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RESUMEN

Las plantas son organismos sésiles que experimentan condiciones ambientales
estresantes constantemente, como el déficit hidrico. El déficit hidrico es provocado no
solo por la falta de agua sino también por las altas concentraciones de sal en el suelo y
la exposicion a temperaturas congelantes. Este tipo de estrés ocasiona cambios en la
regulacion de multiples procesos esenciales para las plantas. Una de las estrategias a
nivel molecular que las plantas utilizan para hacer frente a este estrés es la expresion de
proteinas abundantes en embriogénesis tardia (LEA, Late Embryogenesis Abundant).
Estas proteinas tienen una estructura desordenada, pero bajo condiciones de
desecacion, amontonamiento macromolecular o alta osmolaridad, experimentan una
transicion estructural, predominantemente formando hélices-alfa. Por otro lado, las
proteinas LEA tienen una funcién tipo chaperona durante condiciones de desecacion in
vitro, previniendo la inactivacion de enzimas reporteras y se ha demostrado que in vivo
algunas proteinas LEA interaccionan con las membranas biolégicas y son capaces de
estabilizarlas durante el estrés hidrico.

La transicion estructural y la funcién tipo chaperona han sido descritas ampliamente para
varias proteinas LEA. Ademas, en algunos casos se ha sugerido que la capacidad de
cambiar de conformacién en condiciones de falta de agua esté relacionada a su funcion
protectora. Tal es el caso de la regiéon N-terminal de la proteina AtLEA4-5 de Arabidopsis
thaliana, la cual es necesaria y suficiente para el plegamiento a hélice-alfa y para llevar
a cabo la funcion protectora sobre una enzima reportera, lo que sugiere que la capacidad

de cambiar de conformacién influye en la funcion protectora in vitro.

En el presente trabajo caracterizamos in silico, in vitro e in vivo el efecto de alteraciones
ambientales sobre la sensibilidad estructural de cinco proteinas LEA de A. thaliana.
Ademas, determinamos los niveles de proteccion para cuatro de las cinco proteinas LEA
durante condiciones de desecacion. De esta forma, encontramos que existe una
correlacion entre la sensibilidad estructural de las proteinas LEA seleccionadas y su
capacidad protectora in vitro. Los resultados de esta tesis contribuyen a profundizar el
mecanismo de proteccion de las proteinas LEA, lo cual se podria expandir a proteinas

desordenadas de otros organismos tolerantes a la desecacion.



ABSTRACT

Plants are sessile organisms that constantly experience stressful environmental
conditions, such as water deficit. Water deficit is caused not only by lack of water but also
by high salt concentrations in the soil and exposure to freezing temperatures. This type
of stress causes changes in the regulation of multiple processes essential to plants. One
of the molecular strategies that plants use to cope with this stress is the accumulation of
Late Embryogenesis Abundant (LEA) proteins. These proteins have a disordered
structure but under conditions of desiccation, macromolecular crowding, or high
osmolarity, they undergo a structural transition, predominantly forming alpha-helices. On
the other hand, LEA proteins have a chaperone-like function during desiccation conditions
in vitro, preventing inactivation of reporter enzymes. Structural transition and chaperone-
like function have been described extensively for several LEA proteins. In addition, in
some cases it has been suggested that the ability to change conformation under water-
starved conditions is related to their protective function. Such is the case of the N-terminal
region of the Arabidopsis thaliana AtLEA4-5 protein, which is necessary and sufficient for
helix-loop-helix folding and for carrying out the protective function on a reporter enzyme,
suggesting that the ability to change conformation influences the protective function in

vitro.

In the present study, we characterized in silico, in vitro and in vivo the effect of
environmental alterations on the structural sensitivity of five A. thaliana LEA proteins. In
addition, we determined the levels of protection of four of the five LEA proteins during
desiccation conditions. Thus, we found that there is a correlation between the structural
sensitivity of the selected LEA proteins and their in vitro protective capacity. The results
of this thesis contribute to deepen the mechanism of protection of LEA proteins, which

could be expanded to disordered proteins from other desiccation-tolerant organisms.



|. INTRODUCCION
Estrés abidtico en plantas

Debido a su caracter sésil, las plantas estan continuamente sujetas a condiciones
adversas que perjudican su desarrollo y crecimiento. El estrés abiotico es un tipo de
estrés relacionado a aquellas condiciones que implican la fluctuacion de parametros
ambientales, la disponibilidad de agua, la temperatura y la composicion del suelo asi

como la deficiencia de nutrientes y niveles excesivos de sal o metales (Paes et al., 2022).

Los factores de estrés abidtico influyen en el metabolismo, el crecimiento y desarrollo de
los tejidos de las plantas. ; provocan ademés, cambios en los procesos celulares. Estos
cambios, generan respuestas adaptativas y no adaptativas. Las respuestas adaptativas
reflejan el dafo infligido por un factor estresante, como los cambios perjudiciales en la
fluidez de la membrana, las interrupciones en la cinética enzimética de algunas enzimas
e interacciones moleculares causadas por iones toxicos. Por otra parte, las respuestas
adaptativas conducen a una mayor resistencia y, por lo tanto, son objetivos potenciales

para la mejora de las plantas (Zhang et al., 2022).

Diversos estudios resaltan la importancia de entender la forma en que las plantas
perciben las sefiales de estrés y se adaptan a estos entornos adversos, con el fin de
mejorar su resistencia al estrés causado por diversos factores quimicos y fisicos. Dentro

de los que destaca la deficiencia de agua (Mendez C, 2019).
Importancia del agua en las plantas

El agua es la molécula esencial de la vida. En plantas constituye tipicamente del 80 al
95% de la masa de los tejidos en crecimiento. El agua desempefia un papel critico en la
regulacion final de la osmolaridad, la tension de la membrana y la presion hidrostatica
gue es esencial para el funcionamiento celular. Ademas, debido a sus propiedades
polares, tiene gran influencia en la estructura y la estabilidad de moléculas como

proteinas, polisacaridos y otras (Moreno, 2019).


https://www.nature.com/articles/s41576-021-00413-0#auth-Huiming-Zhang

Cuando las plantas se encuentran en un ambiente con una cantidad limitada o excesiva
de agua, se lleva a cabo la perturbacién del volumen celular y la hidrodindmica, que a su
vez, afectan la regulacién de multiples procesos esenciales para las plantas. Razén por
la que el agua en las plantas es de suma importancia y constituye un factor inductor de

situaciones adversas o estresantes (Moreno, 2019).
Estrés por déficit hidrico

El estrés por déficit de agua se puede definir como una situacion en la que el potencial
hidrico y la turgencia de las células se reducen lo suficiente como para interferir con sus
funciones normales. El estrés hidrico se considera una pérdida moderada de agua, que
conduce al cierre de estomas y la limitacién del intercambio gaseoso. La desecacion es
una pérdida de agua mucho mas extensa que puede conducir potencialmente a una gran
alteracion del metabolismo y la estructura celular y, finalmente, al cese de las reacciones

de catdlisis enzimatica (Hong, 2008).

El estrés por déficit hidrico se produce en plantas no sélo por periodos de sequia, sino
también durante el estrés por congelamiento y salinidad. Estas condiciones de estrés
abidtico producen cambios en la regulacion de la expresion génica, vias de transduccién
de sefiales, modulacién bioquimica y maquinaria protedmica que conducen a la

supervivencia o muerte de las plantas afectadas (Imen, 2012).

En Arabidopsis thaliana, se han identificado redes de genes inducibles por déficit hidrico
y se han clasificado en dos grupos: genes reguladores y funcionales. Dentro de los genes
reguladores, se encuentran los factores proteicos implicados en la regulacion de la
transduccion de sefiales y la expresidn génica sensible al estrés por déficit hidrico como:
factores de transcripcion, cinasas, fosfatasas, enzimas involucradas en el metabolismo
de los fosfolipidos y otras moléculas de sefializacibn como la proteina de unién a

calmodulina.

El segundo grupo comprende a los genes funcionales, que incluye genes que codifican

para proteinas protectoras que confieren tolerancia al estrés abibtico, tales como las



proteinas abundantes en la embriogénesis tardia (LEA, Late Embryogenesis Abundant),
chaperonas, proteinas anticongelantes y proteinas de unién a ARN (Imen, 2012).

Durante estas condiciones de deshidratacion también se acumulan algunos metabolitos
gue puede actuar como osmoprotectores, tales como los azlcares, aminoacidos y sus
derivados como rafinosa, Trehalosa, inositol, manitol, prolina (Pro), glicina (Gly) y betaina
(GB) (He, 2018).

Factores que generan estrés por déficit hidrico
a. Congelamiento

Los periodos de congelamiento a los que se llegan a exponer las plantas son uno de los
factores que causa el estrés por déficit hidrico. Los periodos de congelamiento alteran la
fluidez de la membrana, el citoesqueleto y el flujo de calcio, ya que reducen el agua
liquida en los fluidos extracelulares y pueden conducir a la deshidratacién intracelular en
los organismos multicelulares (Sangwan et al., 2002).

Los efectos ocasionados en el metabolismo de las plantas surgen de la inhibicion directa
de las enzimas metabdlicas por las bajas temperaturas y de la reprogramacion de la
expresion génica, induciendo la expresion de muchos factores de transcripcion, como las
proteinas CBF (C-repeat/DRE-Binding Factor) con dominio AP2, que activan la
expresion de numerosos genes sensibles al frio (COR). La expresion de genes COR
también esta regulada por la activacion de las proteinas cinasas que responden al calcio
tales como (CPK, CIPK y CRLK1) y la cascada MAPK (Chinnusamy et al., 2007).

El receptor tipo cinasa CRLK1 puede conectar la sefalizacion de calcio inducida por el
estrés causado por congelamiento con la cascada de MAPK. En estas condiciones,
CRLK1 se une al calcio y a la calmodulina, interactia con MEKK1 y es un requisito para

activar la cascada de MAPK y contener el estrés por frio (Figura 1) (Yang et al., 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5104190/#R56
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5104190/#R6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5104190/#R6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5104190/#R74

Calmodulina

genes COR

Figura 1. Vias de inicio de la respuesta a estrés por frio. Se ilustran los principales componentes
implicados en la ruta de sefializacion. Las flechas indican una activacion. Esquema modifico de Chunzhao
Zhao, 2017.

b. Alta Salinidad

Las concentraciones altas de sales en los suelos también provocan déficit hidrico en las
plantas, pues alteran la osmolaridad y propician la toxicidad de los iones dentro de los
tejidos vegetales (principalmente de Na*). Ante esta situacion, la respuesta rapida de las
plantas implica reajustar el potencial osmotico, o de manera mas lenta, reducen los

niveles toxicos de sal en sus células.

Uno de los mecanismos adaptativos de las plantas para la sefializacion del estrés salino
y tolerancia a Na* es la activacion de la via de la proteina cinasa dependiente de calcio

conocido como via de sensibilidad excesiva a la sal (SOS) (Zhu, 2002). En dicha via, la


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5104190/#R82

proteina de union al calcio (SOS3), detecta la sefial de calcio citosdlico provocada por el
estrés salino. SOS3 interacciona y activa SOS2, una proteina cinasa de serina/treonina.
SOS3 se expresa preferentemente en la raiz, y un paralogo de SOS3, SCaBP8/CBL10
gue se expresa principalmente en el brote, desempefia un papel equivalente a SOS3
(Quan et al., 2007). EI SOS2 activado fosforila y activa el SOS1, un antiportador de
Na*/H* en la membrana plasmética. Posteriormente, SOS1 se expresa en las células
epidérmicas de la raiz y en las células del parénquima del xilema, de modo que el SOS1
activado puede obtener Na* del suelo y Na* en el xilema para su transporte hacia las
hojas (Figura 2) (Zhu et al., 2016).

La alta salinidad también provoca estrés osmoético que afecta diferencialmente tanto a
diferentes 6rganos vegetales, como a los tejidos de un mismo érgano. Sin embargo, en
respuesta a este estrés, se lleva a cabo un ajuste osmatico que consiste en aumentar el
potencial hidrico celular, particularmente en tejidos como la raiz, provocando de esta
manera, la entrada de agua a la célula para recuperar el turgor y la estructura celular
(Yancey et al., 1982).

Los mecanismos adaptativos a la alta salinidad tienen tres propadsitos: tolerar el estrés
osmatico, excluir el exceso de iones de los tejidos vegetales y aumentar la tolerancia de
los tejidos a la acumulacién de los iones. Estos mecanismos pueden complementarse
entre ellos, y variar sus respuestas en funcion de la severidad del estrés y de la especie
afectada (Munns, 2008).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5104190/#R52
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5104190/#R83
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2007-11322019000600033&lng=es&nrm=iso#B84
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Figura 2. Esquema que ilustra la homeostasis de iones en respuesta a estrés salino. En respuesta a
altas concentraciones de sal, se activa la via SOS. Dicha via involucra SOS1, 2 y 3. SOS1 es un
antiportador que ayuda a la exclusién de Na* de células bajo estrés. también la concentracion alta de iones

Na* conduce a la activacion dependiente de calcio de SOS3 y SOS2. Figura modificada de Amin |, 2021.

Respuestas moleculares de las plantas ante el déficit hidrico

La deficiencia hidrica en plantas desencadena una serie de sefiales i6nicas, mecéanicas
y osmaticas reconocidas por diversos receptores. De manera general, la deshidratacion
celular genera alteracion de la mitosis, reduccion del metabolismo, del volumen celular y
de la turgencia, asi como potencial hidrico negativo en el apoplasto y alta concentracion

i0nica que puede resultar citotoxica (Mendez, 2019).

Dos de los principales mecanismos moleculares que intervienen en la resistencia y
respuesta a la deficiencia hidrica son la acumulacion de la fitohormona acido abscisico
(ABA) y la induccion de las proteinas abundantes en la embriogénesis tardia, conocidas

como proteinas LEA. Se ha encontrado una relacion entre estos mecanismos



moleculares, al probar que algunos de los genes que codifican para las proteinas LEA
son inducibles en tejidos vegetativos por ABA y estrés osmaético (Dalal, 2009).

Otros factores importantes en la transduccion de sefiales en la respuesta al déficit hidrico
gue pueden o no ser regulados por ABA, son los factores transcripcionales, como los
DRE (DRE-binding protein), CBF (C-repeat-binding factor), AREF/ABF (ABA-binding
factor). Estos factores transcripcionales se encargan de activar genes que codifican
proteinas diversas cuyas actividades son necesarias para establecer la homeostasis

celular que conduce a la adaptacion y/o ajuste al estrés (Hirayama, 2010).

En términos generales, las plantas han desarrollado mecanismos de adaptacion y
defensa contra los dafios causados por la deficiencia hidrica. Estos mecanismos se

basan en genes agrupados en tres categorias principales:

I. genes involucrados en cascadas de sefalizacion y control transcripcional.
Il. genes con funciones directas de proteccién de membranas y proteinas.
lll. genes de transporte y secuestro de iones.

La respuesta depende del tipo y la duracion del estimulo, sin embargo, los flujos de los
segundos mensajeros como calcio (Ca2+) y especies reactivas de oxigeno (ROS) en los
distintos tipos de estes antes mencionados incrementan. No obstante, el/los receptores
en la percepcion y expresion genética seran distintos, aunque en algunos casos pueden
compartirse, por ejemplo, en déficit hidrico (Mendez, 2019).

En la tabla 1 se presentan las respuestas generales a condiciones de deficiencia hidrica
y las condiciones ambientales que ocasionan este déficit hidrico como: salinidad y

congelamiento.



Tabla 1. Efectos del estrés abidtico en plantas y los mecanismos generales de respuesta.

Tipo de estrés Efectos en la planta Mecanismos de respuesta

Déficit hidrico Reduccion del potencial hidrico; Cierre de estomas, acumulacion de
deshidratacion celular; reduccion de la proteinas LEA, disminucion de la
expansion celular y del metabolismo; elongacion radicular y reduccion del area
cavitacion; citotoxicidad i6nica; muerte foliar.

celular; inhibicién de la fotosintesis.

Alta salinidad Reduccidn del potencial hidrico; Activacion de la via de sensibilidad
deshidratacién celular; toxicidad iénica; excesiva a la sal (SOS),
inhibicién de la fotosintesis. compartimentacion iénica, reduccion del

crecimiento de brotes y flujo i6nico

limitado de las raices a los brotes.

Congelamiento Reduce el agua liquida en los fluidos Activacién de las proteinas cinasas que
extracelulares y puede conducir a la responden al calcio (CPK, CIPK y CRLK1)
deshidratacién intracelular en y la cascada MAPK, que, en conjunto,

organismos multicelulares. regulan la expresion de genes COR.

Modificada de Mendez, C. 2019.

Proteinas Intrinsecamente desordenadas (IDP, Intrinsically Disordered

Proteins)

Recientemente, las proteinas intrinsecamente desordenadas (IDP, Intrinsically
Disordered Proteins) y proteinas que contienen regiones de proteinas intrinsecamente
desordenadas (IDPR, Intrinsically Disordered Protein Regions) y dominios ordenados,
han provocado el interés de los investigadores principalmente debido al hecho de que la
existencia de tales moléculas biolégicamente activas sin una estructura tridimensional

estable contradice el paradigma tradicional “una proteina-una estructura-una funcion ”.

Dentro de las caracteristicas para definir si una proteina es IDP o IDPR se encuentra la
composicion de aminod&cidos en la secuencia. Un analisis comparativo de la composicion

10
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de la secuencia de proteinas ordenadas y desordenadas revelo que residuos como Ala,
Arg, Gly, GIn, Glu, Lys, Pro y Ser (denominados residuos que promueven el desorden)
se produjeron con mayor frecuencia en las proteinas IDP e IDPR, ademas,
contrastantemente, los residuos como Asn, Cys, lle, Leu, Phe, Val, Trp y Tyr fueron mas
comunes en los segmentos ordenados/estructurados de las proteinas (denominados

residuos promotores del orden) (Trivedi et. al, 2022).

Antes de que fueran finalmente reconocidas como una extension unica e importante del
proteoma, estas proteinas altamente dinamicas con importantes funciones bioldgicas
fueron descubiertas y redescubiertas varias veces. Los analisis bioinformaticos
sistematicos muestran que las IDP e IDPR son abundantes en cualquier proteoma. Por
lo tanto, estas proteinas han pasado de una categoria de raras y oscuras excepciones a
una nueva clase de proteina muy comunes en la naturaleza, cuya funcionalidad esta

determinada por la falta de estructura estable.

La importancia biolégica de las IDP se puede abordar y corroborar a través de la funcion
identificada para algunas de ellas y, por su abundancia natural mediante analisis in silico,
en donde se predice que el 30% de las proteinas de eucariotas presentan niveles
significativos de desorden. Ademas, el 70% de las proteinas consideradas como
proteinas de sefializacion también presentan regiones desordenadas (Uversky, 2011).

Muchas de las IDP experimentan un cambio conformacional pasando de un estado
desordenado a un estado plegado cuando interaccionan con su blanco (Uversky, 2011).
En el mecanismo de “plegamiento asociado a la interaccién” de las IDP participan
regiones denominadas MoRF (Molecular Recognition Features), las cuales estan
involucradas en el reconocimiento del blanco y son las regiones que sufren un cambio
de conformacién transitando de un estado desordenado a un estado ordenado (Liu,
2014). Sin embargo, el desorden de la proteina puede mantenerse aun después de la
unién en los llamados “complejos difusos”, donde se crea una red de conexiones entre
proteinas con sitios de unién dinamicamente distribuidos y de baja afinidad existiendo la

misma probabilidad de que cualquier sitio de unién de la proteina desordenada

11
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interaccione con cualquier sitio de union de sus blancos y de esta manera realizar una
funcion (Liu, 2014 ; Uversky, 2011).

Funciones de las proteinas intrinsecamente desordenadas

Las funciones de las IDP/IDR son complementarias a las funciones de las proteinas y los
dominios ordenados y las proteinas desordenadas suelen participar en las vias de
regulacion, sefalizacion y control. Debido a su funcionalidad Unica, se sabe que las
mutaciones en algunas de estas proteinas, las cuales comprometen su funcién
cambiando su ambiente estructural, estdn asociadas a enfermedades tan serias como el
cancer, enfermedades cardiovasculares, las amiloidosis y las enfermedades

neurodegenerativas (Uversky N, 2013).

Entre las funciones que desemperian las IDP se puede distinguir su participacion como
proteinas de andamiaje o ensambladoras, como chaperonas, proteinas efectoras, sitios
de reconocimiento, cadenas entropicas y proteinas de recoleccion o “scavengers”. Las
proteinas LEA mencionadas anteriormente, se han considerado como IDPs, ya que
comparten ciertas caracteristicas fisicoquimicas como un alto contenido de aminoacidos

cargados y su propension a poseer un alto desorden estructural (Battaglia et al., 2008).

Sensibilidad estructural al ambiente de las proteinas intrinsecamente

desordenadas

El comportamiento de un sistema IDP carece de un estado plegado singular y se
consideran extremadamente sensibles a diferentes cambios ambientales que pueden
modificar su energia libre de formas diferentes, reduciendo algunos minimos de energia
y elevando algunas barreras energéticas. Esto explica la plasticidad conformacional de
un IDP, su extrema sensibilidad a los cambios en el entorno, su capacidad para
interactuar con multiples blancos diferentes y, en consecuencia, plegarse de diferentes

maneras (Uversky, 2019).

Un ejemplo clasico de las IDP que participan en la respuesta a condiciones adversas son

las “hidrofilinas”. Se ha asociado su acumulacion con la exposicion de las células o de
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los organismos a condiciones de limitacion de agua. Ademas, interesantemente, se han
encontrado en diferentes phyla donde de igual manera, estan acumuladas en respuesta
a una baja disponibilidad de agua en el ambiente, digase arqueas, bacterias, hongos,
plantas, insectos, artrépodos y otros animales. También se acumulan en aquellas células
que transitan por etapas de desarrollo que involucran un déficit hidrico y en estructuras
u érganos que pasan por estados de deshidratacion severa (Cuevas-Velazquez et al.,
2016).

Otro ejemplo de IDPs, son las proteinas LEA miembros de A. thaliana. Que mediante
estudios de andlisis estructural por dicroismo circular (DC) y por espectroscopia de
infrarrojo (IR) muestran la carencia de una estructura secundaria definida en solucién
acuosa, sin embargo, en presencia de sacarosa, glicerol o etilenglicol adoptan una

estructura secundaria estable tipo hélice alfa (Shih et al., 2008; Battaglia et al.,2008).

Proteinas abundantes en la embriogénesis tardia (LEA, Late Embryogenesis
Abundant)

Las proteinas abundantes en la embriogénesis tardia (LEA) se acumulan en las ultimas
etapas del desarrollo de las semillas ortodoxas, etapa en el que la semilla llega a perder
hasta el 98% de su contenido de agua, razon por la que se les ha atribuido la funcién de
conferir tolerancia a la deshidratacion (Battaglia et al., 2013).

Dure en 1981 descubri6é por primera vez las proteinas LEA en el desarrollo de semillas
de algodon (Dure et al.,1987). Posteriormente, se encontraron en trigo, cebada, maiz,
arroz, girasol, papa, uva, manzana, frijol, arabidopsis, tomate, centeno, soja, zanahoria,
etc. Sin embargo, no son especificas de plantas, se han encontrado en otros organismos
como la bacteria Deinococcus radiodurans y Bacillus subtilis, el quironémido Polypedilum
vanderplanki, el camarén de salmuera Artemia, diferentes especies de nematodos,

rotiferos y cianobacterias (Hundertmark, 2008).

Las proteinas LEA en plantas, se localizan generalmente en el citosol, sin embargo,
también se han encontrado en regiones nucleares y algunas en cloroplastos y

mitocondrias (Hong, 2005).
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Dentro de las caracteristicas estructurales de estas proteinas, destaca su peso molecular
pequefio. Principalmente oscila entre 10 y 30 kDa. Son miembros de un grupo mas
extenso de proteinas, conocido como hidrofilinas. Las hidrofilinas son aquellas proteinas
gue presentan un elevado contenido de aminodacidos hidrofilicos como Gly (proporcion
de residuios >6%), Ala, Glu, Ser y Thr (considerando un indice de hidrofilicidad total
mayor a 1). Y carecen o contienen menos residuos de aminoacidos como como Cys y
Trp (Garay-Arroyo et al., 2000).

Una de las propiedades mas importantes de las proteinas LEA es su carencia de
estructura tridimensional bien definida, dado que los programas de modelado y
prediccion de estructuras sugieren que la mayoria de las proteinas LEA estudiadas
experimentalmente han revelado un alto grado de desorden en su estructura cuando se
encuentran en solucion. Esto las ha llevado a ser consideradas proteinas

intrinsecamente desordenadas o IDP por sus siglas en inglés (Battaglia et al., 2008).
Clasificacion de las proteinas LEA

En total, se han encontrado 51 genes que codifican para proteinas LEA en el genoma de
Arabidopsis thaliana. Los cuales se han clasificado de acuerdo con la similitud en su

secuencia de aminoacidos en distintos grupos (tabla 2).

Existe mas de una clasificacion, sin embargo, en el presente trabajo, se utilizara la
nomenclatura de PFAM (database of protein families). Esta nhomenclatura consiste en
agrupar a los genes que codifican para proteinas LEA en distintos grupos: LEA 1,
LEA 2, LEA_3, LEA_4, LEA_5, Dehidrinas, PvLEA18, SMP y AtM.

Los grupos LEA 1, LEA 4, LEA 5, Dehidrinas y PVLEA18 corresponden a las proteinas
LEA hidréfilas o "tipicas", mientras que aquellas proteinas LEA que presentan

caracteristicas hidrofdbicas “atipicas” pertenecen a los grupos LEA_2, LEA_3 y SMP.
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Tabla 2. Muestra la clasificacién de los distintos grupos de proteinas LEA con las correspondientes

equivalencias entre diferentes autores y los motivos conservados en sus secuencias (segun sea el caso).

Battaglia

et al.
2008

PFAM

nombre

Motivos conservados en sus secuencias

Grupo 1 PF00477 D19/D132 motivo de 20 aminoacidos
(LEA_5) GGETRKEQLGEEGYREMGRK
Grupo 2 PF00257 D11 Segmento K
(Dehidrinas) EKKGIMDKIKEKLPG
Grupo 3 PF02987 D7/D29 11 aminoécidos (11-mer)
(LEA_4) TAQAAKEKAGE
Grupo 4 PF03760 D113 motivo 1
(LEA_1) (SAKEKIS) repetido hasta seis veces
motivo 2
(VSHKSK-VK-SL)
Grupo 5 PF04927 D34/D95/D73 motivo 1
(SMP) (DVL-----KL---DV---VTDAE-V-AELR-- -P-----
PF03168 PGGVA-S---AAARLN)
(LEA_2) motivo 2
PF03242 (KPV---DAAAIQAAE-RA-G------ GG-AA---Q-AA)
(LEA_3) motivo 3
(TIGEALEA).
Grupo 6 PF10714 motivo con LEDYK
(PVLEA18)
- AtM

Modificada de Battaglia et al., 2008
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Las proteinas LEA tipicas

LEA 1

Las proteinas de esta familia se conservan en la regiéon N-terminal, la cual posee
alrededor de 70 a 80 residuos y se predice que forman hélices alfa anfipaticas, mientras
que la region C-terminal estd menos conservada y es de tamafio variable. En la regién
N-terminal este grupo posee un motivo conservado con la siguiente secuencia consenso:
AQEKAEKMTA[R/HIDPXKEMAHERKIE/K][A/E][K/R]. Sin embargo, se pueden distinguir
cuatro motivos adicionales en muchas proteinas LEA de este grupo. La presencia o
ausencia del motivo 4 o 5 define dos subgrupos (4A y 4B) dentro de la familia. El
subgrupo 4A consta de proteinas pequefias (80-124 residuos) con 2 y/o 3 motivos
conservados. El subgrupo 4B tiene representantes mas largos (108-180 residuos) que,
ademas de tener 3 motivos en la porcién N-terminal, pueden contener 4 y/o 5 motivos en
la region C-terminal. Un miembro de este grupo es la proteina D-113 del algodén, que

fue la primera en descubrirse (Battaglia et al., 2008; Nagaraju et al., 2019).

LEA 4

Este grupo se caracteriza por presentar motivos repetidos de 11 aminoacidos (11-mer)
[TAQAAKEKAGE] (Tabla 2). En funcion de la abundancia en la secuencia de
aminoé&cidos de estos motivos repetidos, se dividen en dos subgrupos (3A y 3B). El
subgrupo 3A comprende a los motivos altamente conservados, en la regiéon N-terminal
se encuentra el motivo 4 (SYKAGETKGRKT), y en la region C-terminal, se encuentran
los motivos 1y 2 (GGVLQQTGEQV y AADAVKHTLGM). Este subgrupo es representado
por la proteina LEA D-7 de algodon. El subgrupo 3B es mas heterogéneo en los motivos
repetidos 11-mer. Se han encontrado cuatro variaciones del 11-mero (motivos 1-4). Sin
embargo, el motivo 5 estd muy conservado. Este subgrupo es representado por la
proteina LEA D-29 del algoddn (Battaglia et al.,2008; Nagaraju et al., 2019).
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LEA 5

Este grupo incluye proteinas con una composicion aproximada de 40% de aminoacidos
cargados y de un 18% de glicina, por lo que su estructura se puede predecir como
desordenada en solucion acuosa. Esta presente en todos los taxones y contiene 3
motivos altamente conservado (Tabla 2). Son moléculas pequefias con un peso
molecular promedio de 11.5 kDa, un maximo de 20.3 kDa y un minimo de 6.8 kDa
(Battaglia et al.,2008; Bies et al., 2008).

Dehidrinas

Una caracteristica particular de este grupo es la presencia de una regién en la proteina
rica en residuos de Lys, regularmente en la region carboxilo, a la que se le denomina
“segmento K”. También existen otros motivos que comunmente se encuentran en este
grupo de proteinas. Uno de ellos es el “motivo Y”. El “motivo Y” consta de una secuencia
repetida en tandem de 1-35 residuos y un dominio rico en Ser con susceptibilidad a ser
fosforilado. La fosforilacion de estos residuos se ha asociado con su translocacion al
nacleo, aunque se localizan principalmente en el citosol. Existen cinco subgrupos de
acuerdo con el arreglo y presencia de los dominios caracteristicos de este grupo (K, Yy
S): YSK, SK, K, KS, YK. Presentan valores en su masa molecular en promedio de 18.3
kDa, con un minimo de 5.3 kDa y un maximo de 66.3kDa. Uno de los subgrupos de las
Dehidrinas se caracteriza por presentar caracter &cido, y por acumularse

mayoritariamente en periodos de congelamiento (Battaglia et al.,2008).

PVLEA18

Las proteinas de este grupo presentan 1 dominio conservado (LEDYK) (Tabla 2). Son
proteinas que se distinguen por su pequefio tamafio con masas moleculares que van
desde 7 kDa a 14 kDa. La primera proteina descubierta de este grupo corresponde a la
PVLEA18 proveniente de la planta Phaseolus vulgaris, conocida comunmente como frijol
(Reyes et al.,2005; Bies et al., 2008).
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La transcripcién y los niveles de expresion de estas proteinas se acumulan en gran
medida en las semillas secas y responden al déficit hidrico y a tratamientos con ABA. Sin
embargo, en condiciones normales de crecimiento, la expresion del gen que codifica para
estas proteinas también se regula durante el desarrollo. Ya que se ha detectado la
acumulacién alta de estas proteinas y transcritos en la zona de expansién de los
hipocodtilos de plantulas de frijol, que muestran potenciales hidricos mas bajos que los de

las regiones sin crecimiento (Battaglia et al.,2008).

Las proteinas LEA atipicas:

SMP

Como los grupos 6 y 7, este grupo también se considera un grupo de proteinas LEA
atipicas. La primera proteina LEA descrita para este grupo ha sido la D-34. Dentro de las
caracteristicas de estas proteinas atipicas, se encuentra una proporcion
significativamente mayor de residuos hidrofébicos. Debido a esta caracteristica, estas
proteinas no son solubles después de la ebullicion, lo que sugiere que adoptan una
conformacion globular.

A pesar de que se sabe poco sobre este conjunto de proteinas, los datos disponibles
indican que sus transcritos se acumulan durante la Ultima etapa de desarrollo de la
semilla y en respuesta a condiciones de estrés, como sequia, luz ultravioleta, salinidad,
frio y heridas (Battaglia et al.,2008).

LEA_2

Este grupo forma parte de una agrupaciéon mayor a las que se les han denominado
proteinas LEA atipicas, debido a que poseen una mayor proporcion de residuos
hidrofobicos, a diferencia de las proteinas LEA tipicas.

Este criterio integra en el grupo a todas las proteinas LEA que no cumplen con las
caracteristicas tipicas, por lo que se podran encontrar proteinas que no presentan

similitud alguna. A pesar de poseer caracteristicas fisicoquimicas contrastantes con las
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proteinas LEA tipicas, sus transcritos también se acumulan en la Ultima etapa del
desarrollo de la semilla, asi como en condiciones de sequia, frio y salinidad. En general,
son proteinas de caracter acido y tienen una masa molecular promedio de 18.1 kDa, con
un maximo de 38.5 kDa y un minimo de 5.3 kDa. La primera proteina LEA descrita para
este grupo fue la D-95 y adicionalmente se le ha asignado el subgrupo 5C (Battaglia et
al., 2008).

LEA_3

Este grupo también forma parte de las proteinas LEA atipicas, dado que poseen una
mayor proporcién de residuos hidrofébicos, razén por la que en general, estas proteinas
no son solubles después de la ebullicion, o que sugiere que adoptan una conformacion
globular. Comparte caracteristicas con el grupo LEA_2. Son proteinas acidas y poseen
una masa molecular promedio de 18.1 kDa. La primera proteina descrita para este grupo

fue D-73 y forma parte del subgrupo 5B (Battaglia, et al., 2008; Bies et al., 2008).

AtM

En la clasificacibon PFAM se ha incluido a este grupo de proteinas LEA, debido a la
similitud de sus caracteristicas. Este grupo presenta alta hidrofilicidad, altos niveles de
expresion durante la embriogénesis tardia y/o en condiciones de estrés abidtico y carece
de homologia con otras familias de proteinas.

Tras realizar una busqueda BLAST se encontré que los genes AtM estan presentes
Uunicamente en especies de Brassicaceae. Por lo que resulta interesante investigar si las

diferencias entre especies tienen un significado funcional (Hundertmark, 2008).

Funciones de las proteinas LEA

Como se ha mencionado anteriormente, la mayor acumulacion de las proteinas LEA se
lleva a cabo en la etapa de embriogénesis tardia, cuando se inicia el proceso obligado

de deshidratacion de semillas ortodoxas. Sin embargo, aunque en menores niveles,
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también se ha observado su acumulacion en los oOrganos vegetativos durante el
crecimiento y desarrollo de las plantas en respuesta a condiciones de limitacién de agua
impuestas por deshidratacion, alta salinidad o por periodos de congelamiento (Olvera et
al.,2010). Por esta razén se ha propuesto que la funcidn que tienen las proteinas LEA es
conferir resistencia a los tejidos vegetativos en estas condiciones, mediante la
estabilizacion de otras proteinas y membranas celulares durante periodos de estrés
(Mendez, 2019).

La sobreexpresion de genes que codifican para proteinas LEA puede mejorar la
tolerancia al estrés de las plantas transgénicas. Por ejemplo, plantas de Arabidopsis
thaliana que sobreexpresan a la proteina AtLEA4-5 del grupo LEA 1 en una etapa adulta,
muestran mayor tolerancia a la sequia que plantas silvestres.

La sobreexpresion de la proteina AtLEA4-5 confiere mayor capacidad de recuperacién
después de un tratamiento de sequia severa, ademas induce un mayor nimero de yemas
axilares y florales. Por el contrario, al realizar mutantes en las que se carece de la
expresion de una, dos o las tres proteinas LEA del grupo LEA 1, las plantas muestran
un fenotipo de mayor sensibilidad al déficit hidrico. Lo cual sugiere que este grupo de
proteinas LEA tiene un papel importante en la tolerancia a la sequia (Olvera et al., 2010).

Con la finalidad de determinar la funcion de este grupo de proteinas se han realizado
ensayos in vitro en donde enzimas reporteras como lactato deshidrogenasa (LDH) o
malato deshidrogenasa (MDH) se someten a tratamientos de deshidratacién parcial o
congelamiento/descongelamiento en contacto o ausencia las proteinas LEA de este
grupo. Con base en estos ensayos se ha demostrado que las proteinas LEA del grupo
LEA_1 son capaces de prevenir la inactivacion de la enzima reportera. Y pueden evitar
cambios conformacionales responsables por la pérdida de actividad ante estas

condiciones (Reyes et al., 2007; Cuevas-Velazquez et al., 2016).

Por otra parte, se ha propuesto que las proteinas LEA de los grupos SMP, LEA 2y
LEA 3 en contacto con 13 azucares pueden formar un biocristal mediante puentes de

hidrogeno, otorgando una mayor estabilidad a los azucares durante la anhidrobiosis,

20



hipétesis conocida como “Reemplazo del agua”. Esta hipdtesis se basa en ensayos
realizados mediante espectroscopia FTIR (Fourier Transformation Infra-Red).
Comparando los espectros de una muestra deshidratada de sacarosa y aquellos en los
gue se tenia una muestra de sacarosa con LEA 3 D-7 (proveniente del polen). Los
puentes de hidrogeno y la temperatura de transicion de formacion de un biocristal fueron
mayor en el dltimo caso (Wolkers et al., 2001).

La funcion que ha sido descrita para las Dehidrinas y que pareciera ser caracteristica de
este grupo, radica en su capacidad de unir iones calcio; tal es el caso de ciertas
dehidrinas de Arabidopsis que parecen localizarse en vacuolas, lo que ha llevado a
sugerir que actian como buffers de calcio, o bien, cuya funcion protectora o localizacién
depende de la unién a este i6n. También actian uniendo metales durante déficit hidrico,
lo cual indica que pudieran controlar los niveles de especies reactivas de oxigeno que se
generan en esta condicion (Shih et al.,2008 ; Battaglia et al.,2008).

Aungue no hay informacién directa acerca de la funcion del grupo PVLEA18 de las
proteinas LEA, estudios de deshidratacion in vitro muestran que los miembros de este
grupo no desempefian un papel protector contra la inactivacion de enzimas reporteras,
lo que sugiere existencia de blancos distintos para este grupo particular (Reyes et
al.,2005).

Retomando lo anteriormente mencionado, se ha demostrado que las proteinas LEA
estan estructuralmente desordenadas en solucion, sin embargo, la alta osmolaridad y el
apiflamiento macromolecular pueden inducir niveles significativos de hélice alfa (Cuevas-
Velazquez et al., 2016). Estudios de andlisis estructural por dicroismo circular (DC) y por
espectroscopia de infrarrojo (IR) muestran que las proteinas LEA carecen de estructura
secundaria definida en solucion acuosa, sin embargo, en presencia de sacarosa, glicerol
o etilenglicol adoptan una estructura secundaria estable tipo hélice alfa (Shih et al., 2008;
Battaglia et al.,2008).

En este sentido, se ha demostrado que la region N-terminal de la proteina AtLEA4-5
(miembro del grupo LEA_1) se encuentra conservada y tiene la capacidad intrinseca de
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plegarse en hélice alfa en condiciones de déficit hidrico, mientras que la regién C-terminal
ante esta condicion, muestra un alto desorden estructural. Ademas, la region N-terminal
de la proteina AtLEAA4-5 es necesaria y suficiente para ejercer un efecto protector sobre
la actividad de la enzima Lactato deshidrogenasa (LDH) después de ciclos de
congelacion-descongelacion y deshidratacion parcial a bajas proporciones molares. Lo
que sugiere que modular el entorno de las proteinas LEA y alterar su estructura
intrinsecamente desordenada estan relacionados con sus funciones (Cuevas-Velazquez
et al., 2016).

Se ha propuesto que la actividad enzimética protectora que ejercen algunas proteinas
LEA ante condiciones de deshidratacion sobre enzimas reporteras como LDH podria
funcionar como las chaperonas moleculares especificas de la deshidratacion. Sin
embargo, las chaperonas no solo evitan la agregacion de proteinas en estas condiciones
de carencia de agua sino que también forman complejos transitorios especificos con sus

proteinas blanco a través de parches hidrofébicos (Ellis, 2005).

Sin embargo, para el caso de las proteinas LEA resulta déficit demostrar en un estado
seco si son capaces de formar complejos transitorios especificos con proteinas blanco
como las chaperonas, ya que a medida que se secan las soluciones, se forza la
proximidad de las proteinas. El mecanismo de dicha actividad protectora de las proteinas
LEA podria ser mas simple donde se ha propuesto que funcionan como “escudos
moleculares”, en donde se hipotetiza que las proteinas LEA forman una barrera fisica
entre sus moléculas blanco vecinas y evitan el contacto entre ellas y por tanto, su

agregacion (Wise y Tunnacliffe 2004; Goyal et al. 2005).

El estudio de la estructura de proteinas intrinsecamente desordenadas como las
proteinas LEA, se realiza mediante diferentes técnicas, sin embargo, en el presente

trabajo se mencionaran y describiran algunas de ellas.



Técnicas para estudiar la estructura de proteinas LEA
Dicroismo circular

La espectroscopia de dicroismo circular (CD) es una forma de espectroscopia de
absorcion de luz que mide la diferencia entre el coeficiente de absorcién molar de la luz
polarizada circularmente a la derecha y a la izquierda por parte de cromoforos. EI CD se
ha utilizado ampliamente para discernir la estructura secundaria de las proteinas en
funcidn de las transiciones electronicas en la region de longitud de onda ultravioleta (UV)
lejana (~240-170 nm) (Miles et al.,2021).

Las bandas de CD en la region UV lejana son caracteristicas de diferentes tipos de
estructuras secundarias. La estructura de hélice alfa muestra el patron de bandas mas
invariable: un espectro caracteristico con una banda positiva a 190 nm y dos bandas
negativas a 208 y 222 nm, la estructura de hebras beta presentan bandas negativas a
218 nm y bandas positivas a 193 nm y las proteinas que carecen de una estructura
secundaria ordenada (espiral aleatoria) no tendrén ningun pico por encima de 210 nm

como se muestra en la Figura 3 (Chemes et al., 2012).
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Figura 3. Espectros caracteristicos de proteinas mediante CD. Grafico simplificado que muestra los
espectros de CD para los casos extremos de 100 % hélice-alfa (azul), 100 % hebra beta (rojo) y 100 %

espiral aleatoria (verde). Modificada de Warwick 2022.

La espectroscopia de CD tiene una serie de ventajas con respecto a las técnicas
estructurales de mayor resolucion para estudiar la estructura de proteinas, como la
cristalografia, la microscopia electronica y la espectroscopia de RMN, ya que requiere
cantidades relativamente pequefias de muestra en condiciones (temperatura,
concentracion y componentes presentes) que pueden ser comparables a los que se
encuentran en las células. Esto ha resultado en su uso generalizado tanto por parte de
las comunidades bioquimicas como de biologia estructural para complementar la
informacion derivada de esos otros métodos biofisicos y evaluar la estructura de
proteinas (Miles et al.,2021). Ademas, se ha convertido en un método util y sencillo para
analizar proteinas intrinsecamente desordenadas como las proteinas LEA debido a su
sensibilidad para informar diferentes transiciones conformacionales que implican

cambios en la estructura secundaria (Chemes et al., 2012).
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Escaneo del espacio de solucién (SSS, Solution Space Scanning)

El escaneo del espacio de solucién (SSS, Solution Space Scanning) es un método
experimental, computacional y analitico utilizado para la caracterizacion de alto
rendimiento de la sensibilidad de las IDP. Este método, revela que las IDP pueden
expandirse o compactarse en respuesta a cambios en el entorno de su solucién. La
direccion y la magnitud de los cambios conformacionales que sufran las IDP dependen
tanto de la secuencia como de la identidad del cosoluto. Por ejemplo, algunos solutos,
como las cadenas cortas de polietilenglicol, ejercen una expansion en algunas IDP y una
compactacion en otras. Sin embargo, a pesar de este comportamiento complejo, SSS
permite interpretar racionalmente la capacidad de respuesta de las IDP a los cambios en
la composicién de la solucion utilizando modelos de polimeros relativamente simples
(Holehouse et al., 2020).

El SSS in silico se realiza mediante simulaciones Monte Carlo de todos los atomos. Se
utiliza el conjunto de simulaciones de CAMPARI, con el modelo solvente implicito

ABSINTH. En Campari, el hamiltoniano es una combinacion de 4 términos:
EtotaI: Wsolv+ ULJ + Wel + Ucorr

Donde: UL es el potencial de Lennard-Jones entre residuos de proteinas, Wel es el
potencial eléctrico (término basado en el potencial Coulombiano), Ucor €S un término
aplicado a los angulos dihedros y Wel representa la interaccion solucion-proteina basado
en el modelo de solvente implicito ABSINTH, que es equivalente a una transferencia de

energia libre desde el vacio a una solucion acuosa diluida.

El término Wsonv Se calcula inicialmente para cada secuencia en funciéon de su
conformacién completamente expandida, lo cual, representa la maxima transferencia de
energia libre (Wmaxsol), ya que es la configuracion de la proteina mas expuesta al solvente.

En SSS in silico, se modula la atraccion/repulsion del solvente, modificando la fuerza

total de interaccion de la solucion con el parametro Y donde:
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W

Wmaxsolv (agua)

haciendo que las interacciones con el solvente sean mas o menos atractivas (valores

negativos o positivos, respectivamente).

Por otra parte, el SSS in vitro se aprovecha la técnica de transferencia de energia de
resonancia de Forster (FRET) para informar sobre los cambios en la distancia promedio
de construcciones de proteinas que comprenden una IDP de interés intercalada entre

dos proteinas fluorescentes (FP), las cuales forman un par FRET.

Para generar un punto de referencia dependiente de la longitud, Moses y sus
colaboradores midieron la eficiencia FRET (Ef) de una serie de enlazadores repetidos de
Glicina-Serina (GS) de 16, 32, 48, 64 y 96 aminoacidos de longitud, intercalados entre

dos FP: mTurquoise2 (mTQ2) como donadora y mNeonGreen (mMNG) como aceptora.

La Ef para las construcciones utilizadas, se correlaciono linealmente con el numero de
repeticiones GS como se esperaba. Con base en esto, se realiza una interpolacion de la

Ef para un enlazador GS de una longitud determinada y se asigna una relacion nombrada

donde R. es la distancia de un extremo a otro entre la FP donante y aceptora. Los
superindices i 0 GS se refieren a una secuencia especifica de IDP o un enlazador GS de

longitud equivalente, respectivamente (Moses et. Al, 2020).

“_n

Un valor negativo de “x” indica que una IDP intercalada entre dos FP se encuentra mas
compacta en una solucion determinada con relacién a un enlazador GS de longitud

equivalente. Un valor positivo (color azul) indica que una IDP intercalada entre dos FP
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estard mas expandida en una solucién determinada que un enlazador GS de longitud

equivalente (Figura 4) (Moses et. Al, 2020).

Ri< RGS

Figura 4. Valores asignados de xy en SSS. Un valor negativo (color rojo), indica que una IDP intercalada
entre dos FP se encuentra mas compacta en una solucidon determinada con relacién a un enlazador GS
de longitud equivalente. Un valor positivo (color azul) indica que una IDP intercalada entre dos FP estara
mas expandida en una solucidn determinada que un enlazador GS de longitud equivalente. Imagen

modificada de Moses et al., 2020.
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IILANTECEDENTES

Como se ha mencionado anteriormente, las proteinas LEA carecen de una estructura
tridimensional bien definida, por lo que se pueden clasificar como proteinas
intrinsecamente desordenadas (IDP, Intrinsically Disordered Proteins). Sin embargo, una
de las caracteristicas mas importantes de las proteinas LEA es la capacidad que
presentan de adquirir estructura secundaria, particularmente hélices-alfa, durante
condiciones de falta de agua y amontonamiento macromolecular (Wolkers et al. 2001;
Tunnacliffe, 2007; Boudet et al. En 2006).

Al evaluar la estructura de proteinas del grupo LEA 4 de A. thaliana mediante dicroismo
circular, se ha demostrado que las proteinas COR15A, LEA11 y LEA21 se encuentran
desordenadas en condiciones completamente hidratadas, pero en condiciones de alta
osmolaridad inducidas con glicerol, aumenta gradualmente el contenido de hélices-alfa
(Bremer et al. 2017). Otra proteina que pertenece a este grupo es la proteina LEA7, cuya
estructura también ha sido determinada mediante dicroismo circular. De forma similar a
las proteinas COR15A, LEA11 y LEA21, la proteina LEA7 se encuentra en gran parte
desordenada en un estado hidratado, pero en un estado desecado, incrementaba el
porcentaje de estructura secundaria hélice-alfa (Popova, 2011). Por otro lado, las
proteinas LEA del grupo LEA 4 de Artemia franciscana: AfrLEA2 y AfrLEA3m, también
estan intrinsecamente desordenadas en solucion, sin embargo, en condiciones de
desecacion adquieren una estructura secundaria predominantemente de hélices-alfa
(Boswell, 2014).

Asimismo, una proteina de trigo (TALEA3) que presenta homologia en secuencia con el
grupo de proteinas LEA 4 de A. thaliana, es desordenada en gran medida, en
condiciones completamente hidratadas y adquiere estructura hélice-alfa al secarse
(Koubaa, 2019). Algunas proteinas LEA_4, actian como un protector de desecacion en
organismos anhidrobiéticos como Polypedilum vanderplanki, también esta
estructuralmente desordenadas en solucion, pero adquieren una estructura

predominantemente helicoidal durante el secado (Nishimoto, 2019).
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En términos generales, las proteinas LEA que pertenecen al grupo LEA_4, se encuentran
desordenadas en solucién acuosa, pero en presencia de osmolitos como sacarosa,
glicerol y etilenglicol (EG) experimentan transiciones estructurales hacia la formacion de
hélices-alfa (Knox, 2020). Tiene sentido que la informacién sobre la estructura de
proteinas LEA del grupo LEA 4 sea extensa, dado que este grupo de proteinas es el
més grande y la mayoria de las proteinas LEA identificadas en distintas especies de

plantas u otros organismos no vegetales, forman parte de este grupo (Knox, 2020).

También existe informacidn sobre la estructura de proteinas LEA pertenecientes a otros
grupos, por ejemplo, la proteina AfLEA1 que se expresa en Artemia franciscana durante
etapas en las que es tolerante a la desecacion. AfLEAL es miembro del grupo LEA 5y
experimenta una transicibn conformacional de desorden a estructura
predominantemente de hélice-alfa en condiciones donde se reduce la disponibilidad de
agua (Janis, 2022). Otras proteinas LEA de A. Thaliana que han sido caracterizadas y
se ha demostrado que también experimentan un cambio conformacional pertenecen al
grupo LEA 1. Las proteinas AtLEA4-2 y AtLEA4-5, miembros de este grupo, estan
estructuralmente desordenadas en soluciébn acuosa, pero bajo condiciones de alta
osmolaridad y amontonamiento macromolecular, pueden inducir niveles significativos de

hélices-alfa (Cuevas-Veladzquez et al., 2016).

Esto no es exclusivo de proteinas LEA de la planta modelo A. thalina pues los homologos
de las proteinas LEA 1, por ejemplo, en soya (GmPM11, GmPM6 y GmPM30), poseen
una estructura desordenada en solucion acuosa, pero en desecacion aumenta

significativamente la proporcion de conformaciones de hélice-alfa (Shin, 2012).

Las proteinas LEA de A. thaliana y de otros organismos, en condiciones de
deshidratacion, alta osmolaridad y/o amontonamiento macromolecular disminuyen su
porcentaje de desorden y aumenten el porcentaje de estructura secundaria. En contraste,
las proteinas con una estructura definida bajo condiciones de deshidratacion sufren una
pérdida de estructura y agregacion (Wise, 2004). Esto ha sido demostrado para enzimas
reporteras, incluidas las enzimas citrato sintasa (CS) y lactato deshidrogenasa (LDH) que

cuando se secan o congelan/descongelan, forman agregados insolubles y pierden su
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actividad enzimatica. Sin embargo, la agregacion de estas enzimas, se puede prevenir

con la adicién de proteinas LEA (Popova, 2015 ; Tunnaclife, 2010).

La capacidad protectora que ejercen algunas proteinas LEA sobre enzimas reporteras
bajo condiciones de desecacion ha sido estudiada mediante ensayos in vitro. Por
ejemplo, la proteina TALEAS3 confiere la estabilizacién de la enzima LDH después de
someterla a condiciones de deshidratacion, congelamiento y exposicion a temperaturas
elevadas (Koubaa, 2020). También proteinas LEA de Xerophyta schlechteri (XsLEAS),
muestran esta capacidad de preservar la actividad enzimatica de la LDH ante

desecacion, calor y estrés oxidativo in vitro (Artur, 2019).

Por otra parte, la dehidrina de trigo (DHN-5) tiene la capacidad de proteger la actividad
enzimatica de la LDH en estrés por deshidratacion y mejorar la actividad y/o la
termoestabilidad de enzimas fangicas como B-glucosidasa (bglG) y glucosa oxidasa
(GOD/POD) in vitro (Drira, 2013). Otra proteina que proporciona proteccion significativa
de dos enzimas mitocondriales (fumarasa y rodanasa) cuando estas se someten a una

desecacion completa, es la proteina PsSLEAm (Grelet, 2005).

De igual manera, la proteina AavLEA1l del nematodo anhidrobidtico Aphelenchus
avenae, es capaz de proteger a la enzima reportera CS de la agregacion causada por la
desecacion y el congelamiento (Goyal et al., 2005). En conjunto, estos hallazgos
muestran que algunas proteinas LEA pueden prevenir la inactivaciéon de proteinas
reporteras durante condiciones de desecacion in vitro, sugiriendo una funcién tipo
chaperona (Reyes et al., 2005). De acuerdo con lo reportado por Cuevas-Velazquez et
al. en 2016, tras evaluar la estructura de proteinas del grupo LEA 1 de A. thaliana, la
region N-terminal de la proteina AtLEA4-5 es capaz de modificar su confirmacién de
desorden a hélice-alfa bajo condiciones de amontonamiento macromolecular y, por otro
lado, es la responsable de ejercer la funcion de estabilizar proteinas bajo limitacion de
agua. Tomando como referencia este antecedente, resulta relevante estudiar la
sensibilidad estructural de proteinas LEA no solo del grupo LEA 1 de A. thaliana sino de
otros grupos para dilucidar si esta sensibilidad estructural determina su funcion

protectora.
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l1l. HIPOTESIS

La sensibilidad estructural al ambiente de proteinas LEA de distintos grupos de

Arabidopsis thaliana, se correlaciona con su funcién protectora durante condiciones de

desecacion.

IV. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la relacion entre la sensibilidad estructural al ambiente de algunas proteinas

LEA de distintos grupos de Arabidopsis thaliana y su capacidad protectora durante

condiciones de desecacion in vitro.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de proteinas LEA de A. thaliana y

seleccionar un grupo representativo de estas proteinas.

Determinar la sensibilidad estructural in silico de las proteinas LEA

seleccionadas.
Determinar la sensibilidad estructural in vitro de las proteinas LEA seleccionadas.
Determinar la sensibilidad estructural in vivo de las proteinas LEA seleccionadas.

Determinar la estructura secundaria in vitro de las proteinas LEA seleccionadas

en solucién acuosa y bajo condiciones de amontonamiento macromolecular.

Caracterizar la funcién protectora durante condiciones de desecacién in vitro de

las proteinas LEA seleccionadas.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Seleccion de cinco proteinas LEA de Arabidopsis thaliana

Mediante una busqueda de informacion en distintas bases de datos, se caracterizaron

las propiedades fisicoquimicas codificadas en la secuencia primaria de las 51

proteinas LEA de Arabidopsis thaliana.

Para elegir un grupo de estas proteinas, se tomdé en cuenta que pertenecieran a

distintos grupos y que tuvieran las siguientes caracteristicas fisicoquimicas:

Longitud de aminoacidos de la proteina. Se obtuvo la longitud de aminoacidos de

las 51 proteinas LEA de A. thaliana. Dado que la metodologia de escaneo del
espacio de solucion esta limitado a proteinas cuya longitud es <170 residuos. Se

seleccionaron aquellas proteinas LEA que cumplen esta caracteristica.

Alta proporcion de aminoacidos polares, cargados Vy peqgueios. Se

seleccionaron las proteinas LEA que presentaran un enriquecimiento de

aminoacidos cargados o polares y pequefios. pequefios.

Seleccidén _de una proteina LEA control. Se seleccion6 una proteina cuya

sensibilidad estructural al ambiente y funcién protectora ya ha sido

caracterizada.

Presencia de motivos conservados en la secuencia primaria de proteinas

LEA 5. Tomando en cuenta las secuencias primarias de proteinas LEA_5 para
elegir una proteina representativa de este grupo, se determiné la cantidad de
veces que estaba presente uno de los motivos conservados caracteristico de
este grupo. En funcion del nimero de veces que se encontré este motivo, se

seleccion6 una proteina LEA 5.
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V. Abundancia de los transcritos en semilla seca de las proteinas PvLEA18. Se

determiné la abundancia de los transcritos en semilla seca de las proteinas
PvVLEA18 de acuerdo con lo reportado en el navegador eFP Browser. Y se
selecciond la proteina PVLEA18 que presentd una mayor abundancia de los

transcritos en semilla seca.
Escaneo del espacio de solucidn in silico

El escaneo del espacio de solucion (SSS, Solution Space Scanning) in silico se realizo
en colaboracién con el estudiante de doctorado Feng Yu, del laboratorio del Dr. Shahar
Sukenik de la Universidad de California, Merced (UC, MERCED). Se usaron simulaciones
Monte Carlo de todos los atomos y el conjunto de simulaciones de CAMPARI con el
modelo solvente implicito ABSINTH. Se modulé la atraccion/repulsion del solvente para
cada una de las secuencias de las proteinas LEA seleccionadas.

La fuerza total de interaccion de la solucion fue modificada, haciendo que las
interacciones de las proteinas con el solvente fueran mas o menos atractivas (valores
negativos o positivos, respectivamente). Cada una de las secuencias de las proteinas
LEA seleccionadas se simularon a 310 K (37°C) con 107 pasos de equilibrio, seguidos
de 7x10 pasos de produccion. Las conformaciones se escribieron cada 12,500 pasos, lo
que resulté en un total de 5000 conformaciones para cada simulacion. Cada secuencia
se simulé en cinco repeticiones independientes, lo que resultd en un conjunto que
contenia-30 000 conformaciones por secuencia. Posteriormente, se utilizé la biblioteca

de python MDtraj para calcular el radio de giro de cada proteina LEA en cada condicion.
Construccion del plasmido pET28a de expresiéon en células de bacteria

Los marcos de lectura abiertos de (ORF, open reading frame) de las proteinas LEA
seleccionadas, fueron sintetizados por la compafiia Gen Script en el plasmido de
PET28a, utilizado para la expresiéon de proteinas recombinantes en Escherichia coli (E.
coli). El plasmido pET28a contiene el promotor inducible T7, una etiqueta de afinidad
6xHis (que fue util para purificar las proteinas seleccionadas mediante cromatografia de

afinidad), un gen que le confiere resistencia a Kanamicina, y el gen que codifica para las
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5 proteinas LEA en medio de los genes que codifican para las proteinas fluorescentes
diferente (mTQ2 y mNG) (Figura 5).

7000

6‘000

AtLEA4-5 en pET28a
7216 bp

Figura 5. Ejemplo de la construccion correspondiente a la proteina AtLEA4-5 (At5g06760). La
construccion contiene a la proteina AtLEA4-5 en medio del sistema FRET compuesto por las proteinas

fluorescentes MNG y mTQ2 que fue utilizada como un control.

A continuacion, se describiran el proceso de expresion y purificacion de la proteina
AtLEA4-5 como ejemplo, pero esta metodologia fue realizada para expresar y purificar

cada una de las construcciones que corresponde a las 5 proteinas LEA seleccionadas.
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Expresion y purificacion de las construcciones para las proteinas LEA

recombinantes

Las construcciones que correspondian a cada una de las proteinas LEA seleccionadas
fueron transformadas en la cepa BL21 de E.coli mediante el método de transformacion
por choque térmico. Posteriormente, las colonias transformantes fueron seleccionadas
por resistencia a kanamicina. Se tomé una colonia para crecer un pre-cultivo de 100 mL

de LB + 100 pL de kanamicina (50 mg/mL) y se cultivé toda la noche a 37°C y 225 rpm.

Al dia siguiente, en un nuevo matraz con 1 L de LB + 1 mL de Kanamicina. Se dejo crecer
a 37°C y 225 rpm hasta obtener una DOsoo entre 0.6-0.8. Cuando se lleg6 a esta DOx,
se indujo la expresion de la proteina adicionando isopropil-D-1-tiogalactopiranosido
(IPTG) al 1 mM durante toda la noche a 16°C y 225 rpm. Las células se colectaron por
centrifugacion y se suspendieron en 20 mL de buffer de lisis (50 mM NaH.PO., 0.5 M
NaCl, pH=8.0) + 1 tableta de inhibidor de proteasas. Se coloco toda la resuspension en

tubos falcon de 50 mL y se guardé a -80 °C.

Las células fueron lisadas por sonicacion y el clarificado se obtuvo mediante
centrifugacion. Mediante cromatografia de afinidad, con una columna de Agarosa Ni-NTA
de Qiagen, se adicioné el lisado soluble por la columna, luego se colocaron 50 mL de
buffer de lavado (50 mM NaH2POa, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazol, pH=8.0) y finalmente,
con 9 mL de buffer de elucion (50 mM NaH2PO4, 0.5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH=8.0)

se eluyo la proteina purificada.

Una vez que se eluyd la proteina, se concentr6 mediante su adicion un tubo Amicon
Ultra-15 (10kDa) y se centrifugd durante 7 min a 4°C. Luego, la proteina concentrada
obtenida en la cromatografia de afinidad se sometié a una cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC, high performance liquid chromatography) con una columna HiLoad™
16/600 Superdex™ 200 pg con el programa Superdex 200 16 60 Hi Load RUN durante

4 horas, 0.5 ml / min, para un total de 120 mL a -4°C.

Para comprobar que la purificacién de las proteinas se habia logrado satisfactoriamente,

se realizd una Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE,
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sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) con las fracciones obtenidas
y colectadas en la cromatografia de afinidad y exclusion molecular. El gel se corrid
durante 45 min a 200 V, 400 mA.

Escaneo del espacio de solucidn in vitro

La caracterizacion de la sensibilidad estructural in vitro de las proteinas LEA
seleccionadas, en respuesta a cambios en las caracteristicas fisicoquimicas de la
solucion, se realiz6 mediante una estancia en UC-Merced con el grupo de investigacion
del Dr. Shahar Sukenik.

En placas de 96 pozos, por cada pozo se colocé buffer estandar (20 mM NaH2PO4 NaCl
100 mM, pH= 7.4) o (20 mM NaH2PO4, pH=7.4) segun fuera el caso, proteina LEA
purificada a una concentracion 1 M y soluciones con distintos osmolitos a distintas

concentraciones (tabla 3).

Una vez preparada la placa, se colocé correctamente en el lector de placas CLARIOStar
(BMG LABTECH). Se eligi6 longitud de onda de excitacion 420 nm y se midi6 la
intensidad de la fluorescencia a un rango de longitud de onda de 450-600 nm. Se
obtuvieron los espectros de emisién de la construccion FRET en cada uno de los pozos.
Para el procesamiento de los datos, se utiliz6 el lenguaje de programacion Python con el
script creado por Moses et al., 2020.
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Tabla 3. Osmolitos utilizados y sus concentraciones.

Sales KCI, NaCl 0.25-15M
Polimeros (mdltiples Polietilenglicol, ficoll, etilenglicol 4-24 %plp
longitudes)
Osmolitos estabilizadoresy | Trehalosa, betaina, glicina, sorbitol, glicerol, 4-24 %plp
metabolitos sacarosa, trietilamina (TMAO) y sarcosina

TMAO (0.2-1.2 M)

Desnaturalizantes Urea 0.25-15M
Metabolitos y otras Aminoécidos libres: acido glutdmico (Glu) y 2-12 %plp
especies celulares Glicina (Gly)

Construccion del plasmido pDRFLIP38 para expresidon en células de levadura

Se amplificaron por PCR las regiones que codifican para estas proteinas contenidas en
el vector pET28a utilizando oligonucledtidos especificos (tabla 4). Posteriormente,
mediante la clonacion de Gibson Assembly, estos productos de PCR fueron insertados
en el vector pDRFLIP38 que contenia el par FRET (mTQ2 mNG).

Las construcciones resultantes (figura 6) se transformaron en células de E. coli mediante
choque térmico, se seleccionaron mediante el uso de un medio de LB selectivo a
Ampicilinay se confirmaron mediante PCR de colonia. Luego se purificé el DNA mediante
el Kit Zymo PURE™ Plasmid miniprep de la marca Zymo Research. Para evaluar la
sensibilidad estructural de las proteinas LEA seleccionadas in vivo, los plasmidos
purificados fueron transformados en la cepa de Saccharomyces cerevisiae (S.
cerevisiae) BJ5465 mediante el método de choque térmico. La seleccién de las células

transformadas se realizé por auxotrofia en un medio carente de uracilo (SD-URA).
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Las colonias transformadas con las construcciones correspondientes a las proteinas LEA
seleccionadas, se verificaron mediante PCR de colonia de levadura con oligos
especificos mostrados en la tabla 4, bajo condiciones especificas para cada

construccion.

AtLEA4-5 en pDRFLIP-38 3
8300 bp [
(=]
£
T
=
£

Figura 6. Ejemplo de la construcciéon correspondiente a la proteina AtLEA4-5 (At5g06760). La

construccion contiene a la proteina AtLEA4-5 en medio del sistema FRET compuesto por las proteinas

fluorescentes MNG y mTQ2 en el plasmido pDRFLIP38.
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Ensayo FRET con células de levadura

Las colonias verificadas, se cultivaron en 3 mL de medio liquido YPD (extracto de
levadura peptona-dextrosa, Yeast Extract—Peptone—Dextrose) a 200 rpm, 30 °C hasta
alcanzar una densidad optica (OD.,) de 1 a 2. Posteriormente, 1 mL de este cultivo se
colecto y lavé dos veces con buffer MES 50 mM, pH=6 y finalmente, se resuspendio en

1 mL de este buffer.

El ensayo FRET consisti6 en colocar en placas de 96 pozos mezclas de 50 pL de
levaduras con 150 yL de las soluciones de NaCl a distintas concentraciones (0 mM, 200
mM, 400 mM, 600 mM, 800 mM, 1000 mM y 1500 mM de NaCl) con la finalidad de
ocasionar choque hiperosmético en las células de levadura. Luego de aplicar los
tratamientos con NaCl, las placas se colocaron en un lector de placas CLARIOStar (BMG
LABTECH). Se eligié longitud de onda de excitacion 420 nm porque es la longitud de
onda de excitacion de la proteina fluorescente donante (mTQ2) y se midi6 la intensidad
de la fluorescencia a un intervalo de 450-600 nm. Una vez que el programa finalizo, se

obtuvieron los espectros de emision de la construcciéon FRET en cada uno de los pozos.
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Tabla 4. Oligonucle6tidos especificos para amplificar la secuencia que codifica para cada proteina LEA del

grupo selecto utilizados.

DPNO013 Forward para amplificar la proteina AtEM1 | GGACGAACTGTATAAGGAGCTCG
CGTCCAAACAGCTG
DPNO014 Reverse para amplificar el vector de la GCCCTTGCTAACCATAGATCTTTT
proteina AtEM1 GTTGGTGAATTTGGATTCG
DPNO015 Forward para amplificar la proteina LEA7 | GGACGAACTGTATAAGGAGCTCG
CATCTCATCAAGAGCA
DPNO016 Reverse para amplificar el vector de la GCCCTTGCTAACCATAGATCTTTTA
proteina LEA7 CGTTGGGTCTCAC
DPNO17 Forward para amplificar la proteina GGACGAACTGTATAAGGAGCTCG
COR15A CGATGTCGTTCTCAG
DPNO018 Reverse para amplificar el vector de la GCCCTTGCTAACCATAGATCTTTTT
proteina COR15A GTTGCATCTTTTGCCT
DPNO019 Forward para amplificar la proteina GGACGAACTGTATAAGGAGCTCGA
AtLEAB-2 GGCGGGTAAAACGCC
DPNO020 Reverse para amplificar el vector de la GCCCTTGCTAACCATAGATCTTGG
proteina AtLEAG-2 AGCCTTTGCATCCGT

Construccion del plasmido de expresion newpET28a

Con el propésito de evaluar la capacidad protectora de las proteinas LEA del grupo

selecto, sus marcos de lectura abiertos de (ORF, open reading frame) fueron sintetizados

por la compafia Gen Script en el plasmido newpET28a, utilizado para la expresion de

proteinas recombinantes en Escherichia coli (E. coli).

El plasmido newpET28a contiene el promotor inducible T7, una etiqueta 6xHis (que fue

de utilidad para purificar las proteinas mediante cromatografia de afinidad), un gen que

le confiere resistencia a kanamicina, y el gen que codifica para las proteinas LEA

seleccionadas (Figura 7).
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AtLEA4-5 en newPET28a
5788 bp

Figura 7. Ejemplo de la construccion correspondiente a la proteina AtLEA4-5 (At5g06760). La

construccion contiene a la proteina AtLEA4-5 en el plasmido newpET28a.

La expresion y purificacion de la proteina AtLEA4-5 se mostrara a continuacion como
ejemplo, pero esta metodologia fue realizada para expresar y purificar cada una de las

construcciones que corresponden a las 5 proteinas LEA del grupo selecto.
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Expresién y purificacion de las proteinas LEA recombinantes

Cada una de las construcciones fue transformada en la cepa BL21 de E.coli mediante el
método de transformacion por choque térmico. Posteriormente, las colonias
transformantes fueron seleccionadas por resistencia a Kanamicina. Se tomo una colonia
para crecer un pre-cultivo de 100 mL de LB + 100 pyL de Kanamicina (50 mg/mL) y se
cultivo toda la noche a 37°C y 225 rpm.

Al dia siguiente, en un nuevo matraz con 1 L de LB + 1 mL de kanamicina. Se dejo crecer
a 37°C y 225 rpm hasta obtener una DOsoo entre 0.6-0.8. Cuando se llegd a esta DOeoo,
se indujo la expresion de la proteina adicionando isopropil-D-1-tiogalactopiranosido
(IPTG) al 1 mM durante toda la noche a 16°C y 225 rpm debido a que fueron las
condiciones Optimas para lograr una expresion adecuada de las proteinas LEA
seleccionadas. Las células se colectaron por centrifugacion y se suspendieron en 14 mL
de buffer de lisis (50 mM NaH2POa4, 0.5 M NaCl, pH=8.0) y se almacend a -80°C.

La suspension de células se descongel6 en hielo y se sometieron a un choque térmico
de 100°C por 10 min debido a que se ha descrito que algunas proteinas LEA son estables
en condiciones acuosas a alta temperatura (Hatanaka et al., 2013). Posteriormente, la
proteina se purificO mediante cromatografia de afinidad utilizando una columna de
Agarosa Ni-NTA de Roche, el lisado se adicion6 a la columna, posteriomente la columna
se lavo con 50 mL de buffer de lavado (50 mM NaH2POa4, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazol,
pH=8.0) y finalmente, la proteina se eluyé con 9 mL de buffer de elucién (50 mM
NaH2PO4, 0.5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH=8.0.

Una vez que se eluyd la proteina, esta se desalinizd, mediante el uso de una
cromatografia PD-10, se realizé un intercambio de buffer para tener a la proteina
purificada en un buffer de 50 mM NaH2PO4 a pH=8.0. Con el propdsito de incrementar la
concentracion a la proteina purificada, mediante el uso de un SpeedVac, se sometio a

una pérdida de agua por 30 min.

Para comprobar que la purificacién de la proteina se habia logrado satisfactoriamente,

se realiz6 una Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE,
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sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) con las fracciones obtenidas
y colectadas en la cromatografia de afinidad y exclusion molecular. El gel se corrid
durante 1 hr 30 min a 200 V, 400 mA.

Finalmente, las proteinas LEA purificadas (AtEM1, AtLEA4-5, LEA7 y AtLEAG6-2) fueron
identificadas por cromatografia liquida/espectrometria de masas (LCMS) en la Unidad
de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAIl) de la Facultad de
Quimica de la UNAM. Las muestras fueron fragmentadas por un método enzimatico
utilizando tripsina para obtener sus constituyentes peptidicos. Posteriormente, utilizando
la informacion contenida en bases de datos y comparando con el proteoma de A. thaliana
fue posible identificar las proteinas con gran precision.

Ensayo de Actividad Enzimética

Los ensayos de actividad enzimatica se realizaron mediante el uso de la enzima
reportera Lactato deshidrogenasa (LDH) del musculo de conejo de Sigma-Aldrich. La
LDH se diluyé hasta obtener una muestra de 50 pL una concentraciéon de 1 puM
(mondmero) en ausencia o presencia de las proteinas LEA del grupo selecto purificadas
anteriormente. Se colocé en un tubo eppendorf una relacion molar 1:1 (proteina LEA:
LDH) y se colocaron en un concentrador SpeedVac durante 1 hr 30 min para lograr una
pérdida de agua 98% un ciclo de desecacion. Posterior a este ciclo de desecacion, las
muestras se resuspendieron en 50 yL de H.O, se tomaron 20 pL y se pusieron en
contacto con 1 mL de Buffer de reaccion (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM KCI, 2 mM
piruvato, 0.15 mM NADH) para determinar la actividad de la enzima LDH mediante un
espectrofotometro. La actividad enzimatica de la LDH se determind siguiendo la
disminucién de absorbancia a 340 nm (pendiente) como resultado de la conversiéon de
NADH a NAD".

El 100% de la actividad de la LDH fue considerada como el promedio de la pendiente de
3 repeticiones y 3 réplicas, en las que la se midio la actividad de dicha enzima antes de
someterse al ciclo de desecacion. Posteriormente se obtuvo la proporcionalidad de

actividad de la enzima con las muestras sometidas al tratamiento.

43



Dicroismo circular

La determinacion de estructura secundaria se llevé a cabo mediante Dicroismo circular
gracias al apoyo de la Dra. Nuria Victoria Sanchez Puig en el Instituto de Quimica de la
UNAM.

Se realizaron 3 mezclas distintas para cada proteina recombinante purificada: una de
ellas consistié en diluir las proteinas purificadas en Buffer 50 mM NaH.PO. pH=8.0, para
llevar a cabo el ensayo se emplearon 300 pL de proteina a una concentracion de 0.03
mg/mL. Las otra dos consistieron en mezclar polietilenglicol 3350 y 8000 al 20% con 0.03
mg/mL de proteina en un volumen final de 300 yL. Todas las muestras se sometieron a
la medicion de DC de UV lejano mediante el uso de un espectropolarimetro de la marca
Jasco J-1500 con una longitud de paso 6ptico de 0.1 cm. Se adquirieron espectros en un
rango de 190-250 nm a 25°C de temperatura. Se promediaron tres espectros por cada
muestra y la sefial fue suavizada para disminuir el ruido. Los espectros se obtuvieron

cada 1 nm con un tiempo promedio en cada punto de 2 segundos.

Posteriormente, los datos obtenidos se sometieron a un analisis posterior que permitid
obtener en términos de porcentaje, los niveles de estructura secundaria realizado por el
servidor Dichroweb (http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml). Las cantidades
relativas de hélice a y hoja B se determinaron sumando las contribuciones de la hélice 1
mas la hélice 2 y la hebra 1 mas la hebra 2, méas turn, respectivamente. La estructura

aleatoria se obtuvo directamente del resultado arrojado por el servidor.
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VI. RESULTADOS

Seleccion y caracterizacion de cinco proteinas LEA de Arabidopsis thaliana

Para determinar como se altera la estructura de las proteinas en respuesta a cambios en
las condiciones de su entorno, se caracterizaron las propiedades codificadas en la
secuencia primaria de las 51 proteinas LEA de A. thaliana. La caracterizacion fue util
para seleccionar solo cinco proteinas para su posterior analisis experimental.

La primera caracteristica que nos permitio reducir las 51 proteinas LEA a 26 fue la
longitud de aminoacidos. Esta caracteristica es de suma importancia porque el método
de escaneo del espacio de solucién (SSS, Solution Space Scanning) esta limitado a
proteinas cuya longitud de aminoacidos sea menor a 170 residuos. Las 26 proteinas

seleccionadas se muestran en la Tabla (5).

Tabla 5. Proteinas LEA de Arabidopsis thaliana que poseen una longitud de aminoacidos menor o igual a

170 aminodcidos.

Caodigo AGI Longitud de aminoacidos

1 At1g01470 LEA 2 151
2 At1g02820 LEA_3 91
3 At1g32560 LEA_1 134
4 At1952690 LEA 4 169
5 At1g54410 Dehidrina 98
6 At29g23110 PVLEA18 92
7 At2923120 PVLEA18 83
8 At2g33690 PVLEA18 71
9 At2g35300 LEA_1 97
10 At2g40170 LEA_5 92
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11 At2g41280 AtM 107
12 At2g42530 LEA 4 141
13 At2g42540 LEA_ 4 139
14 At2g46140 LEA_2 166
15 At3g02480 LEA 4 68
16 At3g50980 Dehidrina 128
17 At3g51810 LEA_5 152
18 At3g53770 LEA_3 124
19 At4g02380 LEA_3 97
20 At4g13230 LEA 4 120
21 At4g15910 LEA_ 4 109
22 At4g38410 LEA_ 3 87
23 At4g39130 Dehidrina 163
24 At4g39130 Dehidrina 151
25 At5g06760 LEA_1 158
26 At5g53270 SMP 159

El método SSS es util en el estudio de los cambios estructurales de proteinas
intrinsecamente desordenadas. Una de las caracteristicas de las IDPs es su abundancia
de aminoéacidos cargados o polares como lisina (K), acido glutamico (E), asparagina
(N), glutamina (Q), acido aspartico (D), histidina (H), arginina (R), asi como de
aminoacidos pequefios como glicina (G) y alanina (A). Por lo que se tomé esta

caracteristica como segundo criterio para la seleccion de las proteinas LEA.
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A partir de este criterio se seleccionaron 10 proteinas LEA, de las cuales 6 pertenecian
al grupo LEA 4. Los porcentajes de aminoacidos polares y pequefios de estas 6
proteinas LEA eran muy similares, asi que decidimos elegir inicamente 2 de este grupo
(la proteina LEA con un mayor porcentaje de aminoacidos polares y pequefios y la

proteina LEA con menor porcentaje de amino&cidos polares y pequefos).

Ademas, 2 proteinas LEA de las 10 pertenecian al grupo LEA_1. Decidimos elegir a la
proteina AtLEA4-5 (At5g06760), debido a que es una proteina cuya sensibilidad
estructural al ambiente y funcion protectora ya han sido caracterizadas anteriormente, lo
gue es conveniente para nuestro estudio para utilizarla como una referencia.

De esta manera, se logro obtener un grupo de 7 proteinas LEA (tabla 6).

Tabla 6. Proteinas LEA seleccionadas en funcion de su tamafio y contenido de AA polares, cargados y

pequefios.

Numero Caodigo AGI Longitud de Porcentaje de aminoacidos
aminoacidos polares, cargados y
pequefios
1 At1g52690 LEA_4 168 76
2 At2g23120 PvVLEA18 83 76
3 At2g33690 PVLEA18 71 76
4 At2g40170 LEA 5 92 80
5 At2g42540 LEA 4 139 60
6 At3g51810 LEA 5 152 79
7 At5g06760 LEA 1 158 69

Hasta el momento, el grupo de proteinas LEA estaba formado por 7 proteinas que
cumplian con los criterios antes mencionados y pertenecian a distintos grupos. No

obstante, contiene dos proteinas pertenecen al grupo LEA_5. Para seleccionar una de
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ellas, tomamos en cuenta la presencia del motivo conservado caracteristico de esta
familia, debido a que se ha reportado que algunos motivos de proteinas LEA pueden

promover la tolerancia a la desecacion in vivo (Hibshman et al., 2021).

La proteina LEA_5 (At2g40170) so6lo tenia una copia del motivo conservado de este
grupo con secuencia: RKEQLGHEGY. Mientras que la proteina LEA_5 (At3g51810)
tenia cuatro copias de este motivo (Tabla 7). Este fue el criterio para elegir a la proteina
LEA_5 (At3g51810) (Tabla 7).

Tabla 7. Secuencia primaria de las proteinas LEA_5 (At3g51810) y (At2g40170). Se muestran los motivos

conservados en las secuencias de estas proteinas.

LEA 5 (At3g51810) LEA 5 (At2g40170)

MASKQLSREELDEKAKQGETVVPGGTGGHSLEAQEHLAEG | MASQQEKKQLDERAKKGETVVPGG
RSKGGQTRKEQLGEGYQEIGHKGGEARKEQLGHEGYQEM | TGGKSFEAQQHLAEGRSRGGQTR
GHKGGEARKEQLGHEGYQEMGHKGGEARKEQLGHEGYK | KEQLGEGYQQMGRKGGLSTGDKP
EMGRKGGLSTMEKSGGERAEEEGIEIDESKFTNK GGEHAEEEGVEIDESKFRTKT

Por otra parte, en el grupo de proteinas LEA también se encontraban 2 proteinas LEA
del grupo PVLEA18. Para elegir una de ellas, se tomo en cuenta los niveles de expresion
en semilla seca de acuerdo a lo reportado en eFP browser (Tabla 8).

La proteina PVLEA18 (At2g23120) se expresa abundantemente en semilla seca,
mientras que la proteina PvLEA18 (At2g33690) se expresa muy poco. En funcién a esto
decidimos elegir a la proteina cuya abundancia de transcritos en semilla seca fuese
mayor, es decir, la proteina PVLEA18 (At2g23120) (Tabla 8).

Tabla 8. Valores de los niveles de expresion de transcritos que codifican para las proteinas PvLEA18
(At2g23120) y (At2g33690) en semilla seca obtenidos de eFP Browser.

Caodigo AGI Abundancia de los transcritos
At2g23120 PvLEA18 2657.82
At2g33690 PVLEA18 8.37
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Finalmente, de acuerdo con las caracteristicas mencionadas anteriormente, se obtuvo el

grupo final de 5 proteinas LEA para su posterior estudio (tabla 9).

Tabla 9. Proteinas LEA seleccionadas.

Longitud de Porcentaje de aminoacidos polares
aminoacidos cargados y pequefos
At1g52690 LEA7 LEA 4 169 75.74
At2923120 | AtLEA6-2 PvLEA18 83 75.90
At2g42540 COR15A LEA 4 139 60.43
At3g51810 AtEM1 LEA 5 152 78.95
At5g06760 | AtLEA4-5 LEA 1 158 69.07

Determinacion de la sensibilidad estructural in silico de las proteinas LEA

seleccionadas

Con el objetivo de caracterizar la sensibilidad estructural in silico de las 5 proteinas LEA
de A. thaliana en respuesta a la atraccidén/repulsion del solvente, utilizamos la

metodologia de SSS in silico.

La fuerza total de interaccion de la solucion fue modificada, haciendo que las
interacciones de las proteinas con el solvente fueran mas o menos atrayentes y en
funcién del valor de Radio de giro (Rg) calculado para cada proteina LEA, determinamos
la capacidad de compactarse o extenderse al incrementar la repulsion del solvente. Un
valor bajo de Rg indica que la proteina se encuentra mas compacta y de manera opuesta,

un valor alto de Rg sugiere que la proteina se encuentra mas extendida (Figura 8).
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Figura 8. Caracterizacién estructural in silico de las 5 proteinas LEA seleccionadas mediante SSS
in silico. El radio de giro normalizado (Rg) de las proteinas LEA se muestra de distintos colores. En el eje
X se muestra de color rojo la repulsiéon de la solucion (de baja a alta repulsiéon de la solucion de la cadena

polipeptidica). Media + DE n = 5 simulaciones independientes.

Como se observa en la Figura 8, al obtener los valores de Rg modulando la repulsion de
la solucion para las 5 proteinas LEA seleccionadas, no encontramos diferencia
significativa entre los valores de Rg obtenidos. Dicho de otra manera, la sensibilidad
estructural in silico de estas proteinas LEA es similar en un entorno en el que incrementa

la repulsién de la solucion.
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Determinacion de la sensibilidad estructural in vitro de las proteinas LEA

seleccionadas.

Para obtener una amplia caracterizacion de la sensibilidad estructural de las proteinas
LEA seleccionadas en un contexto in vitro, utilizamos la metodologia SSS in vitro. Para
ello se expresaron y purificaron independientemente las 5 proteinas recombinantes

fusionadas a un par FRET (mTurquise2 y mNeonGreen).

Esta metodologia, nos permitio someter a las proteinas LEA a 21 osmolitos distintos y a
distintas concentraciones. En funcién de un parametro definido como “x” logramos
revelar el grado de compactacion o expansion de las proteinas LEA en relacion con una
referencia (repetidos de Gly-Ser de longitud equivalente). En este sentido, valores
negativos de y indican que la proteina LEA en cierta condicion, se encuentra compacta.
Contrariamente, cuando los valores de x eran positivos mostraban que la proteina LEA

en cierta condicion se encuentra expandida (Figura 9).
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Figura 9. SSS in vitro de las 5 proteinas LEA seleccionadas. Cada punto de datos muestra el valor de y frente a la concentracion de cada
osmolito especifico probado para cada proteina LEA. El color de fondo representa la sensibilidad del cambio a la adicidn del osmolito. Los colores
mas intensos indican una mayor sensibilidad y los menos intensos una menor sensibilidad. Los tonos rojos indican compactacién y los tonos azules
indican expansion de las proteinas LEA al osmolito expuesto. El fondo morado indica un comportamiento no monotono. El fondo blanco indica que
no hay un cambio significativo.
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Contrario a lo que esperdbamos, a pesar de las diferencias en las caracteristicas
fisicoguimicas de las proteinas LEA seleccionadas, su sensibilidad estructural fue muy
similar en la mayoria de los osmolitos probados. Por ejemplo, a medida que las
concentraciones de Ficoll, Glicina y Sarcosina aumentaban, el valor de x adquiere
valores menores a cero, indicando que ante estos osmolitos las proteinas LEA

seleccionadas se compactan més que el linker de G-S de tamafio equivalente (Figura 9).

En un entorno con agentes desnaturalizantes como urea y cloruro de guanidinio (GuHCI),
a medida que las concentraciones de estos incrementaron, el valor de x adopta valores
mayores a cero, indicando que las proteinas LEA se expanden mas que el linker G-S de

tamafo equivalente (Figura 9).

Al probar sales como NaCl y KClI para la proteina AtEM1 se observd un comportamiento
no monatono, es decir, el valor de y adopta valores crecientes y decrecientes, pero esto
no se relaciona linealmente con el aumento en la concentracion de estos osmolitos. Para
el resto de las proteinas seleccionadas este comportamiento se replico, pero el

incremento y decaimiento en el valor de x fue muy sutil (Figura 9).

En osmolitos como sorbitol, glicerol, etilenglicol, trehalosa y PEG200, el valor de x que
adquieren las proteinas LEA seleccionadas es similar al de su referencia, lo cual muestra
gue ante estos osmolitos la estructura de las proteinas LEA es poco sensible. En
osmolitos como betania y PEG400 el valor de x de las proteinas LEA seleccionadas no
cambi6 en relacion con el valor obtenido para los repetidos de Gly-Ser de longitud
equivalente, dicho de otro modo, ante estos osmolitos la estructura de las proteinas LEA
es insensible (Figura 9).

En conjunto, estos resultados muestran que al menos in vitro, las proteinas LEA
seleccionadas presentan una sensibilidad estructural similar en 15 de los 21 osmolitos
probados. Sin embargo, en entornos con PEG 1500, 2000, 4000, 6000, 8000 y 10000, el
comportamiento de AtLEA6-2 y COR15A fue diferente al de las otras proteinas LEA

seleccionadas (Figura 9). El decaimiento (valores negativos) en el valor de x fue mas

53



dramatico para COR15A en relacion con su referencia y en relacion con el resto de las
proteinas LEA. Esto nos permiti6 inferir que la proteina COR15A en estas condiciones,

se compacta mas y es mas sensible que el resto de las proteinas LEA seleccionadas.

En contraste, el decaimiento en el valor de x para la proteina AtLEA6-2 fue menor en
relacion con su referencia y menor que el valor de x obtenido para el resto de las
proteinas LEA (Figura 9). Esto indica que la proteina AtLEA6-2 se compacta menos y
por tanto, su estructura es menos sensible o resistente ante un ambiente de

amontonamiento macromolecular simulado con PEG de alto peso molecular.

Determinacion de la sensibilidad estructural in vivo de las proteinas LEA

seleccionadas.

Con el proposito de determinar la sensibilidad estructural in vivo de las proteinas LEA
pertenecientes a nuestro grupo representativo, células de levadura vivas que expresaban
independientemente las construcciones de las proteinas LEA seleccionadas fueron
expuestas a un ambiente de choque osmotico con NaCl a distintas concentraciones (0,
0.2,0.4,0.6,0.8,1.0y 1.5 M).

Mediante el uso de FRET (transferencia de energia de resonancia de Forster), los niveles
de sensibilidad estructural fueron cuantificados mediante el cambio en la razon de FRET.
Dicha razon se obtuvo dividiendo la emisién de fluorescencia del aceptor (mTQ2) a 474
nm entre la emision de fluorescencia del aceptor (MNG) 505 nm (DxAm/DxDm) (Figura
10).

Como se observa en la Figura 10, no encontramos diferencias en el cambio de la razon
FRET que experimentan las células de levadura que expresan las proteinas LEA

seleccionadas ante el choque osmatico ocasionado por NaCl.
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Figura 10. Cambio de la razon FRET (DxAm/DxDm) normalizado en condiciones de choque
hiperosmético en levaduras. Se muestra el cambio en la razén de FRET (DxAm/DxDm) de las células
de levadura vivas que expresan a las construcciones de las proteinas LEA del grupo selecto. Las células
se trataron con (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 y 1.5 M de NaCl. Cada tratamiento se midié por triplicado y se
realizaron 3 mediciones independientes para cada construccién. Se muestran las medias + desviacion

estandar de 3 experimentos independientes.

Determinacion de la estructura secundaria in vitro de proteinas LEA seleccionadas

en solucién y bajo condiciones de amontonamiento macromolecular

Para determinar si la compactacion estructural de las proteinas LEA observada en SSS
in vitro era resultado de la capacidad de adquirir estructura secundaria, realizamos la
purificacion de las proteinas LEA recombinantes sin etiquetas fluorescentes, como se
describié en la seccion de materiales y métodos (Figura 11). Posteriormente, para
confirmar la identidad de las muestras purificadas, se realizé la identificacion por huella
peptidica (anexos). Logramos purificar las proteinas recombinantes AtEM, AtLEA4-5,
AtLEA6-2 y LEA7 (Figura 11). Desafortunadamente, no logramos purificar a la proteina
CORI15A.
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Figura 11. Electroforesis SDS-PAGE con las proteinas LEA recombinantes puras. Gel de gradiente
4-20% en condiciones reductoras. Carril 0: Marcador de peso molecular (kDa). Carril 1: proteina AtEM1
(16.61 kDa). Carril 2: proteina AtLEA4-5 (14.60 kDa). Carril 3: proteina AtLEA6-2 (8.48 kDa). Carril 4:
proteina LEA7 (17.88 kDa).

Posteriormente, analizamos los niveles de estructura secundaria de las proteinas LEA
seleccionadas en tres soluciones diferentes: Buffer 50 mM NaH2PO4 pH=8.0, PEG 3350
al 20% y PEG 8000 al 20%. Se opto por usar PEG de estas masas moleculares y al 20%
para replicar las condiciones de SSS in vitro, en las que observamos que las proteinas
CORI15A presenta mayor sensibilidad estructural y la proteina AtLEA6-2 presenta menor

sensibilidad estructural respecto al resto de las proteinas seleccionadas.

Mediante espectroscopia de Dicroismo Circular (DC), los espectros obtenidos se
muestran en las Figuras 12, 15, 18 y 21, con el servidor Dichroweb cuantificamos los

niveles de estructura secundaria en cada condicion (Figuras 13, 16, 19 y 22).
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Adicionalmente, con la finalidad de cuantificar los niveles de estructuras tipo hélice-alfa,

consideramos el cociente R (Figuras 14, 17, 20 y 23).

Este cociente toma en cuenta el valor de elipticidad mayor a 222 nm y el valor de

elipticidad menor a 205 nm.

Cuando el cociente R adquiere valores entre 0.1y 0.4, se considera que el tipo de hélice
es predominantemente hélice 310. Los valores obtenidos en cada condicion fueron

graficados y se muestran en las Figuras 14, 17, 19y 23.

Elipcidad (mdeg)
&

——AtLEA4-5 + Buffer

-10
——AtLEA4-5 + PEG3350
-12 ——AtLEA4-5 + PEG8000
14
195 205 215 225 235 245 255

Longitud de onda (nm)

Figura 12. Espectro de DC de la proteina AtLEA4-5 en diferentes condiciones. Se muestra el espectro

de la proteina AtLEA4-5 en buffer (color azul), PEG3350 (color rojo) al 20% y PEG8000 (color gris) al 20%.
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Figura 13. Porcentajes de estructura secundariade la proteina AtLEA4-5. Se muestran los porcentajes

de estructura calculados por el servidor DichroWeb para la proteina AtLEA4-5.

0.4
0.3 O Buffer
B AtLEA4-5 + PEG3350
0.2
W AtLEA4-5 + PEG8000
0.1
0

Figura 14. Cociente R calculado para la proteina AtLEA4-5 en diferentes condiciones. Se muestra el
valor de R en 3 condiciones distintas: Buffer 50 mM NaH2PO4 pH=8.0 (color blanco), en PEG3350 al 20%
(color gris) y PEG8000 al 20% (color negro).

Valor de R
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Figura 15. Espectro de DC de la proteina AtEM1 en diferentes condiciones. Se muestra el espectro
de la proteina AtEM1 en buffer (color azul), PEG3350 (color rojo) al 20% y PEG8000 (color gris) al 20%.
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Figura 16. Porcentajes de estructura secundaria de la proteina AtEM1. Se muestran los porcentajes

de estructura calculados por el servidor DichroWeb para la proteina AtEM1.
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B AtEM1 + PEG3350

W AtEM1 + PEG8000

Figura 17. Cociente R calculado para la proteina AtEM1 en diferentes condiciones. Se muestra el
valor de R en 3 condiciones distintas: Buffer 50 mM NaH2PO4 pH=8.0 (color blanco), en PEG3350 (color
gris) al 20% y PEG8000 al 20% (color negro).
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Figura 18. Espectro de DC de la proteina LEA7 en diferentes condiciones. Se muestra el espectro de

la proteina LEA7 en buffer (color azul), PEG3350 al 20% (color rojo) y PEG8000 (color gris) al 20%.
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Figura 19. Porcentajes de estructura secundaria de la proteina LEA7. Se muestran los porcentajes de

estructura calculados por el servidor Dichroweb para la proteina LEA7.
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Figura 20. Cociente R calculado parala proteina LEA7 en diferentes condiciones. Se muestra el valor
de R en 3 condiciones distintas: Buffer 50 mM NaH2PO4 pH=8.0 (color blanco), en polietilenglicol 3350 al
20% (color gris) y PEG8000 al 20% (color negro).
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Figura 21. Espectro de DC de la proteina AtLEAG6-2 en diferentes condiciones. Se muestra el espectro

de la proteina AtLEA6-2 en buffer (color azul), PEG3350 al 20% (color rojo) y PEG8000 (color gris) al 20%.
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Figura 22. Porcentajes de estructura secundaria de la proteina AtLEA6-2. Se muestran los
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porcentajes de estructura calculados por el servidor Dichroweb para la proteina AtLEAG6-2.
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Figura 23. Cociente R calculado para la proteina AtLEA6-2 en diferentes condiciones. Se muestra el
valor de R en 3 condiciones distintas: Buffer 50 mM NaH2PO4 pH=8.0 color blanco), en PEG3350 al 20%
(color gris) y PEG8000 al 20% (color negro).

Estos resultados en conjunto muestran que las proteinas AtLEA4-5, LEA7 y AtEM1
experimentan cambios estructurales de desorden a hélice-alfa predominantemente, en
un entorno de amontonamiento macromolecular simulado con PEG. Por el contrario, la
estructura de la proteina AtLEA6-2 parece ser resistente a este entorno ambiental.
Particularmente, la proteina AtLEA6-2 en PEG 3350 al 20% presenté una ganancia de
estructura hélice-alfa tnicamente del 2%. Pero en PEG 8000 al 20% no presentd ningin
cambio estructural, es decir, permanecié desordenada. Estos resultados, concuerdan

con lo anteriormente observado en el SSS in vitro.
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Caracterizacién de la funcion protectora durante condiciones de desecacién in

vitro de las proteinas LEA seleccionadas

Con el fin de correlacionar la funcion protectora in vitro de las proteinas LEA
seleccionadas, con su sensibilidad estructural, realizamos ensayos de actividad
enzimética mediante el uso de la enzima reportera Lactato deshidrogenasa (LDH) del
musculo de conejo. En presencia o ausencia de las proteinas LEA seleccionadas, la

enzima LDH se sometio a desecacion in vitro, logrando la pérdida de 98% del agua.

Las relaciones molares utilizadas de proteinas LEA y LDH fueron 1:1. El porcentaje de
actividad maximo de la LDH fue considerado como la actividad de esta enzima antes de
ser sometida a desecacion. La actividad de la enzima LDH se midi6 mediante la
disminucion de absorbancia a 340 nm como resultado de la conversion de NADH a NAD*
(Figura 24).

100 OLDH sin secar
LDH seca
LDH+AtLEA4-5
% { LDH+AtEM1
] ! O LDH+LEA7

60 [ LDH+AtLEAG-2

40

% Actividad LDH

20

Figura 24. Porcentaje de la actividad enzimética de la LDH sometida a desecacién. Se midio la
actividad de la enzima LDH en presencia y ausencia de las proteinas LEA del grupo selecto purificadas

utilizando una relacion molar 1:1 (proteina LEA: LDH).
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Como se observa en la figura 24, la actividad de la enzima LDH se pierde totalmente tras
el tratamiento de desecacion. La incubacion con las proteinas AtLEA4-5, AtEM1 y LEA7
preservo la actividad de la enzima en un 80%, 72 % y 68% respectivamente. Sin
embargo, el porcentaje de proteccion de la proteina AtLEA6-2 fue menor que el de las
otras proteinas LEA probadas, siendo Unicamente del 46%, lo que sugiere una
correlacion entre la sensibilidad estructural y la funcion protectora en las proteinas LEA

seleccionadas (Figura 24).
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VIl. DISCUSION

Las proteinas LEA han sido consideradas como proteinas protectoras durante el estrés
abidtico en plantas. La mayoria se predicen no estructuradas en un estado hidratado,
pero en condiciones de deshidratacion parcial o completa, congelamiento,
amontonamiento macromolecular y alta osmolaridad experimentan un plegamiento
predominantemente de hélice-alfa (Wang et al., 2003). Se han sugerido varias funciones
moleculares para estas proteinas, principalmente la estabilizacion de enzimas reporteras
durante el secado y la congelacioén in vitro. Sin embargo, aln no esta claro si se requiere
que las proteinas LEA sufran un plegamiento estructural para llevar a cabo una funcion
y si estas caracteristicas pueden ser generalizadas a todas las proteinas LEA de distintos

grupos.

Actualmente, existen pocos estudios en los que se incluyan varias proteinas LEA de
distintos grupos en los andlisis comparativos de estructura-funcién. Por esta razén, en el
presente trabajo, se seleccionaron 5 proteinas LEA de A. thaliana de distintos grupos 'y,
por tanto, distintas caracteristicas en su secuencia. Con la finalidad de esclarecer si la
sensibilidad estructural de las proteinas LEA ante cambios en su entorno esta

relacionada con su funcion.

In silico, mediante el uso de la metodologia el escaneo del espacio de solucién (SSS,
Solution Space Scanning) logramos modular la repulsion del solvente para cada una de
las secuencias de las proteinas LEA del grupo selecto. Posteriormente, usando la
biblioteca de Python MDtraj se calcul6 el Radio de giro (Rg) de cada proteina LEA. El Rg
es una manera de medir la compactacion de la estructura de la proteina: un valor bajo
de Rg sugiere que la proteina se encuentra mas compacta y de manera opuesta, un valor
alto de Rg sugiere un comportamiento mas relajado. Modulando la repulsion del solvente
de las proteinas LEA seleccionadas, los valores de Rg fueron muy similares. Denotando
gue la sensibilidad estructural in silico de las proteinas LEA es semejante. Esto suscita
una pregunta respecto a si la informacién obtenida mediante SSS in silico es inherente
a una familia de proteinas o es particular de cada proteina y si los homélogos de

proteinas LEA tendran el mismo patron dinamico (Fernandez et al., 2023).
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No obstante, como se ha mencionado a lo largo de este trabajo, las proteinas LEA son
intrinsecamente desordenadas y a diferencia de las proteinas globulares, carecen de
una estructura terciaria bien definida. Al comparar el comportamiento de las proteinas
LEA en SSS in silico, con el comportamiento de una de las proteinas globulares mas
estudiadas (el dominio B1 de la proteina G).

Resulta que, en una solucion repulsiva, el valor de Rg de las proteinas LEA adopta
valores altos, lo que indica que se encuentran extendidas. Pero en las mismas
condiciones, el dominio B1 de la proteina G se encuentra compacto y estable. En una
solucién atractiva, el valor de Rg de las proteinas LEA adopta valores pequefios,
indicando que se compacta mientras que el dominio B1 de la proteina G, se encuentra
expandido y se desestabiliza (Guseman, 2017). Esta comparacion, destaca que la
sensibilidad estructural de las proteinas LEA es Unica y diferencial respecto a las

proteinas globulares.

La evaluacion in vitro de la sensibilidad estructural de las proteinas LEA seleccionadas
utilizando SSS nos permiti6 someter a estas proteinas a distintos entornos
fisicoguimicos. Probamos un total de 21 entornos fisicoquimicos distintos, a distintas
concentraciones para cada proteina LEA y por triplicado.

Dentro de los osmolitos utilizados, incluimos algunos estabilizadores, desnaturalizantes,
polimeros, sales y aminoacidos libres. En funcion del valor de x y en relacion con una
referencia, determinamos los niveles de compactacion y expansion de las proteinas LEA
en los entornos probados.

Nos sorprendié que en 15 de los 21 osmolitos, a pesar de las diferencias a nivel de
secuencia de las proteinas LEA, todas mostraron una sensibilidad estructural similar. No
obstante, en un ambiente que simula amontonamiento macromolecular in vitro con PEG,
la proteina COR15A mostré una mayor compactacion estructural respecto a las demas,
siendo estructuralmente mas sensible, contrariamente la proteina AtLEA6-2 mostro ser
menos sensible, ya que presentdé una menor compactacion estructural respecto a las

demas.
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Con base en esto, nos preguntamos si los niveles de compactacion de las proteinas LEA
estaban relacionados con su capacidad de plegarse en estructuras hélice-alfa en
condiciones de amontonamiento macromolecular simuladas con PEG. Para responder
este cuestionamiento realizamos una caracterizacion de la estructura secundaria de
estas proteinas purificadas mediante dicroismo circular en solucion acuosa y en PEG.
Utilizamos PEG de masa molecular 3350 y 8000 al 20%, para imitar las condiciones del
ensayo SSS in vitro. Las proteinas AtEM1, AtLEA4-5 y LEA7 presentaron un incremento
en la formacion de estructura secundaria, primordialmente hélice-alfa en PEG. Por el
contrario, la proteina AtLEAG6-2 presenté un incremento en la formacion de estructura
hélice-alfa en PEG3350 Unicamente del 2%. Y en PEG8000 no incremento el porcentaje
de la formacién de hélice-alfa. Con estos resultados, inferimos que la estructura de la
proteina AtLEA6-2 no es sensible en un entorno de amontonamiento macromolecular
simulado con PEG. La caracterizaciébn de la estructura secundaria de la proteina
CORI15A no fue posible, debido a que no logramos expresarla. Ante esto, realizamos
algunas modificaciones en el protocolo de expresion que utilizamos para el resto de las
proteinas LEA seleccionadas. Intentamos optimizar algunos parametros de crecimiento
y expresion independientes. Uno de ellos fue la temperatura de induccién, probamos con
4°C, 15°C, 24°C, 32°C y 37°C, otro fue el tiempo de induccion, probamos por 2 hrs, 4hrs,
16 hrs, 24 hrs y 48 hrs. Finalmante, modificamos la concentracion de IPTG, probamos
0.1 mM, 0.25 mM, 0.5 mMy 1 mM. Pero no tuvimos éxito en ninguno de los casos (Singh,
2020; Graether, 2018). Adicionalmente, la proteina COR15A posee una secuencia sefial
N-terminal para la importacién de cloroplastos, razén por la que, en algunos reportes su
expresion adecuada requiere que la secuencia de ADNc que codifica para la proteina
COR15A madura, se amplifique mediante PCR y se inserte en un vector de expresion
Gateway pENTR.SD.D-TOPO. Ademas, la construccion pDEST17.COR15A se
transforma en la cepa de Escherichia coli Rosetta (DE3). Tomando en cuenta estos
antecedentes, actualmente nos encontramos expresando dicha proteina en la cepa de
E. coli Rosetta sin escindir la secuencia sefial N-terminal y parece ser una opcion de

expresion mas adecuada (Thalhammer, 2010).
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Con los porcentajes de estructura secundaria obtenidos, calculamos el cociente R. Las
proteinas AtLEA4-5, AtEM1 y LEA7, en buffer (50 mM NaH.PO. pH=8.0) adquieren
valores en un rango de (0.1-0.4), que corresponde a una estructura hélice 310. Sin
embargo, en PEG3350 y PEG8000 al 20% el valor de R incrementd. Esto resulta
interesante ya que se ha propuesto que las hélices 310 pueden ser una conformacion
intermedia entre la formacion y el despliegue de una estructura hélice-alfa (Viera, 2010).
De esta manera, el incremento en los valores del cociente R, nos podria proporcionar

informacion sobre el inicio del plegamiento hélice-alfa.

Por otra parte, los valores de R calculados para la proteina AtLEA6-2 en buffer también
corresponden a estructuras hélice 310 y este valor se conserva tras la exposicion a
PEG3350 al 20%. Sin embargo, en PEG8000 al 20% el valor de R tuvo valores negativos.
Esto podria sugerir que la poca sensibilidad estructural observada en SSS in vitro de la
proteina AtLEA6-2, se debe a que no es capaz de incrementar el plegamiento de hélice-

alfa y permanece desordenada.

Comparando nuestros resultados con un estudio previo en el que determinaron la
sensibilidad estructural de una proteina del grupo PvVLEA18, encontramos que a
diferencia de nosotros, ellos si observaron que en la exposicibn de agentes de
hacinamiento como PEG la proteina del grupo PVLEA18 mostr6 una ganancia de
estructura hélice-alfa, aunque en pequefia medida. Sin embargo, cabe resaltar que los
autores utilizaron concentraciones de PEG mayores al 20%. Lo cual sugiere que las
proteinas PVLEA18 de A. thaliana podrian requerir condiciones mas extremas de
amontonamiento macromolecular para modular su estructura y refuerza lo que nosotros
concluimos; la estructura de la proteina AtLEA6-2 respecto a las proteinas LEA de otros

grupos, es menos sensible (Rivera-Ngjera et al., 2014).

La gran mayoria de la evidencia experimental sobre la sensibilidad estructural de
proteinas LEA proviene de experimentos in vitro, siendo la informacion sobre esta

caracteristica de las proteinas LEA in vivo limitada (Brown, 2020).

Tomando en cuenta esto, en el presente trabajo, optamos por caracterizar también la

sensibilidad estructural de las proteinas LEA seleccionadas in vivo, expresandolas en
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levadura (S. cerevisiae). Dicha caracterizacion se realizé mediante la obtencion del
cambio en la razén de FRET (DxAm/DxDm) de las células de levadura vivas que
expresaron las construcciones de las proteinas LEA del grupo selecto, sometidas a
estrés osmotico con NaCl. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre

los valores del cambio en la razon FRET de las proteinas LEA probadas.

Tiene sentido que no hayamos observado diferencias en la sensibilidad estructural in
Vivo ya que es mucho mas complejo que un contexto in vitro. En un ambiente celular, las
proteinas LEA seleccionadas no sélo estan expuestas al estrés osmotico inducido con
NacCl, también interaccionan con altas concentraciones de macromoléculas y andamios
celulares que podrian contribuir a su modulacion estructural. Por lo que resulta dificil
realizar una relacion directa de nuestros hallazgos in vitro a un contexto fisioldgico (Shou,
2019).

Con la intencién de simular en un contexto in vitro lo que podria estar ocurriendo in vivo,
Rivera-Najera et al. en 2014 determinaron la estructura secundaria mediante dicroismo
circular de una proteina LEA del grupo PVLEA18, sometiendo a esta proteina a dos
osmolitos, glicerol y PEG, para simular condiciones de baja disponibilidad de agua y
amontonamiento macromolecular, respectivamente. Sin embargo, no observaron
cambios significativos adicionales a los observados con PEG solamente sobre la
estructura de esta proteina. Lo cual podria sugerirnos que el cambio en la estructura
secundaria de las proteinas LEA se debe principalmente al amontonamiento
macromolecular y, dado que dentro de las células existen diversos iones, osmolitos,
macromoléculas como acidos nucleicos, proteinas y carbohidratos, el cambio estructural

de las proteinas LEA en general, podria ser similar (Rivera-Najera, 2014).

Finalmente, con la intencion de encontrar una correlacién respecto al cambio estructural
de las proteinas LEA y su funcion, retomamos la evidencia que se ha acumulado respecto
a que una de las funciones de las proteinas LEA es estabilizar y preservar la actividad
enzimatica de enzimas modelo in vitro, después de la desecacion (Goyal et al. 2005;
Reyes et al., 2008). El ensayo mas utilizado para probar esta funcién de las proteinas

LEA, consiste en medir la actividad de algunas enzimas reporteras como la enzima
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lactato deshidrogenasa (LDH) que bajo condiciones de desecacion forma agregados
insolubles, pero la agregacion de esta enzima reduce notablemente en presencia de
proteinas LEA (Pouchkina et al. 2007 ; Kovacs et al. 2008).

Mediante ensayos de desecacion, se observo que AtLEA4-5 y AtEM1 tienen una
capacidad mayor de estabilizar a la la enzima LDH que AtLEA6-2, acorde a la medicion
de su actividad enzimatica que fue casi dos veces menor en presencia de esta Ultima. Lo
cual, es consistente con lo que se ha reportado en la literatura, es decir, que la funcion
de las proteinas LEA no es universal, e incluso pares de proteinas LEA muy similares
pueden llevar a cabo tareas muy diferentes in vitro (Pouchkina et al., 2007). Ademas,
mediante estudios de deshidratacion in vitro se muestra que algunos miembros del grupo
PVLEA18 de las proteinas LEA, como la AtLEA6-2 no desempefian un papel protector
contra la inactivacion de enzimas reporteras, lo que se sugiere que puedan existir

blancos distintos para este grupo particular de proteinas (Reyes et al.,2005).

Estos resultados en conjunto nos permitieron proponer una posible relacion entre la
sensibilidad estructural de las proteinas LEA en respuesta a un entorno de
amontonamiento macromolecular in vitro y su funcién protectora. Ahora, surge la
necesidad de comprender qué diferencias a nivel de secuencia primaria determinan que
unas proteinas LEA tengan una menor sensibilidad estructural in vitro y una menor
capacidad protectora, en contraste con aquellas que presentan una mayor sensibilidad

estructural in vitro y una mayor capacidad protectora.
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IX. CONCLUSIONES

En el presente estudio, logramos caracterizar la sensibilidad estructural de un grupo de
5 proteinas LEA de A. thaliana con distintas caracteristicas codificadas en su secuencia.
La caracterizacion de la sensibilidad estructural se realizo in silico, in vitro e in vivo.
Aunque in silico e in vivo no observamos diferencias en los niveles de sensibilidad de las
proteinas LEA seleccionadas, in vitro, logramos identificar que la proteina COR15A es la
mas sensible y la proteina AtLEA6-2 la menos sensible ante un entorno que simula

condiciones de amontonamiento macromolecular con PEG.

Adicionalmente, la proteina AtLEA6-2 fue la proteina que tuvo una menor capacidad
protectora, lo que nos lleva a inferir la existencia de una correlacion entre el nivel de
sensibilidad estructural al ambiente de proteinas LEA y su capacidad protectora al menos

€n un contexto in vitro.

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen a entender como la sensibilidad
estructural de las proteinas desordenadas en respuesta a cambios en su entorno se
relaciona con su funcion protectora, lo que puede tener un impacto en diversas areas de

la bioquimica, biofisica de proteinas y biotecnologia.
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X. PERSPECTIVAS

Expresar la proteina COR15A en otra cepa de E.coli para expresar proteinas

heterdlogas y purificarla.

Determinar la propension a formar hélice-alfa de la proteina COR15A y su

capacidad protectora in vitro.

Determinar cuales son las diferencias a nivel de secuencia de aminoacidos que

determinan una mayor y menor flexibilidad estructural.

Probar la capacidad protectora de las proteinas LEA seleccionadas sobre otras

enzimas reporteras bajo condiciones de desecacion.
Realizar una estandarizacion del cambio de la raz6n de FRET de los repetidos de

Gly-Ser expresados en células de levadura para realizar una comparaciéon mas

justa del comportamiento de las proteinas LEA in vivo.

Determinar la estructura secundaria de las proteinas LEA seleccionadas en

concentraciones mas altas de PEG (3350 y 8000), por ejemplo, al 45%.
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XIl. ANEXOS

Método de transformacién por choque térmico en células de E. coli

1.

Configurar la centrifuga de “enfriamiento rapido” a 4 °C y encender el bafio de
calor a 42°C

Obtener células BL21 de -80°C y el plasmido pET28-a de -20°C con las proteinas
LEA y poner ambas en hielo

Verter los plasmidos 2 veces para mezclar. Luego girarlos durante 30 seg a 13,000
rom a 4°C

4. Colocar alicuotas de 50 pL de células competentes en un nuevo tubo eppendorf

5. Afadir 2 pL de plasmido a una alicuota de células competentes, mezclar

9.

pipeteando arriba/abajo 2 veces

Incubar en hielo por 30 min

Preparar las incubadoras y el area de trabajo estéril (con mechero) y precalentar
LB a 37°C

Hacer choque térmico a las células (usando rejilla de espuma flotante) a 42 °C por
45 seg.

Colocar en hielo por al menos 2 minutos (2-5 min)

10.Tomar 500 uL LB previamente caliente y adicionar en el tubo con el plasmido +

BL21

11.Incubar por 1 hr a 37°C y poner a T. ambiente una placa de Agar LB + Kanamicina.

Preparar un area esteril (mechero)

12.Centrifugar a 13,000 rpm por 2 min. a 4°C
13.Remover el sobrenadante de LB (450 pL)

14.Mezclar bien los 50 L restantes pipeteando hacia arriba/abajo

15.Colocar 2 gotas en el centro de la placa y esparcir
16.Incubar a 37 °C por 16 hrs

17.Tomar la placa de la incubadora y envolverla con parafilm. Conservar 4°C
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Solution space scanning in vitro
Preparacion de la proteina

La concentracion elegida del stock de la proteina fue 17 uM. De esta manera, al realizar
el ensayo de SSS la concentracion final de proteina dentro de placas de 96 pozos fue de
1 pM.

Para lograrlo, se colocaron las proteinas purificadas en hielo y se centrifugaron a 4-C,
14,000 rpm por 5 min evitando los agregados moleculares. Posteriormente, se realizé
una diluciéon tomando 10 pL de proteina + 190 uL de buffer de elucién y se midi6é su
absorbancia en el espectrofotometro a 280, 434 (maxima excitacion mTurquoise2) y 506
(méxima excitacion mNeonGreen), se colocaron las muestras en un tubo y se agrego la

cantidad necesaria de Buffer de elucion para obtener la concentracion del stock (17 puM).

La longitud de onda 280 nm corresponde al pico maximo de absorbancia de las proteinas
(causado por los aminoacidos aromaticos), 434 nm (maxima excitacibn mTurquoise2) y
506 nm (maxima excitacibon mNeonGreen).

Para calcular la concentracion de proteina, se tomo el valor de absorbancia a Asos

Férmula para calcular la concentracion de proteina:

Fd X Abs506 x 1000000
116 000

Donde:

Fd es el factor de diluciébn= 20

116 000 M+cm-= coeficiente de extinciébn molar de mNeonGreen
Ejemplo de célculo para AtLEA4-5:

20 x 0.928 cm x 1000000 M
=160 .M
116 000 M—1 cm~1

Los procesos de expresion de proteina, purificacion y preparacién para SSS se hicieron

de la misma manera para el resto de las proteinas LEA que para la proteina AtLEA4-5.
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- Preparacion de las soluciones

Composicion de los Buffers utilizados:

Buffer estandar 1: 20 mM NaH2PO4 NaCl 100 mM, pH= 7.4. Se utilizO para preparar

soluciones cuando el soluto no era una sal.
Buffer de elucion: 50 mM NaH2PO4 0.5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH=8.0

Buffer estandar 2: 20 mM NaH2PO4 pH=7.4 (sin cloruro de sodio). Se utilizé para

soluciones en cuyo soluto es una sal.

Las soluciones con concentraciones en [mol/L]se obtuvieron calculando el peso de soluto
necesario para el volumen de solucion deseado, midiendo ese peso de soluto en un tubo

conico de 50 mL y agregando el buffer adecuado para alcanzar el volumen correcto.

Para preparar soluciones con concentraciones expresadas en % w/w , se coloco un peso
arbitrario de cosoluto en un tubo coénico de 50 mL, se calculé un peso objetivo basado en
la masa de soluto agregada y la concentracién deseada en % w/w, y se adiciond buffer
estandar 1 o 2, segun fuera el caso, para alcanzar el peso objetivo. Una vez que las
soluciones fueron preparadas, fueron filtradas con un filtro para jeringa de 0.2 um y

guardadas a T. ambiente.
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TRANSFORMACION DE LEVADURA

1. Preparar un inoculo de YPD (3 mL) con levadura WT (BJ5465) un dia antes

no

12,500 rpms por 1 min y remover el SN
Resuspender en 1 mL de TE (Tris 10 mM pH=7.5)
Centrifugar 12,500 rpms por 1 min, remover el SN

Resuspender en 500 uL de Lazy bones/ pipetear

o 0 b~ w

después en hielo 5 min)
7. Afadir DNA plasmidico 500 ng
8. Vortexear 1 min
9. Mantener a temperatura ambiente por 12 hrs
10. Choque de calor por 12 min a 42°C, luego se colocé en hielo por 12 min
11. Centrifugar a 13,400 rpms 1 min y remover el SN
12. Resuspender en 1 mL de TE

Colectar 1 mL de cultivo de levadura en tubos eppendorf estériles y centrifugar a

Anadir 25 pL de esperma de salmon (previamente caliente a 100°C/ 5 min y

13. Plaquear en medio SD-URA e incubar a 30°C por 2 -3 dias (200 uL) y guardar el

resto a -20°C.
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IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS LEA PURIFICADAS

Muestra 1. AtLEA4-5

La Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAIl) de la
Facultad de Quimica de la UNAM

Identificacion de proteinas LCMS

Usuario: Laura Daniela Palomino Navarrete

E. mail: dann.navarrete1@gmail.com

Jefe de Grupo: Dr. César Luis Cuevas Velazquez

Namero de Muestras: 01

Organismo: Arabidopsis thaliana

Tipo de servicio: Identificacién de proteinas

Accession Description PLGS Coverage Digest mw pl (pH)
Score (%) Peptides (Da)
LEA46_ARATH  Late embryogenesis abundant 7935.752 73.4177 11 16168  9.9111
protein 46 OS Arabidopsis
thaliana OX 3702 GN LEA46 PE
28V 1

Muestra 2. AtEM1

La Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAIl) de la
Facultad de Quimica de la UNAM

Identificacion de proteinas LCMS

Usuario: Laura Daniela Palomino Navarrete

E. mail: dann.navarrete1@gmail.com

Jefe de Grupo: Dr. César Luis Cuevas Velazquez

Namero de Muestras: 01

Organismo: Arabidopsis thaliana

Tipo de servicio: |dentificacion de proteinas

Accession Description PLGS Coverage Digest mw pl (pH)
Score (%) Peptides (Da)
ADA178V532_ARATH  GEA1 OS Arabidopsis 38238.86 62.5 24 16601 5.7026

thaliana OX 3702 GN
AXX17 At3g46180 PE 3
SV 1
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Muestra 3. AtLEAB-2

La Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAII) de la
Facultad de Quimica de la UNAM

Identificacion de proteinas LCMS

Usuario: Laura Daniela Palomino Navarrete

E. mail: dann.navarrete1@gmail.com

Jefe de Grupo: Dr. César Luis Cuevas Velazquez

Numero de Muestras: 01

Organismo: Arabidopsis thaliana

Tipo de servicio: |dentificacion de proteinas

Accession Description PLGS Coverage Digest mW  pl(pH)
Score (%) Peptides (Da)

AODAS559X052_ARATH Uncharacterized protein
OS Arabidopsis thaliana  25832.15 90.3614 15 8549 4.1865
OX 3702 GN C24
LOCUS8547 PE 4 SV 1
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Estimacién de los niveles de estructura secundaria calculados con Dichroweb

AtLEA4-5

Porcentaje hélice-

Porcentaje hoja-

Porcentaje de

alfa (%) beta (%) desorden (%)
Buffer (50 mM NaH.PO. | 38 19 42
a pH=8.0)
PEG 3350 al 20% 49 21 30
PEG 8000 al 20% 53 21 26

AtEM1 Porcentaje hélice- Porcentaje hoja- Porcentaje de
alfa (%) beta (%) desorden(%)

Buffer (50 mM NaH.PO. | 16 26 57

a pH=8.0)

PEG 3350 al 20% 28 28 43

PEG 8000 al 20% 27 28 44

LEA7 Porcentaje hélice- Porcentaje hoja- Porcentaje de
alfa (%) beta (%) desorden(%)

Buffer (50 mM NaH.PO. |28 23 49

a pH=8.0)

PEG 3350 al 20% 51 21 28

PEG 8000 al 20% 48 25 27

AtLEAG-2 Porcentaje hélice- Porcentaje hoja- Porcentaje de
alfa (%) beta (%) desorden(%)

Buffer (50 mM NaH.PO. | 11 36 53

a pH=8.0)

PEG 3350 al 20% 13 37 50

PEG 8000 al 20% 11 37 52
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DICROISMO CIRCULAR PARA PROTEINAS LEA

La concentracion de las proteinas LEA fue obtenida mediante a 280 nm aplicando el

método BSA en un Espectrofotdmetro NanoDrop One.

A continuacion, se muestra un ejemplo de cémo se realizé el ensayo de dicroismo circular

para la proteina AtLEA4-5, sin embargo, esto se hizo para cada proteina LEA purificada.

Concentracion de la proteina AtLEA4-5: 1.061 mg/mL

o Cantidad de LEA para obtener [0.03 mg/mL] en 300 pL

V1= (0.03 mg/mL)(300 pL)1.061 mg/mL= 8.48 uL

Muestra | Buffer 50 mM NaPO. , pH=8.0 AtLEA4-5 PEG 3350/8000
Control 291.52 uL 8.48 uL -
Prueba PEG 3350/8000 171.52 pL 8.48 pL 120 pL
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ENSAYO LDH - ACTIVIDAD

Se muestra un ejemplo de cémo se realizé el ensayo actividad enzimatica tras
desecacion para la proteina AtLEA4-5, pero esto se hizo para cada proteina LEA

purificada.

e Preparacion de los buffers utilizados
Tris-base PM= 121.14 g/mol

Solucion 25 mM Tris, pH= 7.5, vol. = 100 mL

12114 g 1L _
0.025 mol/L x ool X Too0 L X 100 mL = 0.3028 ¢

Solucidén 1 M Tris, pH= 7.5, vol. = 100 mL
1 molll x =28y _» 100 mL=12.11 g

1 maol 1000 miL

Solucion 1 M KCI, vol. = 100 mL
1 mollL x 222294 LL 100 mL =7.455 g

1 mol 1000 mL
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Buffer de reaccion

Piruvato
0.44 mg/uL , vol= 200 puL
0.44 mg/ul x 200 pL = 88 mg = 0.088¢g

NADH
0.105 mg/uL , vol= 200 L
0.105 mg/ul x 200 uL = 21 mg = 0.021g

- Ensayo de Actividad enzimatica

Calculos para enzima LDH
14.1 mg/mL

14.1 mg/mL x = = 1.41 pg/ul x—ro—= 1410 pg/mL

39 pg/mL (mondmero) — 1 uM
x=8.75 pg/mL ------ 0.25 pM

V1= SN = 3.75 ul debo tomar esto de LDH 1:10

Se toman 50 pL y se colocan en tubos eppendorf. Se secan en el SpeedVac por 1 hr 30

min.

Se preparan 20 mL de Buffer de reaccion
Después de secar, se resuspenden los tubos en 50 pL de H20 y se mezcla
Se centrifugan los tubos a 13,400 rpms por 10 min, se toma el SN y se transfiere
a un nuevo tubo eppendorf. Elet se resuspende en 50 yL de H20
Se mide la actividad de la LDH sola y en contacto con la AtLEA4-5 a 340nm.
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