRWEWAIA
PGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTTPRTGRYSADAAGGDASVELTRR
CRHAAAAVGDLIFVYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAANHAAAVAASANVQREPGRYAYNDEQSGQTVTVSSPDGA
VVLGTPVAPPVNGDMYTDISPENAIIQGQRRLSKGVDYLVEASAAEAEAISATLAAVKARQVNGEMEHSPDREQSPDAAS
SGKQTSSLIKPDPALLNNSTPPPGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVIYGTPENATAARKLLDRQM
SINSVPKKVIASLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGA
PSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWTWHR
VNRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMEAGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTF
GPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAITSPE
TSPEHHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQAPNNDRGSLAWI 

Sorghum bicolor 
>Sb01g013460 
MDVDSRMTTESDSDSDAAAAAAHGGSAGGSGSGSETSSSSAPSTPGTPAAAPNPAAVGAAGPRPAPGYTVVNAVIEKKED
GPGCRCGHTLTAVPAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSATPPSSAGSAGIRLAGATADVHCYDVSSNKWSRLTPLG
EPPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRFLLTIGGNDG
KRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLSSAYGLAKHRDGRWEWAIAPGV
SPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTTPRTGRFSADAAGGDAAVELTRRCRH
AAAAVNDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTNAANHAAASAAATNLQAGRAPGKYAYNDERTRQTATESGPDGAV
VLGTPVAPPVNGDMYTDISPENAVLQGQRRLSKGVDYLVEASAAEAEAISATLAAVKARQVNGEMEQLSDKEQSPDSTST
TKHSSLIKPDSTLSNNMAVAPGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPENATAARKLLDRQMSI
NSVPKKVIASLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLRLKAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGAPS
TAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPQNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWTWHRMN
RLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMEAGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGP
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DRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAITSPEAS
PDHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQAVANDRGSLAWI 
>Sb08g021850 
MDVDSRMATESDSDSDARGGGGGGGGGSGSGSETPTASPSPSQSPSASPSPSAPGTPTAAAPAASPGPVAGPRPAPGYTV
VDAAMDKKEDGPGCRCGHTLTAVPAVGEEGSPGYVGPRLILFGGATALEGNSATPPSSAGSAGIRLAGATADVHCYDVLS
NKWTRLTPLGEPPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQR
FLLTIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLSSAYGLAKHRDG
RWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTTPRTGRYSADAAGGDA
SVELTRRCRHAAAAVGDLIFVYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAANHAAAAAASANVQREPGRYAYNDDQSGQTVT
VSSPDGAVVLGTPVAPPVNGDMYTDISPENAIIQGQRRLSKGVDYLVEASAAEAEAISATLAAVKARQVNGEMEHSPDRE
QSPDAAPSTKQNSSLIKPDAALVNNSTPPPGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVIYGTPENATAAR
KLLDRQMSINSVPKKVIASLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLMR
LFDEYGAPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETISLLLALKVEYPHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERD
GIWTWHRVNRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHIEQIENLQRPITMEAGSVVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNAR
GPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLP
PAITSPETSPEHHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQAPNNDRGSLAWI 
>Sb09g003440 
MGTAGKGAWVVPAPAYREVEGWEGVGDDAPGFRCGHSLTAVAPTKGHGPRLILFGGATAIEAGASSGLPGIRLAGVTNSV
HSYDVEKRKWTRLHPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKFKWHRVVVQGAGPGPRYGHC
MDLVAQRYLVTVSGNDGKRVLSDAWALDTAQKPYRWQKLNPEGDKPSARMYATASARSDGMLLLCGGRDASGTPLSDAYG
LLMHTNGQWEWTLAPGVSPSPRYQHAAVFVGARLHVTGGVLRGGRAIEGEGAIAVLDTAAGVWLDRNGIVTSRTLKSSNE
HDAASDLLRRCRHAAASVGSQIYIYGGLRGDILLDDFLVAENAPFQSEITSSMYNVDRVPRGESQNRNNSFHPDSPVHQS
ANNRQETASGFSADKKSIDMLIEASTAEAEAVSAVWRAAKEASAASSEDSLSEGIGSESPLSETSPMPEDFDDGGSLEPD
VKLHSRAVVVAKEAVGDLGCLVRQLSLDQFENESRRMHPSNNDQSYPGRRTLNRQRSPQGLHKKVISFLLKPRNWRAPAD
RTFFLDSYEVGELCYAAEQIFMQEPTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGYPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQH
SLETITLLLALKIEYPENVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNYLPLAAMIEKKIICMHGG
IGRSINTVEQIEKLERPITMDVGSIILMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTEFCKRNKLQLIIRAHECV
MDGFERFAHGQLITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVIVPKLIHPLPPPVNSPESSPERGDATWMQELNIQRPPTPTR
GRPQAAGDRNSLAYI 

Spirogyra pratensis 
>Spratensis_contig_GB_JO185953-GB_JO191977 
GGRMVEDSSSVAVLDTTAGLWCDRKGVVTSPRTGRFSADAPGGDASIELTRRCRHAAASVAETIFIYGGLRGGILLEDLL
TAEDSSKDNASIAPFSPISPPIPSPPESTPSTPSTSSPPSSPSSSPPSLTSSLSLKIDLPPLTKEEEKKTVPNELLVTAP
VVPSSPSFSETESMDVRAEENDVENEDGTVEDDTRLDEHTKEAMVAKAVFEKVQLNDGMNEEEEATATPTAMDSSNSPLN
ENNMHVENGSRSSIWEQTNEENDVRLAPKAVLAPMDGFGRLVRMYSLDKLESEGRRVSCGTPGSGEAASRLIARIPSTQG
VHKKVITHLLKPRDWRPPTRRQFFLDAQEISELCDLVEKQFEQESSVLKLRAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTA
GDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETIALLFALKIENPNNVHLIRGNHEAADINSLFGFRNECIDRMGEAPGIWAWQRINHV
FNWLPLAALIERKILCMHGGIGRSIRHIHQIESLQRPITMETGSTVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDR
VLEFCRINDVQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRNLVVVPKLIHPLPPQPHSPDSTQH
DDVWMQELNAQRPP 

Schrenkiella parvula 
>Sp4g10010 
MDLDSSMVPEENDQDPASLNHQSASPMEKEVTSEPPDETGSESASLTPTATIPASAQQQQQQQQQQQPQVTPVVGPRCAP
TYSVVNAILEKKEDGPGPRCGHTLTAVPAVGEEGSSNYIGPRLILFGGATALEGNSGGTGTPTSAGSAGIRLAGATADVH
CYDVLTNKWSRLTPYGEPPSPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVM
ALVGQRYLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGL
AKHRDGRWEWAIAPGVSPSARYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGRYSAD
AAGGDASVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAAAATNSPPGRSPGRYGFSD
ERTGELQESAPDAVVLGSPVAPPVNGDMYTDISTENAMLPGTRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVE
LPDRDRGAEATPSGKPSSSLIKPDTAVSTSVVPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESA
TAARKLLDRQQSISSVPKKVVAHLLQPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPTVLQLRAPIKIFGDLHGQFG
DLMRLFDEYGSPSTAGDISYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYQHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERM
GERDGIWVWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLR
PNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLI
HPLPPAITSPETSPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQTPNDRGSLAWI 
>Sp1g07070 
MDEDSSMVPVSDQDRESHNHDEGQSPLPMERETTHDQSPPDVGSVPALSTPDPTSSQQQASAQEQPAQVVGPRCAPTYSV
VDALMDKKEDGPGPRCGHTLTAVPAVGEEGTPGYIGPRLVLFGGATALEGNSGGTGTPTSAAGSAGIRLAGATADVHCYD
VLSNKWTRLTPFGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALV
GQRYLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKH
RDGRWEWAIAPGVSPSARYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKAVVTSPRTGRYSADAAG
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GDASVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTYAASHAAAAATTNSLPSRLPGRYGFSDERNR
ELADSAADGAVVLASPVVPSVNRDMYTDISSEDAILPVTRRTSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELPD
RDCGAEATPSGTAASSVFKPDSMGSVGVTPAGIRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAA
RKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPTVLQLKAPIKIFGDLHGQFGDLM
RLFDEYGSPSTAGDISYIDYLFLGDYVDRGQHSLETISLLLALKVEYQHNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGER
DGIWVWHRINRLFNWLPLAASIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENIQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNA
RGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPL
PPAISSSEASPERDTWMQELNANRPATPTRGRPQTANEKGGSLAWM 
>Sp6g03110 
MGTKPWLHPAPQYKTLETFWDDEDDAPGPRCAHTLTAVAATKTHGPRLILFGGATAIEGGSSSVPGIRLAGVTNTVHSYD
VLTRKWTRLKPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDMTNDKYKWHRVVVQGEGPGPRYGHVMDLV
SQRYLVTVTGNDGKRALSDAWALDTAQKPYVWQRLNPDGDRPSARMYATGSARSDGMFLLCGGRDTVGAPLGDAYGLLMH
RNGQWEWTLAPGVAPSPRYQHAAVFVGARLHVSGGVLRGGRVIDAEASVAVLDTAAGVWLDRNGQVTSVRGSKGQIDQDP
SFELMRRCRHGAASVGIRIYVHGGLRGDVLLDDFLVAENSTFQSDISSPLLASDRTQQSSTPRFSYAARPPSGSEPALST
SEGLSLDENSLEKLTEASAAEAEVASSVWRAAQLGGSASLDEEPSASDGSSPTIGSTSDGPETEGDVRLHPRAVVVAKET
VGSLGGMVRQLSLDQFQNESRRMVPMNNSDVPQPTKKFTRQKSPQGLHKKVISALLRPRNWKPPGNRKFFLDSYEVGELC
YAAEQIFMHEQTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKIE
YPENVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNYLPLAAIIENKIICMHGGIGRSISSVEQIEKI
ERPITMDAGSLVLMDLLWSDPTENDTIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTEFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQGQLIT
LFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVIVPKLIHPLPPPISSPEHSPEHSGDDAWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDFDRSSLA
YI 
>Sp1g37500/Sp1g37490 
MADFDSWQFPPPAYETARTYFNTQDDLPGPRCGHTLTAILHRLILFGGFTSVGNDASEFSFDAVTNSVHCLNVFTRKWTR
VYPEGEPPSPRAGHAAVSCGSAVLIQGGIGPSGLCNGDLYILDMTTDTFKWKKVVVREGLAPGPRYGHVIGLADNCIVIF
GGNDGNETLADTWALNTTNKPNVWERLYPYGDLPSGRMYASASTRDYRHFMLCGGRDNLGMPLGDAYKLEPLSGGCWLWT
RGPGFDPSPRYQHAAVFVKNRLHVIGGSLSSTQLVDAEAVVSVLDTTNGVWVDTRDGPGVSQLDSNGRYFNQVMQRSGHA
AASVGSRIYVYGGFKEGVLLDDLLASKDDRAQPSSSGPATPSLLDMNYRYTPQFLSQRSTQDLVKKVISTLLRPQTWEPP
VDRKFFLSYDEVDELCAAAKEIIVKEPTVLQLNAPVKVFGDLHGQFRDLMKLFYEYGYPSKNGDILYIDYLFLGDYVDRG
THSLETLFLLLALKVEYPKNIHLIRGNHESKAMNLIYGFHAECKERMGWNDGENAFALITELFNHLPLAALIEKKIFCMH
GGIGSSVMTVEQVANIKRPVLLDYEAESRVVKDLLWSDPTSSDDILGIVVNPRGPGIVSFGPDRVKEFCEKNNIELIIRA
HECVLDGFERFAQGKLITVFSATNYCGNMNNAGAILVIGRDLAIVPKLIHPLPPPISASENVSDKAWMEVDSERPPTPVR
GGPRSYFERGSTS 

Theobroma cacao 
>Thecc1EG004502t1 
MGSKPWLYPAPTYRTLETYWDSDEDAPGPRCGHTLTAVAATKTHGPRLILFGGATAIEGGASSSAPGIRLAGVTNSVHSY
DVLTRKWTRIRPAGEPPSPRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKFKWHRVVVQGQGPGPRYGHVMDL
VAQRYLVTVSGNDGKRVLSDAWAFDTAQKPYVWQRLSPEGDRPSARMYATASARSDGMFLLCGGRDSSGAPLADAYGLLM
HRNGQWEWTLAPGVSPSPRYQQAAVFVGARLHVTGGTLRGGRAIEGEAAVAVLDTAAGVWLDRNGLVTSSRNTKGHAEYD
PSLELMRRCRHASASVGVRIYIYGGLRGDMLLDDFLVAENSPFQSDMSSPILTSERTSNLSSPRFNQPNLSSFGTTPTSD
DGPEFPSSGGMSMDKNSMEKLREASAAEAEAANAVWQAAQAASAVPAEETSLSDDNSPAAETASDASDNEADVRLHPRAV
VVAKEAVGNLGGMVRQLSLDQFENESRRMIPSNNDLSYPTKKFSRQKSPQGLHKKVISTLLRPRNWKAPVNRRFFLDSYE
VGELCYAAEQIFMQEPTVLQLKAPVKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLL
ALKIEYPENVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGENDGIWAWTRFNQLFNYLPLAALIEKKIICMHGGIGRSIHSVE
QIEKLERPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTDFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFAQ
GQLITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVIVPKLIHPLPPPIQSPETSPERVADDTWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDLD
RSSLAYI 
>Thecc1EG041219t1 
MDVDSSMVPETDHDQNHGGASQSPPPMEREQQQQQQQQSQQLENQASPPGPGGSPPPPAQQQAAAAAATTQVQPQTPVVG
PRCAPTYSVVNAIIEKKEDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTPGYIGPRLILFGGATALEGNSAASGTPSSAGSAGIRLAGA
TADVHCYDVLTNKWSRISPFGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPR
YGHVMALVGQRYLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLA
SAYGLAKHRDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTG
RYSADAAGGDASVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTTAASHAAAAAAASNVHAGRLPGR
YAFVDERTRQTMPEAVPDGSVVLGNPVAPPVNGDMYTDISTENAMLQGSRRMSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKAR
QVNGEVELPDRDRGAEATPSGKQMSTLIKMPDSAGSNSVAPAGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRV
SYGTPESATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSTEPSVLQLKAPIKIF
GDLHGQFGDLMRLFDEYGAPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEYPNNVHLIRGNHEAADINALFGF
RIECIERMGERDGIWAWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIENLQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTE
NDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRD
LVVVPKLIHPLPPAMSSPEASPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRPQVTNDRGSLAWI 

Utricularia gibba 
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>Ug00227_g12007 
MDADSTMASEADYDPSARPIPDNQADNNNPTESEASTPQQKQQQQQPSNNFNNCSSNPGAGGFGAALPGPRCAPTYSVVN
AIIEKKEDGPGPRCGHTLTAVPAVGEEGSPGYIGPRLILFGGATALEGNSAGSGTPTSAGSAGIRLAGATADAHSYDVLT
NKWSRITPIGEPPTPRAAHVATAVGTMVVIQGGIGPSGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVNGLGPGPRYGHVMALVGQR
YLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWRKIEPEGEGPPPCMYANASARSDGLLLLCGGRDANSVPLAGAYGLAKHRDG
RWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDCSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRIGRYSADAAGGDA
AVELTRRCRHAAAAVGDLIFVYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAASMPSMQQGRDQSRYGFADDKNGVS
VNDGLCNGAVVVGSPVAPPINGDVYTDISTENAILHASRSSEGVEYLVEAAAAEAEAICATLAAAKARQTNGDAELSDKD
SSTEASPGAKSAPTVSKPDSTLPDASVPAGVRLHHRAVLVTAEAGGALGGMVRQLSIDQFEHEGRRVSYGTPESAVAARK
LFDRQMSITSVPKKVLAHLLKPRGWKPPVQRQFFLDFNEIADLCDNAERIFASEPTVLQLKAPIKLFGDLHGQFGDLMRL
FDEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLLLALKVEHPHQVHLIRGNHEAAEINALFGFRIECIERMGERDG
IWVWHRMNRLFNWLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINHVEQIESIQRPIAMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARG
PGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHECVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPP
AMSSPETTSPERHIEDTWMQELNANRPPTPTRGRTQVAGDRGSLAWV 
>Ug169_g11381 
MESKSWLYPAPAYRPLESFWDTDDDAPGPRCGHTLTAVAATKTHGPRLILFGGATAIEGGNGGAPGIRLAGVTNSVHSYD
VLTRKWTRLRPAGEPPSPRAAHTAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDMSNNKFKWHRTGTGTQIWPRHGPGCSEIS
CYSRRMLSDAWALDTAQKPYVWQRLNPEGDRPSARMYATGCARSDGMFLLCGGRDASGAPLADAYGLLMHRSGMWEWTLA
PGVSPSPRYQQASVFVGARLHVTGGVVRGGRTVESDAAITAGVWLDRNGLVTNRGNKGQSDVDPSSEAMRRCRHAAASVG
IRIYVYGGLRGDTLLDDFLVADNSQFQSEFIPPDRPLSSTIPRMERGVYVAPSCTSSSPVDGLESPLSGSLGMDKSSMEK
LAKASAAEAEVANAMWQSVQGASAFPEEAVVSDGNSQSVESTSEGSDSDADVRLHPKAVVVAKETVGNLGGMLRQLSLDQ
FDHESRRVIPLSNDLSNPTKKFIRQPSPQGLHKKVISTLLRPRNWKPPVNRKFFLDSYEIGELCYAAEQIFVNEPTVLQL
KAPVKIECPENIHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGESDGLWAWTRVNQLFNYLPLAALIEKKIICMHGGIGRSINS
IEQIEKLERPITMDAGSIVLMDLLWSDPTENDSVQGLRPNPRGPGLVTFGPDRVTEFCKRNKLQLIIRAHECVMDGFERF
AQGQLITLFSATNYCGTANNAGAILVIGRGLVIVPKLIHPLPPPVQSPETSPERVADEAWMQELNIQRPPTPTRGRPQPE
YDRNSLAYI 

Vitis vinifera 
>Vv07g04070 
MAGSKPWLYPAPTYRTLESYWDTDDDAPGPRCGHTLTAIAPTKTHGPRLILFGGATAIEGGASSSAPGIRLAGVTNSVHS
YDVLTRKWTRLRPAGEPPSVRAAHAAAAVGTMVVFQGGIGPAGHSTDDLYVLDLTNDKYKWHRVVVQGQGPGPRYGHVID
LVAQRYLVTVSGNDGKRVLSDAWALDTAQKPYAWQRLNPEGDRPSARMYATASARSDGMFLLCGGRDSSGAPLADAYGLL
MHRNGQWEWTLAPGVSPSPRYQHAAVFVGARLHVTGGALRGGRAIEGEAAVAVLDTAAGVWLDRNGLVTSPRINKGHTEY
DPSLELMRRCRHAAASVGVRIYIYGGLKGDMLLDDFLIAENSAFQSDINSPILTSDRAATITSPKLNQSNANLYGTTPTP
DGRLEVPSSGAASMDKSSMEKLAEASAAEAEAVSAVWQAMQAASAVPSDETSVSDDNSQAAETTSDGSDTEADVRLHPRA
VVVAKEAVGNLGGMVRQLSLDQFENESRRMVPMNNDLSYPTRKFTRQKSPQGLHKKIISTLLRPRNWKAPANRRFFLDSY
EVGELCYAAEQIFMHEPTVLQLKAPIKVFGDLHGQFGDLMRLFDEYGFPSTAGDITYIDYLFLGDYVDRGQHSLETITLL
LALKIEYPENVHLIRGNHEAADINALFGFRLECIERMGESDGIWAWTRFNQLFNFLPLAALIEKKIICMHGGIGRSISSV
EQIEKLERPITMDAGSIILMDLLWSDPTENDSIEGLRPNARGPGLVTFGPDRVTDFCKKNKLQLIIRAHECVMDGFERFA
QGQLITLFSATNYCGTANNAGAILVVGRGLVVVPKLIHPLPPPLQSPETSPERTVDDTWMQELNIQRPPTPTRGRPQPDL
DRNSLAYI 
>Vv06g12810 
MEREQQLGAAEQSAPAQPPAQQQQQQQQQAQVQQSPVAGPRHAPTYSVVNAVIEKKEDGPGPRCGHTLTAVAAVGEEGTP
GYIGPRLILFGGATALEGNSAASGTPSSAGSAGIRLAGATADVHCYDVITNKWSRITPFGEPPTPRAAHVATAVGTMVVI
QGGIGPAGLSAEDLHVLDLTQQRPRWHRVVVQGPGPGPRYGHVMALVGQRYLMAIGGNDGKRPLADVWALDTAAKPYEWR
KLEPEGEGPPPCMYATASARSDGLLLLCGGRDANSVPLASAYGLAKHRDGRWEWAIAPGVSPSPRYQHAAVFVNARLHVS
GGALGGGRMVEDSSSVAVLDTAAGVWCDTKSVVTSPRTGKYSADAAGGDAAVELTRRCRHAAAAVGDLIFIYGGLRGGVL
LDDLLVAEDLAAAETTSAASHAAAAAAASNLQAGRLPGRYGFIDERTRQTIPEAAPDGSVVLGTPVAPPVNGDMYTDIST
ENAMLQGSRRLSKGVEYLVEASAAEAEAISATLAAAKARQVNGEVELPDRDRGAEATPSGKQISTLIKMPDSAGSNNIAP
AGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRQLSIDQFENEGRRVSYGTPESATAARKLLDRQMSINSVPKKVIAHLLKPRGWKPP
VRRQFFLDCNEIADLCDSAERIFSSEPSVLQIKAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGSPSTAGDIAYIDYLFLGDYVDRG
QHSLETITLLLALKVEYPLNVHLIRGNHEAADINALFGFRIECIERMGERDGIWAWHRINRLFNWLPLAALIEKKIICMH
GGIGRSINHVEQIENLQRPITMEAGSIVLMDLLWSDPTENDSVEGLRPNARGPGLVTFGPDRVMEFCNNNDLQLIVRAHE
CVMDGFERFAQGHLITLFSATNYCGTANNAGAILVLGRDLVVVPKLIHPLPPAISSPETSPERHLEDTWMQELNANRPPT
PTRGRPQVTNDRGSLAWI 

Welwitschia mirabilis 
YQHAAVFVNARLHVSGGALGGGRMVEDCSSVAVLDTAAGVWCDTKGVVTSAHTGRYSADAAGGDASSELTRRCRHAAAAV
GDLIFIYGGLRGGVLLDDLLVAEDLAAAETTPAASHAAAVAAAAAIANAHPGGNAGKNVYSDGPSRHISSDSGDGGSVVM
GSPVAPPINGDMFRDISTENALVPGHRRLGRGVESLVEASAAEAEAIAAALAAAKARQSNGEADQHPDRDRGAEATPSGK
QPSPLSKTMDSVMTNYSSPSGVRLHHRAVVVAAETGGALGGMVRSLSIDQFENEGRRVSYGTPESANAARKLLDRQMSIN
SVPKKILTYLLKPRGWKPPVRRQFFLDCNEISELCDGAERIFSQEPSVLQIKAPVKIFGDLHGQFGDLMRLFDEYGAPST
AGDISYIGYLFLGDYVDRGQHSLETISLLL
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Anexo II 
Lista de oligonucleótidos usados 

Clonado Gateway (genérico) 
attB1   GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 
attB2   GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT 

Genotipado de líneas de inserción en genes BSL 
LB1 GGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTG 
p745 CGTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTC 
S_147279-RB GCTTGCATTGAAGGCAAGACGGT 
S_147279-LB CTCTGGAGATAAGATGGGA 
S_051383-RB  CCTGGCAAAAGTACAGAGCAG 
S_051383-LB TCTCATGCGTTGGACATATTGG 
S_032895-RB GTCTATGGTGGCTGACAACGATC 
S_032895-LB CGTTCCTTCATCACCAACAGCAG 
S_055335-RB GTACATTAGCAAAGTTCTGCCAG 
S_055335-LB GTTCCAGAGCAGATGGAGATGT 
DsLx245-RB  CGACCAAAACATTAAGCAGAC 
DsLx245-LB AGACTCGCTTAGTGATTCTGGAGT 
S_072437-RB CTATGTTGTTTCCGTGATCCTTG 
S_072437-LB GCAAAACGCTCAAATCCGTCCATC 
S_151962-RB GGTGGCGAGTGAAACTGCTTAC 
S_151962-LB GCCAACGTATTCGGTTGTGAATG  

Construcciones etiquetadas de los genes BSL 
BSL1-FW  AAAAAGCAGGCTTTCCAATGGGCTCGAAGCC 
BSL1-RV  AGAAAGCTGGGTAGATGTATGCAAGCGAGCTTC 
BSL2-FW  AAAAAGCAGGCTTTTTGATAATGGATGAAG 
BSL2-RV  AGAAAGCTGGGTACATCCAAGCCAGAGAACCT 
BSL3-FW  AAAAAGCAGGCTTGAAAAATATGGATTTGGATTC 
BSL3-RV  AGAAAGCTGGGTATATCCAAGCAAGAGAGCC 
BSU1-FW  AAAAAGCAGGCTGTGTTATGGCTCCTGATCA 
BSU1-RV  AGAAAGCTGGGTATTCACTTGACTCCCCTCG 
BSL2Latt1ATG AAAAAGCAGGCTTTTTGATAATGGAAGATCTTGCTGCTGC 
BSL2Patt1ATG AAAAAGCAGGCTTTTTGATAATGGAACCAAAGAAGGTTATAGC 
BSL1Latt1ATG AAAAAGCAGGCTTTGATAATGGGTGAAAATTCAACATTC 
BSL1Patt1ATG AAAAAGCAGGCTTTGATAATGGAACATAAAAAGGTCATTGC 

Construcciones para doble híbrido 
BSL1-FW  AAAAAGCAGGCTCGGGCTCGAAGCCTTGGCT 
BSL1-RV  AGAAAGCTGGGTTTCAGATGTATGCAAGCGA 
BSL2-FW  AAAAAGCAGGCTCCGAATTCGATGAAGATTCG 
BSL2-RV  AGAAAGCTGGGTCGACTCACATCCAAGCCAGAG 
BSL3-FW  AAAAAGCAGGCTCGTCTAGAGATTTGGATTCTTC 
BSL3-RV  AGAAAGCTGGGTCGACTTATATCCAAGCAAGAG 
BSU1-FW  AAAAAGCAGGCTCGCTCCTGATCAATCTTATCA 
BSU1-RV  AGAAAGCTGGGTCGACCTTTATTCACTTGACTC 
BSK1-FW  AAAAAGCAGGCTCCGAATTCGGTTGTTGTCAATC 
BSK1-RV  AGAAAGCTGGGTCGACTCAAGATCCTCTGCCGCC 
BSK3-FW  AAAAAGCAGGCTCCGAATTCGGAGGTCAATGCTC 
BSK3-RV  AGAAAGCTGGGTCGACTTACTTCACTCGGGGAAC 
BSL1P-5’  AAAAAGCAGGCTCCAGATCTCATAAAAAGGTCATTGCT 
BSL1-3’STOP  AGAAAGCTGGGTGTCGACTCAGATGTATGCAAGCGAGC 
BSL2P-5’  AAAAAGCAGGCTCCGAATTCCCAAAGAAGGTTATAGCT 
BSL2-3’ STOP AGAAAGCTGGGTCGACTCACATCCAAGCCAGAGAAC 
BSL3P-5’  AAAAAGCAGGCTCCGAATTCCCGAAAAAGGTTGTAGC 
BSL3-3’ STOP AGAAAGCTGGGTCGACTTATATCCAAGCAAGAGAG 
BSU1P-5’  AAAAAGCAGGCTCCGAATTCCATAAGAAGGTCATTTC 
BSU1-3’STOP  AGAAAGCTGGGTCGACCTTTATTCACTTGACTCC 
BSL2K-3’STOP AGAAAGCTGGGTCGACTCAGCAGCAAGATCTTCAGCA 

Deleciones del dominio conector de BSL2 
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BSL2∆450-555 AAAAAGCAGGCTCCGAATTCGCCAAGGCAAGACAAGTCAATG 
BSL2∆450-599 AAAAAGCAGGCTCCGAATTCGCAGGGATTCGTCTTCATCATA 
BSL2∆450-642 AAAAAGCAGGCTCCGAATTCGCTCCAGAAAGTGCAACAGCAG 
BSL2∆450-499 AAAAAGCAGGCTCCGAATTCGCTGTGGTGCTGGGAAGC 
BSL2∆450-528 AAAAAGCAGGCTCCGAATTCAGAACGAATAAGGGTGTG 

Quimeras entre BSL1 y BSL2 
QuimeraB2B1-fw GCTGCATCGATTGAGAACAAAATTATATGTATGCATG 
QuimeraB2B1-rv CATGCATACATATAATTTTGTTCTCAATCGATGCAGC 
QuimeraB1B2-fw GCTGCACTAATCGAGAAGAAAATTATCTGTATGCATG 
QuimeraB1B2-rv CATGCATACAGATAATTTTCTTCTCGATTAGTGCAGC 
TOPP15'  GAGAATTCGCGGAGAAGCCGGCGCA 
TOPP13'  GACGTCGACTTACAGAAAAGGCGACTTCT 
BSL1L5'Eco  GACGAATTCGAAAATTCAACATTCCAG 
BSL1L3'Eco  GACGAATTCCAGGCCTTGCGGAGACTTC 
BSU1L5'Eco  GACGAATTCGAAACATCCCAGTCTTC 
BSU1L3'Eco  GACGAATTCCAAGTCTTGAGTAGATTG 

Mutagénesis sobre BSL2 
BSL2S627E-fw GAATGGTTAGACAGTTAGAGATTGATCAATTTGAAAATG 
BSL2S627E-rv CATTTTCAAATTGATCAATCTCTAACTGTCTAACCATTC 
BSL2S627A-fw GAATGGTTAGACAGTTAGCTATTGATCAATTTGAAAATG 
BSL2S627A-rv CATTTTCAAATTGATCAATAGCTAACTGTCTAACCATTC 
BSL2RVxF-fw  GAAAATGAGGGACGGCGTATGGTACCCATGAACCCAGAAAGTGCAACAGC 
BSL2RVxF-rv  GCTGTTGCACTTTCTGGGTTCATGGGTACCATACGCCGTCCCTCATTTTC 

Expresión del dominio conector de BSL2 
BSL2lk5'Nde  GGCCATATGGCTGCTTCTCATGCTGC 
BSL2lk3'Xho  CGACTCGAGACTGTTGATTGACATTTG 
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