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1.INTRODUCCION

1.1 Ambientes marinos

El 70.8% de la superficie del planeta que equivale a 362 millones de km? esta
cubierta por océanos y mares, estos ocupan un enorme espacio favorable para el
desarrollo de la vida, determinan los climas y el tiempo, son el motor que transporta
el calor y el agua dulce de la atmodsfera. Ademas, contribuyen enormemente a la
biodiversidad del planeta (Lara-Lara, 2008), sin los océanos la vida no seria posible
sobre la Tierra, pues mas del 85% del oxigeno que utilizan tanto las plantas como
los animales acuaticos y terrestres, es producido por el plancton vegetal que vive
en ellos (Nahle, 2008).

Es importante decir que el ambiente marino es uno de los mas adversos debido a
su temperatura, pH, salinidad, corrientes, regimenes de precipitacion y patrones de
viento, ya que estos suelen ser muy variables; a pesar de esto, variedades de
organismos se encuentran presentes en dicho ecosistema desde los grandes
mamiferos hasta los diminutos microorganismos, los cuadles se adaptan a las
condiciones adversas, por lo tanto, poseen caracteristicas complejas de adaptacion
(Dash et al., 2013).

1.2 Microorganismos marinos

Los microorganismos son el grupo mas abundante y diverso en la tierra, ya que
constituyen el 60% de la biomasa total (Demain y Sanchez, 2009), (Figura 1)
ademas son responsables de llevar a cabo procesos como la fotosintesis (la cual
es realizada en mayor porcentaje por microorganismos marinos que por las plantas),
la regulacion de los componentes en la atmosfera y el ciclo biogeoquimico vital
(Huse et al., 2008). Por otro lado, también influyen en el clima, reciclan nutrientes,
degradan contaminantes y nos proporcionan muchos productos y procesos de valor
economico (Tichet et al., 2010).
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Figura 1. Distribucién total de la biomasa marina y sus subgrupos (Dash et al. 2013).

En mil millones de afios de evolucion, los microorganismos han acumulado notable
heterogeneidad fisiologica y funcional, y en la actualidad constituyen una reserva
casi inagotable de diversidad genética. A pesar de su papel fundamental en la
sostenibilidad de la Tierra y sus aplicaciones biotecnoldgicas actuales y potenciales,
gran parte de las capacidades de diversidad y metabdlicas de los microorganismos

todavia permanecen sin explotar (Tang y Zhao, 2009).

1.3 Uso biotecnolégico de los microorganismos

El potencial biotecnolégico de esta inmensa diversidad natural de los

microorganismos marinos se puede mejorar aun mas por herramientas tales como:



ingenieria de enzimas, ingenieria metabolica y evolucion dirigida. Como
consecuencia de ello, los microorganismos aislados y comunidades microbianas se
han convertido en una fuente importante de productos y actividades biolégicas con
aplicaciones en la industrias (Tabla 1) por ejemplo, la produccion de
macromoléculas, metabolitos o compuestos bioactivos (Tang y Zhao, 2009). En los

siguientes campos se hacen uso de los distintos microorganismos.

1.3.1 Biotecnologia industrial

Este campo se basa en el uso de células vivas y / o sus enzimas para la produccion
sostenible de productos quimicos, materiales y combustibles a partir de fuentes
renovables (Tang y Zhao, 2009). Enfocandose en el desarrollo de bioprocesos de
limpieza con una reduccion en las emisiones de Gases de Efecto Invernadero (GEl),
asi como el uso de energia y agua (Gupta y Raghava, 2007). Para lograr tal objetivo
las reacciones biocataliticas pueden reducir una serie de pasos eficientando el
proceso, esto implica una baja de energia y menos entrada de material, por
consecuencia se realizan productos de mayor calidad a un costo menor
(Wohlgemuth, 2009).

1.3.2 Biotecnologia farmacéutica

El papel de los microorganismos en la industria farmacéutica ha sido fundamental
desde los afios 80 con el descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming, por
otro lado, actinomicetos han suministrado mas del 50% de todos los antibidticos
actualmente en uso. La biotecnologia farmacéutica esta enfocada en el desarrollo
de nuevos farmacos y en la mejora y sustitucion de aquellos que han perdido
eficacia. Asi mismo, crea tratamientos mas seguros y herramientas de diagndstico
mas eficaces para abarcar un rango cada vez mas amplio de enfermedades y con

esto mejorar la calidad de vida (Capon, 2010).



1.3.3 Biotecnologia agricola

Uno de los principales desafios para el siglo XXI es una produccion de cultivos
ambientalmente racionales y sostenibles, la biotecnologia agricola aplica
microorganismos con este fin. Los microorganismos asociados a las plantas tienen
un efecto importante en la salud vegetal y el crecimiento al mejorar la tolerancia al
estrés, en la resistencia a las enfermedades, en la disponibilidad y captacion de
nutrientes y en promover la biodiversidad (Morrissey et al., 2004).

Actualmente, los productos que contienen inoculantes para la promocion de
biocontrol y crecimiento vegetal que aprovechan esta asociacion beneficiosa estan
disponibles en el mercado. Ademas, existe el potencial para desarrollar otros
productos basados en las interacciones benéficas planta-microbio, tales como
agentes que reducen el estrés ambiental (Adesemoye y Kloepper, 2009). Sin
embargo, nuestra comprensién de las interacciones entre plantas y microbios sigue
siendo incompleta, y se necesita mas investigacion para evitar inconsistencias en el

rendimiento de estos inoculantes (Morrissey et al., 2004).

1.3.4 Biotecnologia ambiental

El objetivo principal de la Biotecnologia Ambiental es la sostenibilidad de los
recursos clave, como el agua, el suelo y la energia, por mencionar algunos, a través
de la gestion de las comunidades microbianas (Rittmann et al., 2006). Para esto es
necesario estudiar la ecologia microbiana, que tiene como objetivo entender las
comunidades de organismos y su interaccion con el entorno (Rittmann, 2006). Las
posibles aplicaciones futuras de la gestion de recursos microbianos son eliminar el
dioxido de carbono (CO2) o el metano (CH4) de la atmésfera o mantener la integridad
de la comunidad del suelo cuando se aplican productos quimicos como los
plaguicidas (Verstraete, 2007). Un profundo conocimiento de las comunidades
microbianas es fundamental para su gestion y para alcanzar este objetivo (Rittmann
et al., 2000).



Tabla 1. Campos biotecnolégicos y sus productos (Diosini et al., 2012)

Cddigo de
Campo Productos clave
color
Quimicos finos, aminoacidos, vitaminas, acidos

Biotecnologia Blanco  ©rganicos, detergentes, biocatalizadores y agentes de

industrial bioconversion polimeros
Biotecnologia o Farmacos antitumorales, nutracéuticos, compuestos
farmacéutica antibacterianos, inmunosupresores

Bioplaguicidas, agentes antiparasitarios, agentes de

Biotecnologia Verde procesamiento de alimentos, promotores de

agricola crecimiento de las plantas
Biotecnologia Gris Biorremediacién, produccién de bioenergia

ambiental

1.4 Bacterias marinas

Estos organismos pueden aislarse del agua, sedimentos, manglares asociados con
los habitats marinos, respiraderos hidrotermales de aguas profundas, etc. Esto
debido a que tienen la capacidad de adaptacion a condiciones ambientales
extremas (Dash et al., 2013).

Las bacterias marinas, generalmente, requieren iones de sodio y potasio para su
crecimiento y para mantener el equilibrio osmético de su citoplasma (Macleod y
Onofrey, 1957). Este requisito es una caracteristica exclusiva de las bacterias
marinas que se atribuye a la produccion de indol de triptéfano (Pratt y Happold,
1960), la oxidacion de la I-arabinosa, manitol, y la lactosa (Rhodes y Payne, 1962)
asi como el transporte de sustratos en la célula (Hase, et al., 2001). Utilizan también,
el acido B-aminoglutarico o B-glutamato, el cual es raro en la naturaleza, pero esta
presente en grandes cantidades en sedimentos marinos y es utilizado como
osmolitos, para mantener un volumen celular ante el estrés hidrico (Robertson et

al., 1990). Otros caracteres fisicos son: mayor tolerancia a la presion que sus



homologos terrestres (Zobell y Morita, 1957), capacidad para sobrevivir en el agua
de mar, en su mayoria Gram negativas (Buck, 1982) y formadores de esporas
(Buerger et al., 2012). Por otro lado, existen bacterias marinas termofilas, aisladas
de respiraderos hidrotermales de aguas profundas capaces de la fijacion de
nitrogeno (Ruby y Jannasch, 1982).

La unica causa detras del diverso nivel genético en los microorganismos marinos
se debe a la adquisicidn de un mecanismo alternativo para la obtencién de carbono
y energia. Existen organismos copiotrofos que tienen un alto potencial energético
para detectar, someterse a la transduccion e integrar estimulos extracelulares.
Estas caracteristicas son cruciales para su capacidad de afinar y responder
rapidamente a las cambiantes condiciones ambientales como la afluencia repentina
de nutrientes o el agotamiento de los mismos (Lauro et al., 2009).

La mayoria de las bacterias marinas son bien conocidas por su asociacion con la
amplia variedad de funciones, como los antibidticos y la produccion enzimatica, la
absorcion de luz marina, la biorremediacion de metales pesados, la biodegradacion
y biorremediacion de hidrocarburos, biorremediacion de suelos contaminados con
diésel, entre otros, a través de la formacion de biopeliculas y la produccién de
sustancias polimeéricas (Dash et al., 2013).

1.5 Derrame petrolero

El 20 de abril del 2010 una explosion en la plataforma petrolera Deepwater Horizon
ocasiono el derrame accidental mas grande de la historia. Durante los tres meses
que tardo en ser bloqueada, la fuga liberd cerca de cinco millones de barriles de
crudo. La magnitud de los dafios y efectos del derrame se desconocen con exactitud
hasta el dia de hoy.

La explotacion petrolera en el Golfo continua incrementandose y con ello los riesgos
e incertidumbre. Por este motivo, un grupo de instituciones académicas se uni6 para
formar el Consorcio de Investigacion del Golfo de México (CIGoM), cuyo propdsito
es entender mejor los procesos biogeoquimicos del Golfo, los seres que lo habitan,
cuales son las afectaciones que surgen después de un derrame, e incluso, como

detener o revertir el dafio con ayuda de bacterias degradadoras de hidrocarburos.
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Curiosamente, los microorganismos degradadores de petrdleo se encuentran
esparcidos por todos los océanos, sin embargo, usualmente estan en bajas
proporciones en el ambiente, pero cuando hay un derrame de crudo, se estimula su
crecimiento (Godoy-Lozano et al., 2018)

Se ha reportado que muchas bacterias marinas tienen un potencial de
biorremediacion (Dash, et al., 2013).

1.6 Biorremediacion

La tecnologia de biorremediacion utiliza el potencial metabdlico de los organismos
para limpiar los ambientes contaminados. Los microorganismos tienen la capacidad
de mineralizar o transformar contaminantes organicos en sustancias menos dafinas
que pueden integrarse en ciclos biogeoquimicos naturales. La biorremediacién es
un intento de acelerar la degradacion natural optimizando las condiciones limitantes
que son no destructivas, de tratamiento y rentables, asi como con una tecnologia
de limpieza logisticamente favorable (Margesin y Schinner, 2001).

Sin embargo, el unico obstaculo en la biorremediacion “in situ” son las condiciones
desfavorables de los ambientes. La mayoria de los ambientes se caracterizan por
altas o bajas temperaturas, pH alcalino o acido, alta presion, o alta concentracion
de sal. Las bacterias marinas tienen una exposicion a condiciones desfavorables de
forma natural. Por lo tanto, cualquier bacteria marina que tenga el potencial de
biorremediacion puede convertirse en el candidato ideal para el tratamiento
biolégico de habitats extremos contaminados (Dash et al., 2013).

Posterior al derrame petrolero se han estudiado diferentes zonas a lo largo del Golfo
de México y se encontraron algunas bacterias del género Pseudomonas que entre
sus multiples propiedades tiene la capacidad de degradar e integrar los

hidrocarburos en su metabolismo de forma natural.

1.7 Generalidades de P. aeruginosa
Descrita por primera vez en 1872 por Schroeter como Bacterium aeruginosa.

Actualmente pertenece a la familia Pseudomonadaceae y se trata de un bacilo recto
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o ligeramente curvado (Figura 2) Gram negativo, con un tamafo de 2—4 x 0.5-1
micras, y moévil gracias a la presencia de un flagelo polar. Es aerobio (aunque puede
desarrollarse en condiciones anaerobias utilizando nitrato), catalasa y oxidasa
positivo (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2016).

Las colonias en los cultivos de Pseudomonas aeruginosa presentan un color
caracteristico azul verdoso debido a la produccion de pigmentos fluorescentes como
la pioverdina (amarillo verdoso) o la piocianina (azul) y con menor frecuencia
producen piorrubina (rojo) o piomelanina (marron negruzco). La mayoria de las
cepas también presentan un olor caracteristico similar a la uva o a una fruta madura.
En relacidn con la morfologia de las colonias puede ser variada y generalmente
pigmentada, se encuentran desde las tipicas colonias que se extienden en la placa
con un brillo metalico y con un aspecto gelatinoso, viscoso en zonas de mayor
crecimiento, hasta las variantes de colonias con un morfotipo enano, coliforme y
mucoide (Milagro, 2012).

Al igual que otros miembros del género Pseudomonas, es conocido por su
versatilidad metabdlica y su capacidad para colonizar una amplia gama de nichos
ecologicos, como la rizosfera, los hospedadores animales, incluidos los humanos,
donde puede causar infecciones graves y los ambientes acuaticos (Chevalier, et al.,
2017).

Figura 2. Morfologia de Pseudomonas aeruginosa.
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Por esta razon, es importante resaltar que la microbiota en este ecosistema es
extremofila ya que vive en altas concentraciones salinas y bajo condiciones

cambiantes constantemente por las corrientes marinas (Dash, et al., 2013).

1.8 Estrés abiotico en los microorganismos

Es importante conocer los mecanismos de respuesta y su adaptacion de los
microorganismos ante el estrés abidtico al que se enfrentan en su entorno (Figura
3). Mediante investigaciones bioquimicas y moleculares se conoce acerca de la
plasticidad de las vias metabdlicas y los limites de su funcionamiento. Se ha
revelado que en procesos inducidos por el estrés los microorganismos conducen a
la acumulacién de metabolitos (Csonka, 1989). Una amplia variedad de especies
expresan genes y proteinas similares cuando estan estresados (Skriver y Mundy,
1990), ya que el organismo adapta su metabolismo y altera su desarrollo.

DEFICIT
et EXCESO
ALTAS
BIGTICO ——
BAJAS
o TOXICICDAD
ESTRES DEFICIENCIA
ALTO
pH
ABIOTICO b
RADIACION EXCESO
OTROS

Figura 3. Versatilidad del estrés abioético.

Cuando una célula se encuentra bajo alguna condicién de estrés, (Figura 4) se

inducen acciones para proteger los procesos celulares y sus estructuras (Bohnert
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et al., 1995). Tales como la sintesis de polioles, se facilita la permeabilidad del agua,
se regula la captacion y la reparticién de iones, se induce la biosintesis de solutos

compatibles y se facilita el flujo de agua, entre otros (Bray, 1997).

Captacion de iones Mayor permeabilidad

Repartimiento de y flujo de agua

Biosintesis de Respuestas al Contrarrestar

solutos compatibles , proteasas y
estres

ubiquitinacion
Sintesis osmolitica

Chaperonas

Figura 4. Respuestas de los organismos ante el estrés.

En el caso de algunas plantas, el azucar 2-octulosa se acumula en las hojas
hidratadas, pero se convierte rapidamente en sacarosa cuando comienza un
periodo de desecacion. De hecho, la acumulacion de sacarosa y otros hidratos de
carbono resulta ser una caracteristica comun de las semillas tolerantes a la
desecacion de muchas especies de plantas. Por otro lado, también se aumentan
los compuestos osmoprotectores, como la prolina, los polioles o los fructanos
(Dandekar y Uratsu, 1988). Se demostrd que algunos de estos metabolitos confieren

tolerancia al estrés a bacterias (Nomura et al., 1995).

1.9 Proteinas Abundantes en la Embriogénesis Tardia

Las proteinas Abundantes en la Embriogénesis Tardia o LEA (Late Embryogenesis

Abundant) ayudan a los microorganismos a tolerar el estrés abidtico. Estas

proteinas se encontraron hace 30 afos, especificamente en semillas de algodon y
14



se determind que le conferian tolerancia a la desecacion, ahora se sabe que
también se encuentran en bacterias y algunos invertebrados (Tunnacliffe y Wise,
2007). La adicidén de proteinas LEA a enzimas como las lactato deshidrogenasa
(LDH) que han sido sometidas a ciclos de congelamiento y descongelamiento
ayudan a proteger la actividad de estas. Este tratamiento ocasiona la
desnaturalizacion y agregacion de las proteinas, resultando en la pérdida de la
actividad, sin embargo, cuando la proteina LEA esta presente, la actividad se
mantiene sin cambios (Rodriguez-Salazar et al., 2017).

1.9.1 Clasificacion de proteinas LEA

Se han definido al menos siete grupos diferentes de proteinas LEA (Tabla 2), con
base en el patron de expresion y la secuencia de aminoacidos que las conforman
(Battaglia et al., 2008).

Grupo 1. Este grupo de proteinas LEA se estudio en semillas de algoddn, contiene
una secuencia consenso de 20 residuos de aminoacidos, contienen una proporcion
grande de residuos cargados, que contribuyen a su alta hidrofilicidad, y un alto
contenido de residuos de glicina (aproximadamente 18%). Esta ultima caracteristica
permite predecir que no estan estructuradas en solucidén acuosa. Mediante analisis
estructurales de dicroismo circular y resonancia magnética se determiné que este
grupo de proteinas presenta una estructura inestable y altamente flexible (Battaglia
et al., 2008).

El grupo 1 de proteinas LEA es unico, ya que se encuentra presente en todos los
dominios taxonomicos: Archaea, Bacteria y Eukarya (Battaglia et al., 2008).

En cuanto a su posible papel en la adaptacién de diferentes organismos a la
escasez de agua se sabe que las proteinas LEA del grupo 1 se acumulan en
condiciones de estrés, tales como alta osmolaridad, altas temperaturas, y
condiciones hiperoxidantes (Stacy y Aalen, 1998). Otras evidencias provienen de la
presencia de estas proteinas en organismos con habitats extremos, como las
arqueas, también se han encontrado en algunos crustaceos de agua salada como

algunas especies de Artemia, cuya fase de enquistamiento le permite sobrevivir en
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un estado de desecacion y permanecer metabdlicamente inactivo durante 10 o mas
afos, conservando la capacidad de soportar condiciones ambientales severas
(Wang et al., 2007).

La evidencia directa que muestra el funcionamiento de las proteinas LEA del grupo
1 es escasa, sin embargo, se han realizado experimentos “n vitro” se ha visto que
la purificacion y expresion en E. coli de proteinas LEA de trigo tienen la capacidad
de proteger a enzimas como la citrato sintasa (CS) o LDH al ser sometidas a ciclos
de desecacion o congelamiento (Gilles et al., 2007).

Grupo 2. Este grupo de proteinas LEA, también conocidas como “dehidrinas”, se
identifico originalmente en el desarrollo de embriones de algodon y son el grupo
mas ampliamente caracterizado. Son altamente hidrofilicas, contienen una alta
proporcion de aminoacidos cargados y polares y una baja fraccion de residuos no
polares e hidrofobos, ademas carecen de residuos de triptofano y tirosina (Garay-
Arroyo et al., 2000). Una caracteristica distintiva de las proteinas de este grupo es
su secuencia consenso de 15 residuos, rico en lisina llamado el segmento K (Close
et al., 1989).

Al igual que las proteinas LEA del grupo 1, varios estudios de proteinas de LEA
especificas del grupo 2 han confirmado que se acumulan durante la desecacién de
las semillas y en respuesta al déficit de agua inducida por la sequia, la baja
temperatura o la salinidad. Se ha hecho un esfuerzo para determinar la localizacion
subcelular de algunas de estas proteinas. La mayoria de las proteinas LEA del
grupo 2 se acumulan en el citoplasma, y algunas de ellas también se localizan en el
nucleo, aunque algunas dehidrinas también se encuentran en otros compartimentos
celulares, incluyendo las proximidades de la membrana plasmatica, las
mitocondrias, la vacuola y el reticulo endoplasmico e incluso se ha demostrado una

actividad de union a iones(Battaglia et al., 2008).

Grupo 3. Las proteinas LEA de este grupo se caracterizan por tener una secuencia
consenso de 11 aminoacidos. En comparacidn con otros grupos de proteinas LEA,

los miembros del grupo 3 son muy diversos. Esta diversidad es una consecuencia
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de los cambios introducidos en la repeticion de la secuencia de aminoacidos (Dure,
1993). El analisis de varias proteinas LEA del grupo 3 por dicroismo circular y
espectroscopia infrarroja indicaron que en su mayoria carecen de estructura
secundaria en estado hidratado. Sin embargo, en presencia de glicerol, etilenglicol,
o metanol, o después de secado rapido, adoptan una conformacion a-helicoidal. El
hecho de que la rehidratacion conduzca a la forma no estructurada de la proteina
indica que estas transiciones estructurales son totalmente reversibles (Tolleter et
al., 2007).

Curiosamente, se han encontrado proteinas LEA que se acumulan en varios
organismos no vegetales en respuesta a la deshidratacidon. Ejemplos de estos son
proteinas en Deinococcus radiodurans y Haemophilus influenzae, asi como una
proteina de Caenorhabditis elegans, cuya expresion esta correlacionada con la
supervivencia de este nematodo en condiciones de desecacion, osmaotica y calor
(Gal et al., 2004).

Ademas de apoyar un papel como moléculas protectoras bajo limitacion de agua,
las proteinas LEA pueden funcionar para proporcionar un ambiente adecuado a sus
enzimas diana, evitando su inactivacion para mantenerlas integras mientras el agua

sea restrictiva (Battaglia et al., 2008).

Grupo 4. Este grupo fue caracterizado por su secuencia consenso de 26
aminoacidos ubicados en la region N-terminal (Battaglia ef al., 2008).

En un analisis computacional de las proteinas LEA del grupo 4 se predijo que los
primeros 70 a 80 residuos de aminoacidos adoptan una estructura a-hélice,
mientras que el resto de la proteina no tenia estructura definida (Kyte y Doolittle,
1982). Para corroborar esto se realizé un analisis espectroscopico de una proteina
LEA de soja para confirmar dicha prediccién (Shih et al., 2004).

Durante experimentos controlados en Arabidopsis se demostré que las proteinas
LEA de este grupo contribuyeron a mantener la actividad de la LDH, incluso después
de un 99% de pérdida de agua (Reyes et al., 2005), sugiriendo un papel protector
durante la deshidratacion. Del mismo modo, la inactivacién de un gen de este grupo
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en mani (Arachis hypogaea) parecio resultar en una menor tolerancia a la sequia
(Senthil-Kumar y Udayakumar, 2006).

Grupo 5. También llamado grupo de proteinas LEA atipico debido a su caracter
hidrofobico y se sugiere una estructura globular. Aunque se sabe poco acerca de
este conjunto de proteinas, los datos disponibles indican que se acumulan durante
la etapa tardia del desarrollo de las semillas en respuesta a las condiciones de
estrés, como la sequia, la luz UV, la salinidad y el frio (Maitra y Cushman, 1994;
Park et al., 2003; Kim et al., 2005).

Grupo 6. Este grupo fue encontrado por primera vez en plantas de frijol (Phaseolus
vulgaris) y se caracteriza por el tamafio pequefio de sus proteinas (7-14 kD). En
general, estas proteinas son altamente hidrofilas, carecen de residuos de cisteina y
triptéfano. Analisis computacionales han predicho que las proteinas del grupo 6 LEA
estan intrinsecamente desordenadas (Garay-Arroyo et al., 2000).

Si bien no hay mucha informacion directa sobre la funcién de las proteinas en este
grupo, los resultados obtenidos de los ensayos de deshidratacion “in vitro” indicaron
que las proteinas LEA, a diferencia de las de otros grupos (2, 3 y 4), no pudieron
ayudar a mantener la actividad de las enzimas durante la deshidratacion (Reyes et
al., 2005). Este resultado sugiere que los objetivos moleculares de estas proteinas
son diferentes de los de otras proteinas LEA, e indica que su hidrofilicidad no es la
unica caracteristica relevante para su funcion protectora en ambientes que limitan

el agua (Battaglia et al., 2008).

Grupo 7. También llamadas proteinas ASR consideradas dentro de las hidrofilinas
pequefias, estables al calor e intrinsecamente desordenadas, al igual que otras
proteinas LEA se acumulan en las semillas durante la embriogénesis tardia y
responden a la limitacién del agua (Maskin et al., 2008).

También responden a las condiciones de estrés ambiental, como el déficit de agua,
la sal, el frio y la luz limitada (Silhavy et al., 1995; Padmanabhan et al., 1997; Doczi
et al., 2005).
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Tabla 2. Grupos de proteinas LEA (Battaglia et al., 2008).

Grupo Secuencia consenso

LEA 1 TVVPGGTGGKSLEAQEHLAE
LEA 2 EKKGIMDKIKEKLPG

LEA 3 GGVLQQTGEQV

LEA 3 TAEKAGEYKDY

LEA 4 AQEKAEKA TARDPXEKEMAHE KKEAK

LEA S5
LEA 6 LEDYKMQGYGTQGHQQPKPGRG
LEA 7 AAGAYALHEKHKAKKDPEHAHRHKI

1.9.2 Funciones

Las proteinas LEA se encuentran dentro de las Proteinas Intrinsecamente
Desordenadas (PIDs) ya que en el estado hidratado se encuentran sin estructura,
pero se pliegan principalmente en estructuras a- helicoidales en el estado de
deshidratacion (Hincha y Thalhammer, 2012). Dicho esto, cuando se encuentran
estructuradas y con actividad, se les atribuyen funciones como antioxidantes y como
estabilizadores de membrana y proteinas durante el estrés hidrico, ya sea por
interaccidon directa o actuando como escudos moleculares. Protegen estructuras
celulares de los efectos de la pérdida de agua actuando como un amortiguador de
hidratacion, por secuestro de iones, por proteccion directa de otras proteinas o
membranas, o por para renaturalizar proteinas no plegadas (Wise y Tunnacliffe,
2004). Junto con otras proteinas hidrofilicas y solutos compatibles, las proteinas
LEA también previenen el colapso celular cuando la cantidad de agua disponible es
limitada. Esta capacidad multifuncional de las proteinas LEA es debido en parte a

su plasticidad estructural.
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2. ANTECEDENTES

Existen varios reportes en donde se han sobreexpresado proteinas LEA
provenientes de unas plantas en otras especies de plantas y en E. coli y en todos
los casos se ha observado proteccién a diferentes tipos de estrés y proteccion sobre
algunas enzimas de manera ’in vitro".

El gen que codifica para la proteina OsLea14-A proveniente de arroz (Oryza sativa),
se amplifico, clono y transformoé en células de E. coli; se realizaron pruebas de
tolerancia a estrés en altas concentraciones salinas (100 - 600mM de NaCl) y sequia
simulada bajo la adicion de sorbitol (600 -1600 mM), altas temperaturas (50°C) y
freeze thaw (—80 °C). En sus resultados obtuvieron que la tasa de supervivencia de
las células que expresaban la proteina LEA (BL/OsLea14-A) era mayor comparada
con las que no la portaban (BL/pET32a), y la diferencia aumentaba a medida que
aumentaba la concentracion de NaCl o sorbitol (Figura Sb/c). Al someter a las
células a altas temperaturas se demostré mayor viabilidad para BL/OsLea14-A que
para las células BL/pET32a (Figura 5d). De igual manera en los ciclos de
congelamiento y descongelamiento se comprobd que las células que cuentan con
la proteina LEA presentan una mejor tolerancia a este estrés (Figura 5e). También
determinaron que la proteina OsLea14-A protege la actividad de la LDH y confiere
mayor tolerancia a las diferentes condiciones de estrés a las que fue sometida.

De acuerdo con los datos obtenidos, se concluyé que OsLea14A tiene efectos
protectores en células de E. coliy en LDH al someterse a condiciones de estrés

como alta salinidad, sequia, alta temperatura y freeze thaw(Hu et al. 2019).
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Figura 5. Viabilidad de células transformadas en E. coli con OsLea14-A bajo diferentes

condiciones de estrés (Hu et al. 2019).

Por otro lado, mutaciones en genes que codifican para proteinas LEA provoca los
efectos contrarios, es decir, cepas de A. fischerison mas sensibles al secado
seguido de un choque térmico (60, 70 y 80 ° C), (Figura 6). Tomados en conjunto,
estos datos muestran que las proteinas LEA promueven la supervivencia durante la

exposicidn a la sequia y calor (van Leeuwen, et al. 2016).
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Figura 6. Choque térmico en células silvestres (WT) y mutacion de Leam (AleamA) en A.

fischeri (van Leeuwen et al. 2016).

En el laboratorio se tienen muestras bacterianas provenientes del golfo de México
obtenidas de los diferentes sitios de muestreo que realiza el buque oceanografico
del CIGOM. Se llevé a cabo un analisis bioinformatico detallado con el fin de
determinar si entre las muestras obtenidas habia alguna cepa que tuviera en su
genoma secuencias con homologia a proteinas LEA, este analisis se llevo a cabo
utilizando las secuencias obtenidas por "shotgun™ de los metagenomas y los
genomas disponibles de las cepas previamente secuenciadas. La busqueda
incluyé: siete secuencias tipo “shotgun™ de agua y sedimento de dos campafas
oceanograficas denominadas MMF1 y MET1, ocho genomas de cepas aisladas
secuenciadas, y dos secuencias shotguns adicionales de consorcios bacterianos
enriquecidos con crudo de la estacion B0O9 del crucero oceanografico MMF1. En
total se hizo la busqueda sobre nueve metagenomas y ocho genomas.

Para el analisis bioinformatico, se seleccionaron secuencias de proteinas LEA de
organismos eucariontes como Artemia franciscana, Arabidopsis thaliana, y
procariontes como Azotobacter vinelandii, Pseudomonas syringae y Pseudomonas
fluorescens.

Unicamente se encontraron dos secuencias con homologia a proteinas LEA del
grupo 1 en los genomas de dos cepas de Pseudomonas, especificamente una cepa
de P. aeruginosa, proveniente de un consorcio bacteriano de la estacion B9 y una
cepa de P. stutzeri de la estacion D18. Ambas cepas fueron aisladas por su

capacidad para crecer en un medio suplementado con crudo y queroseno.
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3. JUSTIFICACION

Existe una alta diversidad de microorganismos presentes en los ambientes marinos
y el Golfo de México no es la excepcion, por lo cual, es de suma importancia
profundizar en su conocimiento, ya que debido a las condiciones extremas los
microorganismos que lo residen necesitan estar adaptados a este medio, por
consecuencia cuentan con enzimas que les permiten tolerar esas condiciones. Por
esta razdn, es de gran interés profundizar en el estudio de proteinas LEA, que como
ya se explico anteriormente, confieren tolerancia a diversas condiciones de estrés.
Actualmente se conocen y se han descrito y estudiado a detalle una gran variedad
de proteinas LEA, casi todas provenientes de plantas, sin embargo, existen muy
pocos reportes de estas proteinas en bacterias y ninguno de ellos en bacterias

marinas.

4. HIPOTESIS

La proteina LEA del organismo marino P. aeruginosa aislado del golfo de
México(goM), tienen un efecto protector en células de E. coli bajo diferentes
condiciones de estrés.

5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar una proteina LEA bacteriana proveniente de una muestra del goM.

6. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Expresar heter6logamente el gen que codifica para la proteina LEA de P.

aeruginosa en E. coli.
2. Determinar el efecto protector de la proteina LEA en células de E. coli bajo
diferentes condiciones de estrés.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Clonacién de genes Expresion Pruebas de estrés
lea heterdloga abiético

Busqueda de secuencias Transformacion

- P aeruginosa * E coli BL21I * Salinidad
» Diseno de oligos o Anilisis de ¢  Freeze-thaw
* PpET-22b restriccion * Radiacion UV

8. METODOLOGIA

8.1 Diseio de oligonucleétidos para la amplificacién del gen LEA

Una vez obtenida la secuencia del genoma de P.aeruginosa se disenaron los
oligonucledtidos para la amplificaciéon mediante PCR del gen de interés. El disefo
de los oligonucledtidos (Tabla 3) para la clonacion en el vector de expresion pET22b
incluyé el codon de inicio, pero no el coddén de paro de cada gen, ademas se
adicionaron las secuencias de reconocimiento para las enzimas de restriccion Xhol
y EcoRl en el extremo 3’ y 5', respectivamente. Finalmente adicionamos 3 pares de

bases extra al extremo para el correcto corte de las enzimas.

Tabla 3. Disefo de oligos palea.

Nombre Secuencia Corte Longitud Tm
F1EcoPaLEA ATGATTTTTTCGTCCCAGGG G AATTC 20 58
R1XhoPaLEA TCAGGACGAGCGTCCGC C TCGAG 17 58
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8.2 Protocolo de extracciéon de ADN cromosomal por KIT

Para obtener el gen codificante de la proteina LEA se parte de la extraccion de ADN

por KIT de P. aeruginosa, para posteriormente amplificarlo con ayuda de los

oligonucledtidos previamente disefiados, para esto se siguio el protocolo de la

extraccion de la siguiente manera:

© N o g bk w DN

. Partir de un pre-cultivo overnight de 5 mL de LB inoculados con la cepa de

P. aeruginosa

Centrifugar dos minutos a 13,000 rpm y eliminar sobrenadante

Agregar 200 pl de sulfato de magnesio (MgSQOas) y resuspender

Agregar 800 pl de buffer de lisis y mezclar por inversion

Incubar diez minutos a temperatura ambiente

Pasar la mezcla a columna del KIT

Centrifugar un minuto a 10,000 rpm y eliminar sobrenadante

Agregar 200 pl de buffer de prelavado, centrifugar un minuto a 10,000 rpm y
eliminar sobrenadante

Agregar 500 pl de buffer de lavado, centrifugar un minuto a 10.000 rpm y

eliminar sobrenadante

10. Centrifugar nuevamente un minuto a 10,000 rpm y eliminar sobrenadante

11.Pasar la columna a un tubo nuevo de 1.5 mL

12.Agregar 30 pl de buffer de elusion, incubar cinco minutos a temperatura

ambiente y centrifugar un minuto a 10,000 rpm

13.Repetir paso anterior
14.Guardar a -20°C
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8.3 Amplificaciéon de gen LEA por PCR

Con el fin de determinar las condiciones oOptimas para la amplificacién de la
secuencia se llevd a cabo un PCR en gradiente, esto se realizé variando las
concentraciones de MgClz, y temperaturas para encontrar la Tm adecuada.

Una vez obtenidas las condiciones 6ptimas de amplificacion, se realizé un PCR para

la amplificacion y posterior purificacion de la banda de interés.

8.4 Protocolo de extraccion de bandas de gel por KIT

Una vez realizado el PCR en las condiciones de amplificaciéon adecuadas, se corri

un gel de agarosa y se siguio el protocolo de la purificacion de la siguiente manera:
1. Cortar la banda de interés en el gel con un bisturi

Depositar el gel en tubo eppendorf de 1.5 mL

Pesar el tubo

Anadir binding buffer en proporcion 1:1

Incubar a 55°C por 10 minutos con agitacion.

o a0 K~ w0 N

Agregar isopropanol en proporcion 1:1 y mezclar por inversion
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7. Transferir 800ul a una columna del KIT y centrifugar un minuto a 13,000 rpm
y eliminar el sobrenadante

8. Anadir 700 ul del buffer de lavado, centrifugar un minuto a 13,000 rpm y
eliminar sobrenadante

9. Centrifugar nuevamente y eliminar el sobrenadante

10.Pasar la columna a un tubo nuevo de 1.5mL

11.Agregar 30ul de buffer de elusion, incubar 10 minutos a temperatura
ambiente y centrifugar

12.Repetir el paso anterior

13.Guardar a -20°C
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; Bldmg buffer i \

\/// ; ERiCiNnnn
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1; &= l;-
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lab centrifuge
Buffer de lavado 10 minutos despues
Centrifugar 1 minuto a Isopropanol
13,000 rpm
@ Centrifugar 1 minuto a
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8.5 Extraccion de ADN plasmidico por KIT

Con el fin de poder clonar el gen purificado de la proteina LEA en el vector pET-22b,
es necesario realizar la extraccion de ADN mediante el siguiente protocolo:

1.

N o o bk ow

9.

Partir de un precultivo overnight de 5 mL de LB inoculado con la cepa del
pET-22b mas ampicilina

Centrifugar dos minutos a 13,000 revoluciones por minuto (rpm) y eliminar
sobrenadante

Resuspender el pellet en 250ul de la solucion de resuspension

Anadir 250 pl de la solucién de lisis y mezclar por inversion

Anadir 350 ul de solucion neutralizadora y mezclar por inversion

Centrifugar cinco minutos a 13,000 rpm

Pasar la solucion en una columna del KIT, centrifugar un minuto a 13,000
rom y eliminar sobrenadante

Agregar 500 pul de solucion de lavado y centrifugar un minuto a 13,000 rpm y
eliminar sobrenadante

Repetir el paso anterior

10. Centrifugar nuevamente a 13,000 rpm y eliminar sobrenadante

11.Pasar la columna a un tubo nuevo de 1.5 mL

12.Agregar 30 pl de buffer de elusion, incubar cinco minutos a temperatura

ambiente y centrifugar un minuto a 13,000 rpm

13.Repetir el paso anterior
14.Guardar a -20°C
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8.6 Ensayo de restriccion enzimatica y ligacion de fragmentos digeridos

Para la clonacion del fragmento de interés en el vector de expresion pET-22b, se
realiz6 una doble digestion con las enzimas Xhol y EcoRl, se incub6 durante 2 horas
a 37°C, pasado este tiempo, se inactivar la reaccion por 10 minutos a 65°C, para

posteriormente ligar el fragmento.

De acuerdo con la cuantificacion de ADN del vector y el inserto, se realiz6 una
ligacion en proporciones 1:3 y 1:5 respectivamente, en un volumen final de 20pl. Se
deja incubando durante una noche a una temperatura de 18-22°C.

8.7 Transformacion de células competentes

Para la obtencién de clonas que contengan el vector con el gen de interés se
transformaron células electro-competentes de E. coliBL21 de la siguiente manera:
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1. Alas células electrocompetentes se le agrega 1/10 de la ligacion y se dejan
incubar cinco minutos en hielo, posteriormente se transfiere el contenido a
celdas de electroporacion y se les da un electrochoque (Ec2)

2. Agregar 1 mL de LB liquido para recuperar las células transformadas,
resuspender y pasar a tubos eppendorf de 1.5 mL
Incubar a 37°C con agitacidon durante una hora
Pasado este tiempo, se siembran las células con perlas estériles en cajas
Petri con LB y ampicilina 100mM

5. Incubar las cajas Petri a 37°C durante una noche para que crezcan las

células y obtener colonias

WW 79=7 .w

Células
Células competentes + ligacion
competentes

% s"' a

LB + Ampicilina 100mM i.? n

& <000 @am Lot *
7 - kO R LB + Células Medio LB

37°C > trasformadas

O/N 37°C
1 hora c/agitacion

liquido

8.8 PCR en colonia

Una vez obtenidas las colonias en las cajas Petri, se realizé un PCR para confirmar
la presencia del plasmido.

Se picaron 3-4 colonias por muestra y se colocaron en 50 ul de agua, fungiendo
esto como ADN para el PCR

Para confirmar cual de las clonas contenia el fragmento de interés, se pusieron pre-

cultivos en 5mL de LB con ampicilina durante una noche a 37°C a 200 rpm para su
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posterior extraccion de ADN y confirmar los resultados con una doble digestion con
las enzimas Xhol y EcoRI.

Las cepas transformadas con los plasmidos que contienen los genes de interés que
fueron confirmadas por digestion y PCR se renombraron de la siguiente forma:

Nombre de la cepa Descripcion

PaLEA E. coliBL21 + pET-22b + lea de P. aeruginosa
AVLEA E. coliBL21 + pET-22b + lea de Azotobacter vinelandii
PET-22b E. coliBL21 + pET-22b

8.9 Gliceroles

Una vez obtenidas las clonas, se guardan en glicerol bajo esterilidad para su
correcto resguardo y almacenamiento.

1. En un tubo de ensaye se ponen los precultivos de PaLEA y AvLEA
inoculando 5mL de LB con 5ul de ampicilina por cada una y se dejan incubar
una noche a 37°C y 200 rpm

2. Posteriormente, se pasan a tubos eppendorf de 1.5 mL y se centrifugan los
5 mL de precultivo de cada muestra por separado, durante un minuto a
13,000 rpm

3. Obtenidos los pellets, se resuspenden con 1 mL de sulfato de magnesio
(MgSOQg4) para lavarlos

4. Centrifugar un minuto a 13,000 rpm y desechar sobrenadante

5. Resuspender pellet en 1TmL de LB y pasar a tubos estériles para glicerol

6. Adadir 1mL de glicerol al 80% y guardar a -80°C
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8.10 Induccioén de las proteinas LEA

Para la correcta expresion de las proteinas LEA, se parte de los pre-cultivos de las
cepas PaLEA y AvLEA en un tubo de ensaye en 5mL de LB con ampicilina 100mM
a 37°c y 200 rpm, incubandolos durante una noche. Posteriormente, se inoculan
20mL de LB con 20pl de ampicilina 100mM, ajustando la densidad 6ptica (OD600)
a0.1.

Se realiza el monitoreo de los cultivos hasta una densidad 6ptica de =0.6. Se afiade

IPTG 0.8 mM para inducir la produccion de las proteinas y se incuba durante 2

horas.
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8.11 Lisis celular

La induccién de la proteina se verifica mediante un gel de poliacridamida al 12%.
Para esto, se lisan 5 mL de los cultivos inducidos adicionando lisozima y se sonican
tres veces durante 10 segundos a una potencia de 5 watts con intervalos de 1 min
de descanso entre ellos. Posteriormente se centrifuga el lisado 15 min a 4°C y de
este se toman alicuotas. Se adiciona buffer de carga y se incuba a 98°C durante
quince minutos. Se cargan las muestras en el gel y se dejan correr durante
aproximadamente dos horas y media. Transcurrido el tiempo, se tifie el gel con azul
de Coomasie durante 30 minutos y finalmente se deja durante toda la noche con

solucién para destenir.
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8.12 Western blot
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Una vez realizado el gel de poliacrilamida, se procede a transferir la proteina a la

membrana de nitrocelulosa en donde se visualizara la union antigeno-anticuerpo

por luminiscencia, de la siguiente manera:
1. Vaciar el buffer de trasferencia en la camara

2. Cortar la membrana de nitrocelulosa al tamaio del gel

3. Humedecer cuidadosamente con ayuda de unas pinzas el par de esponjas,

papeles filtro y la membrana con el buffer de transferencia

4. Colocar una esponja, un papel filtro, el gel de poliacrilamida, la membrana, la

otra esponja y papel filtro, en una especie de “sandwich”

5. Esto se monta dentro de la camara de transferencia, colocando la membrana

del lado positivo y el gel del negativo

6. Mantener la electro-transferencia durante 1 hora con 20 minutos a 200mAmp
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7. Pasado este tiempo, tomar la membrana cuidadosamente, ponerla en un

recipiente y agregar la solucion de TBS-T+ 0.1 g de leche descremada

8. Dejarla bloqueando en el cuarto frio en agitacién O/N

9. Al dia siguiente, realizar 3 lavados con TBS-T de 10 minutos cada uno

10. Anadir el anticuerpo e incubar 1 hora a temperatura ambiente con agitacion

11.Lavar nuevamente 3 veces con TBS-T

12.Agregar 1 mL de cada solucion de luminiscencia y 2 mL de agua

13.Incubar 5 minutos y desechar solucion

14.Visualizar la membrana
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8.13 Pruebas de estrés en E. coli

Para determinar si la expresion heterdloga de las proteinas LEA, tiene un efecto en
E. coli, se realizan ensayos sometiendo las células a diferentes condiciones de
estrés. Se parte de una induccion de la proteina de cada una de las cepas: PaLEA,
AVLEA (+) y el pET 22b (-). De los matraces con la induccion, se toman alicuotas
de 1mL a una densidad optica de 0.6 para exponer las células a diferentes
condiciones como se explica a continuacion:

Salinidad: Las células se siembran por triplicados en placas Petri con medio LB
ampicilina adicionado con IPTG y diferentes concentraciones de NaCl, después de
12-24 horas de incubaciéon a 37°C se realiza cuenta viable por conteo de unidades
formadoras de colonias (UFC). Finalmente se determina el numero de supervivencia

celular mediante la siguiente formula:

promedio del nimero de colonias en placa

Porcentaje de supervivencia = - - - x100
promedio del nimero de colonias en la placa control

Freeze-thaw: Esta técnica consiste en someter a las células a ciclos constantes de
congelamiento y descongelamiento rapido para determinar el efecto que tiene esta
accidn sobre las membranas y proteinas de la célula. Para esto, una alicuota de
células se congela durante tres minutos en hielo seco y se descongela durante tres
minutos en un termoblock a 30°C, esto se considera un ciclo frezze-thaw. Estos
ciclos se repiten de 1 a 20 veces, donde cada 5 ciclos se toma muestra para ver el
efecto del paso de los ciclos y posteriormente se siembran en cajas de LB con
ampicilina por triplicados, finalmente se realiza cuenta viable por unidades
formadoras de colonias.

Radiaciéon UV: Se siembran las células por triplicado en cajas Petri de LB con
ampicilina, y se exponen a rayos UV a 254 nm en la campana de flujo laminar
durante 5-30 minutos, posteriormente se incuban a 37°C por 48 horas, y se realiza

el conteo de unidades formadoras de colonias.
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9. RESULTADOS

9.1 Amplificacion de gen lea en Pseudomonas

Para amplificar el gene lea de P. aeruginosa, se extrajo DNA cromosomal y se
comprobd la correcta extraccion en un gel de agarosa. Observamos dos bandas de
alto peso molecular que corresponden al DNA de nuestra cepa de interés (Figura
7).

500 [>

Figura 7. DNA cromosomal de la cepa de Pseudomonas. Gel de agarosa al 1% M (marcador
molecular) Pa (Psedumonas aeruginosa)

Este DNA se utilizé como molde para la amplificacion por PCR del gen. Se realizd
un gradiente de concentraciones de magnesio y temperaturas con el fin de encontrar
las condiciones 6ptimas de amplificacién para el gen.

Para P. aeruginosa esperabamos una banda de 465 pb. Observamos que la mejor
condicién para amplificar el gen palea fue utilizando de 2.5mM de MgClz> y una Tm
de 52°C (Figura 8).
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Figura 8. Amplificacion de gen lea de la cepa de Pseudomonas. Gel de agarosa al 1%
indicando las diferentes temperaturas y concentraciones de MgCl: utilizadas. a) Amplificacién
de gen lea en P. aeruginosa. M (marcador de peso), (-) control, sin DNA. TM (50-60°C).
MgClz(1.5-3.0 mM).

9.2 Obtencién de transformantes de E. coli con el gen lea

Para confirmar la presencia del plasmido en las colonias obtenidas, se realizaron
PCR en colonia y/o ensayos de restriccion (Figura 11).

Para PaLEA se analizaron 4 clonas candidatas mediante PCR, sin embargo,
observamos amplificacion de un fragmento cuando utilizamos el ADN del vector
pet22b como control (Figura 9a), por esta razén decidimos realizar un ensayo de
restriccion para confirmar que efectivamente no hubiera algun fragmento clonado
(Figura 9b).
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Ambas clonas se confirmaron mediante secuenciacién de ADN para demostrar que
el fragmento clonado en el vector correspondiera a la secuencia amplificada de los

genes de ambas cepas.

F10 Wit o o el e stricciob). Gel dé Rig#r8sa @19 3 Bén| ot ‘
de i6 i ig M sfama g : '
co :

3000| 4 -— e

1000 -

500 | -

9.3 Expresion de proteina LEA de Pseudomonas en E. coli

Para determinar la correcta expresion de la proteina LEA en E. coli, Se indujeron
cultivos de la cepa PaLEA sin el inductor IPTG y después de una y dos horas de
induccion. Como control positivo utilizamos la cepa AvLEA y como negativo la cepa
de E. coli BL21 que contiene el vector pET 22b vacio. Se lisaron las células y se
utilizé el extracto celular para correr las muestras en geles de poliacrilamida (Figura
10).

En la muestra de PaLEA se observa la induccién de la proteina en el peso predicho
de 17.2 Kda (Figura 10b).

En el control positivo, observamos la banda correspondiente a 14 Kda, peso que
corresponde la proteina LEA de A. vinelandii y como se esperaba, en el control

negativo no observamos induccion alguna (Figura 10 a).
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Figura 10. Induccion de proteinas LEA. Gel de poliacridamida al 12 y 15% respectivamente a)
ControlespET-22b (-) y A. Vinelandii (+) b) PaLEA. M (marcador de peso). 0 (sin induccion), 1,
2 (horas tras la induccion).

9.4 Inmunodeteccion por Western blot

Ante el resultado de una doble banda vista en el gel, posterior a la induccion de la
proteina LEA por el método seleccionado, se procedio a verificar que ambas bandas
se trataran de la misma proteina, para esto, se realiz6 la técnica de Western blot,
en donde, la union del anticuerpo con la proteina se visualizd por luminiscencia en
la membrana de nitrocelulosa con ayuda del programa de Image Studio. Como
producto de ello se detectaron ambas bandas correspondientes a los pesos
moleculares previamente vistos (Figura 11), como control negativo se ocupo el
plasmido vacio (pET- 22b) y como control positivo la enzima catecol dioxigenasa
(CDO) con un peso molecular mayor al de la PaLEA, esperando no interferir en su

sefal.
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Figura 11. Induccién y Western blot a) Proteina PaLEA. Gel de poliacrilamida al 15%. b)
Deteccion por Western blot. M (marcador de peso). 0 (sin induccién), 2 (horas tras la
induccion). (+) Catecol dioxigenasa

Considerando que pudo existir algun fallo en la correcta produccion de la proteina
y tomando en cuenta que esto podria ocasionarnos un problema al momento de
determinar el papel de la misma en las pruebas de estrés, se decidié volver a
amplificar la secuencia del gen palea del dna cromosomal de la cepa de P.
aeruginosa para construir nuevamente la cepa de E. coli BL21.

En la figura 12, podemos observar que, en esta cepa, la expresion de la proteina se

dio de manera adecuada, visualizando una unica banda que corresponde al peso

molecular esperado.
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Figura 12. Induccién de Proteina PaLEA. Gel de poliacrilamida al 15%. M (marcador de peso).
0 (sin induccién), 2 (horas tras la induccién).

9.5 Ensayos de tolerancia al estrés en células de E. coli

Una vez determinada la induccion de la muestra se continuo con las pruebas de
tolerancia a estrés en E. coli para determinar si la expresion de la proteina LEA
conferia algun tipo de tolerancia.

9.5.1 Ensayo Freeze-thaw

De igual forma, para determinar si también habia un efecto en la proteccion contra
ciclos de congelamiento, se sometieron las células a ciclos constantes de
congelamiento y descongelamiento rapido para determinar el efecto que tiene esta
accidn sobre las membranas y proteinas de la célula. Para esto, una alicuota de
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células se congela durante tres minutos en hielo seco y se descongela durante tres
minutos en un termoblock a 30°C. Estos ciclos se repiten de 1 a 20 veces, donde
cada cinco ciclos se toma muestra para ver el efecto del paso de los ciclos y
posteriormente se siembran en cajas de LB con ampicilina por triplicados, finalmente
se realiza cuenta viable por unidades formadoras de colonias y se determina el
porcentaje de supervivencia.

En este caso se observd que no hubo diferencia entre las cepas desde los primeros
cinco ciclos de congelamiento ya que las células morian rapidamente, sin embargo,
quitando el primer punto de la grafica y viendo las diferencias de cinco a veinte
ciclos, se observa que el control negativo (pET22b) presenta mayor crecimiento que

las células que contienen la proteina LEA (Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje se supervivencia de proteina LEA provenientes de P. aeruginosa sobre
expresadas en células de E. coli bajo ciclos de freeze- thaw.
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9.5.2 Ensayo radiacién Ultravioleta (UV)

Se sembraron las células en cajas Petri de LB con ampicilina y se sometieron a 254
nm de radiacion UV en la campana de flujo laminar, durante 5-30 minutos, para
después incubarlas a 37°C durante 48 horas y determinar el efecto protector.
Pasado este tiempo, se hizo conteo de UFC y se revisdé el porcentaje de
supervivencia. Como resultado, no se observo diferencia entre las cepas, desde los
5 minutos en exposicion a los rayos UV las células murieron rapidamente (Figura
14).
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Figura 14. Porcentaje se supervivencia de proteina LEA provenientes de P. aeruginosa sobre
expresadas en células de E. coli bajo radiaciéon UV.

9.5.3 Ensayo de salinidad

Para determinar el efecto de la salinidad sobre las células, se sembraron diluciones
de cultivos previamente inducidos con IPTG en placas Petri con medio LB y
ampicilina 100mM, adicionado con diferentes concentraciones de NaCl, después de
12-24 horas de incubacién a 37°C. Se realizé cuenta viable por conteo de unidades
formadoras de colonias (UFC) y se graficd por porcentaje de supervivencia. Como
resultado se obtuvo que las células con PaLEA soportaron un rango de 0-500 mM
de NaCl adicional al del medio, e incluso hubo un aumento de células en 200 mM
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en comparacion con 0 mM. El control positivo se comporté como lo esperado
soportando hasta 600 Mm de NaCl adicional al del medio. En cuanto al control

negativo, crecio por debajo de las células con proteina LEA (Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje se supervivencia de proteina LEA proveniente de P. aeruginosa sobre
expresadas en células de E. coli bajo diferentes concentraciones de NaCl.

10. DISCUSION

Diversos estudios se han centrado en la adaptacion y respuesta al estrés de los
organismos ante ambientes adversos, en los cuales han destacado a las proteinas
abundantes en la embriogénesis tardia (LEA), las cuales han sido encontradas en
muchas especies, desde plantas, animales, hongos, e incluso bacterias, como es el
caso de este estudio, el cual es pionero en caracterizar una proteina LEA
proveniente de una bacteria marina llamada P. aeruginosa. Esta proteina nombrada
PaLEA fue transformada, expresada, inducida y purificada con éxito, sin embargo,
una vez finalizado el experimento de purificacién se observaron dos bandas distintas
pertenecientes a PaLEA, verificando por Western blot, la primera banda se observa
en 17.2 kDa que coincide con el peso molecular de la proteina de interés, la segunda
banda se observa por debajo de los 15 kDa, este hecho desencadeno el interés de
indagar a qué se debia la aparicion de una segunda banda. En un reporte de una
proteina LEA de amaranto (Amaranthus cruentus) denominada AcLEA, se encontré

que ocurria algo similar, en el estudio se identificaron dos bandas en un gel de
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poliacrilamida y mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-
MS/MS) confirmaron que ambas se trataban de la misma proteina AcLEA, al no
detectar péptidos en la region N-terminal de la segunda banda concluyeron que esta
proteina corta era un fragmento truncado que carece de la region N-terminal
(Saucedo, et al., 2017).

Sin embargo, en otros estudios se ha observado una expresion de proteinas LEA
en E. coli y purificacidon sin inconveniente alguno. Tal es el caso de la proteina LEA
llamada WRAB18 proveniente de trigo (Triticum aestivum) en donde se extrajo su
ARN total para posteriormente sintetizar ADNc y clonarlo en el pET28a, el plasmido
recombinante se transformo en células competentes de la cepa BL21 de E. coliy se
indujo la sobrexpresion de las proteinas con IPTG 1.0 mM durante 12 horas.
Después de purificar la proteina se examind mediante SDS-PAGE al 12 % y las
bandas de proteina se tifieron con azul Coomassie, de igual manera se verific por
Western Blot la expresion de WRAB18 obteniendo exitosamente una sola banda
esperada a los 21 kDa. (Wang, et al., 2017)

O tal es el caso de la unica proteina LEA estudiada hasta el momento avLEA1
proveniente de una bacteria llamada Azotobacter vinelandii, de la cual se amplificd
un fragmento de ADN de 396pb correspondiente al gen lea? para después clonarse
en el vector pET22b+, y una vez el plasmido construido, se procedié a transformar
células BL21(DE3) de E. coli para expresar la proteina induciéndola con IPTG 1 mM
durante 2 horas. La proteina recombinante se purifico y se analizé en SDS-PAGE
utilizando geles de acrilamida al 12 % y finalmente se inmunodetecto por western
blot. Resultando en una exitosa expresion de la proteina, obteniendo una unica
banda esperada en los geles a 14.3 kDa. Esto nos hace referencia a que
anteriormente ya se habia logrado la expresion exitosa de proteinas LEA
provenientes de diferentes organismos en células de E. coli. (Rodriguez-Salazar, et
al., 2017).

Para nuestro estudio utilizamos condiciones similares para la clonacion y expresion

de la proteina paLEA de acuerdo con los datos reportados en la literatura.
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Esto nos llevd a suponer que lo que observamos podria tratarse también de una
secuencia trunca o quiza una protedlisis durante la purificacidon y no sobre la
metodologia utilizada para la expresion heteréloga de la proteina. Esto se pudo
haber confirmado o descartado mediante una técnica de secuenciacion de
proteinas, que nos indicaria si la secuencia nucleotidica o peptidica tiene algun
cambio con respecto a la secuencia original que estuviera provocando la temprana
terminacién de la traduccién de nuestra proteina de interés. Por este motivo
decidimos realizar nuevamente la construccién de nuestra cepa, determinando si en
el primer caso no se expres0 de manera adecuada debido a un error en la

transcripcion del mensajero o en la traduccion de la misma proteina.

La célula, para su normal metabolismo, necesita una concentracion ionica
determinada. La exposicion a altas concentraciones osmoticas puede causar
toxicidad a las células, deshidratacion y dafio tanto de las proteinas como de la
membrana celular (Liu y Zheng, 2005). Como consecuencia ocurre un aumento en
la presidn osmoética y la concentracion de iones inorganicos, resultando en la muerte

celular (Karandashova y Elanskaia, 2005).

En células transformantes sometidas a altas concentraciones salinas que tienen
proteinas LEA, se ha visto que estas favorecen a su supervivencia en distintos
rangos de NaCl. En un reporte, 6 de 11 genes lea provenientes de Dendrobium
officinale mostraron un incremento de tolerancia a NaCl, con mucho mayor
viabilidad con respecto al control, soportando de 2 a 7 veces mas cloruro de sodio
de lo normal (Ling, et al., 2016). En otro reporte se encontré6 un gen en soya
codificante para la proteina PM2, en donde se estudié el efecto de la proteina
completa, dos fragmentos truncos y una secuencia artificial duplicando el 22-mer,
resultando en hasta un 60% de supervivencia en las células de E. coli que contenian
la proteina en comparacion con el control. Se llegé a la conclusion de que el
polipéptido PM2 mejora la tolerancia a la sal y la region de repeticion de 22 unidades
es una region funcional importante (Hu, et al., 2019). Era interesante para nuestro
estudio el someter a las células a este estrés en particular ya que el organismo del
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que proviene nuestra proteina LEA pertenece a una Pseudomonas marina y su
propio ambiente es altamente salino, llevandonos a la suposicion de que las
proteinas LEAS que contiene P. aeruginosa son parte de su adaptacion al medio en
el que viven. En nuestro caso, también se observé un favorable efecto protector de
PaLEA con respecto a los controles, dando como resultado un incremento por arriba
de 200% de supervivencia celular en 200 mM de NaCl adicional al medio, infiriendo
que NaCl favorece el crecimiento celular; esto podria deberse a la procedencia del
organismo marino de donde proviene la proteina PaLEA, en comparacion con las
LEA’s de D. officinale y PM2 de soya, en donde no se ve este resultado, ya que

naturalmente no se encuentran en ambientes salinos.

La exposicion a altas concentraciones salinas y la congelacion, aunque factores
estresantes distintos, comparten un factor comun: ambos pueden comprometer la
integridad de la membrana celular y sus proteinas. El estrés por congelamiento
también conduce a la produccién de radicales de oxigeno, porque las reacciones de
captacion de luz continuan funcionando, mientras que las reacciones bioquimicas
estan severamente restringidas, resultando en dafios directos a la integridad de las
células y causando su muerte (Bohnert, et al., 1995). En este caso, sabemos que
los ambientes marinos también estan sujetos a sufrir cambios drasticos como la
congelacion de los mismos, por esta razon es interesante estudiar nuestra proteina

LEA ante dicho estrés.

En cuanto a los ciclos de freeze-thaw, se determind un nulo efecto protector por
parte de PaLEA, siendo que pasados los primeros cinco ciclos de congelamiento
las células morian, sin embargo, durante los primeros cinco ciclos se observo una
mayor supervivencia por parte del control negativo (plasmido vacio) en comparacion
con las células que si tenian la LEA, perjudicando de alguna manera el crecimiento
celular. A pesar de que en otros reportes si se ha visto mayor viabilidad en las
células que contienen proteinas LEA, por ejemplo en una LEA proveniente de Oryza
sativa, nombrada OsLEAS en donde la viabilidad celular se mantuvo hasta un 46%

después de cuatro ciclos de freeze-thaw, mientras que en el vector vacio como
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control negativo se mantenia el 26%, pasado los ocho ciclos se siguié manteniendo
el 7% de supervivencia, y para el control negativo ya habian muerto todas las células
(He, et al. 2012). No tenemos certeza de que pueda estar ocurriendo en las células
transformadas con el control vacio, sim embargo parece ser evidente que la proteina

PaLEA no protege durante condiciones de congelamiento.

La radiacion ultravioleta (UV) causa dafio en todos los organismos vivos. Los rayos
UV dan como resultado la generacion de especies reactivas de oxigeno que causan
dafios en el ADN, como los dimeros de timina, que bloquean la transcripcion del
ADN y provocan la muerte celular (Huwaidi, et al., 2018). Con el paso del tiempo, la
contaminacion aumenta y con ello el dioxido de carbono, agotando cada vez mas la
capa de ozono y permitiendo el paso de los rayos UV en mayor cantidad, los
ambientes marinos no quedan exentos y los organismos que los habitan también

sufren las consecuencias.

En nuestro caso no observamos diferencia entre las cepas, en la prueba de
radiacion UV lo que nos dice que PaLEA, no confiere proteccién a las células,
observandose un rapido decremento en la viabilidad posterior a los cinco minutos
de exposicidn a radiacién UV. A diferencia de otros experimentos donde se ha visto
un buen efecto de proteccion por parte de las células transformadas con proteinas
LEA, en este caso se trata de la misma cepa OsLEA5 en dénde fue sometida a
rayos UV en una longitud de onda de 254 nm en los rangos de tiempo de 5- 20
minutos, y posteriormente incubadas de 24-48 horas a 37°C, a lo que sus resultados
demostraron una mejor supervivencia por parte de OsLEAS que células con el
plasmido vacio, ya que al pasar el mayor tiempo, de 20 minutos, las células se
mantenian vivas un 5% mientras el control negativo no mostraba crecimiento (He,
et al. 2012).

En general, aun hace falta mucho por conocer sobre las proteinas LEA, pues son
muy variadas y PaLEA no es la excepcion, se espera en un proyecto futuro agregar

mas informacion a este estudio con respecto a actividad enzimatica, sin embargo,
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desde un punto de vista bioldgico, podriamos agregar que en primera estancia, la
proteina PaLEA podria estar ayudando a proteger junto con otros factores, a las
células de P. aeruginosa en ambientes marinos, especulando que este efecto podria
darse mediante los mecanismos descritos para algunas proteinas LEA del grupo 1,
como son, protegiendo membranas, tal es el caso de esta proteina LEA (LEAM)
identificada en las mitocondrias de las semillas de guisantes (Pisum sativum), la
cual se pliega en una hélice a anfipatica de clase A tras la desecacion y se estabiliza
aun mas dentro de la membrana mediante interacciones electrostaticas entre los
residuos cargados positivamente del péptido y los restos cargados negativamente
en los grupos de cabeza de fosfolipidos. La interaccion LEAM- membrana en estado
seco se confirmd mediante calorimetria diferencial de barrido. De igual manera, se
utilizo la espectroscopia de fluorescencia e infrarrojo transformada de Fourier (FTIR)
para obtener informacion sobre los detalles moleculares de las interacciones de
LEAM con las bicapas de fosfolipidos en estado seco y sus efectos sobre la
estabilidad de los liposomas, los resultados mostraron que LEAM interactua
especificamente con los grupos fosfato cargados negativamente en los fosfolipidos
secos y que esta interaccion aumenta la movilidad de la cadena de acilo graso y
disminuye la temperatura de fusion de los lipidos. Esto contribuye al mantenimiento
del estado liquido-cristalino de los lipidos, que es el estado funcional de las
membranas bioldgicas y, por tanto, podria ser crucial para la integridad funcional de
las membranas mitocondriales expuestas a la desecacién en semillas secas
(Tolleter, et al,. 2010).

También existen enzimas y proteinas que protegen de los cambios adversos que
pudiera ocasionar el estrés osmoético dado por altas concentraciones de sal. Esto
podria ser comprobado mediante diversas técnicas moleculares y bioquimicas,
dandonos una mejor vision del papel que estaria desempefando esta proteina en
su ambiente natural. Como por ejemplo LsEm1, la cual fue sobreexpresada,
purificada y afiadida en proporciones 1:1, 3:1y 10:1 a la LDH para analizar si habia
efecto protector a la actividad enzimatica de dicha proteina bajo un tratamiento de
sal. En donde se vio que la actividad enzimatica en la proporcion 10:1 se mantuvo

hasta un 70% en comparacién con la enzima sola en donde la actividad decaia a un
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10% aproximadamente. Los datos sugirieron que la proteina LsEm1 evita la
inactivacion de la enzima LDH y estabiliza su actividad, y se especula que LsEm1
podria estar involucrada en la tolerancia al estrés salino, segun los resultados
anteriores. Tal como PaLEA ayudo a las células de E. coli podria suponerse que
realizando ensayos enzimaticos también ayude a la estabilizacién de proteinas
diana (Xiang, et al., 2018).

No existen muchos reportes de expresion de proteinas LEA del grupo 1 bacterianas,
Campos, et al., 2013 realizé un estudio detallado de este grupo de proteinas en
particular, en donde expresd los motivos y purifico las proteinas de GsiB de B.
subtilis, AtEMG de A. thaliana y LEA1-YciG de P. aeruginosa (PaEM), y llevo a cabo
ensayos de crio proteccion in vitro con LDH ya sabiendo que la enzima es
susceptible a los tratamientos de congelacion y descongelacion inactivandose por
completo después de cinco ciclos; teniendo como resultado que la adiciéon de una
proteina LEA del grupo 1 después de cinco ciclos en diferentes proporciones evitd
parcialmente esta inactivacion. En los tres casos, este efecto protector se detectd a
una relacion molar LEA: LDH de 1:1, y fue dependiente de la concentracion, ya que
se observo una mayor proteccion cuando la relacion LEA: LDH se incremento (20:1)
en los tres casos.

También existe evidencia previa que respalda que las proteinas similares a LEA1
bacterianas y vegetales previenen la inactivacion enzimatica debido a que el motivo
20-mer es un factor importante, en este caso se eliminé el motivo 20-mer de AtEMG6.
La proteina recombinante mutante, AtEM6del, se sobre expreso y purifico de E. coli
para probar su actividad protectora, se us6 en proporciones 1:1y 20:1 (LEA1:LDH)
sin embargo, aunque se detecté una menor actividad para AtEM6del en relacion
20:1 (LEA1:LDH), la diferencia entre las proteinas completas y acortadas no
proporciono resultados significativos, lo que sugirié que la region delecionada no
juega un papel relevante para la actividad protectora de las proteinas LEA1, al
menos bajo las condiciones probadas, mas bien indican que otras regiones de estas
proteinas son importantes para prevenir la inactivacion de la LDH en los ciclos de
congelacion y descongelacion.
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Resulta muy interesante especular que la adquisicion de un gen similar a LEA1
durante la evolucidn puede reflejar la ventaja selectiva de una mayor capacidad del
organismo receptor para responder a condiciones adversas, por ello se debe
realizar un analisis mas detallado para identificar aquellos residuos o regiones

proteicas criticas para la actividad de la proteina LEA1 (Campos, et al., 2013) .

En otro reporte, para el caso de LEAs del Grupo 1 de plantas u otros organismos,
se encontraron seis genes codificantes para proteinas LEA en Xerophyta schlechteri
(XsLEAs). Las seis proteinas fueron identificadas y clasificadas en los diferentes
grupos y una de ellas resulté perteneciente al grupo 1 (XsLEA 1-8) con un peso
molecular de 10.73 kDa.

Por medio de dicroismo circular se verificd la plasticidad estructural, XsLEA1-8
experimentd un cambio conformacional desde aproximadamente un 92 %
desordenado en solucidn acuosa y hasta un 100 % de hélice alfa en estado
hidrofobico, lo que sugiere que la dinamica estructural puede desempefiar un papel
en su funcion en el entorno subcelular.

Para corroborar la propiedad protectora de las XsLEAs, se realizaron analisis in vitro
e in vivo. Primeramente, se clonaron en un vector de expresion y se transformaron
células de E. coli BL21, induciendo la expresién de las proteinas con IPTG durante
2 horas, para posteriormente someterlas a estrés térmico, salino y de manitol.
Curiosamente, la cepa XsLEA1-8 fue la que mostré un mejor crecimiento en todas
las condiciones estresantes, lo que sugiere que esta proteina tiene una funcidn
protectora mas alta en E. coli en comparacién con las otras XsLEA probadas.
Posteriormente se purificaron las proteinas y también se realizaron pruebas en
proporcion 1:1 con LDH durante la desecacion, el calor y el estrés oxidativo. A
excepcion de una, todas las demas proteinas XsLEA pudieron proteger la actividad
de la LDH contra los diversos estreses y nuevamente XsLEA1-8 mostr6 la mayor
capacidad protectora en comparacién con las demas XsLEAs, manteniendo la
actividad a un 63% en desecacion, 55% en calor y un 95% en estrés oxidativo (Artur,
et al.,2019).
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Por otro lado, entre los ultimos reportes que hay, se identificé un gen codificante
para una proteina LEA del grupo 1 en el nematodo Caenorhabditis elegans y se
cred un mutante nulo para estudiar su papel in vivo. Los resultados demostraron
que los animales mutantes LEA-1 formaron larvas sensibles al calor y al estrés
osmotico (Hibshman y Goldstein, 2021) .

Seria interesante en nuestro caso determinar si la proteina purificada PaLEA tiene
un efecto in vitro similar a lo descrito para otras proteinas lea del Grupo 1 ya sea
protegiendo la actividad enzimatica de la LDH u otras enzimas del metabolismo
central, asi como la realizacion de mutantes para determinar si la viabilidad se ve
afectada cuando las células son sometidas a estrés y la sobre expresion de la
misma esperando observar el efecto contrario, esto nos ayudaria a contribuir con la
generacion de conocimiento sobre proteinas de este grupo poco exploradas en
bacterias.

Estos reportes nos dan una idea del funcionamiento de las LEAs del grupo 1 y su

potencial, sin embargo, aun falta mucho por explorar en cuanto al mecanismo de

accion de estas proteinas.
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11. CONCLUSIONES

PaLEA no solo protege células de E. coli en condiciones de salinidad si no que su
expresion podria conferir una ventaja al observarse mayor el crecimiento de estas
células en concentraciones altas de NaCl.

La sobreexpresion de PaLEA no ofrece proteccion alguna cuando células son

sometidas a freeze-thaw y radiacion UV.

12. PERSPECTIVAS

Purificar la proteina PaLEA vy realizar los ensayos de proteccién ezimatica sobre la

lactato deshidrogenasa (LDH).
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