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l. Resumen

Todas las formas de vida en el planeta necesitan agua para vivir. Algunos
organismos pueden tolerar la pérdida casi total del contenido de agua intracelular.
A estos organismos se les conoce como organismos tolerantes a la desecacion.
Entre los organismos tolerantes a la desecacion se encuentran la mayoria de las
semillas de las plantas. Para tolerar la desecacion, las semillas acumulan un grupo
de proteinas llamadas proteinas abundantes en la embriogénesis tardia (LEA, Late
Embryogenesis Abundant). Una de las funciones de las proteinas LEA durante
condiciones de desecacion es la de ser chaperonas no clasicas que estabilizan la
estructura de proteinas (y otras macromoléculas) durante la pérdida de agua. Una
caracteristica que distingue a las proteinas LEA de otras proteinas, y que podria ser
de gran importancia para desempefiar sus funciones durante la desecacion, es su
desorden estructural intrinseco. Dado que las proteinas LEA carecen de una
estructura tridimensional estable, se ha propuesto que las propiedades
fisicoquimicas derivadas de su secuencia de aminoacidos son cruciales para
realizar sus funciones. Previamente en nuestro laboratorio se encontré que valores
particulares de algunas parametros fisicoquimicos permiten diferenciar a las
proteinas LEA del resto de proteinas del proteoma de algunas especies plantas.
Especificamente, las proteinas LEA contienen una alta composicién de aminoacidos
promotores del desorden, una alta hidrofilicidad, asi como una carga neta media
baja. A las proteinas que cumplen con dichos parametros se les denominé proteinas
tipo-LEA. Interesantemente, proteinas que cumplen con las caracteristicas de las
proteinas tipo-LEA existen en organismos tolerantes a la desecacion, lo que sugiere
que las proteinas tipo-LEA de estos organismos tienen una actividad tipo-
chaperona, sin embargo, no sabemos si este tipo de proteinas se acumulan durante

condiciones de desecacion en dichos organismos.

En este trabajo nos enfocamos en determinar si las proteinas tipo-LEA se acumulan
en organismos tolerantes durante condiciones de desecacion. Para ello, buscamos
y analizamos los transcriptomas de organismos tolerantes en condiciones humedas
y secas. Usando los datos de RNA-seq publicamente disponibles de muestras
hidratadas y desecadas del tardigrado Hypsibius dujardini y de la bacteria Gram-

negativa Cronobacter sakazakii, obtuvimos los niveles de expresion de transcritos
1



gue codifican para proteinas tipo-LEA. Confirmamos que al igual que las proteinas
LEA canonicas en plantas, existen transcritos que codifican para proteinas tipo-
LEA que se acumulan durante la desecacion en los organismos tolerantes. Con
base en la similitud con las proteinas LEA, especificamente a nivel de composicién
de aminoécidos, asi como en el patron de expresion de los transcritos que las
codifican, sugerimos que las proteinas tipo-LEA cuyos transcritos se acumulan en
desecacion tendran una funcién protectora tipo-chaperona in vitro. En general, las
propiedades fisicoquimicas como lo son la carga neutra, la hidrofilicidad y el
desorden, en conjunto con los niveles de acumulacion durante la desecacion
representan una forma innovadora de encontrar proteinas con posibles funciones

protectoras relevantes durante la desecacion en organismos tolerantes.



1. Introduccién

Il.I. Estrés hidrico en los seres vivos

La vida como la conocemos es imposible sin agua y en efecto, su ausencia en el
ambiente limita la presencia y el desarrollo de los seres vivos. Una pérdida de agua
a nivel celular desestabiliza la estructura de las macromoléculas (ADN, ARN, lipidos
y proteinas) en el interior de las células, lo que puede llevar a la muerte (Hibshman
et al., 2020).Cuando un organismo experimenta falta de agua se dice que este se
encuentra bajo condiciones de estrés hidrico. El dafio que puede llegar a causar este
estrés depende de la severidad de la pérdida de agua y dos términos son los mas
utilizados para diferenciarla: deshidratacion y desecacion. La deshidratacion
corresponde a una pérdida de agua leve, mientras que la desecacion define la
pérdida extrema de agua (disminucion de méas del 90% del contenido de agua)
(Oliver et al., 2020). Existen variaciones de estos términos dependiendo del autor.

En este trabajo se hace referencia a las definiciones antes mencionadas.

Si bien los seres vivos han desarrollado maneras de resistir a estas condiciones
inadecuadas del ambiente, no todos poseen la misma capacidad de resistencia a
la deshidratacién o a la desecacion. Para el primer caso (deshidratacion) se habla
de una tolerancia a la falta de agua, donde los organismos que la presentan
mantienen un desequilibrio constante entre el agua intracelular y la que se
encuentra en el ambiente. Este es el caso de los organismos sensibles a la
desecacion (Alpert et al., 2006). En el caso extremo de la pérdida de agua, Bewley
define a la tolerancia a la desecacion como la aptitud de “revivir de un estado air-
dry (donde la humedad relativa del aire es baja)’, o de manera mas simple, la
capacidad de revivir a un porcentaje de agua celular igual al del aire (Bewley, 1979).
Existen organismos tolerantes a la desecacion en todos los reinos de la vida.
Algunos ejemplos los encontramos en bacterias generalmente Gram-positivas
(Grzyb & Skitodowska., 2022), algas (Trainor & Gladych, 1995), levaduras (Ren et
al., 2020), semillas (Maia et al., 2014), plantas de resurreccion (Xiao et al., 2015),

animales como los tardigrados (Boothby et al., 2017), entre otros. Los organismos



tolerantes a la desecacion han desarrollado distintos mecanismos de resistencia
contra el dafio causado por dichas condiciones. Entre estos mecanismos destacan
la modificacion de la composicion y/o re arreglo de las biomembranas para mejorar
su estabilidad, estrategias de evasion del dafio generado por especies reactivas de
oxigeno (ROS), la produccién de disacaridos no reductores (e.g., trehalosa) y la
sintesis de proteinas especificas (e.g., proteinas abundantes en la embriogénesis
tardia), que al igual que los disacéaridos, previenen la agregacion de proteinas y
membranas (Oliver et al., 2020; Rabert et al., 2020; Tapia et al., 2015). En esta tesis

nos centraremos en las proteinas que previenen la agregacion proteica.



Il.Il. Proteinas inducidas por la desecacion

Como respuesta a la desecacion, los organismos tolerantes inducen la biosintesis
de una serie de proteinas especificas. Entre ellas encontramos a las proteinas
inducidas tempranamente por luz (ELIPs, Early Light-Induced Proteins), proteinas
de choque térmico (HSPs, Heat-Shock Proteins), pequefias proteinas de choque
térmico (sHSPs, small Heat-Shock Proteins), enzimas antioxidantes, y algunos
ejemplos en organismos puntuales son las proteinas localizadas en islas LEA
(PvLIL, Polypedilum vanderplanki LEA-Island Located) del insecto Polypedilum
vanderplanki y las proteinas intrinsecamente desordenadas especificas de
tardigrados (TDP, Tardigrade-specific intrinsically Disordered Proteins) que, como
su nombre indica, se acumulan en tardigrados (Oliver et al., 2020; Mizrahi et al.,
2010; Boothby et al., 2017; Voronina et al., 2020). Todas estas proteinas tienen en
comun la sobrerregulacion de sus genes en respuesta a la deshidratacion y/o a la
desecacion (Oliver et al., 2020; Boothby et al., 2017; Mizrahi et al., 2010; Liu et al.,
2020; Voronina et al., 2020). Ademas, al eliminar o mutar los genes de algunas de
estas proteinas, se observa una disminucion de la capacidad de tolerar la
desecacion en distintos modelos de estudio (Boothby et al., 2017, Cocotl-Yafiez et
al., 2014). Aungue estas proteinas comparten su patron de acumulacién en
desecacion, se propone que son funcionalmente diferentes. Ademas, sus

caracteristicas de desorden estructural e hidrofilicidad son variadas (Tabla 1).



Tabla 1. Caracteristicas funcionales y estructurales de las proteinas inducidas en

respuesta a la desecacion.

Proteinas Funcion Caracteristicas Referencia
LEA Evitar la agregacion de hidrofilicas y desordenadas | Oliver et al., 2020
otrasproteinas
PvLIL No conocida hidrofobicas y plegadas Voronina et al., 2020
TDPs vitrificacion hidrofilicas y desordenadas | Boothby et al., 2017
ELIP Foto-proteccion hidrofobicas y plegadas Oliver et al., 2020;
Yamagata &
Bowler.,1997
SHSP Estabilizar proteinas hidrofébicas y plegadas Oliver et al.,
gue perdieron su 2020;Holt et al.,
conformacion 2019
tridimensional y evitar
Su agregacion
HSP Degradacion y trafico hidrofébicas y plegadas Mizrahi et al., 2010;
mtrac_e_lular. A(_Jlemas, Javid et al 2007
estabilizany pliegan
proteinas que perdieron su
conformacion tridimensional
y/o que experimentaron
agregacion.
Enzimas Desintoxicacion de hidrofébicas y plegadas Oliver et al., 2020;

antioxidantes

especiesreactivas de
oxigeno

Sugio et al., 2000;
Al-Madboly et al.,
2020




I.I1l. Proteinas intrinsecamente desordenadas

proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs, Intrinsically Disordered Proteins)
son proteinas que carecen de una estructura tridimensional definida y estable
(Wright & Dyson et al., 2015). Las IDPs se caracterizan por tener baja complejidad
de secuencia, baja proporciéon de aminoacidos hidrofébicos y alta proporcion de
aminoacidos cargados e hidrofilicos (Wright & Dyson, 2015). Sin embargo, auncon
la ausencia parcial o total de una configuracion tridimensional fija, las IDPs
desempeiian funciones de gran importancia. Entre sus funciones encontramos las
de reguladores de la transcripcion y traduccion, almacenamiento de moléculas
pequefias, ensamblaje de complejos multi-proteicos, tolerancia a la desecacion,
entre otras (Boothby et al., 2017 ; Dyson & Wright, 2005). Por ejemplo, el grupo de
IDPs correspondiente a las proteinas LEA protege la actividad de enzimas in vitro al
las cuales se les evapord mas de un 98% del agua usando un concentrador de vacio
(Cuevas-Velazquez et al., 2016). Se han propuesto dos mecanismos por los que las
proteinas LEA protegen y en ambos mecanismos el desorden estructural juega un
papel importante. El primer mecanismo tiene el nombre de escudo molecular. En
este mecanismo las proteinas LEA se organizan entre si y rodean como grupo a sus
proteinas cliente para estabilizar su forma nativa. En el segundo mecanismo
propuesto, las proteinas LEA, gracias a su hidrofilicidad y desorden presentan un
radio hidrodinamico grande, lo que les permite interaccionar, cubrir y estabilizar gran
parte de la proteina cliente de forma individual (Cuevas-Velazquez et al., 2014).
También se ha planteado que la actividad protectora esta relacionada con la
ganancia de orden estructural y de adquirir un plegamiento en alfa-hélice, esto en
respuesta al amontonamiento macromolecular y al déficit hidrico (Cuevas-

Velazquez et al., 2016).



II.IV. Proteinas abundantes en la embriogénesis tardia

Las proteinas abundantes en la embriogénesis tardia (LEA, Late Embryogenesis
Abundant) fueron descritas por primera vez en semillas de algodon (Gossypium
hirsutum L.) por Galau y colaboradores en 1986. Se identificé que estas proteinas
presentan una gran abundancia en semillas secas, cuando estas adquieren
tolerancia a la desecacién (Galau et al., 1986). Actualmente se sabe que las
proteinas LEA son ubicuas en el reino vegetal y que no solamente se expresan en
semillas, sino que pueden acumularse en tejidos de plantas adultas y otros
organismos durante condiciones de falta de agua, choques hiperosmoticos y
temperaturas bajas (Toxopeus et al., 2014; Olvera-Carrillo et al., 2010; Hanin et al.,
2011). Adicionalmente, se ha reportado que las proteinas LEA tienen la capacidad
de conferir tolerancia a la desecacion si se expresan heterélogamente en

organismos sensibles (Czernik et al., 2020).

Las proteinas LEA asisten a los organismos durante condiciones de estrés mediante
diversas funciones, entre ellas la de tipo-chaperona (Goyal et al., 2005), la de
estabilizadores de membranas lipidicas, la de interaccién con azucares para facilitar
el estado vitreo en el citoplasma, y las de proteccion y reparacion del ADN (Oliver
et al., 2020; Goyal et al., 2005).

A las proteinas LEA se les clasifica en familias o grupos por la presencia de motivos
conservados en la secuencia de aminoacidos (Dure et al., 1989; Battaglia et al.,
2008; Hundertmark & Hincha., 2008). Las diferentes familias de proteinas LEA
poseen bajos niveles de conservacion de secuencia de aminoacidos entre ellas, sin
embargo, existen otras caracteristicas que relacionan a todas las familias. Entre
ellas esta el caracter hidrofilico, el enriquecimiento de aminoacidos pequefios como
Ala, Gly y Ser, y el bajo contenido de Cys y Trp (Baker et al., 1988; Dure,1993).
Ademas, mediante analisis estructurales se ha encontrado un alto grado de
desorden de estas secuencias en solucidon acuosa, lo que las ha llevado a

considerarse como proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs, Intrinsically



Disordered Proteins) (Rivera- Najera et al., 2014; Shih et al., 2010; Hughes &
Graether, 2011; Battaglia et al., 2008).

II.V. Proteinas tipo-LEA

Como se menciond antes en esta seccion, las proteinas LEA cuentan con
caracteristicas fisicoquimicas compartidas entre ellas. En la tesis de Licenciatura de
Michelle Lozano Ortega (2023), integrante de nuestro laboratorio, se presenta la
caracterizacion de los parametros fisicoquimicos que mejor diferencian a las
proteinas LEA de plantas del resto de proteinas en sus respectivos proteomas. En
primera instancia, se determiné que la composicién de aminoacidos promotores del
desorden estructural y la hidropatia son los mejores parametros diferenciadores. Se
realiz6 un analisis estadistico individual para determinar los intervalos de valores
(de ambos parametros) en los que quedaban incluidos el 75% de las proteinas LEA
de plantas de sus respectivos proteomas. Como resultado de los analisis
individuales, se definié un primer corte considerando la composicion de aminoacidos
promotores del desorden estructural mayor a 0.76 y un valor de hidropatia menor a
0.46. Este corte concentré a un nuevo grupo de proteinas que incluyo al 66.2 % de
las proteinas LEA y solo al 3.7% de proteinas de los proteomas de plantas (Figura
1). Con el fin de diferenciar mejor a las proteinas LEA de ese nuevo grupo de
proteinas del 3.7% de los proteomas, se caracterizaron otros parametros
fisicoquimicos en el grupo de proteinas que pasaron el primer corte. En la nueva
caracterizacion, se encontré que la carga neta media es el mejor parametro para
diferenciar a las proteinas LEA en el nuevo grupo de proteinas. Al realizar un nuevo
analisis estadistico se definié un segundo corte de carga neta media menor a 0.035
(Figura 2). El nuevo corte agrup6 al 74.8% de las proteinas LEA que pasaron el
primer corte, lo que corresponde al 49.6% de todas las proteinas LEA de plantas
analizadas. Al emplear ambos cortes se separ6 a ese 49.6% de proteinas LEA del
98.6% de las proteinas del proteoma. A las proteinas que pasaron ambos cortes se

les denomind “proteinas tipo-LEA”.
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Figura 1. Distribucién de los niveles de composicién de aminoacidos promotores del desorden
estructural, hidropatia y carga neta media caracteristicos de las proteinas tipo- LEA. En color
salmén se muestran las proteinas LEA de A. thaliana, Oryza sativa (arroz), Triticum aestivum (trigo),
y Zea mays (maiz) mientras que en color gris se muestra el restode las proteinas de los proteomas
de las 4 especies. A) Analisis de composicion de aminoacidos que promueven el desorden y la
hidropatia de las proteinas LEA y los proteomas de las 4 especies de plantas. Los graficos de caja
de composicion de desordene hidropatia se utilizaron para determinar el primer corte (composicién
de desorden > 0.76e hidropatia < 0.46), eliminando al 25% de las proteinas LEA. B) Andlisis de la
carga neta media del grupo de proteinas LEA y los proteomas de las 4 especies de plantas
resultantesal aplicar el primer corte. El grafico de caja de carga neta media se utiliz6 para determinar
el segundo corte (carga neta media < 0.035). Para el segundo corte se eliminaron al 25% de las
proteinas LEA restantes después de aplicar el primer corte. Modificado de la tesis delicenciatura de
Michelle Lozano Ortega (2023).
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A continuacién se investigd si otros organismos tolerantes a la desecacion tenian
proteinas con las propiedades fisicoquimicas consideradas. Aplicando ambos cortes
al proteoma del tardigrado tolerante Hypsibius dujardini, se observo que el 1.3% de
las proteinas de su proteoma son tipo-LEA (Figura 2), lo cual era sugerente de que
las proteinas tipo-LEA encontradas podrian tener una funcién tipo-chaperona

durante condiciones de desecacion.
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Figura 2. Determinacion de proteinas tipo-LEA de H. dujardini. A) Distribucion de las proteinas
del tardigrado segun los valores de hidropatia y composicibn de aminoacidos promotores del
desorden. B) Distribucién de las proteinas del tardigrado segun su carga neta media y fraccion de
residuos cargados (FCR, Fraction of Charged Residues). En color violeta se muestran las proteinas
de tardigrado que caen dentro del intervalo que corresponde al primer y segundo corte, mientras que
en color gris se muestra el resto de las proteinas del proteoma de H. dujardini, las cuales no cumplen

con dicho criterio (modificado de Lozano Ortega, 2023).
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[I.VI. Hypsibius dujardini, un animal (tardigrado) tolerante a la desecacion

La anhidrobiosis se define como la capacidad de “revivir’ de un estado ametabdlico
resultado de la desecacion a nivel celular (Grzyb & Sktodowska., 2022). Los términos
anhidrobiosis y tolerancia a la desecacion usualmente se emplean como sinénimos
(Grzyb & Sktodowska., 2022). Pocos son los animales anhidrobiontes conocidos y
todos ellos son invertebrados. Entre los invertebrados mas interesantes para el
estudio de la anhidrobiosis estan los tardigrados, debido ala cantidad de informacion
genomica, transcriptdmica y molecular que se ha obtenido recientemente (Yoshida
& Tanaka, 2022). Los tardigrados son animales microscopicos que podemos
encontrar en todos los ambientes posibles. Los tardigrados, ademas de tolerar la
desecacion tienen la capacidad de soportar condiciones extremas como
temperaturas arriba del punto de ebullicidbn del agua, temperaturas congelantes,
presiones altas y bajas, y hasta sobrevivir en el espacio (Hibshman et al., 2020).
Para tolerar algunos de los tipos de estrés antes mencionados, incluida la
desecacion, los tardigrados necesitan entrar a un estado quiescente llamado
“estado de tonel” en donde se producen cambios estructurales y morfoldgicos que
se sugiere disminuyen la pérdida de agua (Hibshman et al.,, 2020). Existen
variaciones en la capacidad de algunos tardigrados para tolerar la desecacion
cuando esta se impone de forma abrupta. Los tardigrados que no pueden tolerar un
cambio abrupto requieren de una pérdida gradual de agua para ser capaces de
tolerar la desecacion. Hypsibius dujardini es una especie detardigrado que requiere
de este pre-acondicionamiento, mientras que otros como Ramazzottius varieornatus
no lo necesitan. Interesantemente, se ha observado queambas especies utilizan
efectores similares para adquirir tolerancia, pero difieren en la forma en que los
expresan. R. varieornatus lo hace constitutivamente e H. dujardini los induce solo
en respuesta a una pérdida de agua (Yoshida & Tanaka, 2022). Entre los
mecanismos que utilizan estos organismos para tolerar la desecacion se encuentra
la expresién de las TDPs, proteinas que se sugiere contribuyen a la tolerancia
vitrificando el citoplasma y evitando la desnaturalizacién de otras proteinas (Boothby
et al., 2017).
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Il.VII. Cronobacter sakazakii, una bacteria tolerante a la desecacién

Al igual que los eucariontes, algunos procariontes tienen la capacidad de entrar y
salir de un estado ametabdlico para tolerar la desecacién. Se conocen arqueas
tolerantes a la desecacion y también existen ejemplos de bacterias tanto Gram-
positivas como Gram-negativas (Grzyb & Sktodowska., 2022). Un ejemplo de
bacterias Gram-negativas con tolerancia a la desecacién es Cronobacter sakazakii.
C. sakazakii es un patégeno neonatal anaerobio facultativo que normalmente se
encuentra en la formula infantil en polvo. A esta bacteria Gram-negativa se le conoce
principalmente por causar septicemia y meningitis neonatal con una alta tasa de
mortalidad (Gurtler & Beuchat., 2007). La férmula infantil en polvo tiene una
actividad del agua de entre 0.25y 0.35, por lo que la mayoria de microorganismos
no pueden sobrevivir en esteambiente seco. En cambio, la capacidad de tolerar la
desecacion de C. sakazakii esla que le permite ser un contaminante de importancia
en este producto comercial. Mediante estudios de secuenciacion de RNA se sugiere
gue la sintesis de trehalosay otros osmoprotectores son los principales mecanismos
gue usa C. sakazakii paracontender con los dafios asociados a la desecacion
(Srikumar et al., 2019).
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1.  Antecedentes

El paradigma secuencia-estructura-funcion en las proteinas establece que la
secuencia de aminoacidos de una proteina determina su estructura tridimensional y
la estructura determina su funcion (Babu, 2016). Las proteinas intrinsecamente
desordenadas (IDPs, Intrinsically Disordered Proteins) desafian el paradigma ya que
tienen una o mas funciones, aun cuando carecen de una estructuratridimensional bien
definida (Babu, 2016). Existen propiedades derivadas de la secuencia de
aminoacidos que estan asociadas a la falta de orden estructural de las IDPs. Entre
ellas destacan una baja complejidad en la diversidad de aminoacidos de la
secuencia, baja proporcidbn de aminoéacidos hidrofébicos y alta proporcion de
aminoacidos cargados e hidrofilicos (Wright & Dyson, 2015). Dentro de las IDPs se
encuentra un grupo de proteinas conocidas como proteinas abundantes en la
embriogénesis tardia (LEA, Late Embryogenesis Abundant). Las proteinas LEA
poseen una elevada hidrofilicidad (afinidad por el agua) y un alto contenido de
aminoacidos pequefios como Ala, Gly y Ser (Battaglia et al., 2008). Las proteinas
LEA se acumulan cuando las semillas se encuentran en un estado dormante, que
es cuando adquieren tolerancia a la desecacion. Ademas, las proteinas LEA se
acumulan en tejidos vegetativos y reproductivos en respuesta a deshidratacion
(Battaglia et al., 2008). De forma similar, las proteinas LEA se acumulan en otros
organismos en respuesta a los mismos estimulos que en las plantas (Voronina et
al., 2020; Toxopeus et al., 2014). Mdltiples estudios demuestran el papel de las
proteinas LEA en los organismos que las acumulan durante condiciones limitantes
de agua. Por ejemplo, al silenciar los genes que codifican para proteinas LEA en el
organismo tolerante a la desecacién Artemia franciscana, la resistencia a la pérdida
de agua y temperaturas bajas se ve disminuida (Toxopeus etal., 2014). Sin embargo
no todos los organismos tolerantes a la desecacién tienen proteinas LEA o son
escasas, por lo que posiblemente utilicen otro mecanismo de proteccidén o cuenten
con proteinas con propiedades fisicoquimicas similares a las de las proteinas LEA,

pero con una estructura primaria totalmente distinta.

Algunos autores han hipotetizado que las propiedades fisicoquimicas de las

proteinas LEA son esenciales para ejercer su funcion en condiciones limitantes de
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agua. Garay-Arroyo y colaboradores definieron hace 23 afos al grupo de las
“hidrofilinas”, el cual contiene la mayoria de las proteinas LEA. El criterio que define
a las hidrofilinas no toma en cuenta los motivos conservados de las proteinas LEA
pero si sus propiedades fisicoquimicas. el criterio es un alto indice de hidrofilicidad
(mayor a 1) y un alto contenido de Gly (mayor al 6%). Al analizar los proteomas de
la bacteria Escherichia coli y dela levadura Saccharomyces cerevisiae, los autores
encontraron una asociacion de la expresion de las hidrofilinas de estos organismos
con condiciones de estrés osmaotico. Un analisis posterior realizado por Battaglia y
colaboradores (Battaglia et al., 2008) muestra que el 92% de un total de 378
proteinas LEA encontradas en bases de datos son hidrofilinas. Ademas, se encontro
que las proteinas LEA con patrones de expresion conocidos responden a
condiciones de falta de agua. En otro andlisis de caracter comparativo entre las
propiedades fisicoquimicas de las proteinas LEA, hidrofilinas y un dominio de
proteinas que responde a estrés hidrico, se concluyd que las hidrofilinas mas que
ser un grupo que incluye a todas las proteinas LEA, esta relacionado con las
dehidrinas (grupo LEA 2) y otras proteinas. Ademas, en ese mismo estudio se
propone el papel en comln que pueden tener las hidrofilinas, dehidrinas y el dominio
de proteinas que responde a estrés hidrico, durante condiciones limitantes de agua
(Jaspard & Hunault, 2014).

Como ya se menciond, se hizo un analisis masivo para comparar los parametros
fisicoquimicos de las proteinas LEAy el resto de proteinas de proteomas de distintas
especies de plantas (Lozano Ortega, 2023). En dicho trabajo se encontré que una
alta composicion de aminoacidos promotores del desorden (= 0.76), una baja
hidropatia (alta hidrofilicidad) (< 0.46), y niveles bajos de carga neta media (< 0.035)
separaban hasta en un 98.6% a un grupo de proteinas LEA de plantas de otras
proteinasdel resto de sus proteomas. A las proteinas que cumplian con estas
caracteristicas seles nombro proteinas tipo-LEA. Lo anterior les permitio identificar
proteinas tipo- LEA, y sugerir su posible funcién en condiciones limitantes de agua
al evaluar el proteoma de organismos tolerantes a la desecacién como el tardigrado
Hypsibius dujardini. Adicionalmente a las propiedades fisicoquimicas, otra

caracteristica compartida entre las proteinas LEA es su sobreexpresion durante
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condiciones de deshidratacién y desecacion (Toxopeus et al., 2014; Olvera-Carrillo
et al., 2010; Hanin et al., 2011). Las proteinas LEA no son las Unicas que se
sobreexpresan bajo tales condiciones, por lo que la sobreexpresion solo nos habla
de la posible participacion de una proteina en una determinada condicion. Sin
embargo, al analizar conjuntamente los niveles de expresion y las propiedades
fisicoquimicas particulares de las proteinas LEA, nos damos cuenta que existen
proteinas parecidas a las LEA que se acumulan en respuesta a la falta de agua en
otros organismos. Un ejemplo son las proteinas CAHS pertenecientes al grupo de
las proteinas intrinsecamente desordenadas especificas de tardigrados (TDP,
Tardigrade-specific intrinsically Disordered Proteins), las cuales se sobreexpresan
en condiciones de desecacion, son desordenadas, muestran actividad tipo-
chaperona in vitro y aumentan la tolerancia a la desecacion de las células donde las

han expresado (Boothby et al., 2017).

En este trabajo proponemos que los estudios transcriptdbmicos en combinacién con
el andlisis de las propiedades fisicoquimicas de las proteinas LEA son utiles para
establecer un criterio que permita encontrar nuevas proteinas que actien de forma
similar a las proteinas LEA en otros organismos tolerantes a la desecacion, como

en el caso del tardigrado Hypsibius dujardini y de la bacteria Cronobacter sakazakii.
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IV. Hipotesis
Los transcritos de proteinas con caracteristicas fisicoquimicas semejantes a las
proteinas LEA de organismos tolerantes a la desecacion (Hypsibius dujardini y

Cronobacter sakazakii) se acumulan durante condiciones de desecacion.

V. Objetivo general

Determinar los niveles de expresion de transcritos de proteinas tipo-LEA en
respuesta a condiciones de desecacion en los organismos tolerantes Hypsibius
dujardini y Cronobacter sakazakii.

VI. Objetivos particulares

> Buscar transcriptomas reportados en condiciones hiumedas y condiciones de
desecacion de los organismos tolerantes a la desecacion Hypsibius dujardini
y Cronobacter sakazakii.

> Realizar el andlisis de expresion diferencial de transcritos de los organismos
tolerantes a la desecacion Hypsibius dujardini y Cronobacter sakazakii.

> Determinar si existen genes tipo-LEA cuyos transcritos se sobreexpresan en
respuesta a condiciones de desecacion en los organismos tolerantes a la
desecacion Hypsibius dujardini y Cronobacter sakazakii.
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VIl. Metodologia
VII.I. Datos
Lecturas de RNA-seq

Con el fin de determinar el tipo de transcritos acumulados en condiciones de
desecacion por organismos tolerantes realizamos una busqueda bibliografica. Se
buscaron estudios que utilizaron RNA-seq en organismos tolerantes a la
desecacion. La busqueda se realiz6 en la base de datos Scopus en Septiembre de
2020 utilizando los términos “RNA-seq”, “survive” y “desiccation”. De esta busqueda
se seleccionaron 3 estudios con datos depositados en el NCBI. Los organismos se
seleccionaron tomando tres condiciones: tener al menos 2 o mas réplicas bioldgicas
para cada condicion (hidratado y desecado), poseer un genoma anotado y tenerun
proteoma disponible (Tabla 2). Requerimos de estas condiciones para
posteriormente relacionar las propiedades fisicoquimicas del proteoma con los

patrones de expresion.

Tabla 2. Lecturas de RNA-seq utilizadas en este trabajo.

Lecturas de RNA-seq Genoma de referencia
Organismo Bioproject Referencia Acceso de GenBank
Bioproject
Arabidopsis PRAJNA314076 | Klepikova et GCA _000001735.2
thaliana al., 2016
Cronobacter PRJINA484789 Srikumar et GCA_000339015.1
sakazakii SP291 al., 2019
Hypsibius dujardini | PRINA369152 Boothby et GCA_002082055.1
al., 2017
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA314076

Proteinas LEA de Arabidopsis thaliana

Para confirmar la acumulacion de las proteinas LEA en respuesta a la desecacion,
buscamos las secuencias LEA descritas para Arabidopsis thaliana. Ya que no existe
una base de datos oficial, se consideraron las 51 proteinas identificadas por
Hundertmark & Hincha como proteinas LEA (Hundertmark & Hincha., 2008). Las 51

proteinas LEA son las que se muestran en la Figura 2.

Proteomas de referencia

Para seleccionar a las proteinas tipo-LEA de los organismos tolerantes a la
desecacion, se calcularon los parametros fisicoquimicos de los proteomas
completos de las especies de interés depositados en Uniprot (Tabla 3). Los
proteomas tienen identificadores en comun con las anotaciones del genoma

escogido.

Tabla 3. Proteomas de referencia tomados de Uniprot

Organismo Identificador Proteinas
. totales
Uniprot
Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress) | UP000006548 39,337

(Strain: cv. Columbia)

Hypsibius  dujardini  (Water bear) | UP000192578 14,867
(Macrobiotus dujardini) (Strain: Z151)

Cronobacter sakazakii SP291 UP000011279 4178

VILII. Procesamiento de las lecturas de RNA-seq

Los datos crudos de secuenciacidon se limpiaron, mapearon y anotaron al genoma para realizar
posteriormente el analisis de expresion diferencial de genes de los organismos tolerantes a la

desecacion.
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Limpieza de lecturas

Se descargaron los archivos FASTQ de cada articulo seleccionado utilizando SRA
Toolkit v2.11.0. Los archivos de cada estudio se limpiaron de manera independiente
con fastp v0.20.0. Se removieron adaptadores, lecturas menores a 33 pb y las que

tuvieran una calidad menor a Q 20 en el 40% o mas de su secuencia.

Mapeo de lecturas y cuenta de los alineamientos

Las lecturas depuradas se mapearon con Bowtie2 v2.4.4 al genoma de referencia
de cada organismo. El mapeo se realizé de manera local con los parametros default
dela herramienta y se conservaron las lecturas Unicas mapeadas en cada mapeo.
Después se intersectaron las anotaciones de cada genoma con las posiciones de
las lecturas mapeadas con featureCounts v2.0.0 desviandonos de las opciones
default en el caso de los datos pareados de H. dujardini, donde se usaron
fragmentos en lugar de lecturas para generar los reportes. También se modifico la
opcioén de “strandness” a stranded en C. sakazakii debido a las caracteristicas de los

datos.

Analisis de expresion diferencial

Se utiliz6 DESeq (Version de Galaxy 2.11.40.6+galaxy2 ) en la plataforma de red
Galaxy (usegalaxy.org) para analizar las lecturas mapeadas a los genes de cada
organismo con las opciones default de la plataforma exceptuando la opcion para
filtrar “outliers”. Se llevo acabo un test de Wald y se tomaron como diferencialmente

expresados los genes con un valor de p < 0.05.

La paqueteria ggplot2 de RStudio v1.3.959 se utiliz6 para generar los graficos de

toda esta seccion.

VILII. Analisis bioinformatico de las secuencias de proteinas
Se realiz6 el célculo de los valores de los parametros fisicoquimicos de composicion de
aminoacidos promotores del desorden, hidropatia y carga neta media de los proteomas
seleccionados en la seccion VI.I. Datos/ proteinas de referencia.
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Limpieza de secuencias
Se utilizd Protfasta v0.1.8 para remover las secuencias con residuos ambiguos

(e.g., ‘X", “Z", “N”, etc) de los proteomas mencionados en la Tabla 4.

Célculo de propiedades fisicoquimicas

Después de convertir los archivos multifasta a archivos individuales usando
NextGen Sequence Workbench v3.2.3 se utiliz6 la version local de CIDER
(Holehouse et al., 2017) localCIDER v0.1.18 para calcular los parametros
fisicoquimicos utilizados para definir al grupo de proteinas tipo-LEA naturales de los
proteomas de interés. Los siguientes parametros fisicoquimicos son los que

utilizamos en este trabajo:

v Hidropatia de Uversky: Rango que va del O al 1 donde valores cercanos a 0
indican una mayor proporcion de residuos hidrofilicos en la secuencia
(hidrofilicidad) y valores cercanos a 1 denotan alta proporcion de aminoacidos
hidrofébicos (hidrofobicidad).

»  composicion de aminoacidos promotores del desorden: Muestra la fraccion de
residuos promotores del desorden en una secuencia. Los aminoacidos
considerados que promueven el desorden son: Thr, Ala, Gly, Arg, Asp, His,
GIn, Lys, Ser, Glu, y Pro.

v Carga neta media: Rango de valores del 0 al 1 que representan la carga neta

promedio absoluta de la secuencia evaluada.

VIIL.IV. Determinacidn de la expresién de proteinas tipo-LEA

Con los parametros calculados, seleccionamos a las proteinas con alta composicion
de aminoacidos promotores del desorden (= 0.76), baja hidropatia (< 0.46) y baja
carga neta media (£ 0.035) de los proteomas de los organismos tolerantes a la

desecacion y se identificaron en el analisis de expresion diferencial respectivo.
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VIIl.  Resultados
Andlisis de expresién diferencial de transcritos que codifican para proteinas

LEA en semillas de Arabidopsis thaliana

Debido a que en esta tesis los patrones de expresion de las proteinas LEA en
condiciones limitantes de contenido de agua son la base para el planteamiento de
nuestra hipotesis, buscamos confirmar su acumulacion (enriquecimiento y
abundancia) en semillas secas de A. thaliana. Con ese fin, realizamos un analisis
de expresion diferencial de transcritos con datos de RNA-seq de semillas hidratadas
(SD1 y SD3en Bioproject; semillas de silicua) y secas (SDd en Bioproject; semillas
dormantes) (Klepikova et al., 2016). El nUmero promedio de lecturas totales de las
semillas hidratadas y secas fue de 33.9 y 27.1 millones, respectivamente, de las
cuales en promedio 60.86% y 84% mapearon de manera Unica al genoma de
referencia (Tabla4). Ademas, una media del 96.46% de esas lecturas se asignaron

dentro de los 38,308 genes anotados de Arabidopsis.

Tabla 4. Resumen de los datos de RNA-seq de semillas de Arabidopsis thaliana.

Organismo Muestras Numero total Porcentaje de Numero de lecturas
de lecturas lecturas mapeadas mapeadas a genes
de manera Unica
Arabidopsis SD1 (réplica 1) 33,496,354 63.38% 19,996,830
thaliana SD1 (réplica 2) 30,273,141 65.60% 19,037,986
SD3 (réplica 3) 32,319,064 66.32% 20,228,357
SD3 (réplica 4) 39,525,451 48.15% 17,812,411
SDd (réplica 1) 26,702,121 84.45% 21,376,899
SDd (réplica 2) 27,508,132 83.56% 22,061,679
SD1 y SD3: semillas de silicua (hidratadas). SDd: semillas dormantes (secas)
El andlisis de expresion diferencial mostré6 a un 40.98% de los genes

diferencialmente expresados (p < 0.05) en las semillas secas de Arabidopsis.
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Ademas, la mayoria de proteinas LEA se encontraron acumuladas en semilla seca
(Figura 3).
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Figura 3. Andlisis de expresion diferencial de genes de proteinas LEA en semillas secas e
hidratadas de Arabidopsis thaliana. Cada punto representa un gen. Los ejes muestran el
enriquecimiento (log2FC) y la abundancia (media de cuentas normalizadas) de genes expresados
en las semillas. El cddigo de colores representa a los genes de proteinas LEA separadas por grupos,
genes no significativos para expresion diferencial en gris oscuro y significativos en gris claro (p <
0.05). Las proteinas LEA se designaron como AtM al no tener un grupo asignado. 2 proteinas LEA

(At2g33690 y At3g53770) de las 51 no se muestran por ausencia de resultados en el analisis.

Analisis de expresion diferencial de transcritos proteinas tipo-LEA en semillas

de Arabidopsis thaliana

Con los patrones de acumulacion confirmados, decidimos utilizar el criterio de
seleccién de las proteinas tipo-LEA generado en nuestro laboratorio para encontrar
proteinas con caracteristicas fisicoquimicas semejantes a las de las proteinas LEA
y posteriormente determinar sus patrones de expresion transcripcional en semillas
secas de A. thaliana. Para ello, aplicamos los cortes de composicion de aminoacidos

promotores del desorden (= 0.76), hidropatia (< 0.46) y carga neta media (< 0.035)
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al proteoma de Arabidopsis e identificamos a los genes de las proteinas resultantes
(tipo-LEA y LEA que pasaron los cortes) en el analisis de expresion diferencial de
Arabidopsis mencionado anteriormente (Figura 3). En el proteoma de Arabidopsis,
192 proteinas pasan los cortes, de las cuales 172 son proteinas tipo-LEA y 20
corresponden a proteinas LEA. De esas proteinas el 47.67% y el 90% presentaron
genes diferencialmente sobreexpresados en semillas secas, respectivamente
(Figura 5). La mayor parte de las proteinas LEA se acumularon en semilla seca
(Figura 4, puntos azules) y las proteinas tipo-LEA difirieron en sus patrones de

expresion. (Figura 4, puntos rojos).
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Figura 4. Disposicion de las proteinas tipo-LEA y LEA en el analisis de expresion diferencial
de genes en semillas secas e hidratadas de Arabidopsis thaliana. Analisis de expresion
diferencial donde cada punto representa un gen y los ejes muestran el enriquecimiento (log2FC)
contra la abundancia (media de cuentas normalizadas) de genes expresados en semillas. Genes con
valores positivos de enriquecimiento indican mayor expresién en semillas secas y genes con valores
negativos indican mayor expresion en semillas hidratadas. El cédigo de colores representa a los
genes de proteinas LEA en azul, proteinas tipo-LEA en rojo, genes no significativos para expresion
diferencial en gris oscuro y significativos en gris claro (p < 0.05). Las proteinas que se muestran
corresponden a las proteinas LEA que pasan cortes de composicion de aminoacidos promotores del

desorden, hidropatia y carga neta media.

24



Proteinas
Mo significativas
Sin Datos
. Sobreexpresadas
. Subexpresadas

172 proteinas tipo-LEA
B
10%
Proteinas
Sobreexpresadas
Subexpresadas
90%
20 proteinas LEA

Figura 5. Clasificacion de las proteinas tipo-LEA y LEA en funcion de su expresion diferencial
de genes en semillas secas e hidratadas de Arabidopsis thaliana. (A) Gréafico circular que indica
la clasificacion de proteinas tipo-LEA en funcién de su expresion en el andlisis de expresion
diferencial.

(B) Grafico circular que indica la clasificacion de proteinas LEA en funcion de su expresion en el
analisis de expresion diferencial. Las proteinas LEA que se muestran corresponden a las proteinas
LEA que pasan cortes de composicion de aminoacidos promotores del desorden, hidropatia y carga
neta media.
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Andlisis de expresion diferencial de transcritos que codifican para proteinas

tipo-LEA en organismos tolerantes a la desecacién

Ademas de las semillas, existen otros organismos con la capacidad de tolerar la
desecacion como el tardigrado Hypsibius dujardini y la bacteria Cronobacter
sakazakii. Hypsibius dujardini cuenta con muy pocos genes que codifican para
proteinas LEA. Cronobacter sakazakii carece de genes que codifican para proteinas
LEA. Este hecho nos llevo a plantear la hipétesis de que existen proteinas tipo-LEA
que se sobreexpresan en condiciones de desecacidbn en esos organismos.
Buscando contestar esa pregunta realizamos un analisis de expresion diferencial con
datos de RNA-seq de muestras hidratadas (HDH; muestra de Hypsibius dujardini
hidratada) y secas (HDD; muestra de Hypsibius dujardini desecada) del tardigrado,
y de muestras hidratadas (ESP; muestras en fase estacionaria temprana) y secas
(DMS; muestras desecadas) de la bacteria (Srikumar et al., 2019; Boothby et al.,
2017). También determinamos las proteinas tipo-LEA presentes en el proteoma del
tardigrado (Figura 6) y la bacteria (Figura 7). Por ultimo identificamos en el analisis
de expresion diferencial a los genes que codifican para las proteinas tipo-LEA

presentes en su proteoma (Figuras 8 y 10).

BUsqueda de proteinas tipo-LEA en el tardigrado Hypsibius dujardini

Michelle Lozano Ortega en su tesis de licenciatura establecio el criterio para definir
a las proteinas tipo-LEA. Aplico dicho criterio para determinar la existencia de
proteinas tipo-LEA en el proteoma de H. dujardini. Como resultado encontré 190
proteinas tipo-LEA presentes en el proteoma del tardigrado, el 1.3% del total de
proteinas (Figura 6).
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Figura 6. Proteinas tipo-LEA de Hypsibius dujardini. En color rojo se muestran las proteinas de
tardigrado que caen dentro del intervalo que corresponde al primer y segundo corte, mientras que

en color gris se muestra el resto de las proteinas del proteoma de H. dujardini, las cuales no cumplen

con dicho criterio.

BUsqueda de proteinas tipo-LEA en la bacteria Cronobacter sakazakii

En esta tesis buscamos determinar si existen proteinas tipo-LEA en otro organismo
tolerante a la desecacion, Cronobacter sakazakii. Aplicamos el criterio que define a
las proteinas tipo-LEA al proteoma completo de la bacteria. Como resultado,
encontramos 6 proteinas tipo-LEA presentes en el proteoma, el 0.15% del total de

proteinas (Figura 7).
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Figura 7. Proteinas tipo-LEA de Cronobacter sakazakii. En color rojo se muestran las proteinas
de la bacteria que caen dentro del intervalo que corresponde al primer y segundo corte, mientras

que en color gris se muestra el resto de las proteinas del proteoma de C. sakazakii, las cuales no

cumplen con dicho criterio.
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Expresion de genes tipo-LEA segun el analisis de expresion diferencial en

Hypsibius dujardini

Para el tardigrado, el promedio de lecturas totales de las muestras desecadas e
hidratadas fue de 20.5 y 34.5 millones respectivamente, de las cuales en promedio
44.60% y 67.89% mapearon de manera Unica al genoma de referencia (Tabla 5).

Ademas, una media del 84.85% de esas lecturas se asignaron dentro de los 20,090

genes anotados de H. dujardini.

Tabla 5. Resumen de los datos de RNA-seq de Hypsibius dujardini.

Organismo Muestras Numero total | Lecturas mapeadas | Numero de lecturas
de lecturas de manera unica mapeadas a genes
Hypsibius | HDHA (réplica 1) 39,913,990 68.66% 22,343,620
dujardini HDHB (réplica 2) 27,535,651 66.80% 14,950,986
HDHC (réplica 3) 36,050,340 68.21% 20,228,674
HDDA (réplica 1) 14,355,533 27.53% 3,059,452
HDDB (réplica 2) 12,170,672 44.54% 4,310,366
HDDC (réplica 3) 34,986,837 61.74% 17,534,020

HDH: muestra de Hypsibius dujardini hidratada. HDD: muestra de Hypsibius dujardini desecada.

Ya realizado el analisis de expresion diferencial de muestras desecadas e
hidratadas de Hypsibius dujardini, identificamos en el a los genes tipo-LEA (genes
qgue codifican para una proteina tipo-LEA). En el proteoma de H. dujardini
encontramos 190 proteinas tipo-LEA (Figura 6), de las cuales el 19.5% presentaron
genes diferencialmente sobreexpresados en condiciones de desecacion (Figura 9).
En conjunto, las proteinas tipo-LEA del tardigrado mostraron patrones de expresion

variados (Figura 8, puntos rojos).
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Figura 8. Expresion diferencial de genes de proteinas tipo-LEA en muestras desecadas e
hidratadas de Hypsibius dujardini. Andlisis de expresion diferencial donde cada punto representa
un gen y los ejes muestran el enriquecimiento (log2FC) contra la abundancia (media de cuentas
normalizadas) de genes expresados en las muestras. Genes con valores positivos de
enriquecimiento indican expresioén diferencial en condiciones de desecacion y genes con valores
negativos indican expresion diferencial en condiciones humedas. El codigo de colores representa a
los genes de proteinas tipo-LEA en rojo, genes no significativos para expresion diferencial en gris

oscuro Yy significativos en gris claro (p < 0.05).
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Figura 9. Clasificacion de las proteinas tipo-LEA en el andlisis de expresion diferencial de

genes en muestras desecadas e hidratadas de Hypsibius dujardini. Gréfico circular que indica

la clasificacion de proteinas tipo-LEA en funcion de su expresion en el analisis de expresion

diferencial.

30



Expresion de genes tipo-LEA segun el analisis de expresion diferencial en

Cronobacter sakazakii

En la bacteria tolerante, las lecturas totales promedio de las muestras desecadas e
hidratadas fueron de 27.8 y 24.8 millones respectivamente, de las cuales en
promedio 8.41% y 19.40% mapearon de manera Unica al genoma de referencia
(Tabla 6). Ademéas, una media del 71.07% de esas lecturas se asignaron dentro de

los 4312 genes anotados de C. sakazakii.

Tabla 6. Resumen de los datos de RNA-seq de Cronobacter sakazakii.

Organismo Muestras Numero total | Lecturas mapeadas | Numero de lecturas
de lecturas de manera Unica mapeadas a genes
Cronobacter | ESP (réplica 1) 24,787,002 22.97% 3,487,347
sakazakii ESP (réplica 2) 22,836,639 11.90% 1,896,714
ESP (réplica 3) 26,902,127 23.34% 3,994,100
DMS (réplica 1) 34,077,290 8.67% 2,038,399
DMS (réplica 2) 24,264,019 8.59% 1,454,104
DMS (réplica 3) 25,168,130 7.96% 1,319,262

ESP: muestras de Cronobacter sakazakii en fase estacionaria temprana. DMS: muestras de

Cronobacter sakazakii desecadas.

Con el andlisis de expresion diferencial de muestras desecadas e hidratadas de
Cronobacter sakazakii, identificamos a los genes tipo-LEA. Existen 6 proteinas tipo-
LEA presentes en el proteoma de Cronobacter sakazakii (Figura 7). Dentro del
andlisis de expresion diferencial de Cronobacter encontramos 4 proteinas tipo-LEA,
de las cuales 1 present6 genes diferencialmente sobreexpresados en desecacion
(Figura 11). Las 4 proteinas mostraron patrones de expresion variados (Figura 10,

puntos rojos).
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Figura 10. Analisis de expresiéon diferencial de genes de proteinas tipo-LEA en muestras
desecadas e hidratadas de Cronobacter sakazakii. Andlisis de expresién diferencial en donde
cada punto representa un gen y los ejes muestran el enriquecimiento (log2FC) contra la abundancia
(media de cuentas normalizadas) de genes expresados en las muestras. Genes con valores positivos
de enriquecimiento indican expresion diferencial en condiciones de desecacion y genes con valores
negativos indican expresion diferencial en condiciones hiumedas. El cédigo de colores representa a
los genes de proteinas tipo-LEA en rojo, genes no significativos para expresion diferencial en gris

oscuro Yy significativos en gris claro (p<0.05).
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Figura 11. Clasificacion de las proteinas tipo-LEA en el andlisis de expresion diferencial de

genes en muestras desecadas e hidratadas de Cronobacter sakazakii. Grafico circular que

indica la clasificacion de proteinas tipo-LEA en funcién de su expresion en el andlisis de expresion

diferencial.
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IX. Discusioén

La mayoria de las proteinas LEA son hidrofilicas y carecen de una estructura
tridimensional estable. Ademas de sus propiedades fisicoquimicas particulares, las
proteinas LEA se caracterizan por acumularse principalmente en semillas en
condiciones de desecacion (Battaglia et al., 2008). Las plantas no son las Unicas
con este comportamiento, pues existen otros organismos tolerantes a la desecacién
gue expresan proteinas LEA (Toxopeus et al., 2014). No obstante, existen otros
organismos que toleran a la desecacion con poca o nula presencia de proteinas
LEA en su proteoma. Con base en ello, en este proyecto nos planteamos la
existencia de proteinas con caracteristicas fisicoquimicas similares a las proteinas

LEA acumulandose en esos organismos tolerantes en respuesta a la desecacion.

En esta tesis confirmamos con el andlisis de expresion diferencial de genes en
semillas de Arabidopsis la acumulacién en desecacion que presentan los transcritos
qgue codifican para proteinas LEA. La mayoria de proteinas LEA se acumulan en
semillas secas, no obstante, algunas proteinas LEA de los grupos LEA 2, LEA 3y
LEA 5 sesubexpresan y/o se expresan de forma similar en semillas humedas y
secas. Estos resultados se relacionan con los observados al usar RT-PCR
cuantitativa en el analisis de expresion de semillas de Arabidopsis (Hundertmark &
Hincha., 2008). En el mismo articulo se observa como las proteinas LEA
pertenecientes a los grupos LEA 2, LEA 3y LEA 5 se sobreexpresan en respuesta
a estimulos diferentes a la desecacion. La razon de la variabilidad de los patrones
de expresion puede que se deba precisamente al papel que pueden tener las

proteinas LEA en respuesta a distintos estimulos ambientales.

Particularmente al definir al grupo de proteinas LEA con alto desorden, baja
hidropatia y baja carga neta media observamos que casi en su totalidad muestran
patrones de acumulacion en semillas secas de Arabidopsis. La acumulacién de este
grupo de proteinas LEA habla de lo relevantes que pueden ser las propiedades

fisicoguimicas para desempefiar una funcién protectora, similar a lo que sucede con
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otros fendmenos relacionados a las IDPs (Theillet et al., 2014). En semillas de
Arabidopsis, existen mas genes de proteinas tipo-LEA con una expresion alta en
condiciones secas. Dentro del grupo de proteinas tipo-LEA existe variabilidad en los
patrones de expresion entre condiciones secas y humedas, pero podemos observar
una mayoria de proteinas tipo-LEA con abundancia y sobreexpresion de sus
transcritos en semilla seca. Esto resalta la importancia de las proteinas con
caracteristicas tipo-LEA durante la desecacion de las semillas. También podemos
afirmar que las proteinas LEA no son las Unicas proteinas con alto desorden,
hidrofilidad y baja carga neta media con transcritos acumulados en semillas
maduras. Ademas, podemos sugerir la posible funcion tipo-chaperona de estas
proteinas durante condiciones de desecacion por la similitud en sus propiedades
fisicoquimicas con las delasLEA. Por otro lado, existe también otro grupo de proteinas
tipo-LEA que o se expresan constitutivamente o se subexpresan. Para las proteinas
tipo-LEA de este grupo posiblemente sucede lo que a algunas proteinas LEA, las
cuales se ven inducidas en otros estadios del desarrollo de las plantas y/o por algin
otra condicion ambiental distinta a la falta de agua (e.g., elevadas temperaturas)
(Hundertmark & Hincha., 2008).

Con el analisis de expresion diferencial de los organismos tolerantes a la desecacion
Hypsibius dujardini y Cronobacter sakazakii constatamos que algunos transcritos
que codifican para proteinas tipo-LEA se acumulan en desecacion, aunque muchos
otros no muestran expresion diferencial o tienen acumulacién significativamente
menor en ese estado. Para las proteinas tipo-LEA acumuladas en desecacion
podemos sugerir, al igual que en Arabidopsis, la posible funcion tipo-chaperona. En
el tardigrado, dentro de las proteinas acumuladas en desecacién existen algunas
con un mayor enriquecimiento que otras. Este patrén de enriquecimiento hace un
simil a lo sucedido con las proteinas LEA en semilla seca respecto a las proteinas
tipo-LEA. Probablemente, las proteinas tipo-LEA de tardigrado con mayor
enriguecimiento sean las que tienen un comportamiento funcional mas apegado al
de las proteinas LEA. También debemos tener en cuenta que a diferencia de

Arabidopsis el tardigrado no presenta acumulacion preferencial de las proteinas
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tipo-LEA en desecacion y puede indicar un funcionamiento no tan apegado a el de
las LEA de Arabidopsis. Distinto a lo que sucede en Arabidopsis, la mayoria de
proteinas tipo-LEA del tardigrado se expresan constitutivamente en ambas
condiciones. Al expresar constitutivamente proteinas tipo-LEA esperariamos que el
tardigrado respondiera rapidamente a condiciones de desecacion. Por el contrario,
se ha observado que el tardigrado Hypsibius dujardini requiere de un pre-
acondicionamiento (deshidratacion lenta) para tolerar la desecacion (Boothby et al.,
2017). En concordancia a estas necesidades del tardigrado, potencialmente las
proteinas tipo-LEA que se acumulan en desecacion son las principales
responsables de la tolerancia.

Contrastando con el nimero de proteinas tipo-LEA de A. thaliana e H. dujardini, la
bacteria C. sakazakii, solo presenta 4 proteinas tipo-LEA en su proteoma. La baja
presencia de las proteinas tipo-LEA en la bacteria podria indicar el uso de otros
mecanismos de proteccion contra la desecaciéon. Por ejemplo, la acumulacion del
disacarido trehalosa en las células (Breeuwer et al., 2003). La trehalosa evita la
agregacion de proteinas y protege del dafio a las membranas en desecacién (Tapia
et al., 2015). Aunado a esto, al interrumpir la sintesis de trehalosa, se ha observado
una disminucién en la supervivencia de C. sakazakii a la desecacién, confirmando
la importancia del disacarido en la tolerancia (Srikumar et al., 2019). No obstante, la
capacidad de sobrevivir a la desecacién no se elimina completamente. Es posible
que, ademas de la trehalosa, existan otras moléculas (azucares o proteinas) que

contribuyan a la tolerancia.

Por dltimo, en los tardigrados la trehalosa se encuentra ausente o en muy bajas
cantidades (Boothby et al., 2017). En la bacteria, la trehalosa se acumula en
desecacion (Breeuwer et al., 2003). El tardigrado presenta un gran namero de
proteinas tipo-LEA, mientras que en la bacteria son casi nulas. La discrepancia en
la cantidad de proteinas tipo-LEA entre el tardigrado y la bacteria, se vuelve un
ejemplo perfecto de la hipétesis que menciona que los organismos tolerantes a la

desecacion requieren de un conjunto de proteinas con propiedades fisicoquimicas
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distintas dependiendo de la presencia o ausencia de trehalosa (Janis et al., 2018).
Por ejemplo, las proteinas especificas de tardigrado CAHS protegen de la
desecacion a enzimas in vitro y confieren tolerancia a la desecacion en ausencia de
trehalosa a Saccharomyces cerevisiae al sobreexpresarle CAHS (Boothby et al.,
2017). Esto sugiere que las proteinas CAHS pueden ser un mecanismo que
sustituye a la trehalosa para tolerar la desecacion en los tardigrados. Nuestros
resultados sugieren que propiedades como el desorden, la hidrofilicidad y la carga
neutra en las proteinas inducidas en desecacion pueden ser relevantes para conferir
tolerancia en los organismos que no producen trehalosa o tienen poca presencia de

esta.
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X.  Conclusiones
Realizamos un analisis bioinformatico a nivel protedmico de las propiedades
fisicoquimicas correspondientes a composicion de aminoacidos promotores del
desorden, hidrofilicidad y carga neta media en conjunto con el analisis de expresion
diferencial de genes en Hypsibius dujardini, Cronobacter sakazakii y semillas de
Arabidopsis thaliana en desecacion. Mediante el traslape de las propiedades
fisicoquimicas y los patrones de expresion génica confirmamos la existencia de
transcritos de proteinas tipo-LEA sobreexpresados por los organismos
mencionados en condiciones de desecacion. La proporcion de proteinas tipo-LEA
sobreexpresadas en desecacion por ambos organismos difiere entre si. Esto sugiere
diferencia en cuanto a los mecanismos para contender con la falta de agua.En
semillas de Arabidopsis constatamos la sobreexpresién de los transcritos que
codifican para proteinas LEA en semillas de Arabidopsis reportada en la literatura.
Las proteinas tipo-LEA con transcritos sobreexpresados por los organismos
tolerantes en desecacion son candidatos para desempefiar una actividad protectora
tipo-chaperona, similar a la funcion de las proteinas LEA candnicas. Esta tesis
aporta informacion sobre como los parametros fisicoquimicos de las proteinas
intrinsecamente desordenadas y los patrones de expresion génica en respuesta a
estrés, en conjunto, pueden utilizarse para encontrar proteinas con posibles

funciones relevantes en un contexto determinado.
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Xl.  Perspectivas

Probar la actividad protectora tipo-chaperona in vitro de las proteinas con transcritos
acumulados en desecacion por los organismos tolerantes. Ademas, seria de utilidad
observar si el patron observado de pocas proteinas tipo-LEA en organismos
tolerantes a la desecacion con acumulacion de trehalosa se repite al analizar otros
organismos. Lo anterior otorgaria un valor extra a las proteinas tipo-LEA como
sustituyentes de la trehalosa para promover tolerancia. Por ultimo, seria importante
generar nuevos datos gendmicos y transcriptomicos de un organismo tolerante a la
desecacion con el fin de encontrar proteinas nuevas con la capacidad de conferir

tolerancia.
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