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RESUMEN
Salinibacter ruber, es una bacteria haldfila extrema que se propone como un modelo biolégico

para evaluar el potencial de habitabilidad del océano de agua liquida salada del satélite
Europa. Para determinar si puede sobrevivir en condiciones de salinidad semejantes a las
reportadas para ese océano extraterrestre en el presente trabajo se evalu6 su crecimiento en
diferentes concentraciones de NaCl, MgSO4, Na2SO4 que recrean las posibles condiciones
salinas del océano de Europa. Se realizaron cinéticas de crecimiento para determinar la
concentracion salina de 6ptimo crecimiento y se evaluo la presencia de solutos compatibles
mediante RMN cuantitativa y el efecto de la adicion de betaina en su crecimiento. De manera
simultdnea se profundizé en el conocimiento de las caracteristicas fisicoquimicas de la
proteina GroEL de S. ruber, que en trabajos previos se ha propuesto como una biomolécula

importante en procesos de haloadaptacidon de esta bacteria.

En el presente trabajo se evalud el crecimiento de la bacteria halofila S. ruber en medios
modificados con las sales NaCl, MgSO4, Na2S0Oa4 y se determind que su crecimiento 6ptimo se
da en 3.3 M de NaCl, 1.0 M de MgSO4, 0.5 M de Na2SO4y 1.0 My 1.5 M de concentraciones
equimolares y 2:1 de MgSO4 y Na2SO4 respectivamente. En dichas condiciones S. ruber puede

acumular betaina, sin embargo, la adicién de esta al medio no mejora su crecimiento.

Para el estudio de la proteina GroEL se diseid un sistema de expresion heterdloga para la
proteina y se desarrollé6 un protocolo de purificacion para la proteina que permitié realizar
pruebas de cristalizacion, que finalmente permitieron la obtencion de cristales de la proteina
GroEL.

Este trabajo permitié evidenciar que S. ruber podria sobrevivir en diferentes condiciones
salinas propuestas para el océano de Europa utilizando estrategias como la acumulacién de

solutos compatibles y el uso de proteinas especializadas para contrarrestar el estrés salino.
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1. INTRODUCCION

La Astrobiologia es la ciencia que estudia el origen, la evolucién, la distribucion y el destino de
la vida en el Universo (Domagal-Goldman et al., 2016). Su objeto de estudio central es la vida
terrestre ya que es la unica conocida y cientificamente aceptada hasta ahora. Desde su
surgimiento, la vida ha evolucionado y se ha diversificado para adaptarse a las distintas
condiciones fisicas y geoquimicas de la Tierra (Demirjian et al., 2001). En términos generales,
la mayoria de los organismos que conocemos se desarrollan en ambientes en donde prevalece
una temperatura templada, donde existe agua liquida, nutrientes y algunas otras condiciones
que les permiten desarrollarse sin mayores retos. Sin embargo, a principios de los afios 70 se
comenzaron a explorar otros ambientes en los que se identificaron temperaturas del orden de
los 80 °C, altos niveles de acidez, presencia de metales pesados y poca disponibilidad de
nutrientes (Stahl et al., 1985). La primera hipotesis fue que en estos lugares no podian existir
seres vivos. Sorprendentemente se encontré que estos nichos cuentan con una variedad de
organismos, principalmente microscopicos, que no solamente resisten en esas condiciones
severas, sino que las requieren para desarrollarse y proliferar. Estos organismos se denominan
extremdfilos y su estudio, asi como el posterior descubrimiento de muchos ejemplos mas
viviendo en otros ambientes extremos, han permitido comprender nuevos aspectos de la vida

en la Tierra (Ramirez, 2010).

Aun cuando estamos ciertos de que la Tierra es el unico planeta del Universo conocido en el
que tenemos evidencias cientificas contundentes de la presencia de seres vivos, a la
Astrobiologia le interesa determinar si ciertos seres vivos terrestres tendrian la posibilidad de
sobrevivir en alguno de los objetos planetarios de interés astrobiolégico del sistema solar (Des
Marais et al., 2008; Javaux, 2006). Los objetos de interés astrobioldgico se denominan asi ya
que cuentan con al menos uno de los requerimientos identificados como basicos para vida: la
presencia de agua liquida, la disponibilidad de elementos quimicos para formar biomoléculas
o la existencia de una fuente de energia que permita sustentar un metabolismo (Chyba y Hand
2005; Domagal-Goldman et al. 2016). En el sistema solar se han identificado como objetos de



interés astrobioldgico al planeta Marte, asi como a los satélites Titan, Europa, Ganimedes y

Encélado (Domagal-Goldman et al., 2016).

De particular interés para el presente proyecto de investigacion es Europa, uno de los satélites
del planeta Jupiter del cual se tienen evidencias teoricas y observacionales que permiten
postular la existencia de un océano de agua liquida salada debajo de su superficie de hielo
(Chyba y Phillips, 2002; Hand et al., 2007). De acuerdo con los datos de la sonda Galileo, las
sales existentes en ese océano corresponden con sulfato de magnesio (MgSOa4) y sulfato de
sodio (Na2S04) (Carlson, 2012; McCord et al., 1998), en concentraciones equimolares o con
un exceso de MgSO4, sin embargo datos experimentales y observacionales posteriores han
propuesto la presencia de cloruro de sodio (NaCl) y cloruro de potasio (KCIl) como sales
dominantes en el océano de Europa (Hibbitts et al., 2019). Europa es un satélite muy frio, la
temperatura promedio en su superficie es de 102 K (-171 °C) sin embargo hay estimaciones
que proponen que la temperatura en la interfase de la base de hielo y el océano interno de
agua liquida, puede llegar a ser de 277 K (4 °C) (Mitri y Showman, 2008; Zelenyi et al., 2010).
Ante este escenario planetario, existe un debate sobre la posibilidad de la existencia de vida
microscoépica en ese océano salado extraterrestre, que inclusive podria tener una génesis
distinta a la de la vida terrestre (Zelenyi et al., 2010). En el marco de uno de los objetivos
centrales de la Astrobiologia, el presente proyecto de investigacion se centra en evaluar si
Salinibacter ruber una bacteria haldfila extrema, tiene la capacidad de proliferar en un ambiente
controlado que simula al océano del satélite Europa en términos de la presencia de sales
sulfatadas y de ser asi, estudiar entonces las estrategias que S. ruber estaria utilizando para
adaptarse a ese ambiente. Se toman como referencia los resultados obtenidos previamente
en el grupo de investigacion, los cuales indican que S. ruber requiere 1.7 M de cloruro de sodio
(NaCl) como concentracién salina minima para subsistir, que utiliza a la betaina como soluto
compatible, que sobreexpresa a la proteina chaperona GroEL-ES cuando se encuentra fuera
de su concentracion de Optimo crecimiento y que posee adaptaciones caracteristicas de
haldfilos tanto del dominio Bacteria como del dominio Arquea (Miranda, 2015).

Por todo lo anteriormente descrito, es relevante sistematizar el estudio de las estrategias de

haloadaptacion de S. ruber en el contexto de la adaptacién de la vida terrestre ante el escenario



que ofrece el océano de agua liquida salada del satélite Europa. La informacidén generada
permitira comprender aspectos especificos de las distintas estrategias de adaptacion de las
bacterias haldfilas, del papel que desempeniia la proteina GroEL-ES cuando S. ruber tiene que
contender contra el estrés osmoético provocado por altas concentraciones de MgSO4 y de
Na2S0s4, asi como de aspectos relevantes para comprender mejor el potencial de habitabilidad
del océano del satélite Europa y con ello, el contexto del futuro de la vida que conocemos pero

en un objeto planetario distinto a la Tierra.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para la Astrobiologia, los organismos extremdfilos pueden visualizarse como un modelo
biolégico que otorga la posibilidad de explorar la maquinaria bioquimica y la capacidad de
adaptacion de la vida terrestre ante alguna condicion o parametro extremo que bien puede
encontrarse en nuestro planeta, como las aguas acidas y de elevada temperatura de las pozas
del parque Yellowstone o las altas concentraciones salinas del Mar Muerto, o que puede ocurrir
en el entorno de algun otro objeto planetario como en los océanos de agua liquida con bajas
temperaturas de los satélites helados (Russell et al., 2014) o en el subsuelo del planeta Marte
donde pueden encontrarse depdsitos de agua liquida y algunas moléculas como nitratos que

pueden ser metabolizadas por algunos seres vivos (Orosei et al., 2018; Stern et al., 2017).

El satélite Europa se reconoce como un objeto de interés astrobiolégico del sistema solar
debido a la existencia de un vasto océano de agua liquida que reside debajo de su helada
superficie y en el que se han identificado sales sulfatadas disueltas. Si bien estas
caracteristicas implican que puede satisfacer el cumplimiento de dos de los requerimientos
basicos para la vida, es decir la presencia de agua liquida y la disponibilidad de elementos
quimicos, aun no se ha identificado alguna fuente de energia que le permitiera sustentar la
presencia de seres vivos. De cualquier modo, es valido proponer a este océano de agua liquida
salada como un escenario potencialmente habitable, es decir que puede albergar algun tipo
de organismo, especificamente alguno de los organismos extremofilos que conocemos en la
Tierra. En este contexto se propone para el presente proyecto de investigacion, el estudio de
la adaptacién de una bacteria haldfila extrema en un ambiente controlado que recrea las

condiciones de salinidad del océano del satélite Europa.

En el grupo de investigacion se ha encontrado que S. ruber puede crecer no solo en presencia
de NaCl sino también en medios modificados con MgSOa4, que en condiciones de estrés
osmotico acumula betaina, una pequena molécula organica que funciona como soluto
compatible y que la expresidn de algunas de sus proteinas cambia en funcion de la naturaleza

quimica y de la concentracion de la sal mayoritaria a la que sea expuesta.



Es notoria la sobreexpresion de la proteina GroEL-ES cuando se disminuye la concentracion
de NaCl en el medio al que se expone S. ruber, comportamiento esperado para una bacteria
haléfila acostumbrada al NaCl. Estos resultados preliminares motivaron el desarrollo de
estudios sistematicos y mas detallados sobre la habilidad de S. ruber para crecer en presencia
de mayores concentraciones de MgSOs4 y tratando de replicar mas cercanamente las
condiciones del escenario extraterrestre de interés, evaluar si logra crecer en presencia de
Na2SO4 y en medios modificados con combinaciones de ambas sales sulfatadas. Para
determinar si la betaina que utiliza S. ruber como soluto compatible tiene efecto en el
crecimiento bacteriano, se evalua el crecimiento en ausencia y en presencia de cantidades
especificas de esta molécula organica. No esta determinado aun si la proteina GroEL de S.
ruber posee caracteristicas estructurales diferentes a las de otras chaperonas de bacterias y
de ser asi, si pueden estas caracteristicas ayudarle a adaptarse mejor ante condiciones de
estrés salino originado por sales sulfatadas. Esto se evaluara comparando la secuencia de
aminoacidos de la proteina GroEL de S. ruber con la de otras bacterias hald&filas para identificar
diferencias. Adicionalmente se generara un protocolo para purificar a la proteina GroEL e
identificar condiciones de cristalizacion, lo cual permitira conocer su estructura tridimensional
y observar si algunas de sus caracteristicas estructurales son las responsables de una mejora
en la actividad de esta proteina en condiciones de estrés, realizando una comparacion con la

misma proteina, tanto de organismos haléfilos como no haldfilos.

Los objetivos del presente proyecto de investigacién estan orientados para proporcionar
informacion que permita responder a los anteriores cuestionamientos. La informacién
generada permitira ademas abonar en la argumentacion sobre la habitabilidad del océano del
satélite Europa y sobre las posibilidades de adaptacion de los algunos seres vivos terrestres
en ese escenario de interés astrobiologico.



3. MARCO TEORICO

3.1. La Astrobiologia

La Astrobiologia es una ciencia que busca comprender el origen, la evolucién, la distribucion y
el destino de la vida en el Universo (Domagal-Goldman et al., 2016). Entre las actividades de
investigacion que pueden enmarcarse en esta area del conocimiento se pueden mencionar los
estudios orientados a la comprension del origen y la evolucion temprana de la vida en la Tierra,
de la diversidad de los seres vivos terrestres y su capacidad para colonizar practicamente
cualquier rincén del planeta, la exploracién de los diversos objetos del sistema solar, la
colonizacion de Marte o de la Luna, la busqueda y caracterizacion de exoplanetas, entre otros.
La Astrobiologia es una ciencia multidisciplinaria que se apoya en el conocimiento de areas
mas tradicionales como la astronomia, la quimica, la geologia o la biologia y en tecnologias
como las de la informacion o las de exploracion espacial para buscar la manera de responder
los cuestionamientos centrales sobre la vida y el Universo (Des Marais et al., 2008; Javaux,
2006).

Uno de los temas centrales de los que se ocupa la Astrobiologia es la busqueda de vida

extraterrestre para lo cual existen 3 estrategias generales:

e La busqueda in situ, es decir mediante algun instrumento robotizado o manejado desde
alguna estacion en la Tierra buscar indicios de vida en la superficie o en la atmédsfera de
algun planeta o satélite. Actualmente esta estrategia solo ha podido realizarse en objetos
del sistema solar (Des Marais et al., 2008; Domagal-Goldman et al., 2016).

e El estudio espectral de las atmodsferas planetarias para identificar evidencias de la
presencia de vida, conocidas genéricamente como biosefiales. Este tipo de estudios
pueden realizarse en los diversos objetos del sistema solar y también en algunos de los
planetas extrasolares, aquellos que orbitan alrededor de estrellas distintas al Sol (Chyba y
Hand, 2005; Menou et al., 2003).



e La busqueda de sefales de vida inteligente extraterrestre, cuya principal estrategia es la
busqueda y analisis de sefiales de radiofrecuencia provenientes de lugares fuera del

sistema solar (Domagal-Goldman et al., 2016; Tarter, 2001).

Estas investigaciones se reducen a la busqueda de vida como la conocemos, es decir, a la
vida que requiere agua liquida, moléculas organicas y una fuente utilizable de energia libre.
Diversas investigaciones han demostrado que las moléculas organicas, aquellas que tienen al
elemento quimico carbono como elemento central y las fuentes Uutiles de energia se pueden

encontrar con facilidad en el sistema solar (Des Marais y Walter, 1999).

Las actuales herramientas moleculares e informaticas para el analisis de la presencia de
genomas de diferentes organismos en diferentes ambientes permiten explorar la enorme
diversidad de la vida terrestre, asi como ampliar la gama de entornos en los que ésta puede
prosperar. La variedad de condiciones fisicas y geoquimicas de estos entornos también
permite redefinir el intervalo de condiciones en las que es posible encontrar vida. Estos
ambientes terrestres donde actualmente se reconoce que puede prosperar la vida, en algunos
casos poseen similitudes con entornos encontrados fuera de la Tierra, permitiendo proponer

la posibilidad de que la vida pueda prosperar mas alla de la Tierra (Des Marais y Walter, 1999).

Se tienen registros de organismos vivos en la Tierra muy poco después de que ésta termind
de formarse. Se estima que los estromatolitos mas antiguos se formaron hace 3,700 millones
de afos y las rocas terrestres mas antiguas estan datadas en 4,400 millones afios (Kuiper et
al., 2008; Nutman et al., 2016). Estos hechos alientan la idea de que la vida en la Tierra surgi6
en etapas muy tempranas y de que, si esto ocurrié en nuestro planeta, puede ocurrir también

en otro lugar del Universo.

El subsuelo terrestre alberga ambientes habitables en los depdsitos de agua subterraneos y
una extensa biota que subsiste utilizando fuentes de energia no fotosintéticas, principalmente
la energia obtenida de reacciones de oxido reduccion. Podria pensarse entonces que otros
objetos planetarios como el planeta Marte o el satélite Europa pueden tener condiciones

habitables en sitios ubicados debajo de sus superficies. Para el caso de Europa y otros satélites



helados, en océanos debajo de su cubierta de hielo y en Marte, en depdsitos acuiferos bajo la

superficie.

Diferentes entornos habitables podrian haberse desarrollado mas alla de la Tierra y pudieron
haber existido durante el tiempo suficiente para que la vida tuviera oportunidad de originarse.
Por estos motivos, es que se buscan este tipo de escenarios en los diferentes objetos

planetarios del sistema solar (Des Marais y Walter, 1999).

3.2 Habitabilidad planetaria

La habitabilidad es la capacidad de un ambiente para soportar la actividad de al menos un
organismo conocido (Cockell et al., 2016). Para identificar a un lugar como habitable se ha
determinado que debe cumplir como minimo con tres requerimientos que son necesarios para

todos los seres vivos terrestres. Estos requerimientos son:

1) La presencia de una fuente de energia que pueda ser utilizada para sustentar un
metabolismo. En la Tierra existen organismos que pueden transformar a pequefas
moléculas inorganicas como el didxido de carbono (CO2) y el agua (H20) presentes en la
atmodsfera, en moléculas organicas como la glucosa (CsH120s) gracias a la radiacion visible
que proviene del Sol, la estrella principal de nuestro sistema planetario, y a unos organelos
especificos denominados cloroplastos, que se encuentran en las células de esos
organismos. Este proceso se conoce como fotosintesis y lo realizan los organismos

fotoautétrofos. (Domagal-Goldman et al., 2016).

2) La existencia de elementos quimicos que puedan utilizarse para construir moléculas utiles
para los seres vivos. La vida terrestre utiliza un conjunto de elementos quimicos para
sintetizar biomoléculas. Este conjunto de bioelementos primarios esta constituido por
carbono (C), hidrogeno (H) oxigeno (O), nitrdgeno (N), fésforo (P), azufre (S). También se
necesitan pequefias cantidades de algunos elementos secundarios como sodio (Na),
potasio (K), hierro (Fe), aluminio (Al), fluor (FI), por mencionar algunos. Con todos ellos y en
una continua transformacion, se sintetizan los carbohidratos, los lipidos, las proteinas y los
acidos nucleicos que constituyen a todos los seres que habitan la Tierra. (Cockell et al.,
2016).



3) La disponibilidad de un disolvente que permita la ocurrencia de las interacciones quimicas
propias de los seres vivos. Todos los seres vivos conocidos necesitan de agua liquida para
subsistir. El agua liquida facilita la interaccion de moléculas pequefias que se unen para
formar moléculas mas grandes y forma parte de algunos de los procesos metabolicos. Se
mantiene liquida en un amplio intervalo de temperatura, de 0 a 100 grados centigrados, a
la presién de 1 atmdsfera (atm), pero también podria mantenerse liquida si la temperatura
es cercana a 0 °C y la presion disminuye, o bien, si la temperatura es cercana a 100 °C y la
presién aumenta. Para algunos de los objetos de interés astrobioldgico del sistema solar se
ha propuesto que sustancias como los hidrocarburos, especificamente el etano (CH3s-CHs),
o el amoniaco (NHs) podrian funcionar como un disolvente adecuado en lugares como el
satélite Titan (Cockell et al., 2016; Domagal-Goldman et al., 2016).

Figura 3.1. Representacion de la zona habitable del sistema solar. A una distancia de
entre 0.84 y 1.67 se localiza la zona habitable del Sol (regién verde). Mas cerca del Sol,
la temperatura es muy alta para permitir la existencia de agua liquida en la superficie de
algun planeta y mas lejos, la temperatura es muy baja. Fuente: Francisca Concha,

Observatorio Astrondmico Andino

Debido a que el agua es el unico disolvente en el que se sustenta la vida como la conocemos,
la presencia de este elemento en estado liquido se toma como un parametro importante en la

busqueda de lugares habitables fuera de la Tierra y se utiliza para definir al término de zona



habitable (Figura 3.1), entendida como el area alrededor de una estrella donde puede estar
presente al menos un planeta cuya temperatura global permita la existencia de agua liquida

en su superficie (Menou, Tabachnik, y Fellow, 2003)

Sin embargo, esta definicibn no toma en cuenta dos fuentes de energia que podrian ser
responsables de mantener liquida al agua presente en algunos de los objetos del sistema solar
exterior, la energia radiogénica y la fuerza de marea. La energia radiogénica consiste en la
generacion de calor debida al decaimiento de distintos is6topos (Hand et al., 2007). La fuerza
de marea es el resultado de la diferencia de la fuerza gravitacional que existe a lo largo del
diametro de un cuerpo (Mitri et al., 2008). Para los satélites Europa, Ganimedes y Calisto estas
dos fuentes pueden ser las responsables de mantener liquida el agua (Hand et al., 2007). Los
objetos planetarios del sistema solar en los cuales es posible identificar al menos 2 de los tres

requerimientos basicos para la vida terrestre, se denominan objetos de interés astrobioldgico.

3.3. Objetos de interés astrobiologico

La comprensiéon de la naturaleza de la vida terrestre proporciona un importante punto de
partida para guiar las estrategias de exploracion de lugares habitables y/o la presencia de vida
en el sistema solar. La superficie de algunos planetas y satélites del sistema solar son
actualmente hostiles a la vida tal como la conocemos, debido a que en general, presentan
condiciones extremas de temperatura, presion, anoxia, disponibilidad de agua liquida y de
fuentes de energia aprovechables por los seres vivos. Sin embargo, debajo de la superficie de
algunos de estos objetos pueden existir océanos o depodsitos acuiferos que pueden

considerarse habitables.

A partir de los anos 90, se comenz6 a ampliar el conocimiento del potencial de habitabilidad,
pasado y presente, del planeta Marte, asi como de los satélites Europa, Encelado y Titan (Des
Marais et al., 2008; Domagal-Goldman et al., 2016; Morrison, 2001) reconociéndolos como los

principales objetos de interés astrobiolégico del sistema solar (Figura 3.2).

10



propiedades fisicas de La Luna y la Tierra como comparacion.

Tabla 3.1. Propiedades fisicas de Europa, Encélado y Marte. Se muestran también las

Europa La Luna Marte Tierra
) . Satélite de Satélite de
Tipo de objeto _ _ Planeta Planeta
Jupiter la Tierra
Distancia al Sol
5.21 0.002 1.5 1
(UA%)
Periodo orbital
i 3.5 29 686.9 365
(dias terrestres)
Periodo de
84 655 24.6 24
rotacion (horas)

Diametro (km) 3121.6 3474 6794 .4 12742
Masa (kg) 4.80x10%2 7.34x10%2  6.42x10%2  5.97x10%
Densidad

3.013 3.344 3.933 5.515
(g/lcm?3)
Gravedad (m/s?) 1.3 1.6 3.7 9.8
Albedo 0.670 0.12 0.150 0.367
Temperatura (K) 50-125 40-396 186-293 184-331
Presion (kPa) 1x1071° 0.003 0.63 101.325
Muy tenue, 25 % He 95.3 % 78 % N
Constituyentes compuesta 25 % Ne CO- 21 % Oz
de la atmésfera principalmente 23 % H» 2.7 % N2 0.93 % Ar
por O 20 % Ar 0.16 % Ar 0.4 % CO;

Marte ha sido, después de la Tierra, el planeta mas explorado con misiones robdticas. La
informacion obtenida ha permitido determinar la presencia de agua subsuperficial en los polos
y estacional en diversas regiones, encontrar evidencias como las formaciones geoldgicas y
minerales cuyo origen solo pudo darse en presencia de agua liquida de un Marte antiguo con
condiciones habitables, e incluso proponer que algunos microorganismos terrestres estudiados
actualmente podrian soportar las condiciones ambientales que existen en este planeta (Beegle
et al., 2007).
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Marte Europa Encelado

Figura 3.2. Algunos de los objetos de interés astrobiologico del sistema solar. Fuente:
NASA/JPL

Titan, el satélite mas grande de Saturno, a pesar de no poseer agua en estado liquido, tiene
una densa atmadsfera constituida por nitrégeno molecular (N2) y metano (CHa4), ésta ultima la
molécula organica mas sencilla. La radiacién ultravioleta (UV) y algunas particulas de alta
energia provocan reacciones que transforman esos constituyentes primarios en moléculas
organicas formadas por atomos de carbono e hidrogeno como los hidrocarburos, y otras
formadas por atomos de carbono, hidrégeno y nitrégeno como los nitrilos. Ambos tipos de
moléculas pueden existir en fase gaseosa y en fase condensada. Las moléculas en fase
condensada forman a los aerosoles que por accion de la gravedad son depositados en la

superficie del satélite (Domagal-Goldman et al., 2016).

Los satélites Europa y Encélado se consideran también objetos de interés astrobiolégico
debido principalmente a las evidencias de la existencia de un océano salado debajo de sus
superficies congeladas. Con la existencia de agua en estado liquido y la presencia de algunos
compuestos quimicos que podrian utilizar algunos organismos vivos para formar biomoléculas,
se cumplen en estos satélites al menos dos de los tres requerimientos basicos para la vida
terrestre, por lo que su estudio es de alto interés en Astrobiologia (Des Marais et al., 2008;

Domagal-Goldman et al., 2016; Spencer y Nimmo, 2013).

12



3.4. Europa

Europa es uno de los cuatro satélites galileanos descubiertos en 1610 por el astronomo italiano
Galileo Galilei. Posee un radio de 1,560 km que se encuentra en resonancia con sus vecinos
io y Ganimedes. Presenta rotacién sincrénica con Jupiter, por lo que siempre dirige una misma
cara hacia el planeta, como sucede con la Lunay la Tierra. Tiene un periodo rotacional y orbital
de 3.6 dias terrestres. La distancia entre Jupiter y Europa varia debido a que el satélite posee
una orbita eliptica, produciendo una deformacion por efecto de marea y disipacién interna de
energia. Una proporcién grande de este calor es disipado desde el nucleo de Europa hacia el
manto de silicatos y hacia la capa de hielo de la superficie. La densidad media es de 3.0 g/cm?
lo que indica que esta formado principalmente por silicatos (Showman y Malhotra, 2003). Es
un satélite frio ya que la temperatura promedio de los polos es de 50 K y la del ecuador es de
120 K. Se ha detectado una atmdsfera tenue de oxigeno molecular (O2) en la superficie,

producto de la fotdlisis que sufre el hielo de agua (Chyba y Phillips, 2002).

El modelo aceptado de la composicion interna de Europa predice la presencia de un nucleo de
hierro (Fe) o sulfuro de hierro (FeS), un manto rocoso anhidro y una capa externa con una
densidad de 1,000 kg/m? que cubre toda la superficie (Figura 3.3) y que por este hecho lo mas
probable es que corresponda a una capa de agua, aunque estas mediciones no permiten
precisar si esta agua se encuentra en estado sélido o en estado liquido (Kargel et al., 2000).La
capa de agua corresponde al 7% de la masa total de Europa (3.36 x 102! Kg). Si toda esa masa
de agua estuviera liquida, corresponderia al doble del volumen de agua que hay en todos los
océanos de la Tierra (Anderson et al., 1998; Carr et al., 1998; Chyba y Phillips, 2002).

La superficie del satélite Europa es de agua sodlida, pero se pueden apreciar algunas
caracteristicas geoldgicas como lineas, fracturas, lenticulas, domos y algunos crateres de
impacto. Debido a la presencia de pocos crateres de impacto se sugiere que la superficie de
Europa es una superficie joven, con una antigiedad menor a 10 millones de afios (Carr et al.,
1998).
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Interior metalico Superficie de hielo

Manto rocoso Océano de agua liquida

Cubierta
de agua

Figura 3.3. Modelo de la composicion interna de Europa, Modificado de NASA/Caltech JPL.

Las mediciones realizadas con el espectrdmetro de mapeo en el infrarrojo cercano (NIMS por
Near-Infrared Mapping Spectrometer) indican la presencia de acido sulfurico y sales sulfatadas
de magnesio y sodio (Carlson, 2012; McCord et al., 1998). Se demostré que la presencia de
sulfatos de magnesio y sodio (MgSO47H20 epsomita, MgSO4Na2S044H20 bloedita,
Na2S0410H20 mirabilita), carbonato de sodio (Na2CO310H20 natrén) y mezclas de estas sales
proporcionan un buen ajuste para los espectros obtenidos por el NIMS en la regién del
infrarrojo cercano (Carlson, 2012; Zolotov y Shock, 2001). Posteriormente, gracias a las
observaciones realizadas a longitudes de onda entre 1.4 y 2.4 um, utilizando el sistema de
Optica adaptativa y el espectrografo de campo integrado OSIRIS (Ohio State Infrared
Imager/Spectrograph) en el Observatorio W. M. Keck localizado en Hawai, se determiné que
los cloruros (CI), cloratos (ClO3°) y percloratos (ClO47) pueden también representar una fraccion
importante de las sales presentes en la superficie de Europa (Brown y Hand, 2013; Hibbitts et
al., 2019; Ligier et al., 2016). Si las sales detectadas en la superficie provienen de las aguas
que emergen del océano interno, es posible proponer entonces cual seria la composicion de
este océano. Si el océano interno es pobre en cloruros, las sales sulfatadas, principalmente el
sulfato de magnesio (MgSOa4) seria la dominante (Kargel et al., 2000; Vu et al., 2016). Otros
modelos indican que con una cantidad inicial de cationes sodio (Na*), magnesio (Mg?*) y de

aniones cloruro (CI) y sulfato (SO4%), predominarian el sulfato de sodio (Na2SQa) y el cloruro
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de magnesio (MgCl2) (Vu et al., 2016);. Sin embargo, recientemente se ha propuesto que las
sales sulfatadas detectadas en la superficie podrian ser el resultado de procesos radioliticos,
es decir provenir de la descomposicion de otros materiales mas primigenios por accién de
alguna forma de radiacién ionizante como la radiacion ultravioleta (UV) que el satélite recibe
del Sol. Esto provocaria que las sales sulfatadas no sean las dominantes en el océano (Brown
y Hand, 2013) y que por lo tanto, la composicion quimica del mismo sea diferente a la
comunmente aceptada hasta hoy. La presencia de un posible ciclo de los silicatos podrian
incluso favorecer la presencia de cloruros como sales mayoritarias (Hibbitts et al., 2019;
Klppers y Schneider, 2000).

Independientemente de la composicidon quimica del océano, es indiscutible la necesidad de
que existan en él iones disueltos. La evidencia mas convincente para este hecho es la
existencia de un campo magnético inducido en Europa detectado por el magnetémetro de la
sonda Galileo. Para explicar la presencia de este campo magnético inducido, se requiere una
capa conductora global cerca de la superficie. La identidad mas probable para esta capa
conductora es la existencia de iones disueltos en el agua liquida, es decir, la existencia de una

océano de agua liquida salada (Chyba y Phillips, 2002; Hand et al., 2007).

Con respecto a la energia disponible en el satélite Europa se sabe que el flujo energético total
resultante de los iones, protones y electrones incidentes significa un promedio de 125 mW/m?
en la superficie, 12.8 W/m? provienen del Sol y de 21 a 42 mW/m? provienen de Jupiter. Todo
esto hace un total de casi 13 W/m?2. Sin embargo, debido al alto valor del albedo de Europa
(0.67) la mayor parte de esta energia es reflejada por la brillante superficie de hielo de agua,
la energia restante no logra penetrar mucho en esa capa de hielo y consecuentemente se
irradia rapidamente perdiéndose como calor en la superficie. Las otras fuentes de energia
disponibles en el satélite, corresponden a la energia generada por las fuerzas de marea que
se estima entre 10 y 190 mW/m? y al calor radiogénico que proviene del nicleo y que aporta
de 4 a 7 mW/m? (Hand et al., 2007). Estas estimaciones indican la presencia de suficiente
energia para el mantenimiento de un océano subsuperficial y de fuentes de energia disponibles

para sustentar alguna forma de vida.
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Basados en la posible composicion del interior de Europa, se han propuesto algunas
reacciones quimicas, principalmente de oOxido-reduccion, que podrian proveer energia
suficiente para sustentar algun tipo de vida microbiana en Europa como por ejemplo la
disociacion natural del agua y la filtracion de oxidantes a través de la corteza helada de Europa
que podrian proporcionar suficiente oxigeno para producir un gradiente redox significativo en

el océano de Europa (Hand et al., 2007; Schulze y Irwin, 2002).

Las condiciones de presencia de sales, bajas temperaturas y las fuentes de energia
disponibles, posicionan al océano de Europa como un ambiente extremo. Por esta razén las
formas de vidas con la capacidad de subsistir en este entorno son los organismos extremofilos,
los cuales poseen adaptaciones que les permiten vivir en lugares donde alguna condicion
como temperatura, pH o disponibilidad de agua, esta por fuera del intervalo donde se

desarrollan 6ptimamente la mayor parte de los organismos terrestres.

3.5. Los organismos extremofilos

Son organismos que han evolucionado para desarrollarse en una gran variedad de ambientes
extremos (Demirjian et al., 2001), cuyas condiciones son un requisito para subsistir (Ramirez,
2010). Se pueden clasificar en funciéon de las condiciones que predominan en los ambientes
en los que se les encuentra. Entonces se identifican a los organismos termdfilos e
hipertermdfilos si requieren de altas o muy altas temperaturas, a los psicréfilos si crecen en
condiciones de baja temperatura, a los aciddéfilos o alcal6ficos cuando se les encuentra en
lugares con pH acido o basico, respectivamente; los organismos bardfilos si crecen en sitios
con un alto valor de presion y los organismos haldfilos si requieren de altas concentraciones
salinas para vivir. Ademas, algunos de estos organismos pueden ser poliextremafilos ya que
estan adaptados para vivir en ambientes donde se presenta mas de un parametro con valores

extremos (Rampelotto, 2013).

Los extremofilos incluyen organismos pertenecientes a cualquiera de los tres dominios

filogenéticos en los que actualmente se organiza la vida. En el dominio Arquea es en el que se
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encuentran organismos capaces de enfrentar algunas de las condiciones mas extremas. En
este grupo se encuentran, por ejemplo, algunos organismos hiperterméfilos, acidofilos,
alcaléfilos y haldfilos mas extremos. Estos organismos ademas suelen ubicarse entre los
menos versatiles de los extremdfilos, cuando se comparan con los extremofilos pertenecientes
a los dominios Bacteria y Eucariota (Rampelotto, 2013). Desde el punto de vista de la
clasificacion basada en su historia evolutiva, la comparacion de los taxa que presentan los
organismos extremdfilos junto con el analisis de sus ecosistemas puede proveer respuestas
sobre el origen, distribucién y evolucidn de la vida, pues permite entender las relaciones

filogenéticas y evolutivas entre los organismos (Pikuta, et al., 2007).

En el campo de la biotecnologia, las enzimas de algunos organismos extremofilos poseen
diversas aplicaciones, pues sus inusuales propiedades les permiten funcionar en condiciones
muy particulares como altas y bajas temperaturas, altas concentraciones salinas o altas
presiones, convirtiéndose en una herramienta util en algunos procesos quimicos, biologicos e
industriales, ya que las condiciones en las que ocurren estos procesos no podrian ser
soportadas por las enzimas de los organismos mesofilos (Demirjian et al., 2001; Fujiwara,
2002).

Sin embargo, la biotecnologia no es la unica que se ve beneficiada del estudio de los
organismos extremdfilos, ya que existen diferentes condiciones extremas terrestres, que son
semejantes con alguna o algunas de las caracteristicas conocidas para los objetos planetarios
del sistema solar. Como por ejemplo, los océanos con bajas temperaturas como el de Europa
o el de Encélado, o el ambiente andxico y arido de la superficie de Marte. La habilidad que han
mostrado algunos de los organismos terrestres para colonizar ambientes con condiciones
extremas puede proponerse como marco de referencia para estudiar con detalle algunos de
los objetos planetarios del sistema solar que presentan un elevado potencial de habitabilidad,
es decir que pueden o pudieron albergar algun tipo de vida en alguna etapa de su pasado
geoldgico y de la cual puede aun existir algun registro fosil (Botcharova, 1974; Cavicchioli,
2002).
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3.6. Los organismos haléfilos

Aun cuando todos los organismos terrestres necesitan de una cierta cantidad de cloruro de
sodio (NaCl), algunos organismos tienen un especial requerimiento de altas concentraciones
de NaCl para tener un 6ptimo desarrollo. Estos organismos se denominan haldfilos (DasSarma
y DasSarma, 2012). Los primeros organismos halofilos fueron aislados de salmueras
relacionadas con la industria alimenticia en los afios 90. En las ultimas tres décadas se han
desarrollado estudios mas detallados sobre los organismos haldfilos aislados de ambientes
naturales como lagos salinos, pozas de evaporacion y suelos salinos (Ventosa et al., 2011).
Estos organismos haldfilos se clasifican de acuerdo a la concentracion molar (mol/L) de NaCl
que se ha identificado como la de su 6ptimo crecimiento, clasificandose como haldfilos
moderados si crecen 6ptimamente entre 0.5-2.5 molar (M) de NaCl y haléfilos extremos si lo
hacen entre 2.5 My 5.2 M de NaCl. (Oren, 2008; Ventosa et al., 2011).

La capacidad de crecer en altas concentraciones salinas esta dada por su capacidad para
crecer y replicarse a pesar de las altas presiones osmoéticas que generan los iones disueltos
en el medio. Para lograr esto utilizan estrategias basadas en contrarrestar o igualar la presion
osmotica externa, ya sea acumulando iones dentro del citoplasma o moléculas organicas

pequefias (Empadinhas y Da Costa, 2008).

Se ha reconocido que los haldfilos estan presentes en los tres dominios de la vida (Oren, 2008)
y que poseen una amplia diversidad metabdlica que incluye a organismos fotétrofos oxigénicos
y anoxicos, aerobicos heterétrofos, metandgenos, denitrificantes entre otros y que esta
diversidad disminuye a medida que hay un mayor requerimiento salino (Oren, 2002). En el
dominio Arquea se encuentran los organismos con mayores requerimientos de NaCl, ubicados
en el orden Halobacteriales, en el género Halobacterium y en el género Methanothermus
(Empadinhas y Da Costa, 2008). En el dominio Eucariota existen menos representantes, como
lo son el alga verde unicelular del género Dunaliella, algunos hongos, camarones, flagelados,
ciliados y protozoos ameboides. Por su parte, en el dominio Bacteria pueden encontrarse
halofilos en los phyla Cianobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes
y Bacteroidetes. Estas bacterias halofilas suelen encontrarse como la biomasa dominante en
la zona plancténica de lagos hipersalinos. La mayor parte de las bacterias haldfilas presentes

en el dominio bacteria son haléfilas moderadas, a excepcién de algunos representantes del
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phylum Bacteroidetes que son haléfilos extremos como lo son los géneros Salinibacter y
Salisaeta (Figura 3.4) (Oren, 2008).

Bacteria

Eucariota

Figura 3.4. Arbol filogenético de los seres vivos. Las ramas resaltadas en negro incluyen

algunos grupos en los que se han identificado organismos haléfilos (Oren, 2002)

Una alta concentracion salina en un medio disminuye la cantidad de agua biodisponible. El
parametro que mide esta cantidad de agua biodisponible es la actividad de agua.

3.7. Actividad de agua

El agua liquida es necesaria para todas las formas de vida en la Tierra. Sin embargo, no toda
el agua liquida terrestre es habitable. Si la concentracion salina, tipicamente expresada en
funcién de la concentracién de NaCl, es alta entonces el agua no se encuentra disponible
quimicamente debido a que las moléculas de agua se encuentran solvatando los iones
presentes, por lo cual no puede ser utilizada por los organismos vivos para su metabolismo
(Tosca et al., 2008). Como resultado, al aumentar la concentracién de NaCl en un medio

acuoso, la actividad biolégica disminuye bruscamente. Cuantitativamente, la disponibilidad

19



quimica del agua liquida se puede expresar en términos de su actividad (aw). El parametro de

actividad de agua corresponde con el contenido efectivo de agua expresado como:

P n .y
a, =—= solto Ecuacién 5.1

Py NsolutotNdisolvente

Donde P es la presion de vapor de la disolucién, Po es la presién de vapor del agua pura a la
misma temperatura, nsoluto €s €l numero de moles del soluto y ndisovente iNdica el nUmMero de
moles del disolvente. El agua pura tiene un valor de actividad de agua de 1.0 y éste valor
disminuye a medida que aumenta la cantidad de solutos en el medio acuoso, que bien pueden
corresponder con un aumento en la concentracién de NaCl o de cualquier otra sustancia
quimica (Grant, 2004; Tosca et al., 2008).

La actividad de agua (aw) determina la viabilidad y la funcionalidad de los seres vivos. La mayor
parte de los seres vivos no extremofilos, se desarrollan en actividades de agua entre 0.980
(valor de aw del agua de mar) y 1.000 (valor de aw del agua pura), y no pueden reproducirse
en ambientes que tienen un valor de aw superior a 0.900. Por otro lado, no se ha encontrado
organismos que puedan dividirse en medios con actividades de agua menores a 0.610. Este
limite de actividad biolégica le corresponde al hongo xerdfilo Xeromyces bisporus (Grant,
2004). Los organismos haldfilos, que pueden crecer en ambientes con valores de aw de entre
0.700 a 0.980, han desarrollado diferentes estrategias que les permiten desarrollarse en sitios

con poca agua biodisponible.

3.8. Estrategias de haloadaptacion en bacterias halofilas

Los organismos haldfilos deben mantener una presion osmotica en su citoplasma igual o
incluso mayor a la presion osmotica que les impone su entorno. Cuando se presenta una alta
concentracion de iones en el medio, se genera una presion osmotica que busca ser igualada
con la del interior de la bacteria, por lo cual la célula pierde agua pues esta puede moverse
facilmente a través la membrana, generando plasmodlisis celular. Esta es la razén por la cual
las estrategias de adaptacion se basan principalmente en mantener el turgor celular (Edbeib
et al., 2016).
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Se han descrito como estrategias principales de haloadaptacion en bacterias, la acumulacion
de algunos iones inorganicos y de algunos solutos compatibles. Estas estrategias se pueden
presentar en conjunto o de manera independiente (Empadinhas y Da Costa, 2008; Oren, 2008;
Ventosa, et al., 1998).

Na*
H,0
Cl
Na*

Cl

Figura 3.5. Estrategias de haloadaptacion en organismos haldfilos. A. En organismos no
haldfilos se genera perdida de agua y se da plasmdlisis, B. Los haldfilos extremos
mantienen acumulan iones para igualar la presién osmoética, C. Los haldfilos moderados

mantienen su turgor acumulando solutos compatibles.

La acumulacién de iones inorganicos, también conocido como salt-in, consiste en almacenar
cationes potasio (K*) y aniones cloruro (CI) en el citoplasma del organismo haldfilo para
mantener el turgor celular (DasSarma y DasSarma, 2015) como se muestra en la figura 3.5 B.
Esta estrategia implica un bajo costo energético para el organismo ya que puede utilizar

transportadores especificos para estos iones.
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Figura 3.6. Representacion grafica de algunas de las proteinas transportadoras de
membrana implicadas en la internalizacion de cationes potasio (K*) en organismos
haldfilos. A. ATP sintasa, B. Bacteriorodopsina, C. Antiportador sodio/hidrégeno, D.

Uniportador de potasio.

Los haldfilos utilizan proteinas de membrana de transporte activo que trasladan iones vy
moléculas en contra del gradiente, conocidas como bombas. Las utilizan para internalizar iones
potasio (K*) y cloruro (CI) hacia el citoplasma. Las bombas que utilizan los organismos
hald&filos, a diferencia de los transportadores de la mayor parte de los organismos no haldfilos,
presentan una mayor proporcion argininas y lisinas en la entrada y salida de estos
transportadores, aminoacidos que favorecen la toma vy liberacion del anion cloruro. Respecto
al ion potasio se ha reportado la acciéon conjunta de cuatro bombas de protones representadas
esquematicamente en la figura 3.6. Estas enzimas son la ATP sintasa (Figura 3.6 A), la
bacteriorodopsina (Figura 3.6 B), el antiportador Na*/H* (Figura 3.6 C) y el uniportador de K*
(Figura 3.6 D). EI mecanismo de accion de estos transportadores consiste en la generacion de
un potencial eléctrico por parte de la ATP sintasa, la bacteriorodopsina y el el antiportador
Na*/H*, el cual que favorece la entrada de K* hacia el interior de la célula por medio del
uniportador de K* (Edbeib et al., 2016).

Debido a la alta concentracion de iones en su citoplasma, los organismos que usan esta

estrategia necesariamente requieren de una maquinaria celular adaptada para funcionar
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correctamente en presencia de altas concentraciones de KCI. Una alta concentracion de KCI
afecta la estabilidad de las proteinas de organismos no haléfilos y desestabilizan su
plegamiento, ya que se genera una deshidratacion en la superficie debido a la perdida de la
capa de solvatacion de las proteinas a raiz de la presencia de iones disueltos (Figura 3.5 A).
Para contrarrestar esta situacion, las proteinas de las bacterias haléfilas presentan una mayor
cantidad de aminoacidos acidos, lo que les permite mantenerse estables en un citoplasma con

altas concentraciones de KCI (Madern et al., 2000).

Porcentaje total de proteina

Puntoisoeléctrico

Figura 3.7. Distribucion de los puntos isoeléctricos predichos de las secuencias gendmicas
para Halorubrum lacusprofundi (rojo), Acetohalobium arabaticum (azul), Debaryomyces

hansenii (linea negra), y Escherichia coli (puntos negros)

Se han realizado estimaciones que permiten identificar que el proteoma de los organismos
haldfilos que utilizan la acumulacion de KCI como su estrategia principal de haloadaptacion,
presentan un punto isoeléctrico que se ubica en valores de pH de entre 4 y 5 (Figura 3.7). En
la figura 3.7 se compara la distribucion de los puntos isoeléctricos para la arquea haldfila
extrema Halorubrum lacusprofundi, la bacteria halofila moderada Acetohalobium arabaticum,
la levadura halotolerante Debaryomyces hansenii y la bacteria no haléfila Escherichia coli. Se

observa claramente que los puntos isoeléctricos de las proteinas de los procariotas haldéfilos
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presentan los valores mas bajos. Esta tendencia hacia los valores acidos se explica en base a
la alta proporcion de aminoacidos acidos como aspartato y glutamina y sus respectivos acidos,
acido aspartico y acido glutamico, que aportan una carga negativa y que suelen estar ubicados
en la superficie de las proteinas de haldfilos extremos. Cuando la superficie de las proteinas
esta cargada negativamente, se mejora su habilidad para competir por las moléculas de agua
y al evitar la pérdida de la capa de solvatacién (DasSarma y DasSarma, 2015; Edbeib et al.,
2016; Oren, 2008). Los valores bajos en el punto isoeléctrico de las proteinas de las bacterias
haléfilas también se relacionan con el déficit de aminoacidos basicos, principalmente lisina.

Se han identificado cerca de 800 grupos de proteinas conservadas en haloarqueas,
denominados HOGs por Haloarchaeal Orthologous Groups, que demuestran coémo se
conserva la naturaleza acida de las proteinas de las Haloarqueas en contraste con las de sus

ortélogos no haldfilos (DasSarma y DasSarma, 2015).

La acumulacién de iones inorganicos la presentan solo los organismos procariontes y parece
estar restringida para las arqueas de la familia Halobacteriaceae que contiene géneros como
Halobacterium, Haloarcula, Haloquadratum, Halorhabdus, Natronobacterium y Natronococcua,
aunque también se ha encontrado en las bacterias del orden Haloanaerobiales phyllum
Firmicutes y en el género Salinibacter phyllum Bacteroidetes. Estos grupos estan senalizados

en los recuadors rosa en la Figura 3.8 (Empadinhas y Da Costa, 2008).

Ademas de la presencia de una mayor proporcién de aminoacidos acidos en las proteinas de
las bacterias haldfilas, se ha identificado también una disminucion de las cadenas hidrofébicas
laterales en algunos de los aminoacidos como la fenilalanina, la leucina y la isoleucina,
localizados en la superficie de las proteinas y un aumento de estos mismos aminoacidos hacia
las regiones interiores del cuerpo tridimensional de las proteinas (DasSarma y DasSarma,
2015; Edbeib et al., 2016).
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(Giardia)

Figura 3.8. Distribucién de los organismos que utilizan salt-in como estrategia unica o
principal de haloadaptacién. Los grupos marcados poseen la menos una especie que

utiliza dicha estrategia.

La acumulacién de solutos compatibles se ha descrito como la otra estrategia principal de
haloadaptacion. Los solutos compatibles son moléculas organicas de bajo peso molecular que
las bacterias pueden acumular en su citoplasma en concentraciones del orden de 1 mol/kg de

agua, que no interfieren con el metabolismo celular (Galinski, 1993; Pfluger y Muller, 2004).

Estas moléculas pueden ser azucares, alcoholes, aminoacidos y ocasionalmente péptidos, asi
como derivados de alguna de estas familias quimicas (Oren, 2008; Roberts, 2005). En general,
los solutos compatibles que se han identificado en los dominios Eucariota y Bacteria son
moléculas neutras o de tipo zwiterénico, un compuesto quimicamente neutro diferentes que
posee cargas formales positivas y negativas sobre atomos especificos, presentando caracter
polar. Las Arqueas prefieren acumular solutos cargados negativamente, aunque algunas
tienden a modificar a los mismos solutos neutros utilizados por los eucariotas y las bacterias,

cargandolos negativamente (Roberts, 2005).
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Tabla 3.2. Distribucion de los solutos compatibles en procariotas (Empadinhas y Da

Costa, 2008)

Componente

Ocurrencia

Aminoacidos

N-Acetil-B-lisina

Unico de arqueas metanogénicas

N-0-Acetil-ornitina

Bacillus spp., Planococcus citreus, Sporosarcina halophila

Ectoina e hidroxiectoina

Cepas de Bacillus haléfilas y halotolerantes, Ectothiorhodospira
halochloris, la mayoria de las proteobacterias halofilas, Micrococcus

spp., Marinococcus spp., Halobacillus halophilus

a-Glutamato Petrotoga miotherma, P. mobilis, Aquifex pyrophilus, Halobacillus
halophilus

a-Glutamina Streptomyces, Corynebacterium sp., Halobacillus halophilus

B-Glutamina Metandégenos haldfilos

Glicina betaina

Bacteria, Arquea, se presenta en los 3 dominios de la vida, en

procariotas no suele ser sintetizado de novo

Prolina Streptomyces, cepas de Bacillus haldfilas y halotolerantes

Azucares

Sacarosa Anabaena, Synechosistis, Nitrosomonas europaea

Trehalosa Corynebacterium  glutamicum,  Mycobacterium  tuberculosis,
Rubrobacter xylanophilus

Fosfodiésteres

Di-myo-inositol fosfato Pyrococcus  woesei, Aeropyrum, Aquifex, Archaeoglobus,

Pyrodictium, Pyrolobus, Stetteria, Thermococcus, Thermotoga,

Rubrobacter xylanophilus, Persephonella marina

Di-manosil-di-mio-inositil

fosfato

Thermotoga spp.

Gliceril-mio-inositil fosfato

Aquifex pyrophilus, Archaeoglobus fulgidus

Derivados del acido glicérico

Manosilglicerato

Thermus thermophilus, Rhodothermus marinus, Rubrobacter
xylanophilus, Pyrococcus, Palaeococcus, Thermococcus,

Archaeoglobus, Aeropyrum, Stetteria

Manosilgliceramida

Rhodothermus marinus

Glucosilglicerato

Agmenellum quadruplicatium, Erwinia chrysanthemi, Persephonella

marina
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Glucosil-(1,6)-glucosilglicerato  Persephonella marina

Manosil-(1,2)-glucosilglicerato  Petrotoga miotherma

Polioles

Sorbitol Zymomonas mobilis

Manitol Pseudomonas putida

Glucosilglicerol Pseudomonasmendocina, Stenotrophomonas rhizophila,

Synechocystis

Los solutos compatibles pueden ser biosintetizados por las bacterias o pueden ser
transportados desde el exterior hacia su citoplasma. Para la biosintesis de solutos compatibles,
se requiere que el organismo haldfilo tenga acceso a los precursores del soluto compatible y
ademas, que posea las enzimas necesarias para la ruta metabdlica que lleva a la sintesis del
soluto (Empadinhas y Da Costa, 2008). Cuando un organismo no cuenta con las rutas de
biosintesis para los solutos compatibles, debe entonces internalizarlos desde el entorno en
que se encuentre. Algunos solutos pueden ser liberados cuando un organismo deja de estar
viable y quedan disponibles para ser utilizados por otros organismos, ya sea como una fuente
de carbono o para ser utilizados directa y nuevamente como un soluto compatible. De cualquier
manera es necesario que el organismo que los va a utilizar cuente con algun mecanismo para

su ingreso y para poder metabolizarlo (Empadinhas y Da Costa, 2008; Roberts, 2005).

Los solutos compatibles pueden ser utilizados por organismos de cualquiera de los 3 dominios
filogenéticos como se muestra en la figura 3.9. En Arqueas haldfilas, la acumulacion de K* sin
que se acumule suficiente CI- genera un desbalance que puede ser contrarrestado por la
acumulacion de solutos compatibles con carga negativa. El mas comun es el a-glutamato,
seguido por glicerol, glicosil glicerol, betaina, glutaminas y prolinas, que al pH fisiolégico de la
bacteria se encuentran cargados negativamente (Edbeib et al., 2016; Empadinhas y Da Costa,
2008). En el dominio Eucariota en las plantas, la sacarosa es el principal osmoprotector, pero
también acumula glicina betaina (Roberts, 2005); y en el caso de los hongos, algunos solutos
compatibles encontrados son la alanina, la glutamina, la glicina betaina y la prolina
(Empadinhas y Da Costa, 2008).
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Se ha encontrado una amplia diversidad de solutos compatibles que son utilizados por
organismos del dominio Bacteria, aunque los mas comunes son la glicina betaina, la
hidroxiectoina, la N-6-acetil-ornitina, la sacarosa, la trehalosa, el sorbitol, el manitol y el glucosil
glicerol. En la tabla 3.1 se encuentran listados los solutos compatibles encontrados mas

frecuentemente en procariotas (Empadinhas y Da Costa, 2008).

Bacteria Arquea Eucariota

Animals

Entamoebae  Slime
molds

Green nonsulfur
bacteria Euryarchaeota
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Crenarchaeota Methano- Halobacteriaceae

 Eivmi bacterium
Ionleobactena Firmicutes Thermoproteus

\

Methano-

Pyrodictium coccus Thermoplasma
\
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Marine Flagellates

Bacteroidetes
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Pyrolobus

Methanopyrus
Trichomonads

Korarchaeota
Thermotoga

Nanoarchaeota

Thermodesulfobacterium Microsporidia

Aquifex Diplomonads

(Giardia)

Figura 3.9. Distribucién de los organismos que utilizan solutos compatibles como estrategia
Unica o principal de haloadaptacion. Los grupos marcados poseen al menos una especie

que utiliza dicha estrategia.

Algunos organismos haléfilos modifican las caracteristicas y la composicion de sus membranas
y/o paredes celulares para soportar las altas concentraciones salinas. En algunas bacterias
hald&filas, se ha encontrado una mayor proporcién de lipidos cargados negativamente respecto
a los encontrados en los organismos mesofilos. Esto origina una membrana mas compacta.
En las bacterias que presentan una pared celular también se han detectado cambios en la
composicion de ésta encontrandose una mayor proporcion de carbohidratos (Kogej et al.,
2006; Niemetz el al.,, 1997; Smithies et al., 2010; Vreeland et al., 1984). En el caso de los

hongos haléfilos se ha encontrado un aumento en el tamafio de la pared celular, cambios en
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la composicion y morfologia de crecimiento y aumento de la melanizacion (Kogej et al., 2007,
2006; Kundic et al., 2010).

3.9. La bacteria Salinibacter ruber

Salinibacter ruber es una bacteria haléfila extrema aislada de los estanques salinos de Alicante
y de Mallorca en Espafa. Sus células corresponden con bacilos méviles con dimensiones de
2-6 x 0.4 ym. En agar, sus colonias presentan una coloracién roja, son circulares, pequenas,
con diametro de aproximadamente 1 mm y forma convexa. Presenta un crecimiento éptimo en
un intervalo de temperatura de entre 37 a 47 °C y en un intervalo de pH de 6.5 a 8.0. El
contenido de guanina y citocina (G+C) en su ADN es de 66.5%. La cepa modelo es la
identificada como M31, la cual corresponde con el identificador 13855 en la coleccién alemana
de microorganismos y cultivos de células (DSMZ, por Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen), la cual posee un cromosoma con 3.5 millones de pares de

bases (Mbp) y un plasmido de 35 mil pares de bases (kpb) (Oren, 2013b).

La bacteria Salinibacter ruber fue la primera especie descrita dentro de un nuevo linaje de
organismos haldfilos extremos. Junto con la bacteria Rhodothermus marinus, fue inicialmente
asociada al phylum Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides (Antén et al., 2002), pero
posteriormente con resultado de los trabajo realizados por Munoz y colaboradores (Munoz et
al., 2016) se reclasificé en un nuevo phylum denominado Rhodothermaeota (incertae sedis),
que incluye 3 familias, Salinibacteraceae, Rhodothermaceae y Rubricoccaceae (Figura 3.10),
del cual S. ruber pertenece a la familia Salinibacteraceae que incluye los géneros Salinibacter
y Salinivenus (figura 3.11). El género Salinibacter ha sido identificado tanto con métodos
dependientes como independientes del cultivo, lo que ha permitido determinar que S. ruber
tiene una distribucion mundial, ya que se le ha encontrado no solo en lagos salinos de Espafa,
sino también en el lago Tuz en Turquia, en los Lagos Alcalinos (pH entre 9y 11) en Egipto, en
las Maras andinas de Peru (Anton et al., 2008). En el 2011 se aislé a la nueva especie
Salinibacter altiplanensis en ambientes hipersalinos del altiplano argentino (Viver et al., 2018)
(Figura 3.11). En México se identifico la presencia S. ruber en lagos salinos en Guerrero Negro,

Baja california y una bacteria con un 96% de similaridad con el género Salinibacter en
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biopeliculas que han colonizado monumentos mayas en Uxal; en ambos casos la presencia

de estas bacterias se identificé por la presencia del gen rRNA 16s (Antén et al., 2008)
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Figura 3.10. Filogenia los phyla Bacteroidetes y Rhodothermaeota propuesta por Munoz et
al., 2016. Arbol consenso del gen 16S de miembros del phylum Bacteroidetes y phyla
relacionados, resultado de compilar seis arboles resultantes, tres por el método de union

de vecinos (neighbor-joining) y tres por RaxML.
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Salinibacter ruber M8 (FP565814)
Salinibacter ruber DSM 13855" (CP000159)
Salinibacter ruber SP273 (LN650035)

Salinibacter ruber ST67 (LN650034)
Salinibacter altiplanensis AN15%(LT160741)
JSalinibacter altiplanensis LL19 (LT160742)
Salinibacter altiplanensis AN4 (LT160743)
[ Salinivenus lutea DGOT (HQ197983)
Salinivenus iranica CB7" (HQ197983)
—— Salisaeta longa S4-47 (EU426570)
Rubricoccus marinus SH-297 (AB545808)
Rubrivirga marina SAORIC-28" (JQ906088)

[ Rhodothermus marinus DSM 42527 (CP001807)
Rhodothermus profundi PRI 2909" (FJ624399)
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PSS 7 iz | ¢ J
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Figura 3.11. Filogenia de la familia Salinibacteraceae propuesta por Viver et al., 2018. Arbol

consenso del gen 16S basado en el método de union de vecinos (neighbor-joining).

Salinibacter ruber posee similitudes con haldfilas del dominio Arquea con las que comparte el
mismo habitat; son aerdbicas, heterdtrofas y poseen carotenoides que le dan una coloracién
rojo-rosado. Ademas acumulan altas concentraciones de potasio intracelularmente y poseen
una alta proporcion de aminoacidos acidos y pocos aminodacidos hidrofébicos en su proteoma

con un punto isoeléctrico medio de 5.2 (Mongodin et al., 2005; Oren et al, 2002).

Las bacterias haldfilas generalmente utilizan solutos compatibles para generar, en su
citoplasma, la presidon osmoética en el citoplasma necesaria para contrarrestar la presion
osmotica impuesta por el medio externo que contiene una alta concentracion salina. En el caso
especifico de Salinibacter ruber, esta bacteria halofila extrema utiliza como principal estrategia
para contender contra la presion osmaética externa, la acumulacién intracelular de iones K* y
CI- (Oren, 2013b). Por esta razon, las enzimas de S. ruber estan adaptadas para funcionar en
altas concentraciones salinas presentando, cambios en la proporcién de aminoacidos acidos
e hidrofobicos caracteristicos del dominio Arquea (Oren et al., 2002). No se ha identificado el

mecanismo exacto de entrada de los iones K* y CI- en S. ruber. Sin embargo, su genoma
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sugiere que la toma del catién potasio (K*) ocurre por medio de una tropomiosina receptor
cinasa A, que se cree surgio a partir de un evento de transferencia horizontal de genes (Edbeib
et al., 2016). La tropiomiosina receptor cinasa A es una proteina de membrana orientada hacia
el citoplasma que se une a NADH y NAD*, y la subunidad de translocacion que abarca la
membrana es esencial para el transporte activo; en S. ruber se presentan dos copias de este
gen (Edbeib et al., 2016). El ién cloruro (CI') lo importa a través de la bomba de cloruro-
rodopsina, una proteina para la que hay cuatro copias en el genoma de S. ruber, de las cuales,
la tercera copia traduciria para la bomba de CI. También hay dos copias del cotransportador
Na-K/Cl que ha sido encontrado en eucariontes y que podria ingresar cloruro en S. ruber
(Edbeib et al., 2016).

Aunque la principal estrategia de haloadaptacién de S. ruber es el mecanismo de salt-in, Oren
y colaboradores (Oren et al., 2002) encontraron que bajas concentraciones de glutamato, de
glicina, de betaina y de Na-acetil lisina pueden también contribuir a su haloadaptacion. En el
grupo de trabajo en el que participo se encontré que S. ruber puede acumular hasta 9.5 ug de
betaina/mg de biomasa cuando se hace crecer en medios modificados con NaCl y 11.54 ug
de betaina/mg de biomasa cuando los medios se modifican con MgSOs. Ademas, en
condiciones de estrés por disminucion de la concentracion salina en el medio, se identifico la
sobreexpresion de las proteinas tRNA aspartato ligasa, el factor de elongaciéon EF-TU y la
proteina L21, todas asociadas a procesos de sintesis de proteinas, asi como de la chaperona

GroEL-GroES, implicada en el plegamiento de proteinas (Miranda, 2015).

3.10 La chaperona GroEL-GroES

Muchos procesos celulares dependen del correcto funcionamiento de las proteinas, el cual a
su vez, depende de la estructura tridimensional que adopten esas proteinas. Aunque
practicamente todas las proteinas mantienen su estructura funcional y son estables en las
condiciones fisioldgicas celulares, cualquier pequefio cambio en las condiciones celulares
puede implicar la desnaturalizacién y en consecuencia la pérdida de su funcion (Kim et al.,
2013). En las células, estos problemas se enfrentan con un conjunto de proteinas especificas
denominadas chaperonas, cuyo sustrato son precisamente las proteinas desnaturalizadas,
entre cuyas funciones se encuentra el asegurar su correcto plegamiento (Weaver et al., 2014).

Se han caracterizado distintas chaperonas como la Hsp70, la Hsp90 y Hsp60, que son
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proteinas que previenen el desplegamiento y promueven el plegamiento de proteinas
desnaturalizadas al reconocer a los aminoacidos hidrofébicos expuestos en estas proteinas
desnaturalizadas y median el correcto plegamiento en un proceso dependiente de ATP (Hayer-
Hartl et al., 2016; Sterner y Liebl, 2001).

La chaperona de estrés de choque térmico identificada como Hsp60, también conocida como
chaperonina, GroEL en E. coli, Hsp60 en mitocondria y subunidad de rubisco de union a
proteinas en el cloroplasto, es un intermediario en el plegamiento proteinas. Se trata de
complejos con un elevado peso molecular mayores a 800 mil Daltons (kDa) con actividad
ATPasa, que requieren de la presencia del cation magnesio (Mg?*) y de la presencia de su

cofactor, la proteina GroES (Langer et al, 1992; Sterner y Liebl, 2001).

La informacion recopilada mediante analisis por microscopia electronica y a través de modelos
cristalograficos han permitido determinar que el complejo GroEL-GroES se organiza en dos
anillos heptaméricos formado, cada uno, por 7 monomeros de 57 kDa (Figura 3.12B y E). En
cada mondmero se reconocen tres dominios: el ecuatorial de union a adenosin trifosfato (ATP),
ubicado entre los residuos 6-133 a 409-523, el dominio intermedio que va de los residuos 134-
190 a 377-408 y el dominio apical, que se encuentra entre los residuos 191 a 376 (Figura 3.12
A). En la forma activa de la proteina (Figura 3.12 D, E y F), el dominio apical de GroEL se une
a los sustratos proteicos y a GroES (Figura 3.12 D). En el extremo carboxilo terminal de GroEL
los 23 residuos de aminoacidos finales presentan una secuencia de repeticiones Gly-Gly-Met
y este extremo sobresale del dominio ecuatorial cuando se forma la cavidad (Figua 5.12 F), lo
cual impide el libre paso del sustrato entre las cavidades. El dominio ecuatorial permite que
ocurran los contactos intra-anillo (monémeros formando un anillo heptamérico) e inter-anillo
(dos anillos heptaméricos formando el complejo proteico) entre las dos subunidades (Figura
3.12 By E). El dominio apical forma la entrada al anillo y presenta un cambio conformacional,
transmitido desde el dominio ecuatorial, cuando se da la hidrolisis de ATP (Figura 3.12 D)
(Hayer-Hartl et al., 2016).
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Figura 3.12. Estructura de GroEL de Escherichia coli (cédigo PDB 1SS8) en sus distintas
conformaciones Los dominios apical, intermedio y ecuatorial se indican en oro, azul y gris
respectivamente. A: Mondmero de GroEL inactivo. B y C: Complejo proteico inactivo y
dimensiones. D. Mondémero de GroEL activo. E y F: Complejo proteico activo y

dimensiones.(Hayer-Hartl et al., 2016)

La chaperona GroEL, esta asociada a procesos de termotolerancia adquirida ya que previene
la agregacion de proteinas que han perdido su estructura después de ser expuesta a altas
temperaturas. La expresion de GroEL es inducida cuando se presenta esta condicion de estrés
(Sterner y Liebl, 2001). En los organismos termofilos e hipertermdfilos, el complejo Hsp60 se
conoce como termosoma y se ha encontrado en organismos como Thermoplasma

acidophilum, Pyrodictium occultum, Prodictium brockii, Pyrococcus sp., Methanococcus
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Jannashii, Methanopyrus kandleri, Sulfolobus solfataricus y Thermococcus sp. (Sterner y Liebl,
2001; Trent, 2000).

3.11 Técnicas de analisis y caracterizaciéon

3.11.1 Cinéticas de crecimiento bacteriano

Una grafica de crecimiento microbiano representa la evolucion del numero de células viables
presente en un cultivo microbiano liquido a lo largo del tiempo de estudio. Se estudia el numero
de células viables por mililitro de un cultivo de volumen limitado y con una cantidad de
nutrientes limitada. En la grafica de crecimiento se diferencian cuatro fases, la de latencia, la
de crecimiento exponencial o logaritmico, la fase estacionaria y la fase de muerte celular como
se muestra en la Figura 3.13 ( Stanier et al., 1992). En la fase de latencia, las células trasferidas
a un medio de cultivo fresco experimentan un cambio de composicidon quimica antes de ser
capaces de iniciar su crecimiento. Posteriormente viene la fase exponencial, que describe un
crecimiento equilibrado e imita una reaccion auto catalitica de primer grado, es decir, la
velocidad del aumento en el numero o masa celular de bacterias es proporcional a un intervalo
de tiempo determinado. La velocidad de aumento de las células, o constante de
proporcionalidad, representada por u, se denomina velocidad especifica de crecimiento. Este
valor es proporcional al crecimiento de diferentes componentes del cultivo, incluyendo el
numero de células por mililitro, la masa celular por mililitro o cualquier otro componente celular
como la presencia de proteinas o metabolitos asociados al crecimiento en el organismo de
interés. Este parametro es suficiente para definir la velocidad de crecimiento de un cultivo
bacteriano, sin embargo también se utilizan a menudo otros parametros como el tiempo de
duplicacién promedio (tp) que se define como el tiempo requerido para que todos los

componentes del cultivo aumenten en un valor de 2 (Stanier et al., 1992).
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Figura 3.13. Cinética general de crecimiento de un cultivo bacteriano. Se observan las

cuatro fases principales (lzquierdo, 2019).

Tanto la velocidad especifica de crecimiento (u) como el tiempo de duplicacion (tp) describen
adecuadamente al crecimiento exponencial en un cultivo bacteriano, sin embargo, las
poblaciones microbianas raramente mantienen un crecimiento a altas velocidades durante
largos periodos de tiempo. El crecimiento bacteriano esta limitado por el agotamiento de los
nutrientes disponibles o por la acumulacion de productos toxicos generados por el metabolismo
del organismo, lo que va provocando una disminucién en y hasta el punto en que su valor no
cambia o cambia muy poco y se llega entonces a la fase estacionaria. La transiciéon entre la
fase exponencial y la estacionaria implica un periodo de crecimiento desequilibrado en el que
los compontes celulares son sintetizados a diferentes velocidades y tipicamente las células
que llegan a este estadio poseen una composicion quimica diferente a la de las células de la

fase exponencial (Stanier et al., 1992).
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La ultima fase es la de muerte celular y se presenta debido a que las células bacterianas se
encuentran en un estado en el que el crecimiento es nulo 0 no existe y se van agotando hasta
morir. Esta fase se puede describir también con una funcién exponencial. La velocidad de
muerte es variable ya que depende del organismo en estudio y del ambiente en el que se

encuentre (Stanier et al., 1992).

3.11.2 Dispersion en matriz de fase soélida

La técnica de dispersion de matriz en fase sélida (DMFS) es una técnica de extraccion que se
basa en el uso de adsorbentes solidos para separar, con ayuda de un disolvente, moléculas
de interés desde la matriz analitica en la que se encuentran. Las moléculas de interés se
denominan analitos. La técnica de DMFS puede utilizarse también para aumentar la pureza de
los analitos ya separados o extraidos, realizando nuevamente el mismo procedimiento. Esta
técnica fue desarrollada por Barker y colaboradores en 1989 (Barker, 2007). La DMFS consiste
en mezclar a la matriz en la que esta contenido el o los analitos de interés, con un adsorbente
adecuado en la proporcion adecuada. Esta mezcla se homogeneiza utilizando un mortero de
agata hasta obtener un polvo fino. Posteriormente, la mezcla homogénea se empaca en una
pequena columna de polipropileno a la que se coloca en el fondo, un filtro de celulosa que
ayuda a evitar la pérdida del material homogeneizado. Para realizar la elucién de los analitos
de interés, se adiciona desde la parte superior de la columna, el disolvente o la mezcla de
disolventes apropiados, mismos que van eluyendo por gravedad al tiempo que van ocurriendo
interferencias selectivas entre la fase sélida y la fase liquida, que facilitan la separacion de las

moléculas de interés (Figura 3.14) (Vasquez, 2015).

La DMFS es una técnica amigable con el medio ambiente ya que disminuye considerablemente
el consumo de reactivos y disolvente respecto a otras las técnicas de extraccion que usan una
gran cantidad de disolventes de dificil disposicion posterior. Esto reduce los gastos e impactos
ambientales implicados en el confinacién y disposicién final de los disolventes y reactivos

utilizados (Vasquez, 2015)
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Figura 3.14. Etapas principales de una extraccién por dispersiéon de matriz en fase sélida

En el grupo de investigacion en el que participo, se desarrollé6 un protocolo basado en esta
técnica de extraccion, el cual permite extraer los solutos compatibles acumulados en el

citoplasma bacteriano.

3.11.3 Resonancia magnética nuclear
La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica espectroscépica cuyo fundamento de
operacion se basa en las interacciones magnéticas de los nucleos atdmicos con un campo

magnético externo, brindando informacién molecular con resolucion atémica (Amero, 2014).

Los nucleos atdomicos que tienen un numero impar de electrones presentan un espin 0 una
direccion de giro (Deleanu y Paré, 1997). Cuando se introducen nucleos atdmicos con espin
nuclear distinto de cero a un campo magnético externo, cada nucleo se comporta como un
pequefio iman que tiende a orientarse a favor de la direccion del campo magnético o en contra
de la direccion de éste. (del Rio Portilla, 2003).

En la resonancia magnética nuclear, se busca medir la frecuencia de precesién de cada nucleo
quimicamente distinto en la muestra. Para esto se utiliza una bobina como detector que va

sensando las frecuencias de precesion en funcion del tiempo. A esta senal, se le aplica una
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transformada de Fourier y asi se obtiene la sefial del espectro de resonancia para un tipo de

protdn especifico. (Amero, 2014; Skoog et al., 1997)

Tabla 3.3 Algunos de los nucleos activos en Resonancia Magnética Nuclear (Skoog, 1975).

Nucleo Espin Frecuencia de Abundancia natural Constante
nuclear observacion (MHz) a (%) giromagnética

14.1 Teslas vy (C-kg™)
H V2 600.00 99.99 26.76
3C V2 150.86 1.10 6.73
5N -2 60.82 0.37 -2.71
°F V2 564.62 100.00 25.18
p V2 242.86 100.00 10.84

Un espectro de resonancia magnética nuclear muestra el desplazamiento quimico asociado a
un tipo de proton especifico en unidades de partes por millon (ppm). Esta sefal tiene una
multiplicidad especifica definida por el numero de protones activos y vecinos a un proton
especifico. El area bajo la curva de cada sefal permite hacer aproximaciones cuantitativas que

esta directamente relacionada con el numero de protones activos. (Skoog et al., 1997).

Como los campos son unicos o altamente caracteristicos de los compuestos individuales, en
la practica moderna de la quimica organica, la espectroscopia de RMN es el método definitivo
para identificar compuestos organicos monomoleculares. Ademas de la identificacion, la
espectroscopia de RMN proporciona informaciéon detallada sobre la estructura, la dinamica, el
estado de reaccion y el entorno quimico de las moléculas. Los tipos mas comunes de RMN
son la espectroscopia de RMN de protones y carbono-13, pero es aplicable a cualquier tipo de
muestra que contenga nucleos que posean espin. Actualmente la resonancia magnética
nuclear, posee multiples aplicaciones en campos como la industria alimenticia, la quimica
organica, el estudio de moléculas bioquimicas como las proteinas y hasta en estudio de estado

sélido como es el caso de sus aplicaciones para ver tejidos y érganos en medicina; por lo que
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se posiciona como una técnica espectroscopica de suma importancia (Amero, 2014; Deleanu
y Paré, 1997; Pebet, 2004).

Transmisor de Amplificadorde
. . . . Detector
radiofrecuencia radiofrecuencia
Amplificador
Detector
f._
- N\

Generador
de barrido I

Figura 3.15. Representacion de un equipo de resonancia magnética nuclear. El tubo es
perpendicular al eje z del iman. A: tubo de muestra. B: bobina del transmisor. C: bobinas

de barrido. D: bobina del receptor. E: iman (Silvernstein, 2005).

3.11.4 Métodos cromatograficos

La cromatografia es un método fisico de separacion en el que los componentes que se han de
separar se distribuyen entre dos fases, una de las cuales esta en reposo (fase estacionaria)
mientras que la otra (fase movil) se mueve en una direccion definida. Es utilizada tanto a
escalas de laboratorio como industriales. Bajo el término de cromatografia se agrupan varios
meétodos que pueden ser clasificados atendiendo a diferentes criterios como el tipo de fase
estacionaria utilizada, como por ejemplo la cromatografia de capa fina o la cromatografia en
columna, el estado de agregacion de las fases participantes como lo son la cromatografia gas-

liquido, o la cromatografia de fluidos supercriticos. En todos los casos la separacion de los
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analitos de interés se logra por su interaccion diferenciada entre la fase estacionaria y la fase
movil (Skoog, 1975).

Algunas técnicas cromatograficas han encontrado aplicaciones en areas como la Bioquimica,
en donde interesa aislar macromoléculas como aminoacidos, lipidos, carbohidratos o
proteinas. Para la separacién de péptidos y de proteinas de una muestra, la técnica mas
utilizada es la cromatografia solido-liquido, donde la fase estacionaria es un polimero
contenido en una columna y la fase movil es un liquido o mezcla de liquidos cuya polaridad
puede ir en aumento si se trata de una cromatografia en fase reversa o puede ir disminuyendo
si se trata mas bien de una cromatografia en fase normal. Desde hace algunos anos, este tipo
de cromatografia se ha sistematizado dando origen a la cromatografia liquida de alta eficacia
(CLAF), incorporandole no solo un sistema automatizado de introduccion de la muestra sino
también un sistema de deteccién que puede estar basado en la absorcién o emision de
radiacion ultravioleta-visible, o en la emision de fluorescencia (Padron, 2014; Peterson y Sober,
1956).

Entre los métodos de CLAF mas comunmente utilizados en aplicaciones bioquimicas se

encuentran:

e La cromatografia de exclusién molecular, conocida también como filtracion en gel. En este
tipo de cromatografia la separacién de los analitos de interés ocurre en funcion al tamafio
de las moléculas presentes en la mezcla. La columna cromatografica se rellena con
particulas de gel que exhiben un intervalo de tamafio de poro, que tipicamente va de 130
a 2,000 angstroms (A). La separacion ocurre porque las moléculas cuya dimension es
menor al poro del gel pueden penetrar mas facilmente en los poros y permanecer ahi
durante mas tiempo, mientras que las moléculas cuyo tamafio es mayor al poro tienen un
acceso restringido a este y tienden a permanecer en la fase maovil y ser arrastradas por ella.
Por tanto, las moléculas grandes eluyen mas rapidamente respecto a las moléculas mas
pequefias (Ackers, 1970; Padron, 2014).
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La cromatografia de intercambio idnico que es otro tipo de cromatografia que utiliza como
fase estacionaria un polimero conocido como intercambiador idnico, que posee grupos
funcionales que pueden mantener una carga neta positiva o negativa. La separacién ocurre
debido a la afinidad idnica de los componentes de la muestra a separar que tienen una
carga opuesta a la carga neta de la columna. Para realizar la elucidn de los componentes
adheridos a la fase estacionaria es necesario hacer pasar una disolucion salina junto con
la fase movil, que se mueve en una direccion definida y va separando la muestra mediante
el desplazamiento gradual del soluto generado por el contraion presente en la fase movil,
lo cual genera la liberacién del soluto y le permite su transito por la columna para finalmente

ser recuperado.

La cromatografia de interacciones hidrofébicas se basa en diferencias en la naturaleza
hidrofébica de grupos localizados en la superficie de las moléculas a separar. Este método
es utilizado principalmente para la purificacibn de macromoléculas biologicas,
especialmente para proteinas. Para ello se induce la interaccion hidrofébica de las
proteinas con una resina débilmente hidrofdbica, adicionando altas concentraciones de
sales en una disolucion amortiguadora inicial, generando una interaccion reversible entre
la superficie hidrofobica de una proteina y una matriz cromatografica con un ligando
hidrofébico a moderadamente altas concentraciones de sal, como el sulfato de amonio
((NH4)2S0s4). Este tipo de sales tiene alta polaridad y se unen fuertemente al agua, lo cual
induce la exclusién del agua sobre la proteina y la superficie del ligando lo que promueve
las interacciones hidrofébicas y la precipitacion de la proteina. El efecto es similar al que
se logra cuando se tiene una disolucion de proteinas y estas precipitan por adicién de sales.
(Padrén, 2014; Queiroz et al., 2001).

La cromatografia de afinidad que se caracteriza por una elevada especificidad de la
interaccidén entre el compuesto que se desea separar y un ligando presente en la fase
estacionaria. Puede realizarse, por ejemplo, propiciando interacciones entre un anticuerpo
y su antigeno (inmunocromatografia), entre una enzima especifica y su inhibidor o entre
una proteina especifica y su receptor. Un tipo especifico de cromatografia de afinidad se
basa en la interaccion de algun compuesto quimico capaz de formar quelatos con iones

metalicos divalentes como Fe?*, Ni?*, Co?*, Cu?*, Zn?* y otros. Este método se utiliza
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frecuentemente para separar proteinas, principalmente aquellas que poseen varias
histidinas en su secuencia. En algunos casos, se puede afiadir una cola de 4 o 6 histidinas
en el extremo N-terminal o en el extremo C-terminal de proteinas recombinantes
incrementando considerablemente la afinidad, y por tanto, la eficacia en la separacion,

logrando con ello una alto grado de pureza en un solo paso (Padron, 2014).

Estas técnicas son comunmente utilizadas para la purificacion de proteinas, lo que permite
estudiar otras caracteristicas de las proteinas como su estructura, actividad enzimatica,
respuesta a diferentes condiciones de temperatura, pH, salinidad, presencia de inhibidores,

entre otras.

3.11.5 Cristalografia de rayos X

Las proteinas son moléculas fundamentales en el funcionamiento de todos los seres vivos ya
que participan en el reconocimiento molecular, en el transporte de moléculas hacia el interior
de la célula, tiene una funcién estructural, participan en la catalisis de algunas reacciones
quimicas de los seres vivos, e inclusive en la regulacion de la expresién de los genes. Sin
embargo, debido a su alta variabilidad no se conoce aun el mecanismo de accion de la mayoria
ellas. A pesar de los avances en los factores que determinan la estabilidad de la estructura
nativa de las proteinas, no es posible aun predecir la estructura tridimensional de alguna
proteina a partir de su secuencia primaria de aminoacidos y mas aun, no es posible predecir

su funcidon de manera universal y sin ambigliedad (Gonzalez et al., 2005).

La cristalografia de rayos X es una técnica que permite determinar la estructura tridimensional
de proteinas, acidos nucleicos e inclusive de virus o ribosomas (Mcpherson, 2014) la técnica
se basa en la irradiacidn, con rayos x, una de las regiones del espectro electromagnético, un
cristal de la molécula de estudio (Smyth y Martin, 2000). La estructura de la proteina se deduce
a partir del patrén de dispersion que se genera cuando existe esta interaccion de los rayos X
con el cristal. Esto es posible gracias a que los atomos que estan formando al cristal poseen
un orden especifico que permite la existencia de unidades estructurales pequefias que poseen
arreglos atomicos semejantes y que se repiten ordenadamente formando una estructura

tridimensional. El patron de difraccion depende de este arreglo (Lawrence, 1968).
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Para hacer cristalografia de rayos X es fundamental contar con un cristal que difracte. En el
caso de los cristales de proteinas, la proteina de interés puede provenir directamente del
organismo que la produce o se puede obtener a partir de un proceso de generacion de
proteinas recombinantes. Una vez que se tiene la proteina de interés se desarrolla un protocolo
de purificacion que llevara a la obtencion de una proteina homogénea, es decir que no se
encuentre agrupada en complejos de diferente numero de mondémeros, y de buena calidad
(Smith, 2000), con la que se puede iniciar el proceso de cristalizacion, la cual puede ocurrir
basicamente en dos etapas. La primera es la identificacion de las condiciones quimicas,
bioquimicas y fisicas que favorezcan el proceso de cristalizacion de la proteina. La segunda
consiste en la optimizaciéon del proceso de cristalizacion, la cual se logra modificando
sistematicamente aquellas condiciones en las que se obtienen cristales. En esta etapa se
busca incrementar el numero de cristales 6ptimos que puedan ser utilizados en el proceso de

difraccion (Mcpherson, 2014).

]
:.*,__4_,___. Parada de
Rayos X —_— —9 = af;)::geﬁ:: z
Y\. -

directo.
Cristal

D\

etector de rayos X

Figura 3.16. Representacion de la obtencion de un patrén de difraccion partir de un cristal
(Ladd y Palmer, 2003)

El proceso de difraccion, esquematizado en la figura 3.16, consiste en exponer el cristal a una
fuente de rayos X proveniente de un anodo rotatorio o de un sincrotrén. El haz atraviesa al
cristal, por lo que se difracta la radiacion electromagnética. Un experimento de difraccion de
rayos X, involucra la medicién de un gran numero de reflexiones. Cada una de estas reflexiones

se mide la mayor cantidad de veces posibles, con la intencién de disminuir el error de la
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medicién. Al final se obtiene un promedio de las intensidades de cada reflexion medida. Cada

reflexion se caracteriza por su amplitud y su fase.

El proceso para resolver una estructura comienza con la indexacion y con la integracién, es
decir se asigna una posicidn espacial y una intensidad relativa a cada una de las reflexiones.
Posteriormente se resuelven las fases, en la mayoria de los casos mediante un remplazo
molecular. Este consiste en utilizar un modelo estructuralmente parecido a la proteina de
estudio. Las fases de este modelo similar son usadas como fases iniciales para la
reconstruccion del mapa de densidad electrénica. Una vez que se obtiene el mapa de densidad
electronica, se genera un modelo atdmico basado en la secuencia de aminoacidos de la
proteina en el que se justifica cada una de las densidades electronicas obtenidas. Por ultimo,
se hacen afinamientos para que el modelo tridimensional represente completamente la
densidad electrénica obtenida (Ladd et al., 2003; Smyth y Martin, 2000; Wlodawer et al., 2013).
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4. HIPOTESIS

La bacteria haldfila extrema Salinibacter ruber se adapta a las condiciones de estrés salino

originadas por las sales sulfatadas presentes en el océano de agua liquida del satélite Europa

utilizando solutos compatibles y proteinas especificas, como estrategias de haloadaptacion.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Estudiar la haloadaptaciéon de Salinibacter ruber ante condiciones que simulan el entorno salino

del océano del satélite Europa.

5.20bjetivos especificos

Evaluar el crecimiento de S. ruber en medios modificados con NaCl, MgSO4, Na2SO4 y con
combinaciones de MgSO4 y Na2SO4 en proporciones 1:1 y 2:1 para identificar, en cada
caso, la concentracion de 6ptimo crecimiento.

Determinar si S. ruber acumula al soluto compatible betaina en los medios modificados con
la concentracion salina de 6ptimo crecimiento y el papel de este soluto compatible en la
velocidad especifica de crecimiento.

Generar un sistema de expresion heterdlogo de la proteina GroEL de S. ruber, una de las
principales proteinas implicadas en su proceso de haloadaptacion.

Desarrollar un protocolo de purificacion para la proteina recombinante GroEL de S. ruber.

Evaluar el potencial de habitabilidad del océano de agua liquida salada del satélite Europa,
considerando a S. ruber como modelo bioldgico.
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6. METODOS Y MATERIALES

6.1. Activacion de Salinibacter ruber

La activacién se realiz6 a partir de una pastilla de bacteria liofilizada de la cepa 13855 (DSM
No. 13855). Esta se inoculé en 100 mL del medio de cultivo nominal DSMZ 936 (195 g de
NaCl, 34.6 g de MgCl2 x 6H20, 49.5 g de MgS0O4 x 7H20, 1.25 g de CaCl2 x 2H20, 5.0 g de
KCI, 0.25 g de NaHCOs, 0.625g de NaBr y 1.0 g de extracto de levadura). La totalidad de la
bacteria liofilizada se coloco en el medio de cultivo estéril y se incubd a una temperatura de 37
°C en un agitador orbital (ISO-45, Lumistell) a una velocidad de agitacién de 150 rpm durante

14 dias constatando visualmente y espectroscopicamente que habia crecimiento bacteriano.

6.2. Cinéticas de crecimiento

Para evaluar el crecimiento de Salinibacter ruber en los medios modificados con las sales de
interés astrobiologico, se realizaron cinéticas de crecimiento. Se realizé un preindculo
sembrando a S. ruber activada en 75.0 mL del medio nominal DSMZ 936, el cual se coloco en
el agitador orbital a 150 rpm y 37°C hasta alcanzar un valor de densidad éptica medida a 630

nm (D. O.s30) de 0.30, la cual corresponde a la mitad de la fase exponencial de la bacteria.

Cada uno de los medios modificados se prepararon con 34.6 g de MgCl2 x 6H20, 1.25 g CaCl2
x 2H20, 5.0 g KCI, 0.25 g NaHCOs, 0.625g NaBr y 1.0 g de extracto de levadura y las
concentraciones de cloruro de sodio (NaCl), sulfato de magnesio (MgSOs4) y sulfato de sodio
(Na2S0s4) especificadas en la Tabla 6.1. Todos los medios modificados se prepararon en un
litro de agua destilada. La Tabla 6.1 describe la concentraciéon, de cada una de las sales
mostradas, en cada medio modificado. Como puede observarse, una concentracion salina se
mantiene constante, mientras que al menos otra u otras dos se modifican. El término condicion
salina corresponde con la sal cuya concentracién se modifica a partir del medio nominal. La
concentracion indicada corresponde con la concentracion a la que se encuentra esa sal, lo
mismo sucede cuando se muestran dos sales. Por ejemplo, la condicion salina MgSOa4 1.0 M,
significa que lo unico que cambia en el medio nominal es la concentracién de MgSO4, la cual
se encuentra en un valor de 1.0 M. Por otro lado, la condicion salina 2 MgS0O4:Na2S04 1.5 M,

significa que a partir del medio nominal, solo se estan modificando las concentraciones de
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MgSO4 y de Na2S04, que en este caso se encuentran en una proporcion molar 2:1 y la

concentracion indicada (1.5 M) implica la suma de las concentraciones molares individuales.

Tabla 6.1. Concentraciones molares (M) para cada uno de los medios modificados en los

que se evaluo el crecimiento de Salinibacter ruber

Condicién salina NacCl (M) MgSO. (M) Na:SO4 (M)

NaCl 2.2 M 2.2 0.2 0
NaCl 3.3 M 3.3 0.2 0
NaCl 4.4 M 4.4 0.2 0
MgSO, 0.0 M 1.7 0 0
MgS0O4 0.5 M 1.7 0.5 0
MgS0O4+1.0 M 1.7 1.0 0
MgS0O4+1.5M 1.7 1.5 0
Na>S0O4 0.0 M 1.7 0 0
Na.S0O4 0.5 M 1.7 0 0.5
Na.SO4 1.0 M 1.7 0 1.0
MgSO. : Na;S040.0 M 1.7 0 0

MgSOQO4 : Na:S040.5 M 1.7 0.25 0.25
MgSOQO4 : Na:SO41.0 M 1.7 0.5 0.5

2 MgSO4 : Na2;S0,0.5 M 1.7 0.625 0.125

2 MgSO4 : Na;SO,1.0 M 1.7 0.75 0.25
2 MgSO4 : Na;SO4,1.5 M 1.7 1.0 0.5

Para realizar las cinéticas se utilizaron 5.0 mL de prein6culo bacteriano que se adicionaron a
100 mL de cada medio modificado, contenidos en matraces Erlenmeyer de 250 mL. Las
condiciones de crecimiento fueron 37 °C y 150 rpm. En todos los casos se monitorearon los
cambios en la D. O.s30 en intervalos de 12 horas hasta que se alcanzo la fase estacionaria de
crecimiento, identificada como el cambio minimo o nulo en la densidad Optica de los cultivos

en tres mediciones consecutivas. Las lecturas de D. O.s30 se realizaron con ayuda de un
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espectofotometro UV-Vis (Cary 8454 UV-Vis, Agilent Tech). Todas las condiciones

experimentales se realizaron por triplicado.

Los parametros cinéticos utilizados para evaluar el crecimiento bacteriano son la velocidad
especifica de crecimiento (u) y el tiempo de duplicacion (To). Para obtener el valor de y en
cada una de las condiciones experimentales evaluadas es necesario graficar los valores de Ln
D.O.s30 correspondientes a la fase exponencial de crecimiento, en funcién del tiempo. A estos
datos se les realiza un ajuste lineal por el método de minimos cuadrados, del que resulta una
ecuacion. La pendiente de esta ecuacion corresponde a la velocidad especifica de crecimiento
(M) Una vez que se conoce este parametro, se puede calcular el tiempo de duplicacién

utilizando la siguiente ecuacion:

Tp =— Ecuacién 6.1

A cada medio modificado se le midié el valor de actividad del agua (aw) utilizando un higrometro
de rocio (3TE, Aqualab). Ademas, se calculé la osmolaridad de cada medio utilizando la

siguiente ecuacion.

. Numero de iones .,
Osmolaridad = : Ecuacion 6.2
Moles de disolvente

Los valores para el numero de iones y el numero de moles del disolvente se obtienen a partir

de la composicion de cada medio (Tabla 6.1).

Los valores de aw y osmolaridad se encuentran en la Tabla 7.1 del capitulo de Resultados y
Discusion. Los valores de y y To se muestran en la tabla 7.2 del mismo capitulo. Para
determinar la concentracion salina en la que S. ruber presenta el mejor crecimiento se aplico
un analisis estadistico no paramétrico mediante la prueba Kruskal-Wallis. Con esta prueba se
realiz6 una comparacion de la velocidad especifica de crecimiento encontradas en cada
condicion salina evaluada. En esta prueba no paramétrica, se prueba si varias muestras

independientes provienen o no de la misma poblacién, debido al bajo numero de repeticiones,
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fue necesario elegir una prueba no paramétrica pues estas no asumen normalidad de los
datos. Este analisis estadistico compara si las medianas son diferentes, y cuando lo son, esta
diferencia se representa con diferentes letras, siendo A, la mediana que presenta el mayor
valor, B la que le sigue y asi sucesivamente. Para este analisis se utilizé el programa R 3.3.1.

Los resultados se muestran en la tabla 7.2.

6.3. Extraccion de solutos compatibles

La extraccion de los solutos compatibles acumulados por S. ruber se realizd Unicamente en
las condiciones de éptimo crecimiento encontradas mediante la comparacion estadistica. Se
preparé un volumen de 500.0 mL de cada medio de cultivo modificado y se permitié el
crecimiento bacteriano hasta la mitad de la fase exponencial. Los medios de cultivo se
centrifugaron a 4,000 rpm durante 40 minutos a 4 °C. Las pastillas obtenidas fueron lavadas 2
veces con una disolucién amortiguadora de fosfatos (PBS, por phosphate buffer solution) con
pH = 7.0 y centrifugadas a 4,000 rpm durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante se desecho6
y la biomasa sedimentada se colocé en un portaobjetos de vidrio y fue secado a 75 °C. En un
mortero de agata se homogeneizaron 150 mg de biomasa seca con 300 mg de fase C-18 para
lisar a las células bacterianas. Posteriormente en un cartucho de polipropileno se empac? la
mezcla homogeneizada junto con un filtro de celulosa en el fondo y en la superficie de la
muestra homogenizada. Los solutos compatibles se extrajeron agregando 10.0 mL de una
mezcla metanol:agua (1:1) que se hace pasar por gravedad. La mezcla de disolventes eluidos

que contiene los solutos compatibles se lleva a sequedad en un bafo de agua a 70 °C.

6.4. Identificacidon y cuantificacion de solutos compatibles

La identificacion de los solutos compatibles presentes en la biomasa preparada como se
explico en la seccion anterior se realiza utilizando la técnica de resonancia magnética nuclear
cuantitativa de proton ('H-RMNc). Para ello, cada muestra se coloca en un tubo para RMN al
que se le adicionan 10.0 mg de biftalato de potasio (CeH4COOHCOOK), un estandar interno
para fines de cuantificaciéon y 500.0 uL de agua deuterada (D20) que contiene al acido 4,4-
dimetil-4-silapentano-1-sulféonico (DSS) como estandar de calibracion. Las muestras se

analizan en un equipo de RMN de protén ('H) de 500 MHz realizando un minimo de 128
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barridos. Las sefiales caracteristicas de cada soluto compatible se identifican con ayuda de

estandares de referencia de los solutos compatibles que se tienen en el laboratorio.

La cuantificacion se realiza considerando como parametro base al area bajo la curva de una
sefal especifica para cada soluto compatible, y el area bajo la curva del estandar de referencia,

los cuales se introducen en la siguiente formula:

AN
LS CErXPMgxVol

AN .y
C, =—£R Ecuacion 6.3
S M

Donde:

Cs = Concentracion del soluto compatible de interés (ug/mg de biomasa)
ANs = Area normalizada de la sefial del soluto compatible

ANEer = Area normalizada de la sefial del estandar de referencia

Cer = Concentracion el estandar de referencia (mol/mL)

PMs = Peso molecular del soluto compatible (g/mol)

Vol = Volumen total en el tubo de resonancia (mL)

M = Cantidad de biomasa seca (mg)

6.5. Cinéticas de crecimiento con adiciéon de betaina

Para determinar si la adicion de betaina tiene alguna influencia en la velocidad especifica de
crecimiento (M) de S. ruber se realizaron cinéticas de crecimiento de las concentraciones
optimas en cada condicidén salina a las que se les agrego la cantidad de betaina necesaria
para obtener disoluciones con una concentracion final de betaina de 5.0 o 10 mM en un
volumen final de 100 mL de los medios modificados. Se realiz6 el seguimiento del crecimiento
bacteriano, construyendo cinéticas de crecimiento bacteriano que permitieron calcular la
velocidad especifica de crecimiento p y el tiempo de duplicacion tb, segun se describio en la

seccion 6.2 de este mismo capitulo.

6.6. Generacion de un sistema de expresion heterélogo de la proteina GroEL
De acuerdo a resultados previos obtenidos en el grupo de trabajo, se sabe que el complejo

protéico GroEL-ES se expresa preferencialmente cuando la bacteria haldfila extrema S. ruber
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censa un estrés al encontrarse en un medio con una baja concentracion de NaCl y de MgSOa.
Para estudiar con mayor detalle la estructura tridimensional de esta proteina fue necesario
realizar una produccion masiva de la proteina GroEL. Para ello se prepararon 5 mL de un
cultivo de Salinibacter ruber en el medio nominal de crecimiento, que se utilizé para inocular
cajas de Petri que contenian medio nominal sélido. Esto se realizdé para obtener colonias

aisladas, a partir de las cuales se pudiera amplificar el gen groEL.

Utilizando la técnica de una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por Polymerase Chain
Reaction) se amplificd al gen groEL a partir de una colonia aislada de S. ruber usando los
cebadores forward: 5-CGTGATATCATATGATGGCGAAGCAGATCAAATTTGACTC-3’, vy
reverse: 5-GATGGATCCTTACATCATGCCGCCCATGCCA-3'. Estos cebadores incluyen los
sitios de corte de las enzimas de restriccion Ndel y BamHI respectivamente, indicados en
negrita en los cebadores. La presencia de estos sitios de corte permite posteriormente realizar
la ligacion del gen amplificado al vector de expresion en el sitio multiple de clonacion. EI ADN
producto de la PCR se purificod utilizando el conjunto de reactivos “Highpure PCR Product
Purification Kit” (Thermo Scientific). EI gen amplificado fue almacenado en el vector de
mantenimiento pJET siguiendo el protocolo del conjunto de reactivos “CloneJET PCR Cloning
Kit’ (Thermo Scientific).

Se realizé una digestion del vector pJET adicionando las enzimas de restriccion Ndel y BamHI
(New England Biolabs), y los fragmentos obtenidos se separaron mediante una electroforesis
en gel de agarosa al 1% utilizando 1 ug del ADN digerido. La banda de ~1600 pares de bases
(pb) que corresponde al gen groEL fue cortada y se extrajo el ADN producto utilizandoy
siguiendo el protocolo del conjunto de reactivos “GeneJET Gel Extraction Kit’ (Thermo

Scientific).

Para la insercion del gen groEl en el vector de expresion pET22b (Merck), se digirio el vector
adicionandole al mismo enzimas de restricciéon Ndel y BamHI (New England Biolabs) en 10 uL
de la disolucién amortiguadora 3.1 que contiene 100 mM de NaCl, 50 mM de tris

(hidroximetil)aminometano mas acido clorhidrico (Tris-HCI), 10 mM de cloruro de magnesio
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(MgCl2) y 100 pg/ml de albumina de suero bovino a un pH de 7.9 (New England Biolabs)
incubandolo a 37 °C durante dos horas. Al producto de esta digestién se le adicionaron 500.0
ng del gen groEL purificado a partir de banda y se realizo la ligacion del inserto groEL con el
vector digerido pET22b, usando la enzima T4 ligasa (Thermo scientific) e incubando a 4 °C
durante 12 horas. El producto pET22b+groEL se purificé siguiendo el protocolo del conjunto
de reactivos “GenedJet Plasmid Miniprep” (Thermo Scientific). Mediante su secuenciacion en la
Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, se

confirmo la presencia del gen groEL.

Styl (57)
(6862) Dralll NOtI (166)
(6734) Psil Eco53KI (188)
Sacl (190)
EcoRI (152)
Ndel (207)
Mrel (461)

Alel (992)

(6199) Scal

TspMI - Xmal (1239)
Smal (1241)

(5719) Ahdl Nrul (1316)

Sfil (1550)

PET-22b(+ )groEl

7104 bp
BamHI (1895)
Xbal (1937)

(4826) Pcil PFIMI (2207)

(4597) BstZ171

BStEII (2906)
PspOMI (2932)
Apal (2936)

BssSHII (3136)

(3932) BpulOI
(3807) FspAl Hpal (3231)

Figura 6.1. Vector de expresion pET22b + GroEL. Se observa en azul el gen Sr-

groEL insertado.

El producto pET22b+groEL obtenido, representado en la Figura 6.1, se utiliz6 para transformar
células quimiocompetentes de la cepa E. coli BL21 DE3 (Merck). Para la transformacion se
tomaron 50.0 pL de las células quimiocompetentes y se agregaron 300 ng del producto
purificado pET22b+groEL, que se incubaron por 30 minutos en hielo. Pasado este tiempo se
realizé un choque térmico a 42 °C durante 90 segundos y se incubd por otros 2 minutos en

hielo para promover la insercién del vector dentro de la célula.
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Las células se colocaron en 1.0 mL de medio Luria Bertani (LB) y se incubaron a 37 °C con
una agitacion de 300 rpm durante 1 hora. Posteriormente se colocaron volumenes de 50.0 y
100.0 uL en cajas de cultivo de Petri que contenian medio LB adicionado con ampicilina 2 uM.
La ampicilina se agrega para identificar la correcta insercién del vector pET 22b en las células
de la cepa E. coli BL21 DE3, ya que esta cepa no puede crecer en presencia de ampicilina. El
vector pET22b justamente le confiere la resistencia ante este antibidtico por lo que el

crecimiento de colonias indica una correcta insercion del vector.

Posteriormente se evalud si las colonias obtenidas expresan a la proteina GroEL. Para ello
cada colonia obtenida se inoculé en 5 mL de medio LB con una concentracion final de 2 yM
de ampicilina. Cuando los cultivos alcanzaron una densidad optica de 0.500 a una longitud de
onda de 600 nm, se tomo una alicuota de 1 mL que se centrifugé a 10,000 rpm y la pastilla
resultante se guardd a -20 °C hasta su uso. A los 4 mL de medio de cultivo restante, se les
agrego IPTG suficiente para obtener una concentracion final de 0.1 mM en el medio de cultivo.
Esta adicidn se realiz6é para inducir la expresion del vector pET22b. Esos cultivos se dejaron
crecer durante 4 horas mas, y se tom6 nuevamente una alicuota de 1.0 mL que se centrifugd

a 10,000 rpm y se guardo la pastilla a -20 °C hasta su uso.

Se realiz6 una electroforesis SDS-PAGE al 12% de acrilamida para evidenciar la presencia de
la banda correspondiente a la proteina GroEL recombinante en las diferentes pastillas
obtenidas antes y después de inducir la expresion del vector. A partir de la clona que presenté
la mejor expresion de la proteina GroEL de S. ruber, se inoculd un litro de medio nutritivo LB
con una concentracion final de 2 uM de ampicilina. Se permitié el crecimiento hasta que
alcanzé un valor de D.O.s00nm de 0.500. La induccion se realizé con una concentracion final de
0.1 mM de IPTG durante 4 horas. Al finalizar el tiempo de induccidn se realizé la cosecha de
las células centrifugando durante 30 minutos a 4000 rpm y 4 °C. Se desechd el sobrenadante
y la pastilla de biomasa se resuspendio en una disolucion amortiguadora de MES (acido 2-(N-
morfolino) etanesulfénico) 0.02 M y sulfato de amonio ((NH4)2SO4) 1.5 M con pH de 5.5. La

biomasa resuspendida se sonico en hielo durante 8 minutos en secuencias de pulsos de 30
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segundos con 30 segundos de descanso y se centrifugd durante 20 minutos a 10,000 rpm

conservando el extracto crudo de proteinas que corresponde al sobrenadante.

6.7. Purificacion de la proteina GroEL

El proceso de purificacion de la proteina GroEL obtenida de la etapa anterior comenzo6 con una
cromatografia de interacciones hidrofobicas utilizando una columna con resina butil sefarosa
(HiPrep Butyl FF16/10, General Electric) equilibrada con 50 mL de una disolucion
amortiguadora de MES 0.02 M y (NH4)2SO4 1.5 M con pH de 5.5. En la columna previamente
equilibrada se cargd el extracto crudo obtenido a partir de la sobreexpresidén de las células
transformadas y se realizé un lavado con 30 mL del amortiguador MES 0.02 M y (NH4)2S0O4
1.5 M con pH 5.5 para eluir a las proteinas que no interactuan con la resina. Las proteinas que
si interactiian con la resina se eluyen aplicando un gradiente de 100 a 0% de (NH4)2SO4 1.5 M
en 100 mL de una disolucion amortiguadora de MES 0.02 M con pH de 5.5. El volumen eluido
se recupero en 50 fracciones de 2.0 mL utilizando un equipo cromatografia liquida rapida de
proteinas (FPLC por Fast protein liquid chromatography) ;(Akta pure, General Electric). Cada
fraccion se analizé mediante electroforesis SDS-Page al 12% de acrilamida para identificar

cuales fracciones contenian mayoritariamente a la proteina GroEL.

Las fracciones que contenian a la proteina GroEL se reunieron y concentraron a un volumen
de 3.0 mL utilizando una unidad para filtracion con centrifuga (Amicon Ultra, Merck) con tamafio
de filtro de 30 mil Daltones (kDa). Posteriormente se realiz6é una didlisis contra 100 volumenes
de MES 0.02 M con pH de 5.5 durante 12 horas para eliminar el exceso de sales. Este

procedimiento se repite al final de cada separacion cromatografica.

La siguiente etapa de purificacion se realizd utilizando una cromatografia de intercambio
anionico. La muestra con la proteina GroEL resultante de la etapa anterior, se cargd en una
columna con resina Q-sefarosa (Q-sepharose, General electric) previamente equilibrada con
50 mL de amortiguador MES 0.02 M con pH de 5.5. Se realiz6é un lavado con 30 mL de MES
0.02 M con pH de 5.5 para eluir a las proteinas que no interactuan con la resina. Las proteinas
retenidas por la columna son eluidas aplicando un gradiente de 0 a 100% de NaCl 1 M en 100
ml de una disolucién amortiguadora de MES 0.02 M en un equipo de cromatografia liquida de

baja presion (BioLogic LP, Bio-Rad). Nuevamente se colectaron fracciones de 2.0 mL. Cada
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fraccion se analizé6 mediante electroforesis SDS-Page al 12% de acrilamida para identificar las
fracciones que contenian a la proteina GroEL. Las fracciones que la contenian se reunieron,
concentraron y dializaron como se describié para la cromatografia de interacciones

hidrofébicas.

El paso final de la purificacion consiste en una cromatografia de exclusion molecular. Para ello
se utilizd6 una columna con resina de dextrano y agarosa (Superdex 200 16/60, General
Electric) como fase estacionaria y una disolucion amortiguadora de MES 0.02 M, 50 mM de
NaCl a pH de 5.5 como fase movil. Se recolectaron fracciones de 2.0 mL utilizando un equipo
de FPLC (Akta Pure, General Electric). Como en las etapas anteriores, la presencia de la
proteina GroEL se determindé mediante electroforesis SDS-Page al 12% de acrilamida. Las
fracciones que contenian la proteina GroEL se reunieron, concentraron y dializaron como se
describid para la cromatografia de interacciones hidrofébicas. Finalmente, la proteina se lleva
a una concentracion de 10 mg/mL utilizando una unidad para filtracién con centrifuga (Amicon
Ultra, Merck) con tamano de filtro de 10 mil Daltones (kDa). La proteina pura se mantiene en

refrigeracién a 4 °C.

6.8 Pruebas de cristalizacién

Para encontrar las condiciones en las que la proteina GroEL puede cristalizar se utilizé el
método de mezcla directa de la proteina con el precipitante (En inglés conocida como
microbatch), el cual consiste en colocar en el micropozo de una placa 1.0 uL de la proteina
purificada, 1.0 yL de la condicion de cristalizacion y 13.0 uL de parafina para evitar la
evaporacion. Las placas se mantienen a 18 °C, y se observan periddicamente para verificar la
presencia de cristales. Las condiciones de cristalizacion evaluadas corresponden a las de los
paquetes comerciales identificados como Index | y II, Crystal screen | y I, Natrix, Quik screen
y Wizard |, Il, Il y IV. Cada uno de estos paquetes comerciales contenian 48 condiciones de
cristalizacion donde se ha reportado que han cristalizado otras proteinas. La revision periddica
de las pruebas de cristalizacidon se realizé hasta que se evidencio la presencia de cristales con

ayuda de un estereomicroscopio (SZ40, Olympus).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Cinéticas de crecimiento

Se realizaron cinéticas de crecimiento en medios modificados con las concentraciones
indicadas en la Tabla 6.1, de cloruro de sodio (NaCl), sulfato de magnesio (MgSQa) y sulfato
de sodio (Na2S0a4), sales de interés astrobioldgico por considerarse que son las que pueden
estar disueltas en el océano de agua liquida del satélite Europa (Hibbitts et al., 2019). A cada
uno de estos medios modificados se les midi¢ el valor de la actividad de agua (aw) y se le
calcul6 su osmolaridad (Tabla 7.1). Estos parametros proporcionan informacion sobre el estrés
salino al cual fue sometido Salinibacter ruber en las diferentes condiciones experimentales

evaluadas.

Los resultados obtenidos muestran que los medios evaluados tienen valores de actividad de
agua entre 0.772 y 0.938 con osmolaridades entre 10.573 y 5.693, los organismos que son
capaces de desarrollarse en estos valores bajos de actividad de agua son los denominados
organismos haldfilos. Como puede notarse, existe una relacién inversa entre la osmolaridad y
los valores de aw, es decir el aumento de uno tiene como consecuencia la disminucion del otro
y viceversa. Esto es acorde a lo esperado y demuestra la correlacion entre los valores medidos

y calculados.

Se evalud el crecimiento de S. ruber en cada uno de los medios modificados descritos
anteriormente para determinar las condiciones en las que presenta crecimiento, asi como los

parametros cinéticos que permitiran posteriormente, realizar comparaciones cuantitativas.

En la figura 7.1A se muestra, a modo de ejemplo, la cinética de crecimiento de S. ruber en el
medio modificado con MgSOa4 0.5 M. El resto de las cinéticas se encuentran en el Apéndice A.
A partir de cinéticas como ésta, se separan los valores de densidad optica (D.O.)
correspondientes a la fase exponencial, se transforman en su valor de logaritmo natural (In) y
se grafican nuevamente en funcion del tiempo con lo que resulta un grafico como el de la figura
7.1B. A este conjunto de datos se le realiza un ajuste lineal por el método de minimos
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cuadrados. La pendiente de la ecuacion resultante corresponde con la velocidad especifica de
crecimiento (M) en esa condicion salina. Con este valor y utilizando la ecuacion 6.1, se puede
calcular el tiempo de duplicacion (tpo) para esa misma condicion salina. Se procede asi para

cada una de las condiciones salinas evaluadas. Los resultados se muestran en la Tabla 7.2.

Tabla 7.1. Actividad de agua (aw) y osmolaridad de los medios modificados con NaCl,
Na SO,y MgSOsen los que se realizaron las cinéticas de crecimiento de Salinibacter ruber.

Cada medio modificado se identifica como Condicion salina (ver seccion 6.1).

Condicion salina Actividad de agua
Osmolaridad (osm/L)
(aw)

NaCl 2.2 M 0.892 6.12

NaCl 3.3 M 0.831 8.34
NaCl 4.4 M 0.772 10.54
MgSO, 0.0 M 0.938 5.69
MgSO, 0.5 M 0.915 6.69
MgSO; 1.0 M 0.888 7.69
MgSO; 1.5 M 0.854 8.69
Na>SO,; 0.0 M 0.938 4.69
Na>S0O4; 0.5 M 0.904 6.20
Na:SO; 1.0 M 0.877 7.69
MgSOQO4 : Na.S04,0.0 M 0.938 5.09
MgSOQO4 : Na:S04,0.5 M 0.915 6.21
MgSOQO4 : Na:S0O41.0 M 0.911 7.46
2 MgSO4 : Na;S040.5 M 0.888 6.10
2 MgSOs : Na2;S041.0 M 0.883 7.27
2 MgSO4 : Na2;S0O41.5 M 0.877 8.46

Para determinar si las diferencias entre los valores de la velocidad especifica de crecimiento

que se encuentran para las distintas concentraciones de una misma sal son significativas, se
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realizd un analisis estadistico basado en la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, la cual

es analoga a la prueba paramétrica ANOVA.

Como resultado de la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis, se le asigna una letra del
alfabeto a cada valor de velocidad especifica de crecimiento para una sal especifica, si los
valores son significativamente diferentes entre ellos. Si los valores no difieren
significativamente se les asigna la misma letra. Ademas las primeras letras corresponden con
los valores mayores. La tabla 7.2 contiene los resultados de esta evaluacion estadistica. La
condicion salina marcadas con la letra “A” se considera como la de 6ptimo crecimiento para
cada sal, lo que permite concluir entonces si se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre los valores de u para las distintas concentraciones salinas evaluadas.

Ln DOg;0= 0.0257 Tiempo -3.0147

0.4 - %/}\%_%& { rA-o.s B

0.2 4 : =
N = 2 .
r el
011 { 25 4 .
A !
0 ? A 4 A + a + _3 A 4 A } A } A $ A |
0 50 100 150 0 20 40 60 80 100
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura 7.1. Cinética de crecimiento (A) y ajuste lineal de los valores correspondientes a la
fase exponencial (B) para determinar la velocidad especifica de crecimiento (y) y el tiempo

de duplicacion (tp) de Salinibacter ruber en un medio modificado con MgSO4 0.5 M.
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Tabla 7.2. Parametros cinéticos del crecimiento de Salinibacter ruber en las distintas
condiciones salinas evaluadas. Se muestran también los resultados de la prueba

estadistica Kruskal-Wallis.

Condicion salina Resultados de la Tiempo de
Velocidad especifica prueba Kruskal- duplicacion T
de crecimiento, p (h') .

Wallis (horas)

NaCl 2.2 M 0.0290 B 106.63

NaCl 3.3 M 0.0350 A 20.63

NaCl 4.4 M 0.0225 C 31.36
MgS0O4 0.0 M 0.0065 C 23.65
MgSO, 0.5 M 0.0257 B 19.80
MgSO, 1.0 M 0.0325 A 30.80
MgSO41.5M 0.0291 B 106.63
Na>S0O4 0.0 M 0.0065 C 26.97
Na:SO; 0.5 M 0.0336 A 21.32
Na:SO; 1.0 M 0.0221 B 23.82
MgSOQO4 : Na.S04,0.0 M 0.0144 B 48.13
MgSO4 : Na:S040.5 M 0.0122 B 56.81
MgSOs : Na2S041.0 M 0.0169 B 41.01
2 MgSOs : Na;S040.5 M 0.0146 B 47 .47
2 MgSOs : Na;SO41.0 M 0.0224 B 30.94
2 MgSOs : Na;SO41.5 M 0.0280 B 24.75

La condicion salina en la que se presentd la mayor velocidad especifica de crecimiento (u) fue
en NaCl 3.3 M con un valor de 0.35, seguida de Na2S0O4 0.5 M (u=0.34) y de MgS041.0 M (p=
0.32). La combinacion de las sales sulfatadas tanto en concentraciones equimolares como en
una relacion 2:1 muestra en todos los casos, una disminucion en la velocidad especifica de

crecimiento, aunque no tan alejadas de los valores mencionados anteriormente.

Por otro lado, los medios modificados en los que se presentan los menores valores para la

velocidad especifica de crecimiento corresponden con aquellos que contienen un minimo de
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NaCl (1.7 M) y que no contienen Naz2SO4 o MgSOa4. En ambos casos el valor de p corresponde
con 0.0065. Esto es un claro indicativo del caracter haldfilo de S. ruber ya que al disminuir la
cantidad de sales presentes en su medio se genera una condicion de estrés para ella. El valor
de aw para este medio con 1.7 M de NaCl es de 0.938. Por esta razén se nota una disminucién

en la velocidad especifica de crecimiento.

Las concentraciones de Optimo crecimiento encontradas en este proyecto estan en
concordancia con los valores reportados previamente para NaCl y MgSO4 (Anton et al., 2002;
Miranda, 2015). En el presente proyecto, se evalu6 adicionalmente el crecimiento de S. ruber
en medios modificados con sulfato de sodio (Na2S0s4), en los cuales se pudo evidenciar por

primera vez, la capacidad de S. ruber de crecer en altas concentraciones de esta sal.

Con los valores de la velocidad especifica de crecimiento (u), asi como los valores de aw y de
osmolaridad para cada condicion salina, se construyeron graficas que permiten confirmar la
condicion de optimo crecimiento. En la figura 7.2 se muestran las graficas resultantes. Los
valores de mayor velocidad especifica de crecimiento evidenciados en estas graficas
corresponden con los medios modificados en los que se encontré el mejor crecimiento por

medio del analisis estadistico.

Para explicar la capacidad que presenta S. ruber para crecer en las diferentes condiciones
salinas evaluadas, es necesario analizar alguno de los ambientes en los que esta bacteria se
desarrolla naturalmente, por ejemplo, los estanques de evaporacion. Estos estanques estan
dominados por altas concentraciones de NaCl, lo que explica que las mayores velocidades
especificas de crecimiento (u) se presenten en los medios modificados con esta sal. Un
proceso que ocurre regularmente en estos estanques, es que cuando precipita el NaCl para
formar al mineral conocido como halita, se genera un aumento en las concentraciones relativas
de otros iones como los cationes magnesio (Mg?*) y calcio (Ca?*), de modo que los organismos
que crecen en los estanques salinos saturados deben ser capaces de tolerar también altas
concentraciones de estos iones (Oren, 2013a). Por lo tanto, no es extrafio que S. ruber tenga
la capacidad de crecer en presencia de sales que contienen no solo del cation sodio (Na*) sino

también al cation magnesio (Mg?*). Adicionalmente se ha reportado la presencia de bacterias
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pertenecientes al género Salinibacter en ambientes naturales tunisios ricos en Mg?*, otra

evidencia de la capacidad de S. ruber de crecer en presencia de este cation (Baati et al., 2011).

Actividad de agua (aw)

u(h-1)

Figura 7.2. Velocidad especifica de crecimiento en funcién de la actividad de agua (A) y en
funcién de la osmolaridad (B) en las diferentes condiciones salinas evaluadas. Naranja:
NaCl, Gris: MgS04, Azul: Na;SO., Amarillo: MgSO4 + NaxS0O4 (1:1), Verde: MgS0O,4 +
NaxS0s4 (2:1).
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Otros de los procesos que ocurren de manera simultanea en los ambientes salinos en donde
habita S. ruber es la precipitacién secuencial de carbonatos y sulfatos de calcio, como
resultado de la evaporacion del agua de mar que van dejando estos ambientes hipersalinos
saturados en NaCl (Anton et al., 2008). Por lo que S. ruber no esta expuesto naturalmente a
altas concentraciones del anion sulfato (SO4?") en disolucion, lo cual explica la disminucion en
su crecimiento al estar expuesto a este anion. Aun cuando disminuyen las velocidades
especificas de crecimiento de S. ruber en presencia las sales sulfatadas en comparacién con
el NaCl, se nota que la bacteria sigue siendo capaz de crecer, lo cual podria explicarse
considerando que podria estar utilizando los mismos mecanismos de adaptacion que utiliza
ante las altas presiones osmoticas generadas por altas concentraciones del anion cloruro, pero
ahora para contrarrestar las altas presiones generadas por el anién sulfato, que ademas tiene

un caracter mas caotrépico que el cloruro (Fernandez y Mdller, 2017).

Para enmarcar estos resultados en el contexto de la habitabilidad del océano de agua liquida
del satélite Europa es necesario presentar los distintos escenarios reportados como posibles
para la composicién salina de dicho océano. Debido que la sonda Galileo detectd la presencia
de MgSO4 y en menor media de Na2SO4 con sus mediciones de espectrometria de infrarrojo
cercano en la superficie del hielo, el primer escenario posible describe un océano rico en estas
sales sulfatadas (Kargel et al., 2000). De acuerdo con las estimaciones de la concentracion de
MgSOa4 que podria estar presente en el océano de Europa, ésta podria encontrarse entre 0.009
y 2.3 M (Figura 7.3). En el presente proyecto se estudié un amplio intervalo de concentraciones
para el MgSOs4, encontrandose crecimiento bacteriano en todas ellas. De modo que si el
MgSOs4 fuera la sal dominante en el océano de Europa y se presentara en concentraciones
menores a 1.5 M, S. ruber podria desarrollarse en ese océano. Entiéndase que esta

aseveracion se hace unicamente apelando al criterio de la salinidad del océano extraterrestre.
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Figura 7.3. Concentracion de MgSO4 estimada para el océano de agua liquida del satélite
Europa El recuadro azul muestra el intervalo de concentraciones evaluado en este estudio
Modificada de Hand y Chyba, 2007.

En estudios mas recientes se ha propuesto que tal vez el MgSOu4 no sea la sal dominante en
el océano de Europa, sino mas bien el Na2SO4 (Kargel et al., 2000; Vu et al., 2016). Los
resultados de este proyecto demuestran que, si el Na2SOu4 es la sal dominante, S. ruber podria
desarrollarse en concentraciones de hasta 1.0 M. Nuevamente no hay que perder de vista, que
esta aseveracion se realiza considerando unicamente el entorno salino del océano del satélite
Europa. Debido a que no existen reportes relativos a la estimacién de la concentracion de
Na2S04 que podria estar presente en este océano, se evaluaron dos posibles escenarios. En
uno se mantuvo una proporcion equimolar de MgSO4 y de Na2S0O4, mientras que en el otro se
mantuvo una predominancia del sulfato de magnesio, en proporcién 2:1. En ambos casos se

encuentra que S. ruber puede crecer en estas condiciones de sales sulfatadas mezcladas,
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indicativo de esta bacteria haldfila podria subsistir en las diferentes combinaciones salinas que

pudieran estar presentes en el océano de Europa.

Estudios experimentales de las reacciones radioliticas que podrian darse en la superficie de
Europa, proponen que mas bien el anion dominante en el océano de Europa es el anién cloruro
(CI") y que en el océano coexisten tanto el cloruro de sodio (NaCl) como el cloruro de magnesio
(MgCl) (Brown y Hand, 2013; Hibbitts et al., 2019; Vu et al., 2016). Se sabe que S. ruber
presenta un crecimiento 6ptimo en cloruro de sodio (Antén et al., 2002), resultado que ha sido
corroborado por el grupo de investigacion en el que participo y por este mismo estudio. Por lo
tanto, si el océano de agua liquida de Europa estuviera enriquecido con sales cloradas tanto o

mas que por sales sulfatadas, seria inclusive mas favorable para el crecimiento de S. ruber.

7.2. Cuantificaciéon de solutos compatibles
Una vez que se identificaron las condiciones de 6ptimo crecimiento se procedi6 a identificar la
presencia de solutos compatibles utilizando la técnica de resonancia magnética nuclear

cuantitativa, segun lo descrito en la seccién 6.4, del capitulo de Métodos y Materiales.

En todas las condiciones analizadas sélo se identificd al soluto betaina. La identificacion se
realizd6 tomando como referencia una biblioteca de estandares de solutos compatibles que
existe en el grupo de trabajo. En cada uno de los espectros correspondientes a las cinco
condiciones salinas identificadas como de 6ptimo crecimiento (Tabla 7.2) se pueden observar
las dos sefiales caracteristicas de la betaina, una con un desplazamiento quimico en 3.26 ppm
y la otra en 3.9 ppm. La primera corresponde a los nueve protones de los tres grupos metilo
(CHs-) resaltados en naranja en figura 7.4 y cuya multiplicidad corresponde con un singulete;
mientras que la segunda corresponde a los dos protones del grupo etilo (-CH2-) resaltados en

verde en figura 7.4 y cuya multiplicidad corresponde con un singulete.
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Figura 7.4. Espectro de resonancia magnética nuclear de la betaina. Se observan las
sefales caracteristicas para este soluto compatible. En la esquina superior izquierda se
representa la molécula de betaina y se resaltan en naranja los protones que originan la

sefal de 3.26 ppm y en verde los que originan la sefial de 3.9 ppm.

Para conocer la cantidad de betaina presente en cada condicién salina evaluada se utiliza la
ecuacion 6.3 descrita en la seccion 6.4, en la cual se utiliza como parametro principal el area
bajo la curva de una sefnal especifica del soluto compatible betaina, asi como el area bajo la
curva de un estandar de referencia del cual se adiciona una cantidad conocida. La cantidad
calculada de betaina se divide entre la cantidad de biomasa a partir de la cual se realizo la
extraccion para obtener el numero de microgramos (ug) de betaina acumulada por miligramo

(mg) de biomasa seca de S. ruber. Los resultados se encuentran en la Tabla 7.3.

La mayor cantidad de betaina se encuentra en el medio modificado con 3.3 M de NaCl. En
esta condicién se detectaron 6.28 ug de betaina mg de biomasa seca. Esta condicion ademas

coincide con la reportada como de 6ptimo crecimiento (Antén et al., 2002).
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Tabla 7.3. Cantidad de betaina en las concentraciones de 6ptimo crecimiento en cada

condicion salina evaluada.

Actividad de Cantidad de betaina
Condicion salina
agua (aw) (Mg de betaina/mg biomasa seca)

NaCl 3.3 M 0.831 6.28
MgSO41.0 M 0.888 4.57
Na.S0; 0.5 M 0.904 3.63
MgSO, : Na;SOs 1.0 M 0.911 5.03
2 MgSO, : Na;SOs1.5M 0.877 0.73

Existen reportes previos sobre la presencia de solutos compatibles en S. ruber. Oren y
colaboradores (Oren et al., 2002) encontraron concentraciones de 2, 3.5 y 44 ug de
betaina/mg biomasa seca cuando S. ruber crecié concentraciones de 2.5 M, 3.4 My 4.2 M de
NaCl respectivamente. En opinidn de estos autores, las bajas concentraciones encontradas
hacen dificil considerar que esta molécula pueda contribuir en el proceso de osmoadaptacién

de la bacteria.

En trabajos previos realizados en el grupo de investigacion, se ha encontrado que S. ruber
puede acumular hasta 9.5 ug de betaina por mg de biomasa cuando se expone a un medio
modificado con 4.4 M de NaCl y 11.54 pg de betaina por mg de biomasa en un medio
modificado con 1.5 M de MgSOs4, (Sanchez, 2016). También se observd que la cantidad de
betaina aumenta si aumenta la concentracion salina en el medio. Estas pueden ser evidencias
que permitan argumentar que S. ruber si utiliza a la betaina como agente osmoprotector al
encontrarse en un medio con una alta presién osmoética externa provocado por la presencia de

altas concentraciones salinas.

Adicionalmente, en este trabajo se reporta por primera vez la acumulacién de betaina cuando
S. ruber se expone a medios modificados s6lo con Na2S0s4, asi como con una combinacion de
MgSO4 y de Na2SO4 tanto equimolar como en proporcion 2:1 (Figura 7.5). Estos resultados
son relevantes para el escenario del océano de agua liquida del satélite Europa debido a que
S. ruber podria utilizar la estrategia de acumulacion de solutos compatibles en las condiciones

salinas de este océano.
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Figura 7.5. Identificaciéon de betaina en la condicién salina equimolar de MgSO4 y Na;SO4

1.0 M Se pueden observar las dos sefiales correspondientes a la betaina.

7.3. Cinéticas de crecimiento con adiciéon de betaina a los medios modificados

Con el conocimiento de que la betaina es el unico soluto compatible acumulado por
Salinibacter ruber se procedié a evaluar si la adicién de cantidades conocidas de este soluto
compatible a los medios modificados correspondientes a la condicion salina de o6ptimo
crecimiento, significaban una mejora en el crecimiento bacteriano. Para ello se prepararon
cinéticas de crecimiento para las mismas condiciones salinas mostradas en la Tabla 7.3, pero
a cada condicion salina se le adiciond la masa de betaina necesaria que obtener, en un
volumen de 100 mL de medio modificado, concentraciones finales de 5.0 y 10.0 mM de betaina.
Para determinar el efecto de la betaina se calcularon los valores para la velocidad especifica
de crecimiento en cada caso y se realizé una comparacion con los valores correspondientes a

los medios sin adicidon de betaina. Los resultados se muestran en la Tabla 7.4.
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Tabla 7.4. Parametros cinéticos del crecimiento de Salinibacter ruber en distintas

condiciones salinas con y sin betaina afiadida.

Condicién salina Concentracion Actividad de Velocidad especifica
final de betaina agua, aw de crecimiento, p (h-
(mM) 1)

NaCl 3.3 M 0 0.831 0.0350

5 0.831 0.0246

10 0.830 0.0250

MgSO,1.0 M 0 0.888 0.0325

5 0.886 0.0204

10 0.882 0.0275

Na:S0,0.5M 0 0.904 0.0336

5 0.903 0.0225

10 0.902 0.0196

MgSO, : Na:SO4 1.0 M 0 0.911 0.0169

5 0.909 0.0280

10 0.908 0.0206

2 MgSO0,: Na:SO; 1.5 M 0 0.877 0.0280

5 0.877 0.0149

10 0.875 0.0108

Los resultados indican que unicamente en la condicion salina equimolar de MgSO4 y Na2SO4
1.0 M ocurre un aumento en la velocidad especifica de crecimiento (p), tanto en el medio
adicionado con una concentracion final de betaina de 5.0 mM como en el medio adicionado
con 10.0 mM. El resto de las condiciones evaluadas muestra mas bien una disminucion en el
valor de py cuando se adiciona betaina en comparacion con la misma condicion, pero sin

betaina agregada.

Para explicar esta situacion se deben analizar las estrategias de haloadaptaciéon que se
conocen para la bacteria halofila extrema Salinibacter ruber. Se ha reportado que la principal

estrategia de haloadaptaciéon de S. ruber es la acumulacion de KClI en su citoplasma, pero que
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también puede acumular pequefias cantidades, del orden de los microgramos, de solutos
compatibles (Miranda, 2015; Oren et al., 2002). El medio reportado como nominal para S. ruber
utiliza como fuente de carbono el extracto de levadura (Anton et al., 2002), el cual contiene
cantidades considerables de betaina, al menos entre 1y 3% de peso seco (Galinsky, 1993).
Por lo tanto, es posible que la betaina presente en el medio nominal sea suficiente para que
de ahi S. ruber tome lo necesario cuando tiene que enfrentarse a alguna condicién que le
genera un estrés salino. Cuando se adiciona mas betaina al medio, lejos de estar apoyando a
S. ruber proporcionandole directamente el soluto compatible que utiliza, lo que se podria estar
generando es un aumento en la presion osmdética de su entorno que no logra compensar, al
menos no muy eficientemente y en consecuencia aun cuando se observa crecimiento
bacteriano, este no es mas rapido en comparacion con los medios no adicionados con betaina,
lo que se refleja en una disminucion en la velocidad especifica de crecimiento (u). Para la
condicion en la que si se observaron incrementos en la velocidad especifica de crecimiento
(MgSOs4 + Na2S04 1.0 M) es importante hacer notar que al realizar la cuantificacion de betaina,
las cantidades calculadas (Tabla 7.5) no difieren significativamente de la cantidad calculada

sin adicion de betaina (Tabla 7.3).

También se observa que al agregar una concentracion especifica de betaina a los medios
modificados, el valor de la actividad de agua (aw) disminuye. Esto puede significar no sélo un
estrés osmoético mayor para S. ruber, sino también una disminucion considerable de la cantidad
de agua biologicamente disponible que encuentra en esos medios. Por lo que esto contribuiria

también a la disminucion de los valores de p.

7.4. Cuantificacion de betaina en los medios modificados adicionados con betaina

Una vez que se determind que la adicion de cantidades definidas de betaina a los medios
modificados si modifican el crecimiento de Salinibacter ruber, se procedié a calcular la cantidad
total de betaina presente en estos medios. A partir de los medios modificados como se explico
en la seccioén 6.5 y siguiendo el procedimiento de cuantificacion descrito en la seccién 6.4 se

calcularon las cantidades que se presentan en la Tabla 7.5.
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Tabla 7.5. Cantidad de betaina presente en las concentraciones de 6ptimo crecimiento

adicionadas con betaina.

Concentracion final Actividad Cantidad de betaina

Condicion salina de betaina de agua (Mg de betaina /mg
(mM) (aw) biomasa seca)
5.0 0.831 7.94
NaCl 3.3 M

10.0 0.830 14.10
5.0 0.886 5.22

MgS0O41.0 M
10.0 0.882 5.86
5.0 0.903 4.83

Na2804 05M
10.0 0.902 5.97
MgSO. : Na:SO;s 1.0 M 5.0 0.909 442
10.0 0.908 6.99
2 MgSO, : Na;SOs 1.5 M 5.0 0.877 1.42
10.0 0.875 2.50

Se nota que cuando la concentracion final de betaina anadida es mayor, se encuentran
cantidades mayores de este soluto compatible. Ademas, si estos resultados se comparan
con los de la Tabla 7.3 se nota que en términos generales la cantidad de betaina
correspondiente a los medios adicionados es mayor que en los medios modificados sin
adicion de betaina. La Figura 7.6 muestra una comparacién en términos del porcentaje
normalizado respecto a la cantidad mayor de betaina encontrada en las distintas

condiciones salinas evaluadas.
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Figura 7.6. Porcentaje de betaina encontrada en funcién de la concentracion final de betaina

presente en cada condicion de crecimiento 6ptimo

El incremento en la cantidad de betaina puede proporcionar indicios sobre el mecanismo de
internalizacién de betaina que Salinibacter ruber puede estar utilizando como estrategia de
haloadaptacion. Ya se comenté que se observa que al existir una mayor disponibilidad de
betaina en el medio, como ocurre en los medios modificados con betaina afiadida, S. ruber
tiende a internalizar a este soluto compatible para utilizarlo como osmoprotector. Realizando
un analisis de la informacion contenida en el genoma de S. ruber, se encuentra que éste no
posee los genes necesarios para biosintetizar a la betaina por alguna de las dos rutas
metabdlicas reportadas para este fin en la base de datos de vias metabdlicas MetaCyc
(MetaCyc Metabolic Pathway Database) Estas rutas de biosintesis se ilustran en la Figura 7.7,
La ruta A es la biosintesis a partir de colina y requiere de dos enzimas, la colina
deshidrogenasa y la betaina aldeido deshidrogenasa. Ninguna de estas enzimas esta
codificada en el genoma de S. ruber. La ruta B comienza a partir de glicina y requiere de las
enzimas glicina metiltransferasa, sarcosina dimetilglicina metiltransferasa y dimetilglicina
betaina metiltransferasa para transformar la glicina en glicina betaina. Del analisis del genoma
de S. Ruber se observa que unicamente esta presente la enzima glicina metiltransferasa. de

las cuales, S. ruber solo posee la primera enzima.
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A Colina /—\ Betaina aldehido /\ Glicina betaina

NAD* H*

NADH H0 2 H'

NAD* NADH

B Glicina / \ Sarcosina / \ N,N-dimetilglicina

S.adenosil-L- S-adenosil-L- S-adenosil-L.

S.adenosil-L-

. ke metionina
metionina homocisteina metionina

H*

S-adenosil-L-
bomocisteina

H*

Glicina betaina

Figura 7.7. Rutas metabdlicas para la biosintesis de betaina. En el recuadro verde se resalta

a la unica enzima de estas rutas metabdlicas que presenta Salinibacter ruber (Metacyc).

Por otro lado, el analisis del genoma de S. ruber se encontré que la bacteria si posee el
transportador de membrana ProV que justamente es el que requiere para realizar la
internalizacién del soluto compatible betaina. Hay que recordar que cuando se adiciona
betaina el valor de actividad de agua (aw) disminuye segun los datos de la Tabla 7.5, lo cual,
como ya se menciond provoca un mayor estrés osmotico en S. ruber, lo que probablemente

motiva la internalizacion de una mayor cantidad de betaina.

Este conjunto de resultados permite evidenciar que S. ruber si acumula betaina como
estrategia de haloadaptacion cuando se somete a condiciones salinas que se asemejan a las
pretendidas condiciones de salinidad que pueden encontrarse en el océano de agua liquida
del satélite Europa. Aun cuando el genoma de S. ruber no contiene los genes necesarios para
realizar la biosintesis de novo de betaina, aspecto que le seria de mucha utilidad en el supuesto
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caso de que esta bacteria pudiera llevarse al océano de Europa, podria realizar un proceso de
internalizacién de este soluto compatible. Para ello se requeriria que en el océano de agua
liquida de Europa existieran no sélo este soluto compatible, sino un conjunto amplio y variado

de compuestos organicos, un aspecto aun desconocido para el satélite y que es materia de

futuras misiones de exploracion espacial.

7.5. Generacion de un sistema de expresion heterélogo para la proteina GroEL
De acuerdo a resultados previos obtenidos en el grupo de trabajo, se sabe que el complejo
proteico GroEL-GroES presenta una expresion diferenciada cuando Salinibacter ruber se

expone a condiciones de estrés motivadas por la disminucién de la concentracion de NaCl y

de MgSOs4 (Miranda, 2015).

12 MP 3 456

. q
1,500 -

- L

1,000 ..
L

. .

500 .-

Figura 7.8. Confirmacion de la amplificacion del gen groEL de Salinibacter ruber mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%. 1: Control (-) Reaccion sin ADN 2: Control (+) Gen

de la lacasa de Thermus thermophilus, 3 a 5: Productos de la PCR, MP: Marcador de peso

molecular (pares de bases)
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Con la intencion de encontrar una argumentacion que permita explicar este hecho, se procedio
a realizar un estudio de la estructura tridimensional de la proteina GroEL. Para ello es
necesario realizar una produccion masiva de dicha proteina a partir de un sistema de expresion

heterdlogo basado en la cepa de Escherichia coli BL21(DE3).

El gen groEL de Salinibacter ruber (Sr-groEl) se amplificé a partir de una colonia aislada de
esta bacteria. En la figura 7.8 se puede observar la presencia de bandas de aproximadamente
1,600 pares de bases (pb), las cuales, segun la secuencia reportada en el genoma de S. ruber,
corresponden a este gen amplificado mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR

por polymerase chain reaction).

El gen amplificado se almacené en el vector pJET. La existencia del fragmento de Sr-groEL en
el vector pJET se comprob6 mediante electroforesis SDS Page como puede observarse en la
figura 7.9, en la cual se puede observar en el carril identificado con el numero 2, la presencia
del vector pJET de aproximadamente 3,000 pb mas el fragmento de aproximadamente 1600

pb que corresponde a Sr-groEL.

Posteriormente se realizé un corte utilizando las enzimas de restriccion BamHI y Ndel, en el
fragmento pJET+Sr-groEL y se separé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. La
banda con un peso molecular de 1,600 pb, correspondiente al gen groEL de S. ruber mas los
sitios de corte de ambas enzimas de restriccion, se corto y se utilizé para aislar al ADN del
gen, mismo que se insertd en el sitio multiple de clonacién del vector pET22b. Los resultados
se muestran en la Figura 7.10, en el carril identificado con el numero 2 se puede observar el
vector pJET de aproximadamente 3,000 pb y Sr-groEL de aproximadamente 1,600 pb y en
carril identificado con el numero 3, el vector pJET y la banda del fragmento cortada

correspondiente a Sr-groEL.
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Figura 7.9. Confirmacion de la ligacién del gen Sr-groEL en el vector pJET mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1%. 1: Construccion pJET+Sr-groEL, MP: Marcador de

peso molecular (pb), 2: Resultado de la digestion de pJET+Sr-groEL realizado con enzimas

de restriccion Ndel y BamHI.

Finalmente, a partir de la transformacion de células competentes de la cepa E. coli BL21(DE3)
con el vector pET22b se obtuvieron 4 colonias con resistencia a ampicilina conferida por el

vector insertado. Esto es un indicativo de que las bacterias de estas colonias lograron integrar

Se purificé el ADN del vector mediante el conjunto de reactivos GeneJET Plasmid Miniprep Kit
a partir de cada una de las cuatro colonias obtenidas. Se realiz6 una digestiéon del mismo
utilizando las enzimas de restriccidon Ndel y BamHlI, lo cual permitié evidenciar que las bacterias

de las colonias presentaban al gen Sr-groEL dentro del vector debido a la presencia de la

banda en aproximadamente 1,600 pb en los productos de digestion (Figura 7.11).
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Se evaluo la expresién de la proteina Sr-GroEL en cada una de las cuatro colonias analizando
el patrén de proteinas de cada colonia antes y después de inducir la expresion del vector
pET22b+Sr-groEL. Esto con la finalidad de elegir a la colonia que presentara la mayor
expresion de la proteina. Se observo que en los cuatro casos ocurrio la expresion, pero se

eligid la colonia 2 por ser la que presentd mejor expresion de proteina (Figura 7.12).

MP 1 2 3

10,000 &
6,000 & = pJET4+63;gl;oEL
4,000
3,000 ‘M s PRI . DJET ~3000pb
- .

2,000 ¥ ., —>Sr-groEL ~1600pb
1,500 W
1,000

500 -—"

Figura 7.10. Confirmacion de la ligacion del gen Sr-groEL en el vector pJET mediante para
corte de banda del fragmento Sr-groEL mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.
La banda del fragmento Sr-groEL clonado se cort6 para la purificaciéon y obtencién del ADN
del gen Sr.groEL, 1: Construccion pJET + Sr-groEL, 2: Digestion de pJET-Sr-groEL, 3:
Digestion para purificacion de banda correspondiente a gen Sr-groEL. MP: Marcador de

peso molecular (pb)
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Figura 7.11. ADN de las colonias transformadas que contienen la construccion pET22b + Sr-
groEL evaluada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. 1: pET22b + Sr-groEl de
la colonia 1, 2: Digestion de pET22b + Sr-groEl de la colonia 1, En los carriles 3-4, 5-6 y 7-8

se observan los mismos tratamientos, pero para las colonias 2,3 y 4 respectivamente.

Se realiz6 la identificacion de la proteina sobreexpresada por la colonia 2 tras la induccion con
IPTG del vector de expresion con IPTG, mediante cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas, encontrandose mediante este analisis que corresponde a la copia 2
del gen que codifica para la proteina Sr-GroEL. Esta colonia se utilizé para inocular medio LB
en volumenes de un litro para obtener cantidades del orden de miligramos de la proteina Sr-

GroEL y continuar con el protocolo de purificacion.
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Figura 7.12. Expresion de Sr-GroEL a partir de la induccion de la colonia 2 observada en
un gel de electroforesis SDS-PAGE 12 % acrilamida. 1: Antes de inducir la expresion de
GroEL con IPTG. 2: Después de inducir la expresion de GroEL con IPTG. MP: Marcador

de peso molecular (kDa). Se puede observar la banda de Sr-GroEL marcada en el recuadro

7.6. Purificacion de la proteina GroEL

El protocolo utilizado para obtener a la proteina GroEL con un alto grado de pureza inicioé con
la biomasa correspondiente a 1 litro de medio de cultivo con la bacteria transformada y

consistié fundamentalmente en el uso de tres tipos de separaciones cromatograficas.

La proteina GroEL no contiene triptéfanos en su secuencia primaria y por lo tanto no presenta
una sefial observable por espectrofotrometria UV-Vis, que es la técnica con la que
conmumente se detecta el avance en la purificacion de este tipo de biomoléculas. Por este
motivo no se presentan en esta seccion los cromatogramas resultantes de las etapas de
purificacion y sélo se muestran los resultados obtenidos mediante electroforesis, que en este
caso se convierte en la técnica de seguimiento de las distintas fracciones cromatograficas. En

el Apéndice D se muestran los cromatogramas obtenidos.
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Figura 7.13. Fracciones resultantes del primer paso del proceso de purificaciéon de la
proteina GroEL mediante cromatografia de interacciones hidrofébicas. El primer carril (MP)
muestra el marcador de peso molecular (kDa). El nimero sobre cada uno de los siguientes
carriles corresponde a la fraccion cromatografica analizada. Se puede observar a la
proteina de 60 kDa en las fracciones 54 a la 60 marcadas en el recuadro, Gel de
electroforesis SDS-PAGE al 12% de acrilamida.

La cromatografia de interacciones hidrofébicas permitié separar a las proteinas cuyos residuos
hidrofébicos interactuan con la resina, entre la que se encuentra GroEL, de aquellas cuyos
residuos no interactuan con la resina. Para identificar a las fracciones que mayoritariamente
contienen a la proteina GroEL se prepararon geles de electroforesis SDS-PAGE al 12% de
acrilamida de cada una de las fracciones cromatograficas resultantes. En la figura 7.13 se
muestran los resultados correspondientes a las fracciones 40 a 66. Los resultados de la
electroforesis muestran que la proteina se encuentra entre las fracciones 53 a 60. Estas
fracciones se colectaron, se concentraron hasta un volumen de 3.0 mL y se dializaron para

retirar el (NH4)2S0O4 presente en la muestra que podria interferir en el proceso de purificacion.
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En la segunda etapa de purificacién se utilizé la cromatografia de intercambio aniénico a un
pH de 5.5, un valor que es superior al punto isoeléctrico tedrico de la proteina GroEL que es
de 4.15. En esta etapa se encontré a la proteina GroEL en las fracciones 29 a 37 como se
evidencia en la figura 7.14, en la que se muestra la separacion mediante electroforesis de las
fracciones 30 a 36. Como en la etapa anterior, las fracciones que contienen mayoritariamente
a la proteina se concentraron hasta 3.0 mL y se dializaron para retirar el exceso de NaCl para

el siguiente paso de purificacion.

MP 28 30 32 34 36 38 40 42 44

Figura 7.14. Fracciones resultantes del proceso de purificaciéon de la proteina GroEL
mediante cromatografia de intercambio anionico. El primer carril (MP) se muestra el
marcador de peso molecular (kDa). El nUmero sobre cada uno de los siguientes carriles
corresponde a la fraccidon cromatografica analizada. Se puede observar a la proteina de 60
kDa en las fracciones 30 a la 36 marcadas en el recuadro. Gel de electroforesis SDS-PAGE

al 12% de acrilamida.

Para la ultima etapa del protocolo de purificacidn se utilizd la cromatografia de exclusion
molecular en la que se utilizé una malla molecular con un tamano de poro de 200 kilo Daltones
(kDa). Se eligio este tipo de cromatografia para separar a las proteinas que pudieran estar
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presentes aun después de haber realizado las etapas anteriores de purificacién, pero que por
su tamano molecular fueran distintas a la proteina de interés. De esta manera se estaria
obteniendo una muestra homogénea, en términos de tamaro, de la proteina GroEL. Este es
un aspecto indispensable para el ultimo objetivo del presente proyecto, lograr la cristalizacidon

de la proteina GroEL pura.

Para la ultima etapa del protocolo de purificaciéon se utilizé la cromatografia de exclusion
molecular en la que se utilizé una malla molecular con un tamano de poro de 200 kilo Daltones
(kDa). Se eligié este tipo de cromatografia para separar a las proteinas que pudieran estar
presentes aun después de haber realizado las etapas anteriores de purificacién, pero que por
su tamano molecular fueran distintas a la proteina de interés. De esta manera se estaria
obteniendo una muestra homogénea, en términos de tamano, de la proteina GroEL. Este es
un aspecto indispensable para el ultimo objetivo del presente proyecto, lograr la cristalizacion

de la proteina GroEL pura.

La figura 7.15 muestra los resultados correspondientes a las fracciones 24 a 32, encontrandose
a la proteina GroEL pura en las fracciones 26 a 29. Esto significa que se esta recuperando una
biomolécula que tiene un peso molecular superior a los 200 kDa, lo cual en este caso podria
significar que la proteina GroEL se encontraria al menos en una conformacion trimérica. Hay
que recordar que en su forma nativa GroEL esta formada por dos anillos cada uno de los cuales
contiene siete mondmeros de GroEL. Cada mondmero tiene un peso molecular de 60 kDa, por
lo tanto, una estructura mayor a 200 kDa corresponderia con tres de estos mondmeros o0 mas.

La proteina purificada se concentré a 10 mg/mL y se conservé a 4 °C.

El hecho de contar con la proteina GroEL pura permite realizar estudios mas detallados como
es intentar cristalizarla para estar en posibilidades de estudiar su estructura tridimensional y
con la informacion obtenida poder argumentar sobre su papel en la haloadaptacién de la

bacteria haldfila extrema Salinibacter ruber.
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MP 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Figura 7.15. Fracciones resultantes del proceso de purificacion de la proteina GroEL
mediante cromatografia de exclusion molecular El primer carril (MP) se muestra el
marcador de peso molecular (KDa). EI nUmero sobre cada uno de los siguientes carriles
corresponde a la fraccién cromatografica analizada. Se puede observar a la proteina de 60
kDa en las fracciones 26 a la 29 marcadas en el recuadro. Gel de electroforesis SDS-PAGE

al 12% de acrilamida.

7.7. Cristalizacion de la proteina GroEL

Con la proteina GroEL purificada se probaron las condiciones de cristalizaciéon que ofrecian
los paquetes comerciales descritos en la seccion 6.8. Se utilizé la técnica de mezcla directa de
la proteina con el precipitante (microbatch), a una temperatura 18 °C. Se probaron un total de
418 pruebas de cristalizacion encontrandose que en 18 de ellas crecieron cristales. En la
mayoria de estas 18 condiciones los cristales son muy pequefios, con un alto grado de
nucleacion y con forma de agujas. Estas caracteristicas corresponden con cristales de baja
calidad. En el Apéndice E se muestran imagenes del tipo de cristales obtenidos.
Afortunadamente también se encontraron cristales con caracteristicas, formas y tamanos
adecuados para ser difractados como los que se muestran en la figura 7.16, los cuales seran
difractados en un sincrotrén para poder obtener el patrén de difraccidén con la mayor resolucion

posible. Las estructuras de complejos de GroEL reportadas en la base de datos del Protein
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Data Bank (PDB) presentan resoluciones inferiores a 2.7 A de resolucion, que representa una

baja resolucion.

Figura 7.16. Cristales obtenidos en la condicion 30 del paquete comercial Wizard Il (A), la
condicion 3 del paquete comercial Wizard 1l (B) y la condicion 11 del paquete comercial
Index Il (C).

Las mejores condiciones de cristalizacion (Figura 7.16) encontradas corresponden con la
condicion 30 del paquete comercial Index 30 que contiene 20% de 1,4-butanediol, 100 mM de
imidazol a un pH de 8.0y 200 mM de acetato de zinc, con la condicion 3 del paquete comercial
Wizard Il que contiene 3,350 de polietilenglicol y 200 mM de formiato de magnesio, y por ultimo
con la condicion 11 del paquete comercial Index Il que contiene 0.2 M de cloruro de magnesio
hexahidratado, 0.1 M de HEPES a un pH de 7.5 y 22% de acido poliacrilico sal de sodio 5,100.

Elinterés de estudiar estructuralmente a la proteina GroEL surgi6é cuando se encontré que esta
proteina se sobreexpresa al someter a Salinibacter ruber a condiciones de estrés osmatico
originadas por una disminucion de NaCl, cuya concentracién se llevd a la minima de
crecimiento (1.7 M) y al medio no se le agregé6 MgSO4. Dado que S. ruber es una bacteria
haldfila extrema, su condicion de éptimo crecimiento es 3.3 M de NaCl. En el mencionado
estudio se compararon las secuencias de aminoacidos de las proteinas GroEL de la haldfila
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moderada Cobetia marina, de la bacteria meséfila Escherichia coli y de la bacteria haldfila
extrema S. ruber, encontrandose en ésta ultima un fragmento de 10 aminoacidos adicionales
en el carboxilo terminal (C-terminal) de la proteina (Miranda, 2015). Hasta el momento, existen
reportes en la literatura en los que se propone que el fragmento C-terminal esta implicado en
los procesos de interaccion y de plegamiento de la proteina con su sustrato (Weaver 2014).
También se ha reportado que esta region puede modificar la estabilidad de la proteina en
condiciones de baja temperatura (Nakamura 2004). Por lo tanto, es de nuestro interés conocer
si este fragmento pudiera tener algun efecto en la haloadaptacion de S. ruber ante condiciones

de estrés.

Salinibacter ruber posee dos copias de la proteina GroEL en su genoma. Si se compara la
secuencia mediante un alineamiento realizado en la plataforma T-coffee a partir de las
secuencias de la base de datos del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI
por National Center for Biotechnology Information) de la proteina GroEL de S. ruber con la
GroEL de otras bacterias cercanas filogenéticamente, ademas de GroEL de Escherichia coli,
un organismo mesoéfilo, Deinococcus radiodurans y Thermus thermophilus, bacterias
extremdfilas, se encuentra que este fragmento adicional del C-terminal solo se presenta en los
miembros cercanos a S. ruber, en los que ademas se presenta un porcentaje mayor al 90% de
identidad entre sus secuencias como se puede evidenciar en los alineamientos presentados
en la figura 7.17, lo que hace ademas suponer que este cambio en la secuencia es, al parecer,

unico en este linaje de bacterias haldfilas extremas.

El interés en lograr la cristalizacién de la proteina GroEL y con ello el patron de difracciéon de
su estructura permitira estudiar con detalle las modificaciones estructurales que le estan
permitiendo contender con las condiciones experimentales de estrés a las que es expuesta.
En el caso especifico del presente proyecto, a las condiciones de estrés que pueden asociarse

con las sales sulfatadas que estan presentes en el océano de agua liquida del satélite Europa.
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Figura 7.17. Comparacion de la proteina GroEL de S. ruber contra el de otras bacterias
tanto mesofilas como extremdfilas. Se puede observar en el grupo carboxilo terminal las

diferencias en los aminoacidos.
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7. CONCLUSIONES

En el presente proyecto de investigacion se evalud el crecimiento de la bacteria haldfila
extrema Salinibacter ruber en diferentes condiciones que recrean los posibles escenarios
salinos del océano de agua liquida propuesto para el satélite Europa, se identifico y cuantificd
al soluto compatible betaina que la bacteria utiliza como una estrategia de haloadaptacion y
se buscaron las condiciones de cristalizacion de la proteina GroEL que se expresa de manera
distinta en las condiciones nominales de crecimiento y cuando la bacteria se somete a alguna

condicidn de estrés salino.

Se encontré que S. ruber crece en los medios modificados con NaCl, MgSO4, Na2S04 y
combinaciones 1:1 y 2:1 de estas dos ultimas sales sulfatadas. Las condiciones de 6ptimo
crecimiento se encontraron en 3.3 M de NaCl, 1.5 M de MgSOs4, 0.5 de Na2SO4, 1.0 M de
MgSO4:Na2S04 1:1 y 1.5 M de MgS0O4:Na2S04 2:1. Basados en la informacién observacional
y experimental de la composicion salina del océano de agua liquida del satélite Europa y en
las condiciones salinas en las que S. ruber presenta crecimiento se puede concluir que ésta
bacteria haldfila extrema tendria la capacidad de desarrollarse en el océano de Europa
apelando unicamente a las condiciones de salinidad propuestas. Esta capacidad de adaptacién
es de sumo interés, ya que permite entender las posibilidades de que la vida terrestre pueda
adaptarse a escenarios de interés astrobioldgico fuera de la Tierra, como lo es justamente el

océano salado de agua liquida del satélite Europa.

Se profundizé en el estudio de las estrategias de haloadaptacién que utiliza S. ruber para
contender contra el estrés que le generan las diferentes condiciones salinas evaluadas. Este
estudio se concentr6 en las condiciones salinas de 6ptimo crecimiento. Se encontré que S.
ruber acumula cantidades especificas de betaina en funcion del tipo de sal con que se
modifique el medio nominal. La mayor cantidad de betaina fue de 6.28 ug de betaina por mg
biomasa seca en la condicion correspondiente a 3.3 M de NaCl, seguida de 5.03 ug de betaina
por mg biomasa seca en la condicidn correspondiente a 1.0 M de MgSO4:Na2S04 1:1. La
menor cantidad de betaina fue de 0.73 ug de betaina por mg biomasa seca en la condicion
88



correspondiente a 1.5 M de MgS0O4:Na2S04 2:1. Se encontrd que la presencia de betaina en
el medio no tiene un efecto favorecedor en el crecimiento de S. ruber, ya que la adicién de las
concentraciones finales de 5.0 y 10.0 mM de betaina a los medios de cultivo con las
condiciones salinas de optimo crecimiento genera un aumento en la presiéon osmotica, por lo
tanto, una disminucién en la velocidad especifica de crecimiento (), lo que significa que esta
adicién no ayuda a mejorar el crecimiento bacteriano. Se observé también que al adicionar

betaina a los medios modificados, se encuentra una mayor cantidad de betaina acumulada.

Este aumento en la cantidad de betaina acumulada cuando el soluto compatible se encuentra
mas disponible en el medio, en conjunto con la ausencia de los genes necesarios para la
sintesis de novo del soluto compatible, indican que S. ruber utiliza como mecanismo de
acumulacion a la internalizacion del soluto compatible que encuentre disponible en el exterior

de su citoplasma.

Se detectdé también que S. ruber presenta una expresion diferencial de proteinas,
especificamente del complejo proteico GroEL-GroES, cuando se somete a diferentes
condiciones salinas, lo cual corresponde con otra estrategia de haloadaptacion. Se desarrollé
un sistema de expresion heterélogo y un protocolo de purificacion de la proteina GroEL,
basado en técnicas cromatograficas. Esto permitié explorar diferentes condiciones de
cristalizacion para obtener cristales de GroEL. Estos cristales, en conjunto con la técnica de
difraccion de rayos X, permitiran identificar cambios estructurales que permitan explicar coémo
es que GroEL puede estar asociada a los procesos de haloadaptacion en S. ruber, ademas de
proporcionar mas evidencias de la importancia de una secuencia adicional de aminoacidos

presente en el carboxilo terminal de la proteina GroEL de S. ruber.

Los resultados del presente proyecto de investigacion demuestran que S. ruber posee la
habilidad y mecanismos para adaptarse a las condiciones salinas simuladas del océano de
Europa. Los resultados obtenidos en este trabajo, en conjunto con propuestas de temperaturas
de hasta 4 °C en algunos ambientes en el interior del océano, presencia de oxigeno disuelto

cerca de la superficie, y estimaciones de la entrada de aproximadamente 10'2 Kg de carbono
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al ano proveniente de cometas y meteoritos (Chyba y Phillips, 2002; Hand y Chyba, 2007),
posicionan al océano salado de Europa como un ambiente donde podria subsistir alguna forma

de vida.
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8. PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidos en el presente proyecto se pueden proponer algunos temas
que permitirian ampliar el conocimiento sobre la capacidad de las bacterias haléfilas para
adaptarse a escenarios con condiciones salinas impuestas por sales distintas al NaCl, mismos
que pueden encontrarse en la Tierra o fuera de ella como es el caso de por ejemplo los

océanos de los satélites helados o la superficie del planeta Marte.

Se sugiere estudiar con mas detalle lo relativo a la acumulacién de solutos compatibles, para
determinar, por ejemplo, si existe una cantidad limite que algunas bacterias haléfilas puedan
acumular, asi como evaluar como es que la acumulacion de los solutos compatibles compite
con la acumulaciéon de KCI desde el punto de vista del gasto energético y del de la capacidad

bacteriana para soportar altas concentraciones de solutos compatibles en su citoplasma.

Con respecto a la proteina GroEL, la perspectiva inmediata es la obtencion de cristales de
buena calidad para obtener los patrones de difraccién que permitan determinar la estructura
protéica. Este resultado en conjunto con el analisis del papel del fragmento adicional de
aminoacidos en el C-terminal de Sr-GroEL permitiran encontrar evidencias sustantivas del rol

de esta proteina en la adaptacion bacteriana al estrés salino.

Se propone también estudiar los cambios en el proteoma de S. ruber cuando se hace crecer
en diferentes condiciones salinas, con la intencion de identificar que otras proteinas, diferentes
a GroEL, pueden estar implicadas en su proceso de haloadaptacion. Esto se puede realizar
mediante analisis del proteoma de S. ruber cuando se somete a diferentes sales y

concentraciones de estas.
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10. Apéndices

Apéndice A: Cinéticas de crecimiento bacteriano

0 50 100 150
Tiempo (hora)

Figura 11.1. Cinética de crecimiento de la condicion salina con NaCl. Azul: 2.2 M, Naranja: 3.3 M,
Gris: 4.4 M.
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Figura 11.2. Cinética de crecimiento de la condicion salina con MgSQOs4. Marrén: 0 M, Naranjal: 0.5
M, Amarillo: 1.0 M, Verde: 1.5 M.
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Figura 11.3. Cinética de crecimiento de la condicién salina con NazSOa4. Verde: 0 M, Azul: 0.5 M,
Naranja: 1.0 M.
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Figura 11.4. Cinética de crecimiento de la condicion salina equimolar de MgSO4 y Na2SOa. Azul:
0.5 M, Naranja: 1.0 M, Verde: 1.5 M.
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Figura 11.5. Cinética de crecimiento de la condicion salina 2:1 de MgSO4 y Na2S04. Azul: 0.5 M,
Naranja: 1.0 M, Verde: 1.5 M.
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Figura 11.6. Cinéticas de crecimiento de las condiciones de éptimo crecimiento adicionando 5 mM
de betaina. Rosa: NaCl 3.3 M, Rojo: MgSO4 1.0 M. Verde: Na2SO4 0.5 M, Morado: equimolar de
MgSO4 y Na2S041.0 M. Azul: 2:1 de MgSO4 y Na2S0O4 1.5 M.
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Figura 11.7. Cinéticas de crecimiento de las condiciones de dptimo crecimiento adicionando 10 mM
de betaina. Rosa: NaCl 3.3 M, Rojo: MgSO4 1.0 M. Verde: Na2SO4 0.5 M, Morado: equimolar de
MgSO4 y Naz2S041.0 M. Azul: 2:1 de MgSO4 y Na2SO4 1.5 M.
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Apéndice B: Espectros de resonancia magnética nuclear
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Figura 11.8. Espectro de resonancia de la extraccion de solutos compatibles de la condicion salina

de NaCl 3.3 M. Se pueden observar las dos sefiales caracteristicas de la betaina.

160000

150000
3.24 | fsoow
30000
3.84 |

120000

[} }
\ 10000

W [

|l \
v Nvag \, W o
AT L S e ke TP S SN T AN g e
o

~10000

410 405 400 3955 30 385 380 35 37 365 360 355 350 345 340 335 30 35 30

(opm

Figura 11.9. Espectro de resonancia de la extraccién de solutos compatibles de la condicién

salina de MgSO4 1.0 M. Se pueden observar las dos sefiales caracteristicas de la betaina.
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Figura 11.10. Espectro de resonancia de la extraccion de solutos compatibles de la condicién

salina de Na2S04 0.5 M. Se pueden observar las dos sefales caracteristicas de la betaina.
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Figura 11.11. Espectro de resonancia de la extraccion de solutos compatibles de la condicién
salina equimolar de MgSO4 y Na2S04 1.0 M. Se pueden observar las dos sefiales caracteristicas

de la betaina.

3.25
3.90

Figura 11.12. Espectro de resonancia de la extraccion de solutos compatibles de la condicion
salina 2:1 de MgSO4 y Na2S0O4 1.5 M. Se pueden observar las dos sefiales caracteristicas de la

betaina.
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Figura 11.13. Espectro de resonancia de la extraccion de solutos compatibles de la condicion
salina de NaCl 3.3 M con una adicidon de A: 5 mM de betaina y B: 10 mM de betaina Se pueden
observar las dos sefiales caracteristicas de la betaina.
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Figura 11.14. Espectro de resonancia de la extraccién de solutos compatibles de la condicion

salina de MgSO4 1.0 M con una adicién de A: 5 mM de betaina y B: 10 mM de betaina. Se

pueden observar las dos sefales caracteristicas de la betaina.
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Figura 11.15. Espectro de resonancia de la extraccion de solutos compatibles de la condicién

salina de Na2S0O4 0.5 M con una adicion de A: 5 mM de betaina y B: 10 mM de betaina. Se

pueden observar las dos sefales caracteristicas de la betaina.
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Figura 11.16. Espectro de resonancia de la extraccion de solutos compatibles de la condicién

salina equimolar de MgSO4 y Na2S0O4 1.0 M con una adicién de A: 5 mM de betaina y B: 10 mM

de betaina Se pueden observar las dos sefales caracteristicas de la betaina.
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Figura 11.17. Espectro de resonancia de la extraccion de solutos compatibles de la condicién
salina 2:1 de MgS0O4 y Na2S04 1.5 M con una adicién de A: 5 mM de betaina y B: 10 mM de

3.26

3.90

betaina. Se pueden observar las dos sefales caracteristicas de la betaina.
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Apéndice C: Cromatogramas de purificaciéon
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Figura 11.19. Cromatograma de intercambio hidrofébico.
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Figura 11.20. Cromatograma de exclusién molecular.
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Apéndice D: Condiciones donde se encontraron cristales

Kit Condicién Composicion Imagen Kit Condicion Composicion Imagen
0.2 M Cloruro
de potasio
20 % PEG
0.05M
3350
Wizard Index HEPES pH
200 mM
1] 1] 7.5
Formiato de
35%
Magnesio
Pentaeritriol
propoxilato
0.2 M Cloruro
de magnesio
20 % PEG hexahidratado
3350 0.05M
Wizard
" 200 mM 11 HEPES pH
Formiato de 7.5
Magnesio 35 % Acido
poliacrilico sal
de sodio 5100
5%
20 % PEG
Tacsimato
6000
0.1 M HEPES
Wizard 200 mM Index
, 15 pH 7.5
1 Acido citrico/ Il
10 % PEG
Hidréxido de
Metil eter
sodio pH 5
5000
10 % PEG
20000 0.2 M Sulfato
200 mM de magnesio
Wizard Bicina/ Index 19 0.1 M Bis-Tris
1 Hidréxido de 1] pH 6.5
sodio pH 9 25 % PEG
2% 1,4 3350
dioxano
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8 % PEG

3350
200 mM Tris 0.2 M Sulfato
Base/ Acido de amonio
Wizard " clorhidrico pH 01MTrispH ' .
\Y 8.5 8.5 ‘
500 mM NaCl 25%PEG
30 % 2-metil- 3350
2,4-
pentanodiol
0.1 M Citrato
de sodio
0.2 M Cloruro
tribasico
de sodio
Crystal dihidratado
Index 0.1 M HEPES
Screen 40 pH 6.5 24
Il pH 7.5
I 20 % 2-
I 25 % PEG
ropano
Prop 3350
20 % PRG
4000
100 mM
0.2 M Acetato
HEPES-sodio _
de amonio
Crystal pH 7.5
Index 0.1 M HEPES
Screen 41 10 % 32
I pH 7.5 \
| Isopropanol
25 % PEG ]
20% PEG
3350
4000
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