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RESUMEN

Las proteinas Abundantes en la Embriogénesis Tardia (LEA, por las siglas del inglés Late
Embryogenesis Abundant) son hidrofilinas y proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs, por
las siglas del inglés Intrinsically Disordered Proteins) que se acumulan durante la desecacion de la
semilla y en tejidos vegetativos bajo déficit hidrico. Se clasifican en siete grupos de acuerdo con los
motivos conservados en su secuencia. El grupo 4 (LEA4) presenta una regiéon N-terminal
conservada y una regiéon C-terminal variable en composicién y longitud. En Arabidopsis thaliana,
las proteinas LEA4 son abundantes en semillas secas, y en tejidos vegetativos y botones florales en
respuesta a tratamiento con sal y manitol. Estas respuestas parecen estar moduladas por acido
abscisico (ABA), ya que tratamientos con esta fitohormona también inducen el aumento en la
abundancia de su transcrito y proteina. La falta de estas proteinas disminuye la capacidad de
germinaciéon en condiciones de estrés idnico y osmotico, asi como la recuperacion de plantas
sometidas a sequia, demostrando estas proteinas se requieren para una respuesta de ajuste Optima
ante de las plantas ante condiciones adversas. Estas proteinas muestran actividad protectora in
vitro sobre enzimas sometidas a congelamiento-descongelamiento y deshidratacion gradual. El que
estas proteinas adquieren estructuras con hélices alfa en su N-terminal durante los tratamientos in
vitro indica el impacto del ambiente que las rodea sobre la selecciéon de sus ensambles
conformacionales. A la fecha, hay poca evidencia directa de que la apariciéon de este tipo de
estructura secundaria esté relacionada con su capacidad protectora in vitro. En el presente estudio,
se utilizé a la proteina LEA4-5 de A. thaliana (AtLEA4-5) para determinar si la adquisiciéon de
estructura secundaria es indispensable para su funcién protectora in vitro. Con el fin de
determinar la participacion de ciertos residuos y de diferentes regiones de la proteina con respecto
a la aparicion de hélices alfa, se generaron mutantes de la proteina AtLEA4-5 para modificar
residuos conservados, para eliminar algunas regiones de la proteina, o para bloquear la formacion
de hélices alfa. Asimismo, este enfoque también permitié evaluar su posible correlaciéon con la

actividad protectora causada por el déficit hidrico y por cambios en la temperatura. Los resultados



mostraron que la eliminacién de residuos conservados o de regiones de la proteina no afectaron la
funcion de ésta. De interés fue el hecho de que la eliminacion del extremo C-terminal desordenado
provocé una disminuciéon en la actividad protectora. Sorprendentemente, el bloqueo en la
formacidn de la estructura secundaria no afect6 la funcion protectora en la proteina completa. Sin
embargo, esta incapacidad de adquirir hélices alfa impact6 negativamente la actividad protectora
de una version corta de la proteina AtLEA4-5, carente del extremo C-terminal. Este trabajo
demostré que se requiere la formacion de estructura secundaria y la presencia del C-terminal para
que la proteina pueda ejercer una funcién protectora dptima. Ademads, se demostré que esta
proteina puede presentar conformaciones alternativas con funcién protectora, evidenciando la
plasticidad funcional y conformacional de esta proteina LEA. Esta tesis también contribuye con
informaciéon que indica que ciertos cambios conformacionales en una proteina pueden estar
asociados a una misma funcién, evidenciando la plasticidad de la relacion estructura-funcién en

las proteinas intrinsecamente desordenadas.



ABSTRACT

Late Embryogenesis Abundant (LEA) proteins are hydrophilins and intrinsically disordered
proteins (IDPs) that accumulate during seed desiccation and in vegetative tissue under conditions
of water deficit. These proteins are classified into seven groups according to conserved motifs in
their sequence. Group 4 (LEA4) proteins present a conserved N-terminal region and a C-terminal
region variable in composition and length. In Arabidopsis thaliana, LEA4 proteins are abundant in
dry seeds, vegetative tissue and flower buds during salt and mannitol treatments. These responses
appear to be modulated by abscisic aid (ABA), because treatments with this phytohormone also
induced the increase in the abundance of his transcript and protein. Furthermore, the lack of these
proteins decreases germination under conditions of ionic and osmotic stress, as well as the
recovery of plants subjected to drought, showing that these proteins are required for an optimal
adjustment response of the plant to adverse conditions. LEA4 proteins show protective activity in
vitro on enzymes subjected to freezing and dehydration. The fact that these proteins acquire
structures with alpha helices at their N-terminus during in vitro treatments indicates the impact of
the environment that surrounds them on the selection of their conformational assemblies. To this
date, there is little direct evidence that the appearance of this type of secondary structure is related
to its protective capacity in vitro. In the present study, the A. thaliana LEA4-5 protein (AtLEA4-5)
was used to determine whether the acquisition of secondary structure is essential for its protective
function in vitro. To determine the participation of certain residues and different regions of the
protein with respect to the appearance of alpha helices, mutants of the AtLEA4-5 protein were
generated to modify conserved residues, to eliminate some regions of the protein, or to block the
formation of alpha helices. Likewise, this approach also allowed us to evaluate its correlation with
the protective activity caused by water deficit and changes in temperature. The results showed that
the removal of conserved residues or regions of the protein did not affect its function. Of interest
was the fact that removal of the disordered C-terminus caused a decrease in protective activity.
Surprisingly, blocking secondary structure formation did not affect protective function in the full-

length protein. However, this inability to acquire alpha helices negatively impacted the protective
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activity of a short version of the AtLEA4-5 protein, lacking the C-terminus. This work
demonstrated that the formation of secondary structure and the presence of the C-terminus are
required for the protein to exert an optimal protective function. Furthermore, it was demonstrated
that this protein can present alternative conformations with a protective function, evidencing the
functional and conformational plasticity of this LEA protein. This thesis also contributes with
information that indicates that certain conformational changes in a protein can be associated with
the same function, evidencing the plasticity of the structure-function relationship in intrinsically

disordered proteins.



INTRODUCCION

El estrés hidrico en relacion con el ambiente

Las plantas son organismos sésiles, que viven anclados al suelo y, por ende, no pueden escapar de
condiciones ambientales o factores bioldgicos que les sean perjudiciales (Wu et al., 2007). Uno de
los factores ambientales mas perjudiciales para el desarrollo de las plantas es la disminucién en la
disponibilidad de agua o déficit hidrico. Dicho estrés puede deberse a diversos factores: a la
disminucion en el potencial hidrico del ambiente debido a la reduccién de la disponibilidad de las
moléculas de agua por evaporacién, o por su retenciéon debido a una elevada concentraciéon de
sales u otros solutos, fenémeno que ocurre principalmente en el suelo (Carillo et al., 2011). La
disponibilidad del agua también dependera del estado fisico en el que se encuentren las moléculas
de agua, donde una mayor viscosidad o la solidificacion del agua provocardn una menor
disponibilidad de esta molécula en el medio. Este fenémeno se presenta cuando ocurre una
disminucion considerable en la temperatura (Augé, 2001). Por lo tanto, las propiedades intrinsecas
del agua pueden variar en funcién de las condiciones ambientales, donde, por ejemplo, las bajas

temperaturas se relacionan al congelamiento y las altas temperaturas se asocian a la sequia.

Mecanismos de las plantas para combatir el déficit hidrico

Para hacer frente a este tipo de estrés, las plantas han desarrollado diversos mecanismos que les
permiten resistir estas condiciones. Puesto que la sequia impone una restriccién de agua en las
plantas, las respuestas de las plantas relacionadas con esta condicidn de estrés se han clasificado en:
evasion, tolerancia, y recuperacion de la sequia (Yordanov ef al., 2000; Gaspar et al., 2002; Fang et
al., 2015). La tolerancia a la sequia requiere que las plantas establezcan una serie de respuestas que
les permitan ajustar sus procesos fisioldgicos fundamentales, como son el crecimiento, el
desarrollo o el metabolismo, a las condiciones adversas en las que se encuentren (Buchanan ef al.,
2015). Por tal motivo, el conocer los mecanismos bioquimicos y moleculares involucrados en estas

respuestas resultan de relevancia, no s6lo para entenderlos desde el punto de vista bioldgico,
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ecolégico y evolutivo, sino, de ser posible, para mejorarlos. Asimismo, resulta factible generar
herramientas que permitan diseflar estrategias de selecciéon en programas de mejoramiento de
cultivos y de condiciones de siembra, para mantener o incrementar el rendimiento de cultivos en

condiciones poco favorables.

La informacion relacionada con diferentes aspectos de las respuestas de las plantas a condiciones
ambientales adversas ha crecido enormemente en los ultimos aflos. Ahora conocemos diferentes
aspectos de estos procesos a nivel genético, celular, fisiologico, metabolico y molecular. En general,
los cambios en el ambiente provocan modificaciones en la expresion de diversos genes en las
plantas. Dichos cambios alteran los niveles de transcritos de diversas enzimas, tales como enzimas
desintoxicantes, cinasas, fosfatasas, catalizadoras de la sintesis de osmolitos y de hormonas,
acuaporinas, transportadores de azucares, factores transcripcionales, entre muchas otras. Cabe
resaltar también el aumento en la abundancia de proteinas que realizan un papel protector sobre

otras proteinas o enzimas como son las chaperonas (Vashisht et al., 2006; Jones et al., 2013).

El descubrimiento de las proteinas LEA

Durante el estudio de proteinas de almacenamiento de semillas de Gossypium hirsutum L., se
identificaron proteinas que se acumulan al final de la embriogénesis y que disminuyen durante la
germinacion (L. Dure et al., 1981). Posteriormente, se determin6 que dichas proteinas también se
acumulan en ciertos tejidos expuestos a condiciones de deshidratacion, por lo que se les atribuyé
un papel para confrontar condiciones de limitacién de agua (L. Dure, 3rd et al., 1981; Baker et al.,
1988). A dichas proteinas se les denomin6 como Late Embryogenesis Abundant (LEA) proteins

(proteinas Abundantes en la Embriogénesis Tardia) (Galau et al., 1981).

La definicion de LEA stricto sensu implica aquel conjunto de proteinas acumuladas en la

embriogénesis tardia y en diferentes tejidos vegetativos de las plantas al someterse a condiciones de



déficit hidrico. Aun con esta definicion, no existe, a nivel de estructura primaria, una secuencia
consenso que permita identificar a una proteina como una proteina LEA. Sin embargo, diversos
esfuerzos se han realizado para poder clasificarlas de acuerdo con diversos motivos que se pueden
detectar en sus secuencias (Dure et al., 1989; Bray, 1993; Battaglia et al., 2008; Bies-Etheve et al.,
2008; Finn et al., 2016). Para esta tesis se utilizard la clasificacion propuesta por Battaglia et al.

(2008).

Aunque no existe un motivo comun en su secuencia primaria que identifique a las proteinas LEA
en general, diversos estudios han permitido identificar algunas caracteristicas peculiares de la
mayoria de las proteinas LEA: son relativamente pequeias, se acumulan durante la formacion de
las semillas y en diversos tejidos somaticos sometidos a estrés hidrico, y presentan una
composicion sesgada de aminodcidos, siendo abundantes en residuos polares cargados y no
cargados, es decir residuos hidrofilicos, son escasas en residuos hidrofébicos, y en general ausentes
de residuos de fenilalanina, triptéfano y cisteina (Battaglia et al., 2008). Ademas, derivado de estas
caracteristicas, se pueden considerar a la mayoria de las proteinas LEA como proteinas
intrinsecamente desordenadas (IDPs); es decir, proteinas que no tienen una estructura
tridimensional estable y aun asi son funcionales (Dunker et al., 2008; Tompa et al., 2009; Hincha et
al., 2012). Mas atin, la mayoria de las proteinas LEA no solamente pueden clasificarse como IDPs,
sino también como hidrofilinas, las cuales fueron descritas como un subconjunto de proteinas que
se caracterizan, lato sensu, por tener un alto contenido de aminodcidos hidrofilicos, dando lugar a
valores de hidropatia mayores de uno, asi como y un alto porcentaje de residuos de glicina

(superior al 6% de la composicion total de aminoacidos) (Garay-Arroyo et al., 2000)

La importancia del desorden estructural en las proteinas

La comprensién de la estructura de una proteina, y mas especificamente, de su estructura

tridimensional, ha sido un pilar fundamental de la biologia moderna. Desde los primeros estudios



de estructuras tridimensionales de proteinas utilizando cristalografia de rayos X, se pens6 que una
funcién proteica particular deberia relacionarse con una estructura tridimensional Unica que
permitiera realizarla, lo cual, si bien es cierto para muchos ejemplos, no es una generalizaciéon
absoluta. Aquellas regiones cuya estructura tridimensional no podia resolverse se consideraron
«no estructuradas» y por tanto «no funcionales» (Uversky, 2013a). Con el paso del tiempo, la
evidencia de la presencia de dichas regiones flexibles en diversas proteinas se incremento y surgio
la idea de que dichas regiones sin estructura podrian tener algun rol funcional (Dunker et al.,
2001). No fue sino hasta inicio del siglo XXI que fue inevitable reconocer la importancia del
estudio de las regiones desordenadas, lo cual trajo una oleada de estudios respecto al desorden
estructural y su relevancia para el funcionamiento de diversas proteinas (Chouard, 2011; Uversky,

2011).

El desorden estructural en proteinas puede entenderse como la capacidad de proteinas completas,
o de regiones de estas, de permanecer en un estado flexible al no contar con un minimo particular
en el paisaje energético que determina la estructura de la proteina, en una conformacién dada. Asi
entendido, las proteinas desordenadas cambian constantemente de estructura entre
conformaciones poco estables y energéticamente equivalentes. Dicho paisaje energético puede
modificarse debido a condiciones ambientales, a la presencia de proteinas blanco, o a
modificaciones postraduccionales. Estas condiciones pueden provocar la apariciéon de embudos
energéticos donde la proteina desordenada puede adquirir una estructura transitoria estable, la
cual puede ser perturbada y regresar a estados desordenados cuando las condiciones ambientales
vuelvan a cambiar. Esta plasticidad conformacional se ha relacionado a la capacidad de realizar
mas de una funcién debido a esta plasticidad estructural, lo cual se ha denominado como actividad

“moonlight” (Jettery, 2017).

Hay algunos ejemplos clasicos de proteinas donde se ha demostrado que su desorden estructural le

permite realizar una o varias funciones. Tal es el caso de la fosfo proteina nuclear p53 de humanos,



a la cual se le ha denominada la “guardiana del genoma”. La proteina p53 funciona como un
homo-tetrdmero, donde cada monémero tiene seis dominios. De ellos, el dominio ubicado en la
region N-terminal de p53 es intrinsecamente desordenada y puede interactuar con diferentes
proteinas blanco para ejercer diferentes efectos, como son la regulacién transcripcional o la

deteccion y reparacion del DNA dafado por diversos eventos (Burger ef al., 2014; Uversky, 2016).

Para el caso de las proteinas de interés con un origen vegetal, las proteinas LEA han demostrado
ser buenos candidatos para comprender la importancia que el desorden estructural o la plasticidad
conformacional tienen en plantas sometidas a condiciones ambientales adversas (Olvera-Carrillo

etal.,2011).



ANTECEDENTES

Las proteinas LEA del grupo 4 como modelos de estudio.

En Arabidopsis thaliana (de ahora en adelante A. thaliana), existen 51 genes que codifican a
proteinas LEA (Hundertmark ef al., 2008), las cuales pueden agruparse en 7 grupos (Battaglia et
al., 2008). Las proteinas del grupo 4 se caracterizan por una regién N-terminal altamente
conservada, la cual se predice que forma una estructura tipo hélice alfa, y una regiéon C-terminal
desordenada, de composicion y longitud variable (Battaglia et al., 2008; Cuevas-Velazquez et al.,
2016). En A. thaliana, el grupo LEA4 cuenta con tres miembros, denominados AtLEA4-1,
AtLEA4-2 y AtLEA4-5, cuyo sufijo denota el cromosoma en el que se encuentran los respectivos
locus. Al tener pocos miembros, el grupo 4 de proteinas LEA en A. thaliana resulta util para

realizar estudios genéticos y comprender la funcién de estas proteinas en las plantas.

Algunos anilisis fenotipicos de mutantes afectadas en la produccién de estas proteinas mostraron
sensibilidad durante la germinacién en condiciones de estrés osmotico (350 mM manitol) y idénico
(250 mM NaCl), en comparacion con las semillas de plantas silvestres. Ademads, plantas adultas de
estas mutantes de pérdida de funcién, mostraron ser mdas sensibles a condiciones de
deshidratacion, asi como tener un menor peso seco y menos botones florales (Olvera-Carrillo et

al., 2010).

Por otro lado, en el estudio realizado por Cuevas-Velazquez et al. (2016) se determind que la
proteina AtLEA4-5 muestra una actividad protectora sobre la enzima lactato deshidrogenasa
(LDH) sometida a tratamientos de congelamiento-descongelamiento y de deshidrataciéon. Mas
aun, se determind que la regiéon N-terminal de dicha proteina (LEA4-5,7;) es suficiente para
ejercer la proteccion sobre esta enzima sometida a tratamientos de congelamiento-
descongelamiento. Ademas, mediante el uso de dicroismo circular (DC), se observé que esta

region adquiere una estructura secundaria tipo hélice alfa en condiciones que simulan
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amontonamiento molecular o falta de agua. Por el contrario, se determind que la regién C-
terminal de la proteina LEA4-5 (LEA4-575.155) no adquiere estructura secundaria en condiciones de
amontonamiento molecular o falta de agua y no protege la actividad de la enzima LDH en solucién

sometida a ciclos de congelamiento-descongelamiento (Figura 1).
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Figura 1. La region N-terminal de la proteina LEA4-5 es suficiente para prevenir la inactivacion de la LDH
sometida a condiciones de congelamiento-descongelamiento. Se muestra la actividad remanente de LDH después de

siete ciclos de congelamiento-descongelamiento. Tomado de Cuevas-Velazquez et al. (2016).

A partir de los resultados anteriores, se concluyé que la funcion protectora de la proteina AtLEA4-
5 era provocada por la adquisiciéon de cierto tipo de estructura en la region N-terminal en
condiciones de déficit hidrico, regién que posee los motivos mas conservados de esta familia de
proteinas. Sin embargo, debido a la naturaleza misma de los experimentos de DC y de proteccion
enzimatica in vitro a ciclos de congelamiento-descongelamiento y deshidratacién, los datos no
demuestran de forma precisa el papel que podrian desempenar las hélices alfa y/o los motivos

conservados de la region N-terminal en la actividad protectora de la proteina AtLEA4-5.

Para establecer una relaciéon mads estrecha entre la capacidad de las proteinas LEA del grupo 4 de
adquirir estructura secundaria en condiciones de déficit hidrico y su funcionalidad como
protectoras de otras proteinas en esas condiciones, en la presente tesis se buscé mutar residuos o

regiones especificas de la proteina modelo LEA4-5 de A. thaliana. Esta idea se basé en que la
11



modificacion de la proteina modelo tendrd un impacto detectable en la capacidad de estructurarse
y de proteger en condiciones de déficit hidrico in vitro, el cual permitira tener una idea mas clara

del mecanismo de accién de estas proteinas.

Técnicas para el estudio de IDPs

La estrategia anteriormente planteada tiene como fundamente el hecho de que es posible
identificar, o al menos proponer, la funcioén de una proteina modificando residuos involucrados en
las interacciones que lleva a cabo la proteina con su ligando (Shortle, 1992). Si bien la naturaleza
desordenada de las IDPs dificulta identificar residuos particulares responsables de dichas
interacciones, la conservaciéon de regiones apoya la nocién de que existen caracteristicas que la
evolucion ha conservado, muy probablemente por ser funcionales. Para el caso de proteinas LEA4,

esa region de interés corresponde principalmente la region N-terminal.

Una vez identificada una region de interés, es comun utilizar una serie de técnicas que permiten
estudiar la naturaleza conformacional de las IDPs, técnicas que incluyen: resonancia magnética
nuclear (NMR), resonancia paramagnética del electréon (EPR), dicroismo circular (DC) vy
fluorescencia por transferencia de energia de resonancia (FRET) en una sola molécula (Na ef al.,
2018). También es posible utilizar aproximaciones computacionales como célculos de dinamica
molecular (Duong et al, 2018), analisis filogénicos (Riley et al., 2023), identificaciéon de
caracteristicas de reconocimiento molecular (Sharma et al., 2018), y predicciéon de desorden

estructural (Y. Liu ef al., 2019).

De estas técnicas, el dicroismo circular (DC) es una de las mas utilizadas para el estudio de IDPs
(Woody, 2010; Chemes et al., 2012) y, especificamente, para el estudio de proteinas LEA (Shih et
al., 2010; Navarro-Retamal et al., 2016; Koubaa et al., 2019; LeBlanc et al., 2021). Dicha técnica se

basa en la absorcion diferencial de luz polarizada circularmente por diferentes compuestos
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quimicos. Dicha absorcion, en el caso de proteinas, esta mediada por diferentes elementos
estructurales que actian como cromoforos, como pueden ser el enlace peptidico, las cadenas
aromaticas, los puentes disulfuro, la presencia de flavinas o protoporfirinas, etc. (Kelly et al., 2005).
También los diferentes tipos de estructura secundaria presente en proteinas pueden actuar como
cromoforos, generando espectros particulares que pueden ser utilizados para determinar los tipos
y proporciones de estructuras secundarias presentes en una proteina (Greenfield, 2006). En el
presente trabajo se optd por el uso de esta técnica debido a su facilidad de aplicacién y al tipo de

informacion que se puede obtener de la misma.
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HIPOTESIS

Las mutaciones en la region N-terminal de la proteina LEA4-5 de A. thaliana que modifiquen su

estructura secundaria y/o propiedades fisicoquimicas afectaran la capacidad protectora que esta

proteina ejerce sobre enzimas reporteras sometidas a condiciones de baja disponibilidad de agua in

vitro.

OBJETIVOS

GENERAL

o Identificar los aminodcidos y/o las regiones de la proteina LEA4-5 de A. thaliana
necesarios para que se lleve a cabo su funciéon protectora sobre enzimas reporteras
sometidas a condiciones de baja disponibilidad de agua in vitro.

ESPECIFICOS

o Identificar aminodacidos candidatos para mutagénesis usando alineamientos multiples
de secuencias de las proteinas LEA del grupo 4 de diversos grupos de plantas.

o Generar versiones mutantes del gen AtLEA4-5 donde se modifiquen aminodcidos
conservados de la proteina.

o Generar versiones mutantes del gen AfLEA4-5 donde se modifiquen aminodcidos poco
conservados pero cercanos a regiones propensas a formar hélices alfa.

o Purificar, verificar la integridad y cuantificar las proteinas mutantes obtenidas.

o Evaluar la capacidad de las proteinas mutantes generadas para proteger a enzimas
reporteras en ensayos de congelamiento—descongelamiento in vitro.

o Evaluar la capacidad de las proteinas mutantes generadas para adquirir estructura

secundaria en condiciones que simulen falta de agua mediante estudios de dicroismo

circular.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de secuencias de proteinas LEA4 y alineamiento multiple de secuencias.

Se realizo6 un BLAST con la secuencia de la proteina AtLEA4-5 contra la base de datos no
redundantes de NCBI, acotando el analisis al taxén Viridiplatae. BLAST detect6 el superdominio
de PFAM LEA_1 en el extremo N-terminal de la secuencia de las proteinas encontradas. La
secuencia consenso de dicho superdominio se utiliz6 como anzuelo para detectar proteinas
reportadas en la base de datos Phytozome v11 (Goodstein ef al., 2012). Se limpiaron manualmente
las secuencias, eliminando aquellas con caracteres que no representan algunos de los 20 residuos
de aminodcidos tipicos presentes en proteinas, asi como proteinas que tuvieran un sitio alterno de
inicio de traduccién y que estuvieran extendidas hacia el extremo N-terminal. Posteriormente,
para facilitar el procesamiento de las secuencias, se eliminaron secuencias redundantes utilizando
el programa CD-HIT (Li et al., 2006; Fu et al., 2012), el cual agrupa las secuencias con una
similitud mayor al 95% y selecciona una de ellas como la representante del grupo. Las secuencias

obtenidas se alinearon utilizando el programa MUSCLE v3.8.31 (Edgar, 2004).

Construccion del arbol filogenético a partir de las secuencias de las proteinas LEA4.

Se utiliz6 el programa Modeltest Next Generation v.0.1.3 (Darriba et al., 2020) con el archivo de
alineamiento multiple de secuencias obtenido por MUSCLE para determinar el mejor modelo
evolutivo de las secuencias. Una vez determinado el mejor modelo evolutivo, se realizé un anilisis
filogenético utilizando el programa RAxML v.8.2.10 (Stamatakis, 2006), aplicando una
metodologia para maxima verosimilitud, repitiendo el analisis utilizando 1000 semillas aleatorias, y
llevando a cabo un anilisis de bootstrap con 200 remuestreos. El mejor arbol fue visualizado y

anotado mediante la paqueteria “ggtree” de R.
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Seleccion de los residuos para realizar la mutagénesis o de las regiones a eliminar.

El alineamiento multiple obtenido de MUSCLE se visualizé utilizando el programa JalView. Los
aminoacidos candidatos para ser mutados en la proteina AtLEA4-5 se seleccionaron considerando
tres caracteristicas: 1) su alto grado conservaciéon, por identidad o similitud, los cuales se
cambiarian por alaninas, evitando alterar en la medida de lo posible las estructuras tipo hélice alfa,
2) las regiones en los extremos de la proteina, asi como algunas regiones internas propensas a la
adquisicion de hélices alfa, las cuales se eliminaron, o 3) su cercania a regiones con tendencia de
formar hélice alfa para cambiarlos por prolinas, interrumpiendo la formacién de este tipo de
estructura secundaria. Para predecir la tendencia de las proteinas mutantes para formar hélices
alfa, se utiliz6 el programa FELLS (Piovesan ef al., 2017) (Anexo VI), mientras que la presencia de
regiones desordenadas se calculé mediante Metapredict v2.2 (Emenecker ef al., 2021) (Anexo VII).
Los datos obtenidos se graficaron con GraphPad Prism v8.0.2 para Windows (GraphPad Software,

Boston, Massachusetts, USA, www.graphpad.com).

Obtencion de fragmentos de DNA modificados mediante la técnica de PCR de traslape

Después de seleccionar los aminoacidos a mutar, se disefiaron oligonucledtidos con los codones
modificados correspondientes a los aminodcidos respectivos y se extendieron entre 10-15 bases a
partir del codon cambiado, tanto hacia el 5 y como hacia el 3’ del gen. Se procuré realizar las
mutaciones considerando los codones mas utilizados por Escherichia coli K12. El oligonucleétido
«reverse» correspondi6 al reverso complementario exacto del oligonucleétido «forward» mutado.

Los oligonucledtidos utilizados se muestran en Anexo I.

Posteriormente, se sigui6 la técnica de PCR de traslape (Horton et al, 1990). Brevemente, se
utilizaron dos pares de oligonucleétidos; el primero, que amplifico desde el ATG correspondiente
al inicio de la traduccidn, hasta la zona donde se encuentran las mutaciones; el segundo, desde la

zona de las mutaciones hasta el final del gen. Cabe sefialar que a los oligonucledtidos del inicio y
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final del gen se les agregé la secuencia de reconocimiento de las enzimas de restriccién Ncol (5’-
CCATGG-3) y Sall (5-GTCGAC-3’), respectivamente, para que los amplicones se pudieran
integrar posteriormente al vector de expresién pTrc99a. Como templado de DNA se usé el marco
abierto de lectura (ORF) de la proteina AtLEA4-5 con la mutacion M33L, que elimina una
metionina interna, que puede ser utilizada por E. coli como sitio alterno para iniciar la traduccion.
Primero, se realizaron las PCRs necesarias para obtener los dos fragmentos del gen, los cuales se
separaron por electroforesis en agarosa al 1%. Se purificaron las bandas obtenidas mediante el uso
del kit GeneJET Gel Extraction Kit (# cat. K0691, Thermo Scientific). Posteriormente, se realizo
una PCR utilizando los oligonucleétidos «Forward» y «Reverse» del gen completo, agregando 2 pL
de cada uno de los segmentos previamente purificados. De esta manera, durante la primera ronda
de termociclaje, los segmentos se unieron por complementariedad y la polimerasa reconstituy¢ el
gen, permitiendo posteriores amplificaciones del gen completo mutante. Los pares de
oligonucledtidos para la obtencién de los fragmentos usados en la PCR de traslape se muestran en

Anexo II.

Para la produccion de los amplicones de genes truncados se realizé una PCR de punto final con los
oligonucledtidos apropiados para eliminar los extremos deseados. Para el caso de las mutantes con
eliminacion de secuencias internas, se sigui6é una estrategia similar a la PCR de traslape, pero con
oligonucle6tidos que compartieran regiones en comun y que fueran dichas regiones las que se
traslaparan. La combinacién de oligonucleo6tidos utilizados para la generacion de estas mutantes se

muestra en el Anexo III.

Integracion del producto de PCR modificado en el vector de expresion pTrc99a

Una vez realizado la PCR de traslape, se purifico la banda correspondiente al amplicén deseado y
se subcloné en el vector pJET1.2/blunt (Fermentas CloneJET PCR Cloning Kit #K1231). Se
transformaron células E. coli DH5a con la construccién y se seleccionaron colonias positivas en

medio LB adicionado con ampicilina (100 pg/mL). Se purific6 el plasmido mediante el uso del kit
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Gene]ET Plasmid Miniprep (# cat. K0502, Thermo Fischer Scientific) y se mandd a secuenciar el
gen de interés. Se realizaron los alineamientos correspondientes para verificar la presencia de las
mutaciones en las secuencias de los genes. Posteriormente, se realizé una reaccion de restriccion
con enzimas Ncol y Sall para liberar el gen de interés del vector pJET. Se corrid la restriccion en gel
de agarosa al 1% y se purifico la banda correspondiente al gen. El producto obtenido y cuantificado
mediante el uso de un Nanodrop 1000 (Thermo Fischer Scientific) se ligé usando el protocolo de
T4 ligasa (#cat. EL0014, Thermo Fischer Scientific) al vector pTrc99a, previamente digerido con las
mismas enzimas de restriccion y purificado. La reaccion de ligacion se utiliz para transformar
células E. coli DH5a y se seleccionaron colonias positivas en medio LB adicionado con ampicilina
(100 pg/mL). Se purificé el plasmido de algunas colonias, se verificd su correcta integracion
mediante secuenciacion, y se utilizaron los plasmidos correctamente construidos para transformar

células E. coli XL1-Blue.

Produccion y purificacion de las proteinas mutantes mediante precipitacion con acido

tricloroacético (TCA)

Se tomaron como referencia los protocolos de purificaciéon de proteinas basicas y desordenadas de
Campos et al. (2011) y Romero-Perez et al. (2023), a los cuales se les hicieron algunas
modificaciones. Brevemente, se prepar6 un indculo de 100 mL de medio liquido LB, adicionado
con ampicilina (100 pg/mL), con la cepa de E. coli XL1-Blue transformada con la construccién que
tiene la proteina ser expresada Se incub6 durante 16 horas a 37°C con agitacion constante.
Posteriormente, se inoculé un matraz Fernbach con 1 L de medio liquido LB modificado (10 g de
triptona, 10 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl, por litro). Se incub6 a 37 °C por dos horas
con agitacion constante (200 rpm) y se indujo la produccién de la proteina de interés mediante la
adicion de IPTG 1 mM, concentracion final, por otras dos horas. Se centrifugé el cultivo a 7,000
RCF a 4 °C por 10 minutos. La pastilla se resuspendié en solucién amortiguadora de Tris 20 mM
pH 8.0 con NaCl 10 mM. Se lisaron las células en baito Maria por 10 minutos y el lisado se incub6

en hielo por 10 minutos. Se centrifug6 el lisado a 12,100 RCF a 4 °C por 10 minutos. El
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sobrenadante se distribuy6 en tubos Eppendorf de 2 mL (aproximadamente 1.8 mL cada uno) y se
aftadio TCA al 100% hasta una concentracion final de 2 %. Se agit6 con vortex y se incub¢6 en hielo
por 15 minutos. Se centrifugd de nuevo a 12,100 RCF a 4 °C por 10 minutos, y el sobrenadante se
distribuy6 en tubos Eppendorf nuevos donde se agregé TCA al 100 % hasta una concentracién
final de 8%. Se agité con ayuda de un vortex y se incub6 en hielo por 15 minutos. En esta ocasion,
la pastilla del precipitado se lavé dos veces con acetona fria al 100%, se secé al aire libre y se
resuspendié en aproximadamente 100-500 pL de solucién amortiguadora de eleccion, aunque en la

mayoria de las veces se utiliz6 agua destilada.

Produccion y purificacion de proteina mutante mediante sistema IMPACT-CN

Las proteinas denominadas LEA4-57515s y LEA4-5,.77p) tuvieron rendimientos de purificaciéon muy
bajos al ser purificadas por TCA. Para ellas, se optd por una estrategia distinta que fue la
purificacion por el sistema IMPACT-CN (New England Biolabs), que se basa en la fusiéon de una
proteina de interés a una inteina y a un dominio de afinidad a quitina para una purificacién
mediante cromatografia a través de una matriz de quitina. Brevemente, los genes para LEA4-575 155
y LEA4-5,770p) se introdujeron en el vector pTYB11 mediante restriccidn enzimdtica, en esta
ocasion cortando con Sapl y Smal en los extremos 5’y 3’. Se realiz6 una ligacién con T4 ligasa, se
verific6 la insercidon por secuenciacién y se transformaron células de E. coli XL1-Blue. Se inocul6
un matraz de 100 mL con medio liquido LB adicionado con ampicilina (100 pg/mL) y se incubd
toda la noche. Dicho cultivo se utiliz6 para inocular 1L de medio liquido LB modificado como
previamente se describié. Después de incubar a 37 °C por dos horas, se realizé la induccién de las
proteinas de interés adicionando IPTG 1 mM, concentracioén final, por tres horas, y las células se
colectaron por centrifugacion a 7,000 RCF, 4 °C por 10 minutos. Posteriormente, se sigui6 el
protocolo de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Se sabe que la proteina LEA4-575.15sno
se puede detectar por tinciéon con Azul de Coomassie, por lo que se realizé un experimento tipo
Western blot para detectar las fracciones que contuvieran dicha proteina (Anexo IX). Las

fracciones apropiadas se mezclaron y se dializaron contra agua Mili-Q usando una membrana de
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dialisis de 3.5 kDa MWCO. Para determinar la pureza e integridad de las proteinas LEA4-5,.770p) Y
LEA4-5;5.155 después de la dialisis, se realiz6 un SDS-PAGE, seguida de una tinciéon con Azul de

Coomasie e inmunodeteccidn, para las proteinas respectivas.

Inmunodeteccion mediante ensayos tipo Western blot

Para llevar a cabo la inmunodeteccion por ensayos tipo Western blot, se utilizaron 15 pL de las
diferentes fracciones colectadas durante la purificacion de la proteina LEA4-57.15s. Se utiliz6 un
anticuerpo primario producido contra la region carboxilo de la proteina LEA4-5 (Agrisera AS22
4831), en una dilucién de 1:1,000, y un anticuerpo secundario (anti-conejo acoplado a HRP,
Zymed), en una dilucién de 1:10,000. Las sefales se produjeron mediante la reacciéon de la HRP
con luminol (Supersignal West Pico, Thermo Fisher Scientific). Las membranas se expusieron a
peliculas fotograficas azules para rayos X (Kodak), y se revelaron. Las peliculas reveladas fueron

fotografiadas utilizando un fotodocumentador ImageQuant 300 (GE Healthcare).

Cuantificacion de la concentracion de las proteinas

La composicidn de residuos sesgada de las IDPs dificulta la cuantificacién de la concentracion de
estas proteinas por los métodos convencionales, como Bradford, Lowry o la medicién de
absorbancia a 280 nm (Contreras-Martos et al., 2018). Debido a lo anterior, se opt6 por el uso del
ensayo de cuantificacién de proteina por Qubit. Este ensayo se basa en el uso de moléculas
fluorescentes especificas para proteinas. Dichas moléculas tienen poca fluorescencia en solucion,
pero aumentan su fluorescencia al interactuar con moléculas proteicas. Brevemente, se hicieron
diluciones seriales de las proteinas purificadas y se usaron para calcular los valores de fluorescencia
que mejor se ajustaran a la curva estdndar que provee el sistema de deteccion del equipo (Qubit 4,

Thermo Scientific), lo que permitié calcular la concentracion final de la proteina en cuestion.

20



Experimentos de dicroismo circular

Para obtener los espectros de dicroismo circular (DC), se diluyeron las muestras hasta una
concentracion final de 0.3 mg/mL en solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM, en ausencia o
presencia de cantidades crecientes (0%, 40% y 80%) de glicerol o etilenglicol (EG), dos compuestos
que son utilizados para eliminar la interaccidon de los residuos de las proteinas con las moléculas de
agua de sus proximidades, simulando una falta de agua en el ambiente. Se utiliz6 EG debido a que
es menos viscoso que el glicerol, facilitando el manejo de las muestras y la reproducibilidad de los
experimentos (Anexo XII). La efectividad del EG para disminuir la cantidad de agua disponible se
verifico calculando la osmolalidad de las soluciones en comparacién con las obtenidas para el
glicerol. Las soluciones de glicerol al 40% y 80% (v/v) alcanzan osmolalidades de 5.47 and 10.95
Osm; en tanto que de EG a las mismas concentraciones generan un potencial osmdtico de 7.17 and
14.34 Osm, respectivamente. Las mezclas se analizaron utilizando un espectropolarimetro JASCO
J-715, en una celda de 1 mm de ancho, usando longitudes de onda de 190 a 260 nm. La
temperatura se mantuvo a 25 °C con un controlador Peltier (PTC-4235, JASCO). Se ajust6 la
velocidad de lectura del espectropolarimetro a 5 segundos por nm. Se obtuvieron tres espectros, se
promediaron y se suavizaron las curvas para reducir el ruido, de acuerdo con los algoritmos del
programa para obtencién de datos del espectropolarimetro. Los espectros fueron analizados
utilizando el programa en linea DichroWeb (Whitmore ef al., 2004) para obtener el porcentaje
total de estructura secundaria de cada proteina en cada tratamiento, usando el algoritmo CDSSTR

y la base de datos SP175t.

Ensayos de proteccion ante tratamientos de congelamiento-descongelamiento

Se utiliz6 el protocolo seguido por Reyes et al. (2008) y Cuevas-Velazquez et al. (2016), y detallado
por Rendon-Luna ef al. (2020). Brevemente, se preparé una mezcla maestra (volumen final de 600
uL) con solucién amortiguadora de Tris-HCl 25 mM pH 7.5 y LDH 0.25 pM (lactato

deshidrogenasa de musculo de conejo, Sigma-Aldrich) y el protector a ser evaluado en diversas
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relaciones molares, considerando siempre la molaridad de los mondmeros. Se distribuy¢ la mezcla
en seis tubos (100 pL por tubo). Tres de los tubos permanecieron en hielo y el resto se sometieron a
siete ciclos de congelamiento-descongelamiento, consistentes en un bafio en nitrégeno liquido por

un minuto y un posterior descongelamiento a 37°C por cinco minutos.

Mediciéon de la actividad enzimatica de lactato deshidrogenasa (LDH)

Para la medicion de la actividad enzimatica remanente de LDH, se prepar6 la mezcla de reaccién
para LDH, que consistié en Tris-HCl 100 mM pH 7.5, KCI 25 mM, NADH 148 uM vy 4cido
piravico 2.5 mM. Se colocaron 600 pL de dicha mezcla en una celda de cuarzo para
espectrofotémetro y se colocé la celda dentro del espectrofotémetro, previamente ajustado para
leer a una absorbancia de 340 nm (UV) durante 40 segundos cada 0.5 segundos. Se tomaron 15 puL
de uno de los tubos con la mezcla a analizar, se agregaron a los 600 pL de la mezcla de reaccién y se
mezclaron rdpidamente. Se comenzé a leer inmediatamente y se registraron todos los valores

obtenidos para su analisis posterior.

Analisis de datos

Los datos obtenidos para cada cinética se procesaron mediante un guion informadtico en R,
disefiado para graficar individualmente cada una de las curvas obtenidas. Después, se realiz6 una
regresion lineal de los puntos obtenidos en los primeros 20 segundos de la reaccion y se obtuvo la
pendiente de la recta. Los datos se normalizaron considerando como 100 % de actividad el valor de
la pendiente obtenida del analisis de cada mezcla de LDH no sometida al tratamiento de
congelamiento-descongelamiento, con o sin crioprotector. Finalmente, se graficaron los valores de
actividad normalizados de todas las muestras. Para determinar diferencias estadisticas entre las
medias del porcentaje de actividad remanente de LDH en los ensayos de protecciéon a

congelamiento-descongelamiento, se realizé6 una ANOVA de una via, seguida por una prueba post

hoc de comparacion multiple de Dunnett (a = 0.05) considerando una comparaciéon de muchos a
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uno, donde la media de protecciéon de cada mutante se comparé con la media de proteccion de la

proteina nativa AtLEA4-5.
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RESULTADOS

Distribucion filogenética de diversas proteinas LEA4

Usualmente, se recurre a técnicas como la cristalografia de rayos X o a la de NMR para determinar
la estructura de una proteina y los residuos importantes de la misma, los cuales pueden estar
involucrados en su funcidn. Desafortunadamente, estos métodos no son tan facilmente aplicables a
las caracteristicas conformacionales de las IDPs debido a su alta flexibilidad estructural. Para
identificar residuos o regiones conservados evolutivamente, y quiza relevantes para el
funcionamiento de las proteinas LEA4, se decidio realizar un alineamiento multiple de secuencias
(MSA, por las siglas del Multiple Sequence Alignment). Primeramente, se realiz6 un BLAST en la
base no redundante de secuencias de proteinas reportadas en NCBI, filtrando por el taxén
Viridiplantae. Dicho analisis arrojé secuencias que no se anotaban como LEA4. Ademais, este
analisis detectd, en las proteinas LEA4, el dominio de una superfamilia reportado en la base de
datos de PFAM, localizado en la regién N-terminal de estas proteinas, denominado en PFAM
como dominio LEA_1. Para disminuir la ambigiiedad de los datos, se decidi¢ utilizar la secuencia
consenso del dominio de PFAM LEA_1 para extraer las secuencias de proteinas reportadas con ese
dominio de la base de datos de Phytozome (versién 11), la cual cuenta con registros mejor
anotados para diversos organismos vegetales. Las secuencias obtenidas se depuraron eliminando
secuencias con residuos mal anotados o con sitios de inicio de la traduccion alternos. Del resultado
de este analisis se obtuvo un archivo en formato fasta con 275 secuencias de proteinas, las cuales se
alinearon mediante el software MUSCLE. Posteriormente, se realizé un analisis para identificar el
mejor modelo evolutivo que explica las variaciones en secuencias (ModelTest) y un posterior
analisis filogenético (RaxML) (Ver Materiales y Métodos). Este analisis derivd en un arbol que
muestra las relaciones de parentesco o evolutivas entre las proteinas incluidas. Lo mas evidente de
este analisis es que las 275 secuencias de proteinas LEA4 se separan en dos subgrupos, el subgrupo
A (136 secuencias) y subgrupo B (134 secuencias) (Figura 2). Los subgrupos muestran regiones
conservadas en el N-terminal, asi como una regién C-terminal mas corta en el subgrupo A que en

el B. Es interesante mencionar que, cinco secuencias no se clasificaron en ninguno de los
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subgrupos. Curiosamente, estas secuencias inclasificables, por el método empleado en esta tesis,
pertenecen a plantas denominadas briofitas, las cuales se consideran como representantes actuales
de las primeras plantas que poblaron el medio terrestre. Esto podria indicar que, si bien el origen
de las proteinas LEA4, o proteinas con secuencias similares, se remonta al momento en que las
plantas acudaticas tuvieron que enfrentarse a un ambiente con menos agua disponible en su
entorno, y la subdivision que dio origen a los subgrupos A y B ocurrié posteriormente en la
evolucion, probablemente con la apariciéon de plantas con flores y frutos (angiospermas). Debido a
que la base de datos de Phytozome no cuenta con registros de gimnospermas ni helechos, al menos
hasta la versién 11, y con el fin de no incorporar bases de datos con diferentes procesos de
curacion y anotacion, no fue posible indagar respecto al momento evolutivo de aparicion de los
subgrupos A y B. Aun asi, la conservacién de secuencias de ambos subgrupos en los mismos
organismos revela que evolutivamente surgieron temprano en la evolucién de las angiospermas.
Ademas, es probable que las proteinas que se agrupan en estos subgrupos realicen funciones
distintas o complementarias, lo que explicaria que se hayan conservado a lo largo de la evolucién

en los mismos organismos.

Puesto que el analisis funcional previamente reportado se realiz6 con proteinas LEA4 de A.
thaliana (Cuevas-Velazquez et al., 2016), se decidié adoptar como modelo para el analisis
propuesto en esta tesis a la proteina AtLEA4-5, ya que es la inica representante del subgrupo B en
A. thaliana y que tiene la region C-terminal mds larga. Considerando el MSA, se ubicaron los
residuos mas conservados como la base para la seleccion de los residuos a modificar. En esta
secuencia también se localizaron los tres motivos que identifican a las proteinas de esta familia,

localizados en la region N-terminal y reportados previamente (Battaglia et al., 2008) (Figura 3).
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Figura 2. Arbol filogenético de las proteinas LEA4.
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Los nombres de las proteinas sombreadas en amarillo

corresponden a proteinas del subgrupo A, y las sombreadas en azul corresponden a las proteinas del subgrupo B. Las

secuencias que no estan sombreadas corresponden a proteinas identificadas en las briofitas.
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Figura 3. Alineamiento muiltiple de secuencias mas cercanas filogenéticamente a la proteina LEA4-5 de A.
thaliana (AtLEA4-5). Se muestra la ubicacién de motivos conservados en el MSA de acuerdo con Battaglia et al.
(2008). Los residuos son coloreados de acuerdo con el codigo de colores Clustal en Jalview, donde: rojo: residuos
cargados negativamente; azul: residuos cargados positivamente; verde: residuos polares sin carga; rosa: residuos con
cadena lateral hidrofdbica; magenta: glicina y prolina; naranja: tirosina y fenilalanina; amarillo; cisteina. Los asteriscos
de color muestran la ubicacién de los residuos que se modificaron en la proteina AtLEA4-5. Negro: LEA4-5-NT1; azul:

LEA4-5-NT?2; verde: LEA4-5-NT3; amarillo: LEA4-5-NT4; rojo: LEA4-5-NT9P.

Analisis de proteinas LEA4 mutantes en residuos conservados en el N-terminal.

Los analisis de las secuencias mostraron que existen residuos conservados en el N-terminal de las
proteinas LEA4 independientemente del subgrupo, por lo que algunos de esos residuos se
seleccionaron en la proteina AtLEA4-5 para su posterior modificacién. Las modificaciones
puntuales por realizar fueron: E27A, K29A, E31A, K32A, K41A, A44K (el unico residuo
conservado incluso en briofitas y que se decidié cambiar por lisina), K51A, Q54A y E61A. La
mayoria de las mutaciones se hicieron hacia residuos de alanina, el aminodcido quiral sin carga
mas simple cuya cadena lateral después del carbono B no introduce flexibilidad conformacional.

Tales modificaciones se agruparon en 4 diferentes grupos, lo cual produjo cuatro proteinas
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mutantes, denominadas LEA4-5-NT1 a -NT4. (Figura 4, Anexo V). Dichas proteinas se

purificaron por el método de TCA (ver Materiales y Métodos) y se verifico su integridad y pureza

(Anexo VIII).
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Figura 4. Ubicacién de las mutaciones en residuos conservados. Se indica ademas la identidad del residuo mutado y

el residuo por el que fue mutado.

Se realizaron experimentos de DC para determinar los niveles de estructura secundaria de estas
proteinas bajo condiciones de deficiencia de agua, utilizando glicerol al 40 % y 80 % (v/v), y sin
glicerol como referencia (Anexo X). Los espectros al 80% de glicerol mostraron que las proteinas
LEA4-5-NT1 a -NT3 se comportaron como la proteina LEA4-5 silvestre (Figura 5). Sin embargo,
se detectéo un comportamiento diferente en el espectro de DC diferente de la proteina LEA4-5-
NT4. Para realizar un analisis comparativo entre los espectros, se recurrié al analisis del espectro
diferencia de los espectros a 80% del tratamiento contra los espectros obtenidos a 0% de
tratamiento. En esta ocasion, se observé que el comportamiento de todos los espectros diferencia

es practicamente idéntico. (Figura 5, grafico interno).

28



Glycerol 80%

10
S £
E 5 b — LEA4-5
Ng of4-N----- Tomorioah moalosm — LEA4-5-NT1
> — LEA4-5-NT2
=]
7 -5 — LEA4-5-NT3
T LEA4-5-NT4
E—'IO-

-15 T

1 1 1 I I
190 200 210 220 230 240 250 260
Wavelength (nm)

Figura 5. Espectros de DC de mutantes en residuos conservados. Se muestran los espectros obtenidos utilizando
glicerol al 80% como tratamiento simulador de falta de agua. Grafica interna: espectros diferencia obtenidos al restar

los espectros a 0% de glicerol de los espectros a 80% de glicerol.

Para obtener un célculo aproximado de la proporcion de estructura secundaria a partir de los datos
por DC, se utiliz6 el algoritmo DichroWeb (Figura 6). Los resultados mostraron que,
practicamente, la capacidad de adquisicion de los diferentes tipos de estructuras que considera
DichroWeb es similar en las diferentes proteinas analizadas, excepto en el caso de la proteina
LEA4-5-NT4, que muestra una menor proporciéon de hélices alfa en presencia de 80% glicerol,
comparado con la proteina silvestre. Si bien este tipo de analisis puede ayudarnos a tener una
mejor idea de la proporciéon de estructura de la proteina, hay que recordar que el algoritmo
DichroWeb predice la proporciéon de estructura secundaria utilizando como base de datos
espectros de DC de proteinas globulares caracterizadas mayoritariamente con estudios
cristalograficos, por lo que no resultaria extrafio observar algiin comportamiento anémalo en

datos provenientes de IDPs.
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Figura 6. Proporcion de estructuras secundaria obtenidos mediante DichroWeb de mutantes en residuos
conservados . Para cada proteina se muestra la proporcién de estructura secundaria calculada por el algoritmo

DichroWeb en muestras con 0 % y 80 % (v/v) de glicerol.

Para determinar si los cambios que se introdujeron en las proteinas mutantes producian algin
efecto en la actividad protectora de esta proteina, se realizaron experimentos de proteccién frente a
congelamiento-descongelamiento. Se realizaron mezclas de protector:LDH (relacién molar 10:1,
considerando los mondmeros) y se aplicaron siete ciclos de congelamiento-descongelamiento
acorde con datos previos en los que se demostré que este numero de ciclos anulaba totalmente la
actividad de la LDH (Cuevas-Velazquez et al., 2016). Los resultados no mostraron diferencias
significativas entre la proteccion alcanzada por la proteina LEA4-5 silvestre y las proteinas

mutantes LEA4-5-NT1 a -NT4 (Figura 7).
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Figura 7. Experimento de proteccion de LDH ante congelamiento-descongelamiento usando mutantes en residuos
conservados. Se utilizaron siete ciclos de congelamiento-descongelamiento y una relacion molar de 10:1
(Protector:LDH). Cada punto indica el promedio de un experimento con tres réplicas. Los datos se normalizaron
considerando 100% la actividad de cada mezcla protector-LDH sin someterse a congelamiento-descongelamiento. ns:
sin diferencia significativa comparado con LEA4-5. No LEAP: No LEA protein. ns: sin diferencia significativa

comparado con LEA4-5

Estos datos indican que los residuos conservados en la region N-terminal de la proteina AtLEA4-5

no tienen una participacion significativa en la capacidad de adquisicion de estructura secundaria

ante la deficiencia de agua, ni en la actividad protectora de esta proteina in vitro.

Analisis de proteinas LEA4 truncadas.

Debido a que las mutaciones en residuos conservados no mostraron efectos en la capacidad de
adquirir estructura secundaria ni en la capacidad protectora, se decidié eliminar de algunos
segmentos a partir del extremo N-terminal. Se obtuvieron mutantes en donde se eliminaron los
primeros 25, 42, 56 y 77 residuos del extremo N-terminal, en funcién de la localizacién in silico de
zonas de formacion de hélices alfa (Anexo VI). También se removieron fragmentos en una zona de
la region N-terminal, en donde se mostraba mayor propension a formar hélices alfa (residuos 61-

78 y 44-78), conformando las proteinas LEA4-561.7s y LEA4-5,44.7s, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Ubicacion de las mutaciones con eliminaciones de secciones de la region N-terminal. Se indica ademis la

identidad del residuo mutado y el residuo por el que fue mutado.

Utilizando las proteinas mutantes purificadas, se realizaron los experimentos de DC
correspondientes. En esta ocasidn, para estos experimentos se utilizé etilenglicol (EG) en lugar de
glicerol, debido a que el etilenglicol es un compuesto menos viscoso que el glicerol a 25 °C, lo cual
facilita su manipulaciéon en las celdas utilizadas en el espectropolarimetro (ver Materiales y
M¢étodos), favorece una mejor homogenizacién y, por tanto, una mayor reproducibilidad de los
datos. Las soluciones de ambos compuestos generan potenciales osmoticos similares a los que se
obtienen con glicerol por lo que aseguran condiciones similares en cuanto a la disponibilidad de

agua (Anexo XII).
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Figura 9. Espectros de DC de mutantes en residuos conservados. Se muestran los espectros obtenidos utilizando
etilenglicol al 80% como tratamiento simulador de falta de agua. Gréfica interna: espectros diferencia obtenidos al
restar los espectros obtenidos en presencia de 0 % de etilenglicol de los espectros colectados en presencia de 80 % (v/v)

de etilenglicol.

Los resultados del andlisis de DC, utilizando una concentracién de EG del 80 % mostraron que las
mutantes LEA4-5;6.155y LEA4-543.15s presentan una mayor formacion de hélices alfa, evidente por el
incremento de la sefial negativa a 208 y 222 nm de sus espectros de DC (Figura 9). Aun cuando las
proteinas mutantes son mas cortas que la proteina silvestre, y debido a que la region C-terminal es
incapaz de ganar estructura bajo estas condiciones (Cuevas-Velazquez et al., 2016), estos datos
sugieren que el segmento remanente de la region N-terminal adquirié mayor proporcion de hélices
alfa que la regidn silvestre en estas condiciones (FiguralO, Anexo X). En contraste, las proteinas
LEA4-557.155y LEA4-575 155, mostraron una menor ganancia de estructura secundaria en hélice alfa,
lo cual se esperaba debido a que en estas proteinas se eliminaron zonas con mayor propension a
formar estructura secundaria (Figura 9, Figura 10). Acorde con datos previos (Cuevas-Velazquez
et al., 2016), la eliminaciéon completa de la regién N-terminal mostré un espectro tipico de una
proteina desordenada; es decir, sin la aparente ganancia de estructura bajo estas condiciones. Por

su parte, el espectro de DC de la proteina LEA4-5,61.75 en 80% de EG se comport6 como la proteina
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silvestre, mientras que el correspondiente a la proteina LEA4-5,44.75 en la misma condicién mostrd
menor capacidad de formacién de estructura secundaria hélice alfa (Figura 9, Figura 10). Los
resultados de estas dos tltimas mutantes sugieren que la regiéon comprendida entre los residuos 44
a 78 tiene una capacidad de formar hélices alfa, predicha in silico, que se elimina efectivamente en

estas mutantes (Anexo VI).
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Figura 10. Proporcion de estructuras secundarias obtenida mediante DichroWeb de las truncadas. Para cada

proteina se muestra la proporcién de estructura calculada por el algoritmo DichroWeb a 0% y 80% de etilenglicol.

Para determinar el efecto de la eliminacion de distintas regiones en la capacidad protectora de estas
mutantes, se realizaron los ensayos de congelamiento-descongelamiento como en los casos
anteriores. Los resultados de tales experimentos se muestran el Figura 11. Se observo que las
proteinas LEA4-55.15s y LEA4-543.155 tienen una capacidad protectora comparable a la proteina
silvestre, mientras que la proteina LEA4-5s;.155 protege significativamente menos que la proteina
silvestre, siendo aun menor en el caso de la proteina LEA4-575 5. Los resultados con esta ultima
mutante indican que el extremo C-terminal puede tener cierta actividad protectora, lo cual resulté

curioso. Inesperadamente, la proteina LEA4-5461.7s mostré valores de protecciéon mayores que la
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proteina silvestre, mientras que la proteina LEA4-5,4.7s no mostré diferencias en su capacidad

protectora en comparacion con la proteina silvestre.

En conjunto, estos datos indican que la eliminacién progresiva de secciones extremas de la region
N-terminal genera una pérdida progresiva del efecto protector, mientras que la eliminacién de las

regiones internas conlleva a una capacidad similar a la de la proteina silvestre.
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Figura 11. Proteccién de LDH ante congelamiento-descongelamiento usando las mutantes truncadas. Se utilizaron
siete ciclos de congelamiento-descongelamiento y una relacién molar de 10:1 (Protector:LDH). Cada punto indica el
promedio de un experimento con tres réplicas. Los datos se normalizaron considerando 100% la actividad de cada
mezcla protector-LDH sin someterse a congelamiento-descongelamiento. No LEAP: No LEA protein. ns: sin diferencia

significativa comparado con LEA4-5. **: Diferente significativamente con p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001.

Analisis de proteinas con mutaciones que desestabilizan la formacion de hélices alfa en la

region N-terminal.

Los resultados de la seccién anterior apuntaron a una posible relevancia de la formacién de hélices
alfa en la regién N-terminal para la capacidad protectora de la proteina LEA4-5, en concordancia

con los datos reportados por Cuevas-Velazquez et al. (2016), donde la regién N-terminal es
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suficiente para ejercer un efecto protector en los ensayos in vitro. Para probar esta hipotesis se
generaron las mutantes LEA4-5-NT2P, LEA4-5-NT4P y LEA4-5-NT9P con mutantes en diferentes
residuos, que incluyeron las mutaciones: T7P, I11P, A15P, A24P, A44P, A55P, K59P, R63P y K70P
(Figura 12).
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Figura 12. Ubicacion de las mutaciones a prolinas en la region N-terminal y mutantes truncadas en el extremo C-

terminal. Se indica ademas la identidad del residuo mutado y el residuo por el que fue mutado.

Para el caso de estas mutaciones, los espectros de DC y su deconvolucién por DichroWeb
mostraron que, a mayor cantidad de mutaciones por prolina, la proteina tuvo menos capacidad de
adquirir estructura secundaria (Figura 13, Figura 14). Sin embargo, no se observé un efecto en la

capacidad protectora de estas proteinas, lo cual result6 inesperado (Figura 15).
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Figura 13. Espectros de DC de mutantes de prolinas y mutantes truncada en el extremo C-terminal. Se muestran
los espectros obtenidos utilizando etilenglicol al 80 % (v/v) como tratamiento simulador de falta de agua. Gréfica

interna: espectros diferencia obtenidos al restar los espectros colectados en 0 % de etilenglicol de los espectros
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Figura 14. Proporcién de estructuras obtenidos mediante DichroWeb de mutantes con prolinas y mutantes
truncadas en el extremo C-terminal. Para cada proteina se muestra la proporcion de estructura calculada por el

algoritmo DichroWeb en presencia de 0 % y 80 % (v/v) de etilenglicol.
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Figura 15. Experimento de proteccion de LDH ante congelamiento-descongelamiento de mutantes con prolinas y
mutantes truncadas en el extremo C-terminal Se utilizaron siete ciclos de congelamiento-descongelamiento y una
relacién molar de 10:1 (Protector:LDH). Cada punto indica el promedio de un experimento con tres réplicas. Los
datos se normalizaron considerando 100% la actividad de cada mezcla protector-LDH sin someterse a congelamiento-
descongelamiento. No LEAP: No LEA protein. ns: sin diferencia significativa comparado con LEA4-5. ****: Diferente

significativamente con p<0.0001.

Para eliminar una posible influencia del C-terminal en el fenotipo de proteccion y considerando
que se ha reportado que el N-terminal tienen la capacidad suficiente de proteger como la proteina
silvestre (Cuevas-Velazquez et al., 2016), se opt6 por producir una proteina mutante con las nueve
inserciones de prolina, pero donde se eliminara el extremo C-terminal LEA4-5, 7;0p). Para contar
con un buen control para esta proteina, también se produjo la proteina LEA4-5,.7; (Figura 12). La
introduccién de los nueve residuos de prolina disminuy6 la hidrofobicidad media y la carga neta

de la proteina LEA4-5,.77¢p) en comparacion con LEA4-5,7; (Anexo XIV)

Como se esperaba, los resultados de los experimentos de DC con o sin EG (40 % y 80 %)
mostraron que la proteina LEA4-5,.77p) adquiere una menor proporcion de hélices alfa al estar en

presencia de 80 % de EG en comparacién con el LEA4-5,; silvestre (Figura 13, Figura 14, Anexo
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VI). Sorprendentemente, los ensayos de protecciéon ante congelamiento-descongelamiento
mostraron la proteina LEA4-5,.7; tiene una capacidad protectora menor que la proteina completa.
Aun con esto, al analizar la proteina LEA4-5;.7;0p) se observo una disminucion de la capacidad

protectora aun mayor (Figura 15).

Por otro lado, derivado de los resultados obtenidos de la proteina LEA4-575s3, y considerando la
presencia de dos tirosinas en el C-terminal, se decidié producir dos mutantes que eliminaran una
seccion del C-terminal, y se denominaron LEA4-5,.4, and LEA4-5,. (Figura 12). Los
experimentos de DC utilizando la proteina mutante LEA4-5,_;,5 mostraron que la proteina se
estructura (Figura 13, Figura 14), y los experimentos de proteccién ante congelamiento-

descongelamiento que se comportan como la proteina silvestre (Figura 15).

Analisis de crioproteccion utilizando diferentes relaciones molares

Dados los resultados anteriores, se infirié que las mutaciones a prolina afectaron negativamente la
estructuracion y funcionalidad de la proteina LEA4-5, 779p), mientras que las mismas mutaciones
en la version completa (LEA4-5-NT9P) afectaron negativamente capacidad de estructuracion, pero
no la funcionalidad. Para indagar mas respecto a dicho fenotipo, se realizaron experimentos de
proteccion ante congelamiento-descongelamiento a diferentes relaciones molares para observar el
comportamiento de la capacidad protectora de algunas mutantes. La grafica de proteccién en

funcion de la relaciéon molar de algunas proteinas mutantes se muestra en la Figura 16.

Estos experimentos mostraron que la actividad protectora de las proteinas LEA4-5, LEA4-5-NT4P
y LEA4-5-NT9P es similar en diferentes relaciones molares, lo cual indica que la disminucién de la
proporcion de hélices alfa en efecto no impact6 en la actividad de estas proteinas. Por otro lado, la
proteina LEA4-5,7; mostré un nivel de proteccién menor que proteina LEA4-5 en relaciones
molares entre 8:1 y 20:1. Sin embargo, la capacidad protectora de la mutante LEA4-5,.7; alcanza los
mismos niveles de proteccion que la proteina LEA4-5 en relaciones molares mayores a 20:1. Por su
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parte, se observo una diferencia entre la capacidad protectora de la proteina LEA4-5,7; y su version
mutante de prolinas, LEA4-5,7;0p). Esta ultima mostré una capacidad protectora menor en las
diferentes relaciones molares analizadas, lo que confirma que la capacidad protectora de esta
proteina mutante si fue negativamente afectada por la incapacidad de formar estructura hélice alfa.
Por su parte, la regiéon C-terminal de la proteina LEA4-5, representada por la mutante truncada
LEA4-575.155, no mostré una capacidad protectora significativa en relaciones molares bajas,
menores a 10:1, pero se observé una creciente capacidad protectora conforme se aumento la

relacion molar.
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Figura 16. Experimento de proteccion de LDH ante congelamiento-descongelamiento de mutantes por prolinas y
mutantes truncadas en el extremo C-terminal. Se incluyd a la lisozima como control negativo de proteccion. Las
medias de proteccién a diferentes relaciones molares se usaron para realizar un ajuste de los datos a una curva

sigmoidal.

Para analizar con mayor detalle las diferencias entre la capacidad protectora de estas proteinas, se
utilizaron los datos de ajuste a las curvas sigmoidales calculadas (Figura 16) para obtener la
relacion molar necesaria para alcanzar el 50% de proteccion (MRs,) de esas mismas proteinas
(Cuevas-Velazquez et al., 2014). Los valores calculados de MRs, se muestran en la Figura 17. Se
determiné que la MRsy de las mutantes LEA4-5-NT4P y LEA4-5-NT9P son practicamente

idénticas a la proteina silvestre, mientras que la MRs, de la proteina mutante LEA4-5,.7; fue mayor
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que la silvestre. Por su parte, la mutante LEA4-5,.77op) mostr6é una MRs, considerablemente mayor
que su control silvestre, la proteina LEA4-5,.77, lo cual evidencia el impacto de la falta de estructura
en esta proteina. Por ultimo, el extremo C-terminal de la LEA4-5, la mutante LEA4-575.155, mostrd
una MR50 atn mayor, por lo que, aunque su actividad protectora no es nula, es menor que la

LEA4-51777Y que la LEA4-5, 7700p).

50,

Figura 17. Experimento de proteccion de LDH ante congelamiento-descongelamiento de mutantes a prolinas y
mutantes truncadas en el extremo C-terminal. El valor de MR, se obtuvo a partir de los datos de ajuste a curva

sigmoidal de la Figura.
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DISCUSION

Las proteinas LEA4 como modelo para estudiar IDPs en plantas

El papel que desempenan las proteinas LEA en la capacidad de las plantas de sobrevivir ante
condiciones de falta de agua es un fendmeno descrito por varios autores (Tunnacliffe et al., 2007;
Olvera-Carrillo et al., 2011; Hincha et al., 2012; Herndndez-Sanchez et al., 2022). De los diferentes
grupos de proteinas LEA (Battaglia et al, 2008), el grupo 4 resulta atractivo para llevar a cabo
estudios genéticos y funcionales debido a que la planta modelo A. thaliana s6lo cuenta con tres
miembros (Hundertmark et al., 2008; Cuevas-Velazquez et al., 2017). Ademas, existen fenotipos
reportados de plantas mutantes en algunos de los miembros de proteinas LEA4 que sefialan la
participacién de estas proteinas en la contencion del dafio provocado por la limitaciéon de agua

(Olvera-Carrillo et al., 2010).

Las propiedades fisicoquimicas de las proteinas LEA4 permite clasificarlas como IDPs (Cuevas-
Velazquez et al., 2017), y se sabe que, aunque son proteinas con una estructura flexible en solucién
acuosa, pueden adquirir elementos de estructura secundaria tipo hélice alfa en condiciones de falta
de agua, y que la estructura adquirida es importante para ejercer una funcioén protectora in vitro
(Cuevas-Velazquez et al., 2016). Con el fin de conocer mejor las caracteristicas de la proteina
relacionadas con su funcién, nos preguntamos si el efecto protector observado in vitro es producto
de la adquisicion de estructura tipo hélice alfa o por la presencia de ciertos residuos de
aminoacidos en esa region que pudieran participar en la interacciéon entre la proteina LEA y su
blanco. Sin embargo, la elevada flexibilidad de las IDPs impone un reto debido a que estas
proteinas no permanecen en una conformacion estable. Por ese motivo, el estudio de IDPs ha

implicado aproximaciones metodoldgicas diferentes.

En esta tesis, abordamos esta problematica a través de la generacion de mutantes y su analisis por

medio de evaluaciones funcionales y estructurales in vifro. Se modificaron ciertos residuos o
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regiones de una proteina representante de la familia LEA4 (tLEA4-5), seguido de evaluar su
capacidad de estructurarse en baja disponibilidad de agua y de prevenir la pérdida de actividad de

enzimas reporteras en estas condiciones estresantes.

El analisis filogenético de las proteinas LEA4 muestra una separacion en los A y B después

de su aparicion en las briofitas.

Es comin que una misma enzima con la misma actividad catalitica presente estructuras
secundarias similares asociadas a dicha funcién. Los residuos de aminodcidos claves asociados a
estas estructuras se pueden detectar al realizar alineamientos multiples de secuencias de proteinas.
Siguiendo esta l6gica, para detectar residuos importantes para la funcién de las proteinas LEA4, se
obtuvieron las secuencias de dichas proteinas reportadas en la base de datos Phytozome y se
realizaron alineamientos multiples de secuencias, con los que se identificaron los residuos
conservados (Figura 3). Ademas, se realiz6 un andlisis filogenético para determinar la historia
evolutiva de estas proteinas (Figura 2). De forma general, se observo que, en todas las proteinas
anotadas como LEA4 en Phytozome, el N-terminal estd altamente conservado y presenta una
considerable cantidad de residuos cargados, mientras que el C-terminal es de longitud variable y
con menor cantidad de residuos con carga. Es importante notar que, ain con mds secuencias
utilizadas para la elaboracion de este andlisis, la division en subgrupos A y B se mantuvo (Figura
2), lo cual fortalece lo reportado previamente (Olvera-Carrillo et al., 2010). Cabe mencionar que
esta subdivision se conserva si el analisis filogenético se realiza s6lo con las secuencias de la region
N-terminal, sugiriendo que en este segmento existe informacién relacionada con una diversidad
funcional entre estos dos subgrupos. Asimismo, la diferencia mas notable entre estos dos
subgrupos es la extension de la regién C-terminal; mas larga en el subgrupo B que en el subgrupo
A. Esta observacion es indicativa de que la region C-terminal en el subgrupo B es relevante para la

funcién de las proteinas LEA4 de este subgrupo.
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Las proteinas LEA4 de grupos basales de plantas no pertenecen a ningun subgrupo, lo que muestra
que, aunque estas proteinas evolucionaron como respuesta de las primeras plantas que colonizaron
ambientes terrestres a un ambiente con menor disponibilidad de agua, la especializaciéon que
permitiria originar los dos subgrupos ocurrié después de la evolucion de las plantas terrestres, y

antes de la aparicidn de las primeras plantas con flor.

Las mutaciones en residuos conservados no afectan la estructura ni la funcion de la

proteina AtLEA4-5

Con la idea de que los residuos conservados en una proteina son relevantes para su funcion, se
seleccionaron dichos residuos en la region N-terminal de la proteina AtLEA4-5 para modificarse
(Figura 4). Los residuos elegidos se caracterizan por ser, en la mayoria de los casos, residuos
cargados y por estar en las zonas con mayor propension a formar hélice alfa (Anexo VI). Al
analizar las proteinas mutantes (LEA4-5-NT1 a -NT4) mediante DC, no se observaron diferencias
notables en sus espectros. La proteina LEA4-5-NT4 mostr6 un espectro con una elipticidad molar
menor que las demds mutantes, indicativo de una menor adquisiciéon de estructura (Figura 5,
Figura 6). Sin embargo, al analizar los espectros de diferencia, todos los espectros son similares.
Contrario a lo esperado, ninguna de estas proteinas mutantes mostré diferencia en su capacidad
protectora en comparaciéon con la proteina silvestre (Figura 7). Esto indica que los residuos
conservados no parecen ser importantes para la funcién protectora in vitro de la LDH, la enzima
reportera utilizada. Es posible que los residuos conservados estén relacionados a su funcién hacia
sus blancos naturales, de tal manera que mientras los ensayos se realicen con un sustrato artificial,
dificilmente se podria determinar la relevancia funcional de los mismos in vivo. Sin embargo, esto
no excluye el hecho de que los ensayos in vitro constituyan una herramienta para conocer posibles
mecanismos de accion de estas proteinas de forma general. Aun asi, es importante considerar que
la interacciéon de la proteina LEA con su blanco, y por tanto su efecto protector, puede estar
mediada por un conjunto de eventos, como puede ser la atraccién electrostatica, el efecto

hidrofébico o la deteccion de MoRFs (Molecular Recognition Features, caracteristicas de
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reconocimiento molecular). Por lo tanto, la mutacién de algunos residuos, aunque conservados, se

tolera en las condiciones utilizadas en este trabajo.

La eliminacion de algunas zonas de la proteina AtLEA4-5 afectan negativamente su

actividad protectora.

Adicionalmente, se optd por eliminar algunas regiones de la proteina AtLEA4-5, iniciando con el
extremo N-terminal, debido a su elevada conservacidén. Se generaron mutantes en donde se
eliminaron segmentos progresivos de esta region y algunas zonas internas (Figura 8). Las proteinas
LEA4-55.153 y LEA4-54315s mostraron espectros de DC con una mayor sefial a 208 y 222 nm que la
proteina silvestre, evidenciando una mayor formacién de estructura hélice alfa, en coincidencia
con la mayor propensién predicha para la regiéon que permanece. Esta observacion es consistente
con los espectros obtenidos para las proteinas LEA4-5s;.15s y LEA4-575.155, tipicos para una proteina
desordenada (Figura 9). Por tltimo, la proteina LEA4-5461.7s mostré un espectro de DC como la
proteina silvestre, mientras que la proteina LEA4-54.7s mostré una disminucion de las sefales a
208 y 222 nm (Figura 8). En conjunto, esto podria indicar que la regiéon comprendida entre los
residuos 44 y 61 posee una mayor propension a formar una estructura hélice alfa bajo déficit

hidrico.

Por otro lado, los experimentos de proteccion ante congelamiento-descongelamiento in vitro
mostraron que las proteinas LEA4-55.15s, LEA4-543158 Y LEA4-504.75 tienen el mismo nivel de
protecciéon que la proteina silvestre, mientras que las proteinas LEA4-5s7.155 y LEA4-575.15s
mostraron una reduccién de la capacidad protectora (Figura 10). Cabe hacer notar que en este
trabajo se observo cierta capacidad protectora por parte de la proteina LEA4-575 155, siendo que en
estudios previos se determind que dicha regién de la proteina LEA4-5 no mostraba proteccion
(Cuevas-Velazquez et al., 2016). Una explicacion para tal observacion es que, a diferencia del
trabajo anterior, donde la proteina LEA4-575 155 se sintetiz6 quimicamente, en el presente trabajo se
logr6é purificar dicha proteina mediante la metodologia de IMPACT-NC (ver Materiales y
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Métodos). Sumado a esto, en este trabajo decidimos determinar la concentraciéon de las proteinas
utilizando un método mas confiable para proteinas desordenadas (Qubit), dado que éstas carecen
o son deficientes en aminoacidos aromaticos, lo cual mostré diferencias importantes con los
métodos convencionales usados comunmente. Esto da solidez a los resultados obtenidos aqui y

permite asegurar que el extremo C-terminal de la proteina LEA4-5 ejerce actividad protectora.

Por el contrario, el nivel de proteccién dado por la proteina LEA4-5461.7s fue mayor. Este resultado
fue un tanto imprevisto puesto que al eliminar parte del N-terminal se esperaria que la actividad
protectora disminuyera como sucedi6 con las proteinas LEA4-5s7.155 y LEA4-57.15s. Sin embargo,
podria hipotetizarse que se requiere de una interaccion entre el N-terminal y el C-terminal para
ejercer una proteccion efectiva. Dicha interaccion se favoreceria al eliminar una region central de

la proteina silvestre, lo cual explicaria el fenotipo observado.

Considerando la presencia de residuos de tirosina en la region mas extrema del C-terminal que
pudieran ser importantes, se realizaron un par de mutantes truncadas adicionales, llamadas LEA4-
51149 y LEA4-5, 155 (Figura 12). Se observé un incremento en la formacién de estructura secundaria
en la proteina LEA4-5,.1»5 (Figura 13, Figura 14) pero esto pudo deberse a la eliminacién de
regiones intrinsecamente desordenadas de la proteina. En cuanto a la proteccion, ninguna de estas
dos proteinas se comport6 diferente a la proteina silvestre (Figura 15). Por lo tanto, la eliminacién
de hasta 33 residuos del extremo C-terminal no afecté negativamente el funcionamiento de la
proteina. Esta evidencia no descarta la posibilidad de que esta regién y, en particular los residuos

de tirosina participen en el reconocimiento de los blancos naturales de la proteina AtLEA4-5.

Las mutaciones por prolinas eliminan la formacion de hélices alfa pero no asi la funcion

protectora de la proteina completa

La idea de eliminar regiones de una proteina para evaluar su contribucion a la funcion de ésta tiene

una desventaja intrinseca, que es la eliminacion de residuos que pudieran servir para interaccionar
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con otras proteinas. Esto impide determinar con certeza la relacién entre la adquisicion de
estructura con una funcién. Otra aproximacion metodologica es posible para solventar esta
situacion, la cual implica la sustituciéon de residuos cercanos a regiones propensas a formar hélices
alfa por residuos de prolina. Dicho residuo introduce rigidez en el enlace peptidico e impide la
formacion de estructura hélice alfa en las cercanias. De esta manera, es posible disminuir

efectivamente la formacion de hélices sin alterar el tamaiio de la proteina.

Con esta idea en mente, se diseflaron proteinas en donde se sustituyeron residuos no conservados
y cercanos a zonas con propension a formar hélices alfa por residuos de prolina a lo largo de la
region N-terminal de la proteina LEA4-5. Dichas mutaciones se realizaron tanto en la proteina
completa (LEA4-5-NT2P, LEA4-5-NT4P y LEA4-5-NT9P) como en la proteina LEA4-5,7; (Figura
12) (LEA4-5:.770p), considerando que se ha reportado al extremo N-terminal como la regién
funcional de la proteina (Cuevas-Velazquez et al., 2016). Como se esperaba, las sustituciones por
prolina disminuyeron progresivamente la cantidad de estructura secundaria de las diferentes
proteinas mutantes (Figura 13, Figura 14, Anexo VI, Anexo VII). Asimismo, la actividad
protectora de la proteina LEA4-5, 770p) disminuy6 respecto a la region N-terminal silvestre, aunque
no se eliminé totalmente, posiblemente debido a cierto nivel de estructura secundaria remanente.
Cabe mencionar que el efecto protector de esta region detectado en este trabajo fue menor que el
reportado previamente Cuevas-Velazquez et al. (2016), lo cual se explica por las diferencias
encontradas en la determinacion de las concentraciones de proteinas utilizando la metodologia de
Qubit en donde se consideran los enlaces peptidicos y no la abundancia de aminoécidos
aromaticos. La comparaciéon entre los métodos convencionales y Qubit mostré que los primeros
sobrestiman la concentracién de la proteina, por lo que en los ensayos anteriores se utilizé una

mayor cantidad de éstas.

Sorprendentemente, los experimentos de proteccién utilizando la proteina completa con las

sustituciones de prolina (LEA4-5-NT9P) mostraron un nivel de protecciéon similar a la proteina
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silvestre (Figura 15), indicando que en presencia de la regién C-terminal, la formacién de hélices
alfa no es necesaria para ejercer un efecto protector en estas condiciones. Un escenario que
explicaria este resultado es un efecto sinérgico entre las regiones N-terminal y C-terminal, que
podria darse al tener mas residuos expuestos capaces de asociarse por interacciones electrostaticas
a su blanco. Esta hipdtesis se soporta por datos de experimentos de FRET, en los que sélo se
obtuvo sefial de FRET, bajo condiciones de deficiencia de agua, con la proteina silvestre y no asi
con la mutante, indicando que esta tltima se mantiene en una conformacién menos compacta (T.

Nava, datos no publicados).

Con el fin de contar con una descripciéon comparativa mas rigurosa de la actividad protectora de la
proteina LEA4-5 y de algunas de las mutantes obtenidas, se realizaron experimentos de protecciéon
utilizando diferentes relaciones molares de las proteinas LEA4, con los cuales se generaron curvas
de proteccion y se obtuvieron las relaciones molares con las cuales estas se alcanzaron el 50% de
proteccion (MRso) (Figura 16, Figura 17). Asi, al comparar el efecto protector de las proteinas
LEA4-5-NT4P y LEA4-5-NT9P con la proteina silvestre se obtuvieron MRs, similares entre ellas,
reforzando que estas mutaciones no afectan esta actividad bajo ninguna concentracién. La
proteina LEA4-5,7; mostré una MRs, mayor (11.33), apoyando la conclusién de que es necesaria
una mayor cantidad de proteina para ejercer un efecto protector similar a la proteina silvestre
(MRs06.03), aun cuando es posible alcanzar el 100% de proteccion. Por su parte, la proteina LEA4-
51770y mostré un MRs, considerablemente mayor (26.97) al de la silvestre (6.03) y no alcanz¢ el
100% de proteccion. De acuerdo con los datos mencionados anteriormente, la region C-terminal
(LEA4-575.155) mostr6 el mayor MRs, (42.81), lo que habla de que esta regién aun cuando puede

ejercer proteccion, esta es muy ineficiente.

Posibles mecanismos de accion

La distribucién de cargas a lo largo de una proteina pueda tener un papel esencial para su
funcionamiento, puesto que muchas interacciones entre proteinas se dan precisamente por
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interacciones electrostaticas (Kumar ef al., 2002; Furuki et al., 2016; Yang ef al., 2020). Para el caso
de la proteina LEA4-5, existen residuos cargados positiva y negativamente en el N-terminal,
mientras que en el C-terminal existen algunos residuos positivos (Figura 3, Anexo XIII). Ademas,
evolutivamente se ha conservado el extremo N-terminal, region capaz de formar hélices alfa, por lo
que es posible pensar que la naturaleza de los residuos y/o la adquisiciéon de estructura en dicha
region resulta relevante para la funcionalidad de la proteina. Es razonable sugerir que la presencia
de estas caracteristicas favorece la interacciéon de las proteinas LEA4 con su blanco y que esto

redunda en la funcidn que las proteinas LEA4 desempenan.

Se sabe por estudios con fragmentos de IDPs que la interaccion de este tipo de proteinas con sus
blancos puede ocurrir ya sea mediante un plegamiento inducido por la interaccién per se con el
blanco o mediante un plegamiento inducido por el ambiente, donde la estructura producida
podria favorecer la interaccion proteica (Uversky, 2013b; Arai et al., 2015). Dada la dificultad de
los experimentos con las proteinas LEA4 para obtener estructuras con resolucién atémica por su
naturaleza desordenada, es complicado establecer si la interacciéon de la LEA4-5 con la LDH induce
un plegamiento en la LEA. Por otro lado, los experimentos de DC donde se simula la falta de
moléculas de agua alrededor de la proteina con ayuda de compuestos quimicos de diferente
naturaleza (glicerol o etilenglicol) (Anexo X) demuestran que la proteina LEA4-5 y algunas

versiones mutantes pueden llevar a cabo un plegamiento inducido por el ambiente.

La capacidad del N-terminal de plegarse en estructuras tipo hélices alfa en condiciones de falta de
agua, y la observado con la proteina LEA4-5,7;0p comparada con la LEA4-5,7;, sugiere la
importancia de la formaciéon de hélices alfa en el N-terminal. Sin embargo, lo observado con la
proteina LEA4-5-NT9P apunta a lo contrario, ya que en dicha proteina no es necesaria la
adquisicion de estructura para ejercer la funcién protectora. Aunque los datos parecen
contradictorios, en realidad resaltan un papel fundamental previamente no considerado del

extremo C-terminal en la actividad protectora de la proteina.
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Es posible pensar que la formacion de estructura hélices alfa en el N-terminal de la proteina LEA4-
5 si estd relacionada con la capacidad protectora de dicha proteina, pero que dicha relacién se
encuentra enmascarada por la presencia del extremo C-terminal, resultando innecesarias las
estructuras hélices alfa siempre que el C-terminal esté presente. Este tipo de relacién resulta muy
peculiar y no se tiene conocimiento de algin reporte que mencione a alguna proteina LEA con un
comportamiento similar. Ademds, la idea de una regién N-terminal desordenada con capacidad de
adquirir estructura y una region C-terminal intrinsecamente desordenada, apoya la idea de que la
presencia del desorden puede correlacionarse con la plasticidad de adaptacién de estructura y
funcion en diversas condiciones ambientales estresantes ademds del congelamiento-

descongelamiento explorado en esta tesis.

Por lo anterior, es posible proponer un modelo tedrico del funcionamiento d estas proteinas. El
extremo C-terminal, desordenado, poco cargado e hidrofébico (Anexo XIV), podria reconocer
zonas de proteinas en vias de desnaturalizacién, donde suelen exponerse algunas regiones
hidrofébicas del blanco. Dicho reconocimiento inicial, colocaria al extremo N-terminal en las
cercanias del blanco, favoreciendo interacciones electrostdticas. Las interacciones dadas entre el C-
terminal y el N-terminal con el blanco, evitarian la posterior desnaturalizacién del blanco y/o
interrumpiria la formacién de agregados moleculares del blanco. Al término del estrés, la proteina
LEA perderia su estructura, disminuirian las interacciones con su blanco, se liberaria de éste y
quedaria suspendida en el ambiente acuoso en espera de una nueva condicién estresante. En
ausencia del C-terminal, podria actuar un mecanismo distinto, donde, al no existir un C-terminal
que funcione como ancla, el extremo N-terminal interactuaria electrostaticamente con la proteina
blanca de forma menos eficiente, pero aun relativamente funcional, lo que se traduciria en

observar cierta proteccion.
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LIMITACIONES DEL PROYECTO

Uso de LDH como enzima reportera

Los resultados antes discutidos evidencian un mecanismo de acciéon propio de las condiciones
experimentales in vitro utilizadas, en condiciones de laboratorio que reflejan lo que ocurre en la
naturaleza. Entre alguna de las consideraciones estd la naturaleza de la enzima reportera modelo
utilizada, en este caso lactato deshidrogenasa, la cual proviene de musculo de corazén de conejo,
que evidentemente no es un blanco real in planta. No es descartable la idea de que las proteinas
LEA puedan tener distintos mecanismos de accién dependiendo de la proteina con la que
interactden. Se han utilizado otras enzimas modelo para comprender el funcionamiento de las
proteinas LEA, como alcohol deshidrogenasa (Lv et al., 2018), citrato sintasa (Goyal et al., 2005),
malato deshidrogenasa (Reyes et al., 2005), luciferasa, lisozima (Kovacs et al., 2008), rodanasa,
fumarasa (Grelet et al., 2005), o catalasa (Hara et al., 2001). Aun asi, los ensayos con LDH son los
mds comunes, pero en ningun caso se ha confirmado a alguna de estas enzimas como blancos

reales de proteinas LEA.

Considerando lo anterior, y teniendo en cuenta que la alteracién de residuos cargados o la
disminucién de la capacidad de formar hélices alfa no afectaron la capacidad protectora de las
proteinas mutantes aqui utilizadas, es posible hipotetizar que dichas mutaciones si podrian afectar
la interaccion de la proteina LEA con blancos reales, provocando fenotipos de disminucién de
proteccion. De ser asi, la conservaciéon evolutiva de residuos cargados como probables residuos
responsables de la interaccion entre proteinas directamente relacionados con la funcién de las

proteinas LEA tiene sentido.
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Los tratamientos de congelamiento-descongelamiento como una herramienta para el

analisis funcional in vitro.

Otra de las consideraciones es la naturaleza misma del tratamiento utilizado. Diferentes
aproximaciones in vitro intentan simular algin estado celular o condiciéon ambiental que permita
comprender el impacto de dichos estados en la estructura y/o funcién de una proteina. Para el caso
de proteinas LEA, dos de las metodologias mas usadas para simular estrés hidrico in vitro son los
experimentos de proteccién enzimatica ante deshidratacién y ante ciclos de congelamiento-
descongelamiento (Goyal et al., 2005; Reyes et al., 2005; Reyes et al., 2008; Cuevas-Velazquez et al.,
2016; Rendon-Luna ef al., 2020). Particularmente, el congelamiento-descongelamiento aqui
utilizado implicé siete ciclos de congelamiento en nitrégeno liquido y descongelamiento a 25 °C.
Se considera que este tratamiento simula estrés hidrico ya que el agua disminuye las interacciones
con las proteinas presentes en la solucién al congelarse. Estos experimentos no replican lo que
puede ocurrir in vivo. En primer lugar, en los experimentos in vitro no estan presentes todos los
componentes y compuestos celulares con los que podria estar interaccionando la proteina
analizada y que pudiera ayudar a ejercer su funcion. En segundo, un congelamiento subito seguido
de descongelamiento es algo que no ocurriria de forma natural durante el ciclo de vida de una

planta.

Aun asi, es innegable que existen proteinas que pueden proteger a enzimas reporteras en estas
condiciones artificiales, por lo que resultan una herramienta para poder aproximar la funcién de
dichas proteinas. Estos experimentos han sido utilizados para observar la capacidad protectora de
proteinas como: AtLEA4-5, AtLEA4-2 (Reyes et al., 2005; Reyes et al., 2008; Cuevas-Velazquez et
al., 2016), ZmLEA3 (Yang Liu ef al., 2016), WCI16 (Sasaki et al., 2014), TALEA3 (Koubaa et al.,
2019), CuCOR19 (Hara et al., 2001), DHN-5 (Drira et al., 2013), AtHIRD11 (Yokoyama et al.,
2020), OsLEA5 (He et al., 2012), P-80, Dhn5 (Bravo et al., 2003), K; (S. Hughes et al, 2011; S. L.

Hughes et al., 2013), 23 kDa (Momma, 2019), PCA69 (Wisniewski et al, 1999), AtHIRD11
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(Yokoyama ef al., 2020), DHN1a (Rosales et al., 2014), ERD10 y RecDHNS5 (Reyes et al., 2008), por
mencionar algunos. Puede observarse que es una estrategia aplicada comunmente para

comprender el funcionamiento de IDPs, particularmente LEAs, de plantas in vitro.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se observo que los residuos conservados de la proteina AtLEA4-5 son de
poca importancia para la actividad protectora in vitro de la proteina, y que la presencia del extremo

C-terminal si es importante para que la proteina desempefie completamente su funcion.

Mas aun, la estructura tipo hélice alfa que puede formarse en el extremo N-terminal de la proteina
también resulté importante para que la actividad protectora fuera 6ptima, si bien dicho efecto

solamente fue detectable cuando se elimind el extremo C-terminal desordenado.

Finalmente, la eliminaciéon de pequefias porciones de los extremos N- o C-terminales de la
proteina no afectaron la actividad protectora, mientras que la eliminacién de toda la regién C-
terminal tuvo un impacto en dicha funcién. Inesperadamente, la eliminacién de regiones internas
del N-terminal con la mayor propensiéon a formar hélices alfa, no afecté negativamente la

capacidad protectora, contrario a la suposicion de una disminucién de la actividad protectora.
En conjunto, se determiné que el N-terminal de la proteina LEA4-5, conservado y con capacidad

de estructurarse, y la region C-terminal, desordenada, actiian de forma sinérgica para lograr que la

proteina LEA4-5 en su conjunto tenga una actividad protectora 6ptima in vitro.
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PERSPECTIVAS

Aunque las estrategias seguidas en la presente investigaciéon aportan evidencias mas contundentes
respecto al funcionamiento de la proteina AtLEA4-5, atn quedan algunas cuestiones de

importancia que resolver para establecer un modelo de acciéon mas concreto para estas proteinas.

Si bien se observo la importancia del extremo C-terminal, no es del todo claro si ambas partes de la
proteina actian de forma conjunta o independiente para el reconocimiento del blanco y posterior
protecciéon. Para ello, se podrian realizar experimentos de proteccién en congelamiento-
descongelamiento, evaluando a los extremos N-terminal y C-terminal separados, pero en la misma
mezcla. Ademds, podrian existir interacciones intramoleculares entre ambas regiones necesarias
para la actividad protectora. Dichas interacciones podrian provocar una compactaciéon general de
la proteina, quiza estabilizando la formacion de las estructuras hélices alfa del extremo N-terminal.
La compactaciéon podria corroborarse por ensayos de FRET en ambientes que simulen déficit
hidrico. Por otro lado, el C-terminal podria ser necesario para la interaccién con la proteina
blanco, lo cual podria corroborarse mediante la mutacién de residuos del C-terminal por residuos
cargados que volvieran dicha region mas hidrofilica y menos propensa a interaccionar con

proteinas en vias de desarrollo.

Ademas, debido a que se observo en trabajos previos que algunas proteinas LEA pueden estar
fosforiladas in vivo (Rivera-Najera et al.,, 2014), aunado a la presencia considerable de residuos
cargados en el extremo N-terminal de proteinas LEA4, se podria evaluar el impacto de las

fosforilaciones in vitro en la actividad protectora de la proteina.
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Heil sei euch Geweihten!
Ihr dranget durch Nacht.

Es siegte die Stirke

Und krénet zum Lohn

Die Schonheit und Weisheit
Mit ewiger Kron'

Coro final, de la 6pera Die Zauberflote, de Wolfgang Amadeus Mozart
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Anexo I. Secuencia de oligonucledtidos usados para obtener los genes que codifican para las

ANEXOS

proteinas mutantes. Las secuencias en cursivas y subrayadas corresponden a sitios de restriccion.

Las secuencias en negrita y subrayadas corresponden a codones modificados

TRC45F AAA CCA TGG AGT CGA TGA AAG AAA C

TRC45R GCG GTC GAC CCG TTT ATC CAG TAT ATC C

R CAA AAC CAA AGC TAC CTT GGC GGA AGC GGC GGC GGC GAT GAA
GAC ACG AGA CCC

ASR.27832 GGG TCT CGT GTC TTC AGC GCC GCC GCC GCT TCC GCC AAG GTA
GCT TTG GTT TTG

e CGA GAC CCT GTT CAG GCG CAG ATG AAA ACA CAG GTT AAA GAA
GAT GCG ATC AAT CAG GCT GAG

ASR.41a51 CTC AGC CTG ATT GAT CGC ATC TTC TTT AAC CTG TGT TTT CAT
CTG CGC CTG AAC AGG GTC TCG

45F-A44K CCT GTT CAG AAA CAG ATG AAA ACA CAG GTT AAA GAA GAT AAG

45R-A44K CTT ATC TTC TTT AAC CTG TGT TTT CAT CTG TTT CTG AAC AGG

45F-54y61 GAA GAT AAG ATC AAT GCG GCT GAG ATG CAG AAG AGA GCG ACG
CGT CAG CAC AAC

45R 5461 GTT GTG CTG ACG CGT CGC TCT CTT CTG CAT CTC AGC CGC ATT
GAT CTT ATC TTC

T — CGA ATA TTG CAG CTT CTC CAA AAT CTG GCA TGG ACA AAA CCA
AAC CTA CCT TGG AGG AAA AG

MtLASPL2RY CTT TTC CTC CAA GGT AGG TTT GGT TTT GTC CAT GCC AGA TTT
TGG AGA AGC TGC AAT ATT CG

MtLA5P34FwW CTG TTC AGA AAC AGA TGC CTA CAC AGG TTA AAG AAG ATA AGA
TCA ATC AAC CTG AGA TGC AGA AGA GAG

MtLA5P34Ry CTC TCT TCT GCA TCT CAG GTT GAT TGA TCT TAT CTT CTT TAA

CCT GTG TAG GCATCT GTT TCT GAA CAG

M33LAPNonu-F

AAA CCA TGG AGT CGA TGA AAG AAC CAG CTT CGA ATC CTG CAG
CTTCTCC

M33LAPNonu-R

GGC GTC GAC TCA GGT TCC GGC TCC AGC CGC TTC TGG CAT GGC
CGC GTT GTG CTG AGG CGT TTC TCT TGG CTG CAT CTC

M33LAPNonu-R-no-ter

GGC GTC GAC ACC GGT TCC GGC TCC AGC CGC TTC TGG CAT GGC
CGC GTT GTG CTG AGG CGT TTC TCT TGG CTG CAT CTC

SD26.Fw TAC CAT GGA GGA AAAGGC GGA G

M430.Fw AAA CCATGG CTA CAC AGG TTA AAG

LEA4AMS7.Fw AAA CCA TGG AGA AGA GAG AAACGC G

H61RV GGT GGT GTC GAC TCATTC TCT CTT CTG CAT CTC AG
Moxo1l.Rv GCG GTC GAC TTA CCC GGT GGC ACC ACC

Moxo2.Rv GCG GTC GAC TTA CGG GTC GGT CAC AGC CG

FwGap GAT GCA GAA GAG ATT AGG TTT GGG GAC GGC C

64



GapRv

GCT GAG ATG CAG AAG AGA TTA GGT TTG GGG

F43Gap CAG AAACAG ATG TTAGGT TTG GGG ACG GCC
Gap43R CCC TGT TCA GAA ACAGAT GTT AGG TTT GGG G

GGT GGT GGT TGC TCT TCC AAC ATG GAG TCG ATG AAA GAA CCA
TYB11NonuF GC EE—

GGT GGT GGT CCC GGG TCA GGT TCC GGC TCC AGC CGC TTC TGG
TYB11NonuR C -
TRC4RC-F AAA CCATGG CCGGTTTAGGTTTGGGGAC
CLEA4H-R TTATCC GGC TCC AGC CGC TCCTTT CAT GGC

pTRC99a_R

GCG TTC TGATTT AAT CTG TAT CAG G
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Anexo II. Pares de oligonucledtidos utilizados para generar los fragmentos de genes necesarios

para el PCR de traslape.

Proteina mutante

Oligonucledtidos para
el segmento A

Oligonucledtidos para
el segmento B

Forward Reverse Forward Reverse

LEA4-5-NT1 TRCA45F 45R-27a32 45F-27a32 TRC45R
LEA4-5-NT2 TRC45F 45R-41a51 45F-41a51 TRC45R
LEA4-5-NT3 TRCA45F 45R-A44K 45F-A44K TRC45R
LEA4-5-NT4 TRC45F 45R-54y61 45F-54y61 TRC45R
LEA4-5-NT2P TRCA45F MtL45P34Rv MtL4A5P34Fw TRC45R
LEA4-5-NT4P @ TRCA45F MtL45P12Rv MtLA5P12Fw TRC45R
LEA4-5-NT9P b TRCASE M33LAPNonu-R- | M33LAPNonu-F- TRC45R

no-ter no-ter

LEA4-5p61-78 TRC45F GapRv FwGap TRC45R
LEA4-5a44.78 TRCA45F Gap43R F43Gap TRC45R

* El DNA templado para esta mutante fue el gen de la mutante LEA4-5-NT2P.

®El DNA templado para esta mutante fue el gen de la mutante LEA4-5-NT4P.
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Anexo III. Pares de oligonucledtidos utilizados para generar los amplicones truncados por PCR de

punto final.

Proteina mutante Oligonucleo6tido Forward Oligonucleodtido Reverse
LEA4-556.158 SD26.Fw TRC45R
LEA4-543.158 M430.Fw TRC45R
LEA4-557.158 LEA4AMS7.Fw TRC45R
LEA4-57g.158 TRC4RC-F TRC45R
LEA4-51.149 TRCA45F Moxol.Rv
LEA4-51.125 TRCA45F Moxo2.Rv
LEA4-51.77 TRCA45F CLEA4H-R

LEA4-51.77¢9p) ® M33LAPNonu-F M33LAPNonu-R

TYB11NonuF TYB11NonuR

*El templado de DNA para esta mutante fue el gen LEA4-5-NT9P. Esta mutante se obtuvo en dos
rondas de PCR. Primero, usando el primer par de oligonucledtidos, reemplazamos el codén 78
(GGT) por un codén de paro (TGA). Luego, el segundo par de oligonucle6tidos se usaron para

afiadir sitios de restriccion para poder clonar los amplicones en el vector de expresion pTYB11.
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LEA4 proteins

Anexo IV. Distribucion de los pI de las diferentes secuencias de proteinas LEA4. Se marca en

rojo el pI promedio.
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Name Schematic representation Description
78 158

pr—

LEA4-5

LEA4-5-NT1 el E27A, K29A, E31A, K32A

LEA4-5-NT2 K41A, Ad4K, KS1A

LEA4-5-NT3 A44K

LEA4-5-NT4 Q54A, EG1A

LEA4-5, 5 A1-25

LEA4'543_1 53 A1 '42

LEA4'557_1 58 A1 '56

LEA4-5,4 e A1-77

LEA4-5A61-78 A61 '78

LEA4-5A44-78 A44'78

il

4,
o
%

LEA4-5-NT2P

A44P, AS5P

LEA4-5-NT4P Iaibsssssiasbassnlell  A15P, A24P, A44P, AS5P

S T7P, 111P, A15P, A24P, A44P,
A55P, K59P, R63P, K70P
A78-158, T7P, 111P, A15P, A24P,
A44P, A55P, K59P, R63P, K70P

e ———l ]
e ———— ]

LEA4-5, ;, ] A78-158
T
I W

LEA4-5-NT9P

LEA4'51_77(9P)

LEA4'51_1 49 A1 50‘1 58

LEA4-5, ., A126-158

Anexo V. Esquema general de todas las mutaciones producidas en este estudio. Se muestra una

descripcion de las mutaciones para una mejor identificacion de las modificaciones.
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LEA4-5 LEA4-5-NT1 LEA4-5-NT2 LEA4-5-NT3

1.00 1.00 1.00 1.00
0.75 0.75 0.75 0.75
0.50 0.50 0.50 0.50
0.25 0.25 0.25 0.25
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o o
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o
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0.00 . : 0.00 : : X
SPP PSS OSSR BN S BHP PSSO SRRSO SEPCHSOS AN CESSS SPP S SPSSLSERES
Residue Residue Residue Residue
LEA4-5-NT4P LEA4-5-NT9P LEA4-51_77(9p) LEA4-5,.77

1.00 1.00 1.00 1.00

0.75 0.75 0.75 0.75

o (=1 o
o N o
o (%] o
o (=1 o
o N W
o (3] o
o o =]
[~} N W
o [3.] o
°o o o
[~} N W
o (3] k=]

S G o N T S R N R RO T PP OSSP L S SRS S
Residue Residue Residue Residue
LEA4-51.149 LEA4-5,.125
1.00 1.00
0.75 0.75
0.50 0.50
0.25 0.25
0.00 0.00
SPHD PP SPLESODRNSS SPP P LS PSERRLRSS
Residue Residue

Anexo VI. Prediccion bioinformatica de la propension de formacion de hélices alfa, usando el

algoritmo FELLS. El eje Y muestra el valor de propension asignado por el algoritmo.
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LEA4-5 LEA4-5-NT1 LEA4-5-NT2 LEA4-5-NT3
1.00 1.00 1.00 1.00
0.75 0.75 0.75 0.75
0.50 0.50 0.50 0.50
0.25 0.25 0.25 0.25
B T S O T T R S )
Residue Residue Residue Residue
LEA4-5-NT4 LEA4-556.158 LEA4-543.158 LEA4-557.158
1.00 1.00 1.00 1.00
0.75 0.75 0.75 0.75 T
0.50 0.50 0.50 0.50
0.25 0.25 0.25 0.25
.00 .00 .00 .00
S S PSS S OLRES PP L H SO SR OERES PPH L PSS SR LRSS SRS CHS S SR OPRES
Residue Residue Residue Residue
LEA4-575.158 LEA4-5,61.78 LEA4-5544.78 LEA4-5-NT2P
1.00 ; ; 1.00
ore M"\/m\l M /Ww\\ one
0.50 ' 0.50
0.25 0.25
o.uu — : - 0.00
PP PPSOL PRSBS NS NP P PP SOPHBSSB S S NP PP SOPHBSSB S S NP P PP OLRNSBS NS
Residue Residue Residue Residue
LEA4-5-NT4P LEA4-5-NT9P LEA4-54.77(9p) LEA4-51.77
1.00 1.00 1.00 1.00
0.75 0.75 0.75 0.75
0.50 0.50 0.50 0.50
0.25 0.25 0.25 0.25:

SN @’\“Q;“g“g“\Q S 0\

l
%

Residue

LEA4-5, 149

1.00
0.75
0.50

0.25

00

SPSPSSCSSSEDNSS

Residue

LEA4-5,.125

1.00
0.75:
0.50

0.25

NP S PSSP L BSNRSSS

Residue

Anexo VII.

Prediccion

o0
.00
PP P S SPSEROE NSNS

Residue

BP S PP S PSSR ANS

A
Residue

SHS PSS PSSP RSS

Residue

Metapredict. El eje Y muestra el valor de desorden asignado por el algoritmo.

bioinformatica de desorden estructural, usando el algoritmo
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Anexo VIII. SDS-PAGE de proteinas mutantes. Se verifico la pureza de las proteinas mutantes por SDS-PAGE y
tinciéon por Coomassie (G o R). Las proteinas se cuantificaron por el método de Qubit. La cantidad de proteina
cargada en cada carril se indica debajo de cada panel. Las imagenes de muestras que fueron separadas en diferentes
geles se muestran de forma individual. El carril completo se muestra en todos los casos. Los nimeros a la izquierda

corresponden a la migracién del marcador de peso molecular en kDa (Prestained Protein Ladder, Thermo Fischer

Scientific) para cada gel.
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Anexo IX. Verificacion de pureza de la proteina LEA4-55555. a) La tincién por azul de
Coomassie R o Coomassie G no tifle a la proteina LEA4-575.155 lo cual es caracteristico de la region
C-terminal de la LEA4-5. La imagen muestra la tincion del marcador de peso molecular y de la
proteina LEA4-5 (5 ug) pero no de la LEA4-575155 (5.5 pg). b) Durante el experimento Western
Blot, se observd que la LEA4-57.5 se tiid con Rojo Ponceau después de la transferencia a
membrana de nitrocelulosa (tamafio de poro de 0.2 um); la banda correspondiente a la proteina
LEA4-5 también se detecté débilmente durante la tincion. c¢) Experimento de Western Blot
realizado con anticuerpo primario especifico para la region C-terminal (1:2,500) y anticuerpo
secundario anti-conejo acoplado a HRP. Las cabezas de flechas negras apuntan a la migracion de
las proteinas LEA4-5 y LEA4-55.55. MWM: Molecular weight marker (marcador de peso

molecular) en kDa.
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Anexo X. Espectros de dicroismos circulares obtenidos en este estudio. Gly y EG se refieren a
glicerol y etilenglicol, respectivamente. Los espectros negros, azules y rojos representan

concentraciones de 0%, 40% y 80% del inductor de déficit hidrico. [®] = Elipticidad molar.
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Anexo XI. Experimento control de los ensayos de congelamiento-descongelamiento. Se realizé
un experimento control para detectar el nivel de inactivacién de la LDH sola o en presencia de
algunas proteinas (BSA, lisozima o AtLEA4-5). Se utilizaron siete ciclos de congelamiento-

descongelamiento. Los resultados corresponden a tres réplicas.

75



o

(@]

4

S 15001

LE, e Ethylene glycol
= 10001

E = Glycerol
£ 500

[2)

O

0 . .
0 5 10

Solution percentage

Anexo XII. Determinacion experimental de la osmolalidad de soluciones porcentuales de

sustancias que simulan falta de agua in vitro. Se utilizaron porcentajes bajos en comparacion con
los usados para DC debido a que el osmometro Wescor Vapro 5600 no pudo trabajar con
soluciones porcentuales mds concentradas. Se infiri6 que, a concentraciones mayores, la

osmolalidad de estas sustancias se comportaria de la misma manera.

76



LEA4-5
B
a
LEA4-5-NT1
—————
LEA4-5-NT2
B
LEA4-5-NT3
B

LEA4-5-NT4
b

LEA4-526.158
STl
LEA4-543.155
HH_LIJ_I_h_rLLlJ_
LEA4-557.158
O
LEA4-575.155

LEA4-5,6, 75

HWJ—
LEA4-5,44.75

b
LEA4-5-NT2P

B

LEA4-5-NT4P
e S ETE

LEA4-5-NT9P
T P TR

LEA4-51.77(9p)
immn ina a

LEA4-5, 47
A

LEA4-5.14
T R

LEA4-5/.125

1 20 40 60 80 100 120 140 158

Residue
C 0.200

= 0.175
'B 0.150

B oas
i

0.075

0.050
JLEA4-5_78-158

0.025

Fraction of

0.

0.100 5
| LEA4-5_26-158, é:ts_um-
°EA4-5_044-78
*fEA4-5_43-158
EAd-5_57-158

1 20 40 60 80 100 120 140 158
Residue

.000 T T T T T T 1
0.000 0025 0050 0075 0100 0125 0150 0175 0.200

Fraction of positively charged residues

Anexo XIII. Distribucion de residuos cargados en todas las proteinas mutantes. a) Distribucion
lineal de residuos cargados en la secuencia de las diferentes proteinas caracterizadas en este
estudio. La posicion de los residuos se indica debajo de cada diagrama. Azul: residuos cargados
positivamente. Rojo: residuos cargados negativamente. Distribucién de la AtLEA4-5nativa y

mutantes en el diagrama de estado de Das-Pappu. Este diagrama ofrece una idea del
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comportamiento conformacional de ensambles no estructurados en proteinas desordenadas. b)

LEA4-5, LEA4-5 NT1 - NT4. ¢) LEA4-5, LEA4-51s55, LEA4-5 43155, LEA4-557153, LEA4-577 158,

LEA4-5x14.73, y LEA4-5561.78. d) LEA4-5, LEA4-5,.77, LEA4-5,.770p), LEA4-5-NT2P, LEA4-5-NT4P, y

LEA4-5-NT9P.
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Anexo XIV. Modelos tridimensionales de la estructura de proteinas producidos por

AlphaFold. En azul se muestra las zonas en estado desordenado y en naranja las regiones que

conforman hélices alfa. A) AtLEA4-5 nativa. B) Mutante LEA4-5-NT9P.
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Anexo XIV. Parametros fisicoquimicos de la proteina AtLEA4-5 y sus versiones mutantes.

0,
Neg. Pos. Grand Average Net Charge af)p(r)\; % of Pos.
# Theoretical Residues Residues Aliphatic of R . disordered Residues
Name X M.W. (Da) L. Per Residue Kappa helix -
Residues pl (Asp + (Arg + Index Hydropathicity (NCPR) residues residues (Arg +Lys
Glu) Lys) (GRAVY) (FELLS) (MetaPredict) + Hys)
LEA4-5 158 16161.84 9.22 15 18 46.46 -0.803 0.018987342 0.06 39.9 79.7 25
LEA4-5-NT1 158 15931.58 9.3 13 16 48.99 -0.663 0.018987342  0.071 39.2 69.6 23
LEA4-5-NT2 158 16104.74 8.93 15 17 47.09 -0.766 0.012658228  0.073 411 78.5 24
LEA4-5-NT3 158 16218.94 9.4 15 19 45.82 -0.839 0.025316456 0.07 40.5 80.4 26
LEA4-5-NT4 158 16046.75 9.43 14 18 47.72 -0.735 0.025316456  0.087 38.6 77.8 25
LEA4-526-158 133 13608.94 9.05 12 14 45.56 -0.847 0.015037594 0.06 30.1 80.5 21
LEA4-543.158 116 11568.58 8.22 8 9 45.52 -0.697 0.00862069 0.07 21.6 91.4 16
LEA4-557.158 102 9982.78 8.31 6 7 43.14 -0.643 0.009803922  0.081 14.7 100 14
LEA4-577.158 82 7844.44 7.02 3 3 47.56 -0.449 0 0.216 0 100 9
LEA4-5p61-78 140 14379.92 9.26 13 16 48.86 -0.782 0.021428571 0.078 34.3 99.3 22
LEA4-5p44.78 123 12380.65 9.05 10 12 48.46 -0.669 0.016260163  0.077 27.6 100 18
LEA4-5-NT2P 158 16213.92 9.22 15 18 45.19 -0.846 0.018987342 0.06 32.3 100 25
LEA4-5-NT4P 158 16265.99 9.22 15 18 43.92 -0.889 0.018987342 0.06 24.7 100 25
LEA4-5-NT9P 158 16124.77 7.07 15 15 41.46 -0.885 0 0.069 7 100 22
LEA4-51.77(9p) 77 8429.55 6.58 12 12 34.42 -1.314 0 0.061 29.9 100 13
LEA4-51.77 77 8377.52 9 12 14 48.57 -1.003 0.025974026  0.047 87 37.7 15
LEA4-51-149 149 15348.02 9.3 15 18 49.26 -0.811 0.020134228 0.06 42.3 78.5 25
LEA4-51125 125 13115.66 8.04 15 16 51.68 -0.826 0.008 0.051 51.2 74.4 21
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Name A C D E F G H | K L M N P Q R S T \' w Y
LEA4-5 18 0 5 10 0 27 7 3 12 6 7 5 3 9 6 6 25 7 0 2
LEA4-5-NT1 22 0 5 8 0 27 7 3 10 6 7 5 3 9 6 6 25 7 0 2
LEA4-5-NT2 19 0 5 10 0 27 7 3 11 6 7 5 3 9 6 6 25 7 0 2
LEA4-5-NT3 17 0 5 10 0 27 7 3 13 6 7 5 3 9 6 6 25 7 0 2
LEA4-5-NT4 20 0 5 9 0 27 7 3 12 6 7 5 3 8 6 6 25 7 0 2
LEA4-526.158 13 0 4 8 0 26 7 2 8 5 5 4 3 9 6 2 22 7 0 2
LEA4-543.158 12 0 3 5 0 26 7 2 4 4 4 4 2 7 5 2 21 6 0 2
LEA4-5s7-158 10 0 2 4 0 26 7 1 2 4 3 3 2 4 5 2 20 5 0 2
LEA4-577.158 5 0 2 1 0 24 6 1 0 4 2 2 2 3 3 2 18 5 0 2
LEA4-5n61-78 13 0 5 8 0 24 6 3 11 6 6 4 3 8 5 6 23 7 0 2
LEA4-5p44.78 11 0 4 6 0 24 6 2 8 6 5 3 3 5 4 6 22 6 0 2
LEA4-5-NT2P 16 0 5 10 0 27 7 3 12 6 7 5 5 9 6 6 25 7 0 2
LEA4-5-NT4P 14 0 5 10 0 27 7 3 12 6 7 5 7 9 6 6 25 7 0 2
LEA4-5-NT9P 14 0 5 10 0 27 7 2 10 6 7 5 12 9 5 6 24 7 0 2
LEA4-51.77(9p) 9 0 3 9 0 3 1 1 10 2 6 3 10 6 2 4 6 2 0 0
LEA4-51.77 16 0 3 9 0 3 1 2 11 2 6 3 1 6 3 2 7 2 0 0
LEA4-51.149 18 0 5 10 0 22 7 3 12 6 7 5 3 9 6 6 23 7 0 0
LEA4-51.125 16 0 5 10 0 14 5 2 12 6 7 3 3 9 4 6 17 6 0 0
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