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Capitulo 1: Analisis estructural de la proteina PvLEAG

INTRODUCCION

La disponibilidad de agua es el principal elemento limitante del crecimiento de las
plantas y, por tanto, de la productividad agricola. Este factor ambiental fluctuante determina
la produccién de alimentos en una importante extension del planeta para un elevado
porcentaje de la poblacion mundial (Boyer 1982).

Por otro lado, la presencia de agua es y ha sido una fuerza selectiva de primer orden
que ha determinado la seleccion de plantas con diferentes grados de tolerancia a la sequia.
Las plantas superiores producen varias respuestas adaptativas ante el déficit hidrico, entre
las que se encuentran: el cerrado de estomas, la sintesis de osmolitos como los polioles
(azucares), los aminoacidos libres, la sintesis de sistemas de transporte para desintoxicacion
de iones, la sintesis de proteinas chaperonas y la sintesis de proteinas hidrofilinas (Yancey,
Clark et al. 1982, Giraudat 1995, Garay-Arroyo, Colmenero-Flores et al. 2000).

Las proteinas llamadas hidrofilinas se caracterizan por tener un indice de hidrofilicidad
mayor a 1 y un contenido en glicina mayor al 6%. Estas proteinas ademas de encontrarse en
las plantas, se han encontrado en hongos, bacterias, y nematodos. La evidencia
experimental sugiere que estas proteinas estan involucradas en la respuesta adaptativa de
diferentes organismos a condiciones hiperosmoéticas. Un analisis in silico realizado durante
su caracterizaciéon sugiri6 que pertenecen al grupo de las proteinas intrinsecamente
desordenadas (PID). Entre las hidrofilinas se encuentran algunas de las proteinas LEA, las
cuales se han caracterizado principalmente en plantas (Garay-Arroyo, Colmenero-Flores et
al. 2000).

Las proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant) se describieron por primera vez
como proteinas que se acumulaban durante la etapa de embriogénesis tardia, cuando se
inicia la desecacion de la semilla (Baker, Van Dennsteele et al. 1988, Bray 1997). Ahora se
sabe que algunas proteinas LEA también se acumulan en tejidos vegetativos en respuesta a
déficit hidrico o a tratamientos con acido abscisico (ABA), el cual es una fitohormona que
sefaliza la respuesta a déficit hidrico (Galau, Hughes et al. 1986, Dure 1993); o bien, en
condiciones de irrigacion optima en los tejidos en crecimiento (Colmenero-Flores, Moreno et



al. 1999), aunque algunas también se han encontrado acumuladas de manera constitutiva
(Bravo, Close et al. 1999).

De acuerdo a las caracteristicas tipicas de las hidrofilinas, la mayoria de las proteinas
LEA son altamente hidrofilicas, con un alto contenido de aminoacidos cargados y de glicinas,
y contienen pocos o carecen de triptéfanos y cisteinas (Battaglia, Olvera-Carrillo et al. 2008).
A las proteinas LEA con estas propiedades fisicoquimicas se le ha llamado proteinas LEA
tipicas, dado que también se ha descrito otro subgrupo de proteinas LEA que son mas bien
hidrofébicas y que, en algunos casos, se ha demostrado que adoptan una estructura
globular. Las proteinas LEA tipicas se han agrupado en siete familias de acuerdo a su
similitud en la secuencia de aminoacidos (Battaglia, Olvera-Carrillo et al. 2008). Aunque se
predice que mayoritariamente son PIDs, los miembros de algunas familias contienen
segmentos que se predice pueden adoptar una conformaciéon de a-hélice (Dure 1993). Para
algunas proteinas LEA se ha demostrado que ciertas regiones de éstas adoptan estructura
secundaria bajo condiciones de deshidratacion (Shih, Hoekstra et al. 2008).

Del analisis estructural de algunas de estas proteinas se encontré que una proteina
LEA de la familia 2 y otra de la familia 1 de soya adoptan parcialmente una conformacion
desplegada conocida como hélice poli L-prolina tipo Il en solucion acuosa (Soulages, Kim et
al. 2002, Soulages, Kim et al. 2003). Estudios menos detallados han mostrado que una
proteina LEA del grupo 4 y otras del grupo 2 presentan un alto porcentaje de desorden en
solucién acuosa (Lisse, Bartels et al. 1996, Shih, Lin et al. 2004).

Por otro lado, experimentos dirigidos a determinar la funcion de las proteinas LEA
realizados bajo condiciones in vitro han demostrado que una proteina LEA de la familia 3 de
Typha latifolia puede estabilizar cristales de sacarosa (Wolkers, McCready et al. 2001), y que
otras de las familias 2, 3 y 4 tienen una actividad protectora ante situaciones de
deshidratacion parcial, al prevenir la inactivacion de enzimas causada por la limitacion de
agua. En ningun caso se ha observado actividad de renaturalizacion de proteinas (Reyes J.L.
Rodrigo 2005). Adicionalmente, se ha reportado que una proteina tipo LEA (de nematodos),
similar a las proteinas LEA del grupo 3, evita la agregacion de proteinas inducida por
desecacion extrema (Goyal, Walton et al. 2005) y que no necesita de ATP para esta funcion.
Ademas se ha reportado que las proteinas LEA de la familia 2, ERD10 y ERD14, disminuyen
la agregacion e inactivacion de enzimas causada por temperatura (Kovacs, Kalmar et al.
2008). Una proteina LEA mitocondrial de la familia 3, protege liposomas sujetos a sequia
(Tolleter, Jaquinod et al. 2007).



De experimentos in vivo, se encontré que la sobre-expresién de algunas proteinas
LEA en bacterias, levaduras y plantas confieren tolerancia a salinidad, sequia y/o
congelamiento (Imai, Chang et al. 1996, Xu, Duan et al. 1996, Swire-Clark and Marcotte
1999, Zhang, Ohta et al. 2000). Ademas, el silenciamiento de genes LEA pertenecientes a
miembros de las familias 2 en musgos (Saavedra, Svensson et al. 2006) y 4, en Arabidopsis
(Olvera-Carrillo, Campos et al. 2010) tiene como consecuencia una disminucion en la
tolerancia a los mismos tipos de estrés.

Varias funciones se han propuesto para algunas familias de las proteinas LEA, entre
las que se encuentran: proporcionar un micro-ambiente hidrofilico ante condiciones limitantes
de agua, y proteger las membranas y/o proteinas o el secuestro de iones, aunque la
evidencia para todos estos casos aun es limitada (Dure 1993, Close 1997, Danyluk, Perron et
al. 1998, Goyal, Tisi et al. 2003).

Por ahora sélo se tienen ensayos in vitro donde se detecta una actividad protectora de
las proteinas LEA, pero aun no se ha corroborado que esto suceda en la célula. Se conoce la
funcién de pocas proteinas altamente desordenadas y hay un numero un poco mayor de
casos donde se conoce la funcion de proteinas que tienen regiones desordenadas (Ferreon,
Ferreon et al. 2013, Frye, Brown et al. 2013, Wentzel, Sommer et al. 2013).

Las PIDs existen en todos los reinos de la vida y son mas abundantes en los
proteomas eucariéticos (Xue, Dunker et al. 2012). Estudios bioinformaticos han predicho que
23-28% de las proteinas eucaridticas son mayoritariamente desordenadas (Oldfield, Cheng
et al. 2005) y 70% de las proteinas de sefalizacion contienen regiones desordenadas
(lakoucheva, Brown et al. 2002).

Para algunas de las PIDs se ha demostrado que al poder adoptar diferentes
conformaciones pueden unir varios blancos y pueden producir acciones opuestas en blancos
diferentes o aun en el mismo blanco. A diferencia de las proteinas plegadas, las PIDs usan la
misma regidn o superficies superpuestas, para ejercer un efecto en diferentes blancos
(Tompa, Szasz et al. 2005).

Un ejemplo de una proteina con regiones desordenadas que realiza varias funciones
es la proteina p53, que es un factor transcripcional, que esta involucrado en una red de
sefalizacion que activa la expresion de genes en respuesta a la progresiéon en el ciclo
celular, apoptosis, reparaciéon del DNA y estrés celular. Esta proteina regula mas de 150
genes y se une a mas de 100 proteinas (Oldfield, Meng et al. 2008).



Las plantas, ademas de las proteinas LEA, expresan otros tipos de proteinas con
regiones desordenadas, entre las que se encuentran factores transcripcionales y proteinas
involucradas en la transduccion de sefiales como las proteinas GRAS y CRY
(Cryptochromes) (Sun, Rikkerink et al. 2013). Los factores transcripcionales contienen un
dominio de unién a DNA y un dominio de regulacion, el cual carece de estructura bien
definida. Algunas de las proteinas GRAS contienen un dominio en el extremo N-terminal que
es desordenado y éste se estructura al unirse a sus proteinas blanco. Las proteinas CRY
contienen un dominio desordenado en su extremo C-terminal, con el que se pueden unir a
diferentes proteinas blanco, lo cual activa una cascada de regulacién de diferentes procesos
como el reloj circadiano y la respuesta a la luz (Sun, Rikkerink et al. 2013).

Se ha propuesto un modelo en el que las PIDs se mantienen desplegadas en la célula
en condiciones 6ptimas de disponibilidad de agua, pero cuando hay limitacion de agua
algunas regiones se estructuran y con estas regiones se unen a sus moléculas blanco
(Olvera-Carrillo, Luis Reyes et al. 2011). Se ha propuesto otro modelo en el que las proteinas
LEA no interaccionan directamente con sus moléculas blanco; en este modelo se sugiere que
las proteinas LEA forman un escudo molecular alrededor de su molécula blanco y este evita
la interaccion entre proteinas que se agregan (Chakrabortee, Tripathi et al. 2012).

La concentracion de macromoléculas en una célula modelo (E. coli) en condiciones
ideales de crecimiento es aproximadamente de 300-400 g/L, pero puede llegar a >900 g/L
después de una desecacion severa (Zimmerman and Trach 1991, Mouillon, Eriksson et al.
2008). Al alto contenido de solutos en la célula se le conoce como amontonamiento
molecular, el cual tiene como caracteristica principal la repulsion estérica entre los solutos,
aunque también pueden existir interacciones no especificas entre los solutos (Minton 2001).
La teoria predice que el amontonamiento molecular promueve la formacién de oligdmeros e
induce el plegamiento de proteinas (Minton 2000, Minton 2005). Dado que el
amontonamiento molecular se incrementa en condiciones de deshidratacion, la estructura de
algunas proteinas LEA se ha analizado en esta condicion.

Metodologias utilizadas para analizar proteinas intrinsecamente desordenadas

Se han utilizado diferentes metodologias para analizar la conformaciéon de las
proteinas intrinsecamente desordenadas tanto en solucion como en estado solido. A
continuacion se describen las mas utilizadas.



Dicroismo circular: esta técnica se basa en que las moléculas quirales absorben de
manera diferencial la luz circularmente polarizada a la derecha de la luz circularmente
polarizada a la izquierda. Con esta técnica se puede detectar el contenido de estructura
secundaria y de desorden, pero no proporciona informacidén sobre cuales son las regiones en
la secuencia polipeptidica que estan estructuradas o desordenadas.

FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy): es una técnica que es usada para
obtener un espectro de absorcion en infrarrojo de un sdlido, liquido o gas. En el caso de las
proteinas, el enlace peptidico es el que absorbe luz infrarroja y esta absorcion depende de la
estructura secundaria en la que se encuentre el enlace peptidico. Dado que esta técnica se
puede realizar en estado sdlido, esta metodologia se ha utilizado para analizar la estructura
de las proteinas LEAs en condiciones secas (97% de pérdida de agua). Esta técnica al igual
que el DC solo provee informacion del contenido de estructura secundaria en una proteina.

RMN (Resonancia Magnética Nuclear): esta técnica se basa en que la frecuencia de
resonancia del spin del nucleo del atomo depende del ambiente quimico en el que se
encuentre, es decir, de los atomos con los que esté formando enlaces o interactuando. Con
esta técnica ademas de conocerse el contenido de estructura secundaria, también se puede
conocer en qué regiones se encuentra dicha estructura, es decir se puede conocer la
estructura terciaria de la proteina.

SAXS (Small angle X -ray scattering): esta técnica se basa en la dispersion de la luz
(rayos X), lo cual depende de la forma y tamafo de las macromdleculas. Esta técnica se
realiza en solucion a diferencia de la cristalografia de rayos X, por lo cual permite el analisis
de proteinas desordenadas.

ANTECEDENTES

La proteina PVLEAG (anteriormente llamada PvLEA-18) es una proteina de Phaseolus
vulgaris que pertenece a la familia 6 de las proteinas LEA, la cual esta altamente conservada
(Battaglia, Olvera-Carrillo et al. 2008). Genes homologos a la proteina PVLEAG se encuentran
en plantas angiospermas y gimnospermas (Battaglia, Olvera-Carrillo et al. 2008). La Figura 1
muestra un alineamiento de algunas secuencias de proteinas LEAG6 de plantas
angiospermas, en donde se pueden observar los motivos altamente conservados.
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Figura 1. Alineamiento de algunas secuencias de proteinas LEAG6 de plantas angiospermas.
Las cajas muestran los motivos altamente conservados.

La proteina PVLEAG6 contiene 82 residuos de aminoacidos, un peso molecular
deducido de secuencia de 8.76 kDa y un punto isoeléctrico determinado experimentalmente
de 6.7. La proteina PVLEAG contiene 12 residuos de aminoacidos cargados negativamente
(Asp + Glu) y 11 residuos de aminoacidos cargados positivamente (Arg + Lys). La Figura 2
muestra la secuencia y composicion de aminoacidos de la proteina PVLEAG.

a)
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b) Amino acid composition:

Ala (A) 7 8.5%
Arg (R) 1 1.2%
Asn (N) 2 2.4%
Asp (D) 3 3.7%
Cys (C) 0 0.0%
Gln (Q) 6 7.3%
Glu (E) 9 11.0%
Gly (G) 11 13.4%
His (H) 2 2.4%
Ile (I) 0 0.0%
Leu (L) 4 4.9%
Lys (K) 10 12.2%
Met (M) 1 1.2%
Phe (F) 1 1.2%
Pro (P) 4 4.9%
Ser (S) 6 7.3%
Thr (T) 9 11.0%
Trp (W) 0 0.0%
Tyr (Y) 4 4.9%
val (V) 2 2.4%
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Figura 2. a) Secuencia de aminoacidos. B) Composicion de aminoacidos de la proteina
PVLEAG.

La proteina PVLEAG6 se acumula durante la embriogénesis tardia, en la fase de la
deshidratacion de la semilla; también se acumula en tejidos vegetativos de plantas sometidas
a déeficit hidrico y en regiones de crecimiento de plantas crecidas bajo condiciones de
irrigacion 6ptima. Por otro lado, se ha demostrado que es una proteina que se localiza en
nucleo y citoplasma de diferentes tipos celulares en hojas, tallo y raiz (Colmenero-Flores,
Moreno et al. 1999). Adicionalmente, al analizarse la proteina PvLEAG por experimentos tipo
Western, utilizando un anticuerpo especifico, se detectaron bandas adicionales que migran
con masas moleculares aparentes mayores al monémero que podrian corresponder a homo-
oligbmeros.

Ensayos in vitro que han permitido detectar una actividad protectora en diferentes
hidrofilinas de plantas y de otros organismos sobre algunas actividades enzimaticas ante una
deshidratacion progresiva mostraron que la proteina PVLEAG es incapaz de ejercer un efecto
protector (Reyes, Rodrigo et al. 2005).

En esta tesis se decidi6 estudiar con mayor profundidad las caracteristicas
estructurales de la proteina PVLEAG con la idea de determinar si realmente era una proteina
estructuralmente desordenada en solucion, lo cual nos permitiria establecer estrategias para
el analisis funcional no solo de esta proteina, sino de las proteinas de toda la familia, dado su
alto grado de conservacion. Puesto que esta proteina LEA fue la primera caracterizada de la
familia 6 en todas las plantas, se consideré que podria resultar un buen modelo para el
estudio de las PIDs en plantas, de tal forma que al conocer con mayor detalle sus
propiedades estructurales obtendriamos herramientas para sugerir un mecanismo de accion
de esta proteina.

En este trabajo no s6lo se abordd el analisis de la estructura de la proteina PVLEAG
en solucion acuosa, sino que también se planted la pregunta de que, en caso de resultar
desordenada en solucién, si esta caracteristica pudiera modificarse ante cambios en su
ambiente. Este cuestionamiento surgidé ante el conocimiento de que ante situaciones de
déficit hidrico cambia la disponibilidad de agua para las diferentes moléculas en la célula, lo
cual podria derivar en diferentes grados de cambio en su estructura secundaria, terciaria o
cuaternaria debido a los cambios en la organizacion de las moléculas de agua, lo que podria
favorecer interacciones intra- y/o inter-moleculares diferentes. Mas aun, la reduccion en el
agua disponible genera en consecuencia un aumento en el amontonamiento molecular
intracelular que, como se menciona arriba en este texto, podria promover no solamente
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cambios estructurales diversos sino también interacciones entre la misma proteina o con sus
ligandos. Por tanto, la hipotesis de esta tesis fue

HIPOTESIS

La proteina PVLEA6 es desordenada en solucion, se estructura parcialmente en
condiciones de alta osmolaridad y/o por amontonamiento molecular y forma oligémeros.

OBJETIVOS

1. Con la finalidad de conocer el comportamiento estructural de la proteina PVLEAG se
abordaron los siguientes objetivos:

1.1. Determinacion de la conformacion en solucién acuosa.
1.2. Determinacion de la capacidad de la proteina para adoptar estructura secundaria.

1.3. Analisis del efecto del amontonamiento molecular y/o baja disponibilidad de agua
sobre la estructura de la proteina.

1.4. En caso de detectar formacion de estructura secundaria por DC se propuso
utilizar RMN 2D (Resonancia Magnética Nuclear en 2D) para conocer las regiones de la
proteina capaces de estructurarse.

2. Con la finalidad de estudiar la capacidad para formar oligobmeros de la proteina
PVLEAG se realizaron los siguientes objetivos:

2.1. Determinacién de la capacidad de la proteina PvLEAG para formar oligobmeros.
2.2. Analisis de las fuerzas que estabilizan a los oligobmeros.
2.3. Anadlisis de la estructura de la proteina en su forma oligomérica.

2.4. Determinacién de la constante de asociacion en los oligbmeros.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Purificacion de la proteina PVLEAG6 recombinante (rPvLEAG)

Con la finalidad de caracterizar la conformacién de la proteina PvLEAG, ésta se
expresO en E. coli a partir del plasmido pTYB11:PvLEAG, y se purifico a homogeneidad
(Figura 3 y seccion de Materiales y métodos). La masa molecular y la secuencia de la
proteina PVLEA6 recombinante (rPvLEAG) se verificO por espectrometria de masas en la
Unidad de Protedmica del IBt, dando una masa molecular de 8.76 kDa, que concuerda con la
masa deducida de la secuencia previamente reportada (Moreno-Fonseca and Covarrubias
2001). La proteina rPvLEAG pura migra en geles de SDS-PAGE con una masa molecular
aparente de 14 kDa; esta migracion aberrante se ha observado para proteinas desordenadas
y se sugiere que se debe a que estas proteinas unen menos SDS que las proteinas
globulares (Receveur-Brechot, Bourhis et al. 2006).
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Figura 3. Analisis por SDS-PAGE de la proteina PVLEAG6 recombinante purificada a
homogeneidad. Gel tefildo con Coomassie.

Cuantificacion de la proteina rPvLEAG6

Para analizar la estructura de la proteina por Dicroismo circular, es necesario conocer
la concentracién de la proteina, por lo que se determind la concentracion de la proteina.

En la literatura se ha reportado que los métodos colorimétricos para cuantificacion de
proteinas sub-estiman la concentracion de las PIDs, debido a que los métodos colorimétricos
interaccionan mas con aminoacidos hidrofobicos, los cuales son poco abundantes en las
PIDs . La proteina rPVvLEAG se cuantificé con varios métodos para determinar si alguno
determinaba de forma mas exacta la concentracion de la proteina. Para determinar la
concentracion por Abszsonm, €l coeficiente de extincion se determiné experimentalmente (ver
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seccion de Materiales y métodos), con lo que se obtuvo un coeficiente de extincion al 0.1%
de 0.592, por lo que esta concentracion podria ser la mas acercada a la real.

Los protocolos de los métodos colorimétricos se encuentran en la seccion de Materiales y
meétodos. Para la cuantificacion por Absygs, se utilizé un coeficiente de extincién al 0.1%
(eo0.1%) de 30, de acuerdo a Scopes R. K. (Scopes 1974). Como se observa en la Tabla 1,
todos los métodos probados sub-estiman la concentracion de la proteina PVLEAG, y el
método mas cercano a la concentracion determinada por Abszsonm €s el de Lowry.

Métodos
Bradford Lowry Ponceau (-) Abs280(e, ,,=0.592) | Abs205 (e, ,,=30)
% que mide 4.6 50 10 100 16

aa que arginina, tirosina interacciones aromaticos enlace peptidico
detecta lisina, triptéfano | electrostaticas histidina y

histidina, cisteina e hidrofdbicas aromaticos

y
aromaticos

Tabla 1. Cuantificacion de la proteina PVvLEAG6 con diferentes métodos. aa,
aminoacidos.

ANALISIS DE LA ESTRUCTURA
Prediccién de estructura de la proteina PvLEAG6

La prediccion de la estructura secundaria de la proteina PVLEAG6 se realiz6 con
diferentes programas de prediccion de estructura. Como se muestra en la Figura 4, todos lo
programas predicen formacioén de estructura en la secuencia de los aminoacidos =16-44, lo
cual corresponde a 35% de formacién de estructura. Esta region que se predice puede
formar estructura secundaria, contiene a la zona mas conservada de la proteina y a las
unicas 4 tirosinas que contiene, las cuales estan altamente conservadas.
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Figura 4. Prediccion de estructura secundaria de la proteina PvLEAG.

DC de la proteina PVLEAG obtenida de tejidos de planta

Se realiz6 el DC (Figura 5) de la proteina nativa (obtenida de embriones de frijol
Phaseolus vulgaris) en solucion para saber si ésta presentaba la misma estructura que la
proteina recombinante (la cual no contiene modificaciones post-traduccionales) y, con ello
validar el uso de la proteina recombinante para el analisis de la estructura secundaria. Las
dos proteinas presentan un espectro muy similar, es decir los dos espectros presentan un
minimo alrededor de 200 nm y una banda alrededor de 220 nm. Esto valida el uso de la
proteina recombinante para el estudio de la estructura secundaria de la proteina PvLEAG.
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-16
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Figura 5. Espectros de DC de la proteina PvLEAG recombinante o nativa (obtenida de
embriones de frijol).

Analisis de la estructura en solucién por Dicroismo Circular

Para probar si la proteina PVLEAG6 era desordenada como se habia predicho, la
proteina rPvLEA6 se analiz6 en solucién (amortiguador K-fosfatos 10 mM pH 8) por
espectroscopia de Dicroismo Circular (DC) en ultravioleta lejano, en colaboracién con la Dra.
Gloria Saab. Como se observa en la Figura 6, el espectro de la proteina rPvLEAG en solucion
muestra un minimo a 198 nm, que corresponde al perfil caracteristico de proteinas
desordenadas (Soulages, Kim et al. 2003). Sin embargo también existe informacion
experimental que sugiere que espectros similares se pueden obtener de proteinas que
contienen un poco de orden local, como hélices poli-prolina tipo Il (PPIlI) o conformaciones
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tipo beta (Tiffany and Krimm 1969, Rucker and Creamer 2002, Shi, Olson et al. 2002, Chen,
Liu et al. 2004, Shi, Chen et al. 2005, Kjaergaard, Norholm et al. 2010).

Para conocer qué cambios producia el incremento de la temperatura en la
conformacioén de la proteina PVLEAG, se realizé el DC a diferentes temperaturas (10-80 °C).
Los espectros de DC a las diferentes temperaturas (Fig. 6) muestran un minimo alrededor de
los 198 nm el cual va disminuyendo conforme se incrementa la temperatura, y una banda
dicroica negativa entre 210 y 230 nm que se hace mas negativa conforme se aumenta la
temperatura. También se observa un punto en 208 nm por el que pasan todas las curvas
(llamado punto isodicroico), el cual indica que esta proteina en solucidon acuosa esta en
equilibrio entre dos estados conformacionales.

Los cambios de la estructura dependientes de la temperatura se han analizado para
péptidos y PIDs (Shi, Olson et al. 2002, Kjaergaard, Norholm et al. 2010). Para varios
péptidos, el cambio de la conformacion dependiente de la temperatura se analizé por DC y
RMN, de donde se concluyd que a bajas temperaturas se forman mayoritariamente hélices
PPII, en tanto que a altas temperaturas el contenido de conformacion 3 se incrementa (Shi,
Chen et al. 2005). Estos datos llevaron a proponer que la conformacion desplegada de las
PIDs consisten principalmente de hélices extendidas PPIl y de conformaciones [ intercaladas
con una variedad de otras conformaciones, las cuales fluctuan entre si (Shi, Olson et al.
2002, Shi, Chen et al. 2005).

Los espectros que se obtuvieron para la proteina PVLEAG, se han obtenido para otras
proteinas LEA de soya del grupo 1 y 2, donde también se detecto la conformacion de hélice
extendida a bajas temperaturas (Soulages, Kim et al. 2002, Soulages, Kim et al. 2003).
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Figura 6. Espectros de DC en ultravioleta lejano de la proteina rPvLEAG a diferentes
temperaturas.

Medicion de la fluorescencia de las tirosinas

Se midié la fluorescencia de las tirosinas, para tratar de determinar cuales eran los
cambios que le sucedian a la conformacion de la proteina rPvLEAG6 con el incremento de la
temperatura, en donde se esperaba que si las tirosinas se encontraban en una region que
formara a-hélice, al incrementar la temperatura esta estructura se desestabilizaria con lo que
la fluorescencia de las tirosinas aumentaria. En la Figura 7 se muestran los espectros de
fluorescencia a diferentes temperaturas. La fluorescencia disminuye conforme se incrementa
la temperatura, debido al aumento del movimiento molecular con el incremento de la
temperatura, lo cual resulta en mas colisiones moleculares y subsecuente pérdida de
energia, fenomeno que ha sido documentado en la literatura (Gally and Edelman 1962,
Liyanage, Bakshi et al. 2014). El maximo de fluorescencia no se desplaza a longitudes de
onda mas larga o mas corta con el incremento de temperatura, lo que sugiere que el
ambiente hidrofilico de las tirosinas no cambi6, es decir, tanto en la conformacion favorecida
a baja temperatura como en la conformacion favorecida a alta temperatura, las tirosinas se
encuentran igualmente expuestas al solvente, lo cual apoya el resultado del DC a diferentes
temperaturas, que sugiere que las dos conformaciones que presenta la proteina PvLEAG
contienen hélices PPII 6 estructuras tipo beta, las cuales son conformaciones muy abiertas,
es decir las cadenas laterales se encuentran muy expuestas al solvente.
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Figura 7. Espectros de fluorescencia de la proteina rPvLEAG a diferentes temperaturas.
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Dicroismo Circular en UV cercano

Para profundizar mas sobre las modificaciones sufridas con el cambio de la
temperatura en la conformacién de la proteina PVLEAG, se realizé un analisis por DC en UV
cercano, en el que la sefial sélo provendria de los aminoacidos aromaticos (Johnson, Xue et
al. 2012), tirosina y fenilalanina en el caso de esta proteina.

Como se observa en la Figura 8, hay tres puntos isodicroicos los cuales indican
cambios en la estructura de la proteina. También se observa una banda alrededor de los 280
nm la cual proviene de una 6 mas tirosinas, y adicionalmente se observa una banda
alrededor de los 294 nm, la cual podria provenir de la forma fenolato de la tirosina
(Georgakopoulou, Moller et al. 2009). La intensidad de dicha banda disminuye conforme se
incrementa la temperatura, posiblemente debido a que el cromoforo esta cambiando a un
ambiente menos restringido; es decir, a una conformacion en la que tiene mas movilidad, ya
que la region en la que esta ese cromoforo estaria perdiendo estructura con el incremento de
la temperatura. Alternativamente, la porcion de fenolato disminuyé debido a que la alta
temperatura promueve una reduccion en las interacciones electrostaticas, las cuales son las
responsables de mantener a la tirosina en forma de fenolato. La region implicada en estos
cambios podria ser la secuencia de los residuos 25-32 (PYVKYKDL), una regién en la que se
predice la formacion de estructura secundaria, ya que contiene aminoacidos que podrian
estar formando alguna estructura local (como un tipo de nucleo hidrofébico); asi como, la
tirosina 29 que al encontrarse entre dos lisinas, éstas podrian favorecer un cambio en su pKa
y con ello promover la formacion del fenolato.
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Figura 8. Espectros de DC en UV cercano a diferentes temperaturas de la proteina rPvLEAG.

Termografia incrementando y disminuyendo la temperatura

Se realizé otra termografia con DC para analizar si los cambios inducidos en la
proteina rPvLEAG por la temperatura son reversibles. La temperatura se incrementd cada
10°C, empezando de 10 hasta llegar a 80 °C, y al llegar a 80 °C, se disminuyo la temperatura
hasta 10 °C, variando la temperatura cada 10°C; la Figura 9 muestra el resultado. Como se
observa, la sefial de DC a 220 nm tanto en el incremento como en la disminucién de la
temperatura dan la misma sefal de DC, lo que indica que la conformacién de la proteina
rPvLEAG después de subir y bajar la temperatura es la misma; es decir, los cambios
inducidos por la temperatura son reversibles. La sefial de DC a 197 nm es mas ruidosa, por
lo que los puntos no caen exactamente igual en el incremento y disminucion de la

temperatura.
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Figura 9. Grafica de la sefal de DC a 197 y 220 nm a diferentes temperaturas.
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Siendo la proteina PVLEAG6 desordenada, interesa saber qué tipos de estructura local
puede adquirir, ya que ésta se ha relacionado con sitios de union a otras proteinas (Mohan,
Oldfield et al. 2006, Sugase, Dyson et al. 2007). Por lo tanto, se perturba a la PvLEAG6 con
diversos agentes: GdnHCI, SDS, pH, TFE, para explorar las posibles conformaciones

accesibles a la proteina. En las siguientes secciones se muestran los resultados.
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Efecto del GdnHCI en la proteina rPvLEAG6

Con el propdsito de analizar la estructura de la proteina rPvLEAG, se realizé DC en
presencia de cloruro de guanidinio (GdnHCI), el cual comunmente se usa para desnaturalizar
proteinas globulares. Cabe hacer notar que se ha determinado que el GdnHCI induce un
estado desnaturalizado que contiene hélices PPII (Tiffany and Krimm 1973, Park, Shalongo
et al. 1997).

Los espectros de DC vy la sefial de DC a 220 nm de la proteina rPvLEAG en presencia
de diferentes concentraciones de GdnHCI se muestran en la Fig. 10. El aumento en la sedal
de DC a 220 nm indica que el GdnHCI también induce la formacion de hélices PPIl en la
proteina rPvLEAG.
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Figura 10. a) Cambios en la sefial de DC a 220 nm por titulacion de la proteina
rPvLEAG con GdnHCI. b) Espectros de DC de la proteina rPvLEAG en presencia de
diferentes concentraciones de GdnHCI (concentracion Molar). c) Acercamiento de la
zona de 210-240 nm.

Efecto del SDS en la estructura secundaria de la proteina rPvLEAG

Puesto que se ha observado que el SDS induce la formacion de a-hélices en algunas
proteinas LEA (Ismail, Hall et al. 1999, Soulages, Kim et al. 2002), se llevo a cabo un analisis
por espectroscopia de DC en presencia de SDS (en forma de micelas). Los espectros de DC
de UV lejano de la proteina rPvLEAG con diferentes concentraciones de SDS se muestran en
la Figura 11. El aumento de la sefial negativa alrededor de 205 y 220 nm indica que el SDS
induce la formacién de a-hélices en la proteina rPvLEAG, de forma similar a lo que sucede
con otras proteinas LEA de los grupos 1, 2 y 3 (Soulages, Kim et al. 2002, Soulages, Kim et
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al. 2003, Shih, Hsieh et al. 2010). En presencia de 4% SDS, la proteina rPvLEAG6 formé 5-
12% de a-hélices de acuerdo al analisis que se realizd con en el servidor Dichroweb.
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Figura 11. Efecto del incremento en la concentracion de SDS en el espectro de DC de UV
lejano de la proteina rPvLEAG. Todas las concentraciones de SDS estan por arriba de la
concentracion micelar critica (8 mM, 0.23%), es decir la proteina PvLEAG estaria
interactuando con micelas de SDS.

Efecto del pH en la estructura secundaria de la proteina rPvLEA6

Para analizar si la carga de los aminoacidos favorecian alguna conformacion particular
se realizé DC en diferentes pHs (Fig. 12). La estructura de la proteina rPvLEA6 se mantuvo
igual en los diferentes pH probados (pH 5.7-8). Esto se podria deber a que sus diferentes
aminoacidos cargados, tanto acidos como basicos, se mantienen igualmente cargados en los
diferentes pHs probados, posiblemente porque la proteina es altamente desordenada por lo
que no hay suficientes interacciones entre los aminoacidos para modificar su pKa.
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Figura 12. Espectros de DC de la proteina rPvLEAG a diferentes pHs.

Analisis de formacion de a-hélices con TFE

El trifluoroetanol (TFE) es un co-solvente que induce la formacion de a-hélices
dependiendo de la capacidad intrinseca de las proteinas para formarlas (Reiersen and Rees
2000). Esta estrategia ha permitido determinar que algunas proteinas LEA u otras PIDs
tienen la capacidad de formar a-hélices (Soulages, Kim et al. 2003, Mouillon, Gustafsson et
al. 2006),

Para conocer el potencial de formar a-hélices de la proteina PVLEAG se llevaron a
cabo experimentos de DC en presencia de diferentes concentraciones de TFE (Fig. 13). Los
resultados mostraron que cuando se agrega 20% de TFE, el minimo a 198 nm, caracteristico
de una proteina desordenada disuelta en solucién acuosa, disminuye y se desplaza a
aproximadamente 200 nm; en tanto que la sefal alrededor de 220 nm resulta mas negativa.
Conforme se aumenta la concentracion de TFE los espectros se parecen mas a los
caracteristicos de proteinas que forman a-hélices; es decir, con dos minimos, uno alrededor
de 208 nm y otro aproximadamente a 220 nm, y una sefal positiva a 190 nm. Los espectros
obtenidos en presencia de 60 6 90% de TFE son muy parecidos, lo que indica que la
proteina casi alcanza su capacidad maxima para formar a-hélices con 60% de TFE. Se
estimo que la proteina rPvLEAG en presencia de 60% y 90% de TFE forma 40% y 42% de a-
hélices (Dichroweb, base de datos 7), respectivamente.
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Figura 13. Espectros de DC de la proteina rPvLEAG en presencia de diferentes
concentraciones de TFE. La proteina en presencia de 60% y 90% de TFE forma 40% y 42%
de a-hélices, respectivamente.

Efecto de la alta osmolaridad o el amontonamiento molecular en la estructura de la
proteina rPvLEAG6

Cuando la planta sufre déficit hidrico también aumenta la osmolaridad de la célula.
Para simular alta osmolaridad se uso6 glicerol, un osmolito natural que se acumula en varios
organismos en condiciones de déficit hidrico. Al utilizar este compuesto se llegan a obtener
potenciales osmoéticos de -91 a -270 bares. Esto es comparable con los niveles de
osmolaridad que se alcanzan en las semillas maduras, es decir deshidratadas, los cuales
pueden ser de -110 a -1500 bares.

La Figura 14 muestra los espectros de DC de la proteina rPvLEAG6 con diferentes
concentraciones de glicerol. Conforme se incrementa la concentracion de glicerol, el minimo
a 200 nm disminuye y se recorre hasta 204 nm, adicionalmente la sefial a 220 nm se hace
mas negativa, indicando formacion de a-hélices. El analisis con Dichroweb de estos datos
estima de 14-17% de estructura a-hélice en presencia de 87% de glicerol. Estos niveles de
estructuracién son comparables a los obtenidos para otras proteinas LEA, como Lti29 y Lti30
(Mouillon, Eriksson et al. 2008), aunque hay proteinas LEA que adquieren mayor nivel de
estructuraciéon como es el caso de Cord7 (Mouillon, Eriksson et al. 2008) y AtLEA4-5 que
adquiere hasta 46% de a-hélice (Cesar Cuevas, datos no publicados).
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Figura 14. Espectros de DC de la proteina rPvLEAG en presencia de diferentes
concentraciones de glicerol.

La proteina PVLEAG se expresa en condiciones de déficit hidrico, situacion en que se
incrementa el amontonamiento molecular del citoplasma. Por ello, se decidid probar si
condiciones de amontonamiento molecular promueven la estructuracion de la proteina
rPvLEAG. Para simular amontonamiento molecular se utilizo6 PEG-6000 (polietilenglicol de
peso molecular 6000 Da) (Mouillon, Eriksson et al. 2008), el cual es un polimero de alto peso
molecular. Las distintas soluciones con PEG probadas presentaron potenciales osméticos de
-7.6 a -16.7 bares, niveles comparables a los potenciales osmoéticos que presentan las
plantas en condiciones de déficit hidrico, los cuales son de -3.5 bares o0 menores.

La Figura 15 muestra los espectros de DC en presencia de diferentes concentraciones
de PEG. En ausencia de PEG, la proteina presentd un espectro caracteristico de una
proteina desordenada (como se describe en la Figura 6 de este escrito); sin embargo,
conforme se incrementan las concentraciones de PEG, el minimo a 198 nm se desplaza a
cerca de los 205 nm y se empieza a formar un minimo alrededor de los 225 nm, la presencia
de estos dos minimos indicé que la proteina rPvLEAG forma a-hélices; de acuerdo al analisis
con el servidor Dichroweb, la proteina rPvLEAG forma de 12-16% de a-hélices en presencia
de 66% de PEG. Estos niveles de estructuracion en amontonamiento molecular son
comparables a los obtenidos para la proteina LEA Lti30 (Mouillon, Eriksson et al. 2008),
aunque hay proteinas LEA que presentan mayor nivel de estructuracion, como son Cor47
(Mouillon, Eriksson et al. 2008) y AtLEA4-5 (Cesar Cuevas, datos no publicados).
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La capacidad de estructurarse de la proteina PvLEA6 en presencia de
amontonamiento molecular como se describe arriba, indica que esto podria suceder bajo
condiciones en las que el agua disponible disminuye y que en consecuencia induce un
aumento en el amontonamiento molecular.

3 .
-.. l\‘
oo
0 ot v || SASBABTe
—~ .\ bt g
z 1\ T s ST
g % i
N : ' /d Potencial osmdtico
§ © 1Y ,’f:'. 0% PEG 6000 O bares
g -9 Ay 2 *+30% PEG 6000 -7.6 bares
.- ] : :
2 . : 50% PEG 6000 -12.6 bares
= -2 --66% PEG 6000 -16.7 bares
o} -
-15
-18
190 210 230 250

Longitud de onda (nm)

Figura 15. Espectros de DC en presencia de PEG-6000.

Se prob6 un PEG con una masa molecular menor, como lo es el PEG-3350, para
determinar si al ser una molécula mas pequena que el PEG-6000 inducia diferentes niveles
de estructuracion. Como se observa en la Figura 16, en presencia de 58% PEG-3350, el
minimo a 198 nm disminuye y se desplaza hacia aproximadamente 204 nm, en tanto que la
banda alrededor de 225 nm mostré valores mas negativos; ambas caracteristicas indicaron
que bajo estas condiciones la proteina, aunque en bajo porcentaje, forma a-hélices, de
manera similar a lo producido por el PEG-6000. El analisis con Dichroweb indicd un 8-11%
de formacion de a-hélices.

Para analizar el efecto combinado del amontonamiento molecular y la alta
osmolaridad, se obtuvo el espectro de la proteina rPvLEAG en presencia de 58% PEG y 12%

glicerol; sin embargo, se observaron pocos cambios en relacion a los observados con solo
PEG-3350.
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Figura 16. DC de la proteina rPvLEAG en presencia de 58% de PEG-3350 y en presencia de
58% de PEG-3350 con 12% de glicerol.

También se realiz6 DC con otros agentes que producen amontonamiento molecular,
como son PEG-4000, -8000 y Ficol-70 (Fig. 17), los PEGs causaron cambios similares al
PEG-3350, lo que indica que moléculas que varian de peso molecular de 3350-8000 inducen
cambios similares en la proteina rPvLEAG, cuyo peso molecular es de aproximadamente 9
kDa. Sin embargo el Ficol-70 (peso molecular de 70 kDa), una molécula con un peso
molecular de aproximadamente 10 veces mayor que el de la proteina PVLEAG y el de los
PEGs probados, practicamente no causé cambios en la estructura de la proteina, sugiriendo
que solutos de muy alto peso molecular no producen amontonamiento molecular a la
proteina PvLEAG (Minton 2000, Minton 2005).
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Figura 17. Espectros de DC de la proteina rPvLEAG en presencia de a) PEGs de
diferente peso molecular y b) diferentes concentraciones de Ficol o Ficol/Glicerol.
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Analisis de la proteina PVLEAG6 recombinante por RMN de 1D y 2D

Para corroborar los resultados obtenidos por DC se realizé un analisis de RMN de 1D
(1 dimension). Como se aprecia en la Fig. 18 se obtuvo poca sefial de la proteina en la
region de 6.4-8.4 ppm, indicativa de que la proteina se encuentra desordenada en solucion.
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Figura 18. Espectro de RMN en 1D de la proteina rPvLEAG. Se utilizé6 5% de agua deuterada.

Para tratar de obtener mas informacion de la estructura de la proteina PvLEAG, se
realizé un analisis por RMN de 2D. Como se observa en la Fig. 19, se obtuvo poca sefial de

la proteina PVLEAG igual que en el caso del analisis de RMN de 1D, apoyando la idea de que
la proteina esta altamente desordenada en solucion.
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Figura 19. Espectro de RMN en 2D de la proteina rPvLEAG. Se utilizé 5% de agua
deuterada.

Analisis de la proteina rPvLEA6 marcada con "°N por RMN

Dado que los resultados de DC en presencia de TFE, PEG o glicerol indicaron que la
proteina PVLEAG tiene regiones que se pueden estructurar, es de interés conocer estas
zonas para determinar su participacion en la funcidon de esta proteina. Con tal fin, se inici6 la
caracterizacion de la proteina PVLEA6 marcada con "N con RMN 2D usando el método
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence), en colaboracion con el Dr. Carlos Amero
del CIQ (Centro de Investigaciones Quimicas, UAEM).

El espectro de RMN en 2D de la proteina PVLEA6 marcada con '°N en solucion
(amortiguador K-fosfatos pH 8) present6 poca dispersion de la sehal (agrupada en la region
de 7.7-8.5 ppm en la dimension del 'H), indicando que la proteina se encuentra
mayoritariamente desplegada (Fig. 20a); en tanto que en presencia de 62% de TFE (Fig.
20b), la senal se dispers6 mas (se obtuvieron senales por arriba de 8.5 ppm) indicando la
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obtencion de algun nivel de estructura secundaria en la proteina PVLEAG, consistente con los
resultados previos de DC.

Para definir con precision las regiones involucradas en esta ganancia de estructura se
debe marcar la proteina con "Ny "*C para poder asignar las sefiales del espectro de RMN a
los aminoacidos implicados.

> PVLEAG PVLEAG + TFE
a) ' s H10
& [ H14

e

=
>N (ppm)

122

126

'H (ppm)

Figura 20. Espectro correlacionado de RMN de 2D "H-"°N de la proteina rPvLEAG en (a)
amortiguador KHPO4 pH 8 y (b) 62% TFE. El incremento en la dispersion de la sefial en 62%
TFE es consistente con un plegamiento parcial de la proteina. Los circulos muestran
regiones en las que se dispersa la sefal en presencia de TFE.

ANALISIS DE LA FORMACION DE OLIGOMEROS

El analisis previo de los patrones de acumulacion de la proteina PVLEAG de semilla o
bien de diferentes regiones de plantulas de frijol sugirié la formacién de oligdbmeros de esta
proteina (Colmenero-Flores, Moreno et al. 1999). Estas observaciones, asi como el hecho de
que algunas chaperonas como las proteinas pequefias de choque térmico (sHSPs) actuan
como oligdmeros, motivaron un estudio mas detallado de este fendmeno.

En un primer analisis por electroforesis en geles de poli-acrilamida con SDS se
observd que la proteina PVLEAG6 recombinante pura es capaz de formar oligomeros. La
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Figura 21 muestra un resultado tipico de este tipo de experimentos, en donde se detecta el
mondémero que migra aberrantemente con wuna masa molecular aparente de
aproximadamente 14 kDa, una caracteristica de muchas de las proteinas desordenadas; sin
embargo, también se observaron dos bandas adicionales que migran mas lentamente que el
monomero, las cuales de acuerdo a su migracion podrian corresponder a la asociacion del
mondmero en dimero (23.7 kDa) y trimero (36.6 kDa). La masa molecular de los oligémeros
también seria aparente, debido a la naturaleza no estructurada del mondémero. Como se
puede apreciar en la Fig. 21, la forma mayoritaria que se muestra en estos geles
desnaturalizantes corresponde al mondmero, con una proporcion aproximada de 6:1
(mondémero a dimero).

kDa

40—
35— Trimero

25— i
Dimero

—
15—
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Figura 21. La proteina PvLEAG recombinante analizada en un SDS-PAGE y revelada con
anticuerpos especificos anti-PvLEAG por experimentos tipo Western.

Entrecruzamiento de la proteina rPvLEAG6

Con la finalidad de analizar la capacidad de asociacion de la proteina PVLEAG, se
realizaron experimentos de entrecruzamiento fotoinducido de proteinas no modificadas
(Fancy and Kodadek 1999). Este método no requiere la modificacion previa de las proteinas
ni la adicion de agentes entrecruzadores, con lo que solo se permite la unién covalente entre
tirosinas o tirosinas con lisinas de polipéptidos que estan interactuando muy cercanamente,
es decir formando oligobmeros. Los resultados obtenidos mostraron que en efecto la proteina
se puede asociar como dimero y trimero pero también puede llegar a formar complejos con
una elevada masa molecular, aunque no tan alta como para impedir o limitar su entrada al
gel, aun después de largos tiempos de entrecruzamiento (Fig. 22, carriles 2 — 5). Estos
resultados son consistentes con la idea de que esta proteina es capaz de formar oligdmeros.
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Figura 22. a) Muestras del entrecruzamiento de la proteina rPvLEAG, analizadas por SDS-
PAGE y posteriormente reveladas con anticuerpos especificos anti-PvLEAG por
experimentos tipo Western. El tiempo de exposicion a la luz se muestra en la parte superior
del gel. b) Control negativo del ensayo de entrecruzamiento (imagen tomada del articulo de
Fancy and Kodadek 1999). La proteina TBP se conoce que forma dimeros en solucién, por
lo que al someterse al entrecruzamiento y analizarse por SDS-PAGE se observa tanto el
monomero (TBP) como el dimero ((TBP),). Se sabe que las proteinas TBP y GST no se
asocian, por lo que al realizarse el entrecruzamiento en presencia de GST no se observan
mas bandas, lo que indica que la proteina TBP no se entrecruzé con la GST y prueba que el
método no entrecruza proteinas que no interactuan.

Separacion por FPLC de la proteina rPvLEAG

Para corroborar la observacién obtenida por entrecruzamiento, la proteina rPvLEAG se
separo por FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) usando una columna de filtracion en
gel. Las fracciones se analizaron por SDS-PAGE y por experimentos tipo Western (Fig. 23);
como se observa, la proteina se separ6 en mondmero, dimero y trimero, probando
nuevamente la capacidad de la proteina PvLEAG para formar oligdmeros.
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Figura 23. Separacion por FPLC de la proteina rPvLEAG. a) Cromatograma de FPLC (las
flechas en la parte superior indican la posicion en la que eluyeron los marcadores de peso
molecular), b) Analisis por experimentos tipo Western de algunas fracciones obtenidas de la
cromatografia de FPLC. M: monoémero, D: dimero y T: trimero.

Determinacién del peso molecular de los oligdmeros

Para conocer con mayor precision la masa molecular de los oligdbmeros formados por
la proteina PVLEAG, la proteina recombinante se entrecruzé y se analizé por espectrometria
de masas (MALDI-TOF) en la Unidad de Protedmica del IBt. Los resultados obtenidos
mostraron que las masas moleculares correspondientes a las bandas denominadas como
dimero y trimero, realmente correspondian a tales oligdmeros con una masa molecular de
17,781 kDa y 26,799 kDa, respectivamente (Fig. 24).
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Figura 24. Masas moleculares del monomero, dimero y trimero determinados por
espectrometria de masas (MALDI-TOF)

Efecto de la urea en la estabilidad de los oligoémeros

Para determinar si los oligdmeros formados por la proteina PVLEAG son estabilizados
por interacciones hidrofobicas o puentes de hidrégeno, la proteina rPvLEAG se resolvid en
geles de SDS-PAGE con o sin urea 6M (Fig. 25). La presencia de urea en el gel no afecto la
formacion del dimero, sugiriendo que las interacciones hidrofobicas 6 los puentes de
hidrogeno no participan de manera importante en la formacion de los oligémeros.

a) 7

kDa o o

- 25_’_. dimero
.
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Figura 25. Analisis por geles de SDS-PAGE con o sin urea 6M de la proteina rPvLEAG. a)
Gel sin urea y b) Gel con urea. Los geles se transfirieron a membrana de nitrocelulosa y se
revelaron con anticuerpos anti-PvLEAG.
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Hidrélisis acida y analisis por espectrometria de masas de los aminoacidos y de los
péptidos de la proteina rPvLEAG

Dado que los oligdmeros que forma la proteina rPvLEAG son resistentes al SDS, DTT
y a la urea, estos podrian estabilizarse a través de enlaces covalentes entre las tirosinas, los
cuales son enlaces que se pueden formar sin enzimas, sblo por condiciones oxidantes
(Souza, Giasson et al. 2000). Para determinar esto, se realizd6 una hidrolisis acida de la
proteina en condiciones anaerdbicas para que solo se rompiera el enlace peptidico, y si dos
tirosinas estaban haciendo un enlace covalente, estas permanecerian juntas después de la
hidrdlisis.

El producto de la hidrdlisis se analizé por espectrometria de masas (Fig. 26). Se
obtuvieron todos los aminoacidos (algunos no se observan porque se descomponen en
aminoacidos mas pequefos), incluyendo las tirosinas, que componen a la proteina lo que
indica que la hidrdlisis fue completa, pero no se obtuvieron moléculas de masa molecular
correspondiente a dos tirosinas unidas. Esto se podria deber a que los aminoacidos no estan
formando enlaces covalentes entre sus cadenas laterales o a que el tratamiento de la
hidrolisis acida llegdé a romper dichos enlaces.

Para descartar que durante la hidrélisis acida se rompieron los enlaces entre las
tirosinas, la proteina se separé en un gel de SDS-PAGE y la banda correspondiente al
dimero se escindié para analizarse por espectrometria de masas. Para esto, primero la
proteina se digirid por protedlisis enzimatica y, posteriormente, se determiné la masa
molecular de los péptidos por espectrometria de masas, en donde se esperaba observar
péptidos unidos, es decir, moléculas con la masa que correspondiera a la suma de dos
péptidos unidos. Sin embargo, solo se obtuvieron los péptidos individuales sin estar unidos
por tirosinas o por algun otro tipo de enlace (Tabla 2), indicando que los oligdmeros no se
estabilizan a través de enlaces covalentes.

En la literatura se reportd que una proteina llamada [(-glicosidasa forma un dimero
resistente al SDS, en donde se observé que la interface interacciona desfavorablemente con
el SDS y que el dimero es estabilizado a través de interacciones polares (Gentile, Amodeo et
al. 2002). La proteina PvVLEAG al ser muy hidrofilica se podria estar comportando de forma
similar, interaccionando poco con el SDS y formando los oligbmeros a través de
interacciones electrostaticas y puentes salinos.
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Figura 26. Analisis por espectrometria de masas del producto de la hidrdlisis de la proteina

rPvLEAG.
Sequence # # #Protein ProeinGroup  Modifications ~ ACn~ XCor  Probabiity  Charge MH+[Da] AM RT
PSMs __Proteins Groups Accessions [ppm] [min]
KTESEQGKVNLEGLPTEDSPYVK 26 2 1 024439 00000 623 000 3 254826853 364 1061
YKDLEDYKQQGYGTQGHQEPK 20 2 1 024439 00000 605 000 3 251216745 259 1994
TESEQGKVNLEGLPTEDSPYVK 32 2 1 024439 00000 513 000 2 242017583 290 815
GAGATEAPTLSGAAFSSK 12 2 1 024439 00000 495 000 2 162279949  -163 2020
VNLEGLPTEDSPYVK 6 2 1 024439 00000 424 000 2 166083611 410 2176
SQATGTGATNHK 20 1 1 024439 00000 359 000 2 117256096  -386 828
GAGATEAPTLSGAAFSSKSQATGTGATNHK 4 1 1 024439 00000 325 000 3 277634214 275 1602
QQGYGTQGHQEPK 12 2 1 024439 00000 264 000 2 145767314 252 1579

Tabla 2. Analisis por espectrometria de masas de los péptidos obtenidos del dimero de la
proteina rPvLEAG resistente a SDS.

Analisis de la fuerza iénica en la estabilidad de los oligémeros

Como se menciond anteriormente, algunos oligdmeros resistentes al SDS son
estabilizados a través de interacciones polares, por lo que se decidié probar el efecto de la
sal (NaCl) en la formacion de los oligobmeros. La proteina rPvLEAG se entrecruzé en
presencia de diferentes concentraciones de NaCl. Como se observa en la Figura 27, la sal
interfiere con las interacciones entre los mondémeros, evitando la formacién eficiente de los
oligobmeros, indicando que las interacciones electrostaticas y los puentes salinos juegan un
papel importante en la estabilidad de éstos.
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Estos resultados son consistentes con la composiciéon de los aminoacidos de la
proteina PVLEAG, ya que contiene el 28% de aminoacidos cargados (13% con carga positiva
y 15% con carga negativa), de tal manera que es posible que una de las fuerzas que
estabilicen a sus oligdmeros sean interacciones electrostaticas. Por otro lado, estas
observaciones también sugieren que estas propiedades en la proteina rPvLEAG le permitan
no soélo formar homo-oligdbmeros sino también hetero-oligdbmeros quiza como parte de un
mecanismo de proteccion de otras proteinas en la célula.

NaCl (mM)
kDa 150

250 —
72 —
55—

- s <M

17 —

Figura 27. Entrecruzamiento de la proteina rPvLEAG en presencia de diferentes
concentraciones de NaCl. Las muestras se analizaron en SDS-PAGE y se revelaron con
anticuerpos especificos anti-PvLEAG6 por experimentos tipo Western. M: mondémero.

Analisis de la estructura de la proteina rPvLEAG6 en su forma oligomérica

Puesto que existe la observacion que ciertas PIDs son capaces de adquirir una
estructura estable al interaccionar con otra proteina (Sugase, Dyson et al. 2007), decidimos
determinar si existia algun cambio en la estructura de la proteina PvLEAG cuando se
encontraba en forma oligomerizada. Para tal fin, la proteina rPvLEAG se entrecruzo (Fig. 28a)
y se analizé por DC (Fig. 28b). Los resultados mostraron que el espectro de la proteina
entrecruzada (CL) es similar al de la proteina no entrecruzada (no CL, es decir el
monomero); esto es, la proteina en su forma oligomérica se mantiene mayoritariamente
desordenada.
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Figura 28. a) Analisis por experimentos tipo Western de la proteina rPvLEA6 entrecruzada
que se sometio al analisis por DC, b) DC de la proteina PvLEAG no entrecruzada (no CL) y
entrecruzada (CL).

Medicion de la constante de disociaciéon del dimero de la proteina rPvLEAG.

Con la finalidad de tener una idea de la estabilidad de los oligdmeros de la proteina
rPvLEAG, en colaboracién con el Dr. Enrique Garcia del Instituto de Quimica de la UNAM, se
determind la constante de disociacion (Kd) del oligdmero por Calorimetria de Dilucion
Isotérmica.

La inyeccion de alicuotas de una solucion proteica concentrada en la celda
calorimétrica produjo calor endotérmico, indicativo de disociacion del homo-oligdbmero. La
linea solida en la isoterma de disociacién corresponde al mejor ajuste de un modelo de
disociacion de dimero, indicando la formacién predominante del dimero (Fig. 29). Las
mediciones, realizadas en triplicado a 30 °C, produjeron una Kd=60 +/- 20 uM y AH4=1 +/-
0.3 kcal/mol. Esta informacion permitid el calculo de los siguientes parametros
termodinamicos para la formacion del dimero: AG,= -5.9 kcal/mol, AH,= -1 kcal/mol y TAS,=
4.9 kcal/mol, indicando una interaccion de baja afinidad y favorecida entropicamente.
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Figura 29. Isoterma de disociacion calorimétrica de la proteina rPvLEAG.

DISCUSION

El desorden estructural en las proteinas se reconoce como una propiedad involucrada
en muchas funciones importantes en organismos de diferentes reinos de la vida (Tompa
2012). De las muchas PIDs predichas en plantas (95 en Arabidopsis) muy pocas han sido
caracterizadas estructural y/o funcionalmente (Pazos, Pietrosemoli et al. 2013, Sun, Rikkerink
et al. 2013). En este trabajo se investigaron las caracteristicas estructurales de la proteina
rPvLEAG, mostrando, como se habia predicho que contiene alto grado de desorden.

El analisis del efecto de la temperatura en el espectro de DC mostré que la proteina
rPvLEAG sufre una transicion estructural, y la presencia de un punto isodicroico indicd que
esta proteina en solucion acuosa esta en equilibrio entre dos estados conformacionales, un
fendbmeno también observado en otras proteinas LEA del grupo 1 (GmD-19) y grupo 2
(GmDHN1) (Soulages, Kim et al. 2002, Soulages, Kim et al. 2003). De acuerdo a los
cambios observados en las senales del espectro, una conformacién podria ser desordenada
con algunas regiones formando hélices PPIl y otras regiones menores formando estructura
beta, y la otra estructura podria ser desordenada con algunas regiones formando estructuras
beta y otras regiones menores formando hélice PPIl, es decir, la diferencia entre las dos

conformaciones consiste en la proporcion de hélices PPIl a estructuras beta (Park, Shalongo
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et al. 1997, Shi, Olson et al. 2002, Shi, Chen et al. 2005, Kjaergaard, Norholm et al. 2010).
Que la proteina PVLEAG presente dos estados conformacionales en solucién muestra la alta
flexibilidad de esta proteina. Estos estados conformacionales se podrian presentar in vivo.

Las proteinas en la célula estan en condiciones de amontonamiento molecular el cual
se incrementa cuando las células estan en condiciones de déficit hidrico. En este trabajo se
mostro que la proteina rPvLEAG6 adquiere un grado de estructura secundaria en condiciones
de alta osmolaridad inducida con glicerol y de amontonamiento molecular inducido con PEG.
Aunque los cambios observados fueron entre 12-20% de formacion de a-hélice, estos pocos
cambios conformacionales fueron reproducibles en experimentos independientes, sugiriendo
que estos niveles de helicidad podrian jugar un papel importante in vivo. En presencia de
TFE la proteina PVLEAG llegd a formar 40% de a-hélice, lo cual correlaciona con lo predicho
por diferentes programas de acuerdo a su secuencia de aminoacidos. La region que se
predice que se estructura es una region altamente conservada (aminoacidos 20-40), esto
sugiere que esta region necesita estructurarse para que la proteina realice su funcion.

El SDS podria estar cambiando la estructura de la proteina por interaccion directa con
ésta, dado que la presencia de sélo 1% de SDS promueve cambios en la conformacién de la
proteina PVLEAG, a diferencia del glicerol y del PEG, de los que se necesita mas del 30% de
solutos para inducir la formacion de estructura secundaria. Esto indica que el glicerol y el
PEG cambian la conformacion de la proteina debido mas bien a que inducen una alta
osmolaridad 6 amontonamiento molecular en el medio, mas que por interaccion directa.

Muchas proteinas en la célula modulan su funcion por la asociacién de sus unidades
monomericas. Algunas de éstas son activas como oligdbmeros, y otras son activas como
monomeros (Gunasekaran, Tsai et al. 2004). En este trabajo se mostré que la proteina
rPvLEAG6 puede formar oligobmeros, siendo el dimero la asociacion mayoritaria. La
abundancia de aminoacidos cargados y polares en la proteina PVLEAG sugiere que las
interacciones polares y los puentes salinos juegan un papel principal en la estabilidad del
dimero, lo cual fue consistente con la disminucion de la oligomerizacion al incrementar la
fuerza idnica de la solucién. La union a través de interacciones electrostaticas hace
dispensable la presencia de agua, dado que estas interacciones a diferencia de las
interacciones hidrofébicas se pueden dar aun en condiciones sin agua. La interaccion de la
proteina PVLEAG con sus moléculas blanco también podria ser a través de interacciones
electrostaticas.

La interaccion entre dos monomeros de PvLEAG altamente flexibles sugiere un
proceso dinamico, donde las interacciones transitorias podrian ser las responsables de la
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formacion del oligdbmero de la proteina PvVLEAG6. La Kd determinada de 60 uM para la
formacion del dimero soporta dicha idea, indicando una afinidad baja y una interaccion
transitoria entre los monomeros de la proteina rPvLEAG (Perkins, Diboun et al. 2010).

La interaccion de la proteina PvLEAG con sus moléculas blanco podria tener una
afinidad similar a la que presenta el homo-dimero, es decir una afinidad baja la cual podria
incrementarse con el incremento de amontonamiento molecular que sucede cuando la planta
sufre déficit hidrico. Al regresar la planta a condiciones normales de hidratacion, el
amontonamiento molecular disminuye, con lo que la afinidad entre la proteina PvLEAG y su
blanco disminuiria, llevando a que el complejo se disocie rapidamente y la molécula blanco
pueda continuar realizando su funcion. La afinidad por sus moléculas blanco podria variar,
teniendo mas afinidad por unos blancos que por otros.

En el laboratorio de la Dra. Alejandra Covarrubias se determind que la proteina
PvLEAG forma los oligobmeros in vivo (datos de Marina Battaglia), y esto podria indicar que la
formacion de oligbmeros esta implicada en la funcidn que realiza la proteina PVLEAG en la
célula. La proteina PVLEAG se podria unir como dimero a su molécula blanco.

CONCLUSIONES

La proteina rPvLEAG es desordenada en solucion y se encuentra en equilibrio entre
dos conformaciones.

La proteina rPvLEAG puede formar hasta un 41% de a-hélices en presencia de TFE lo
que muestra un potencial intrinseco para adoptar este tipo de estructura.

Condiciones que inducen una reduccion en el agua disponible en la solucion como el
glicerol, o bien que aumentan el amontonamiento molecular, condiciones presentes
bajo déficit hidrico, promueven la formacién de a-hélices (12-20%) en la proteina
rPvLEAG.

La proteina rPvLEAG forma oligodmeros de diferentes tamafios in vitro, siendo los
dimeros los mas abundantes, los cuales presentan una Kd=60 +/- 20 yM, indicando
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interacciones de baja afinidad. Este tipo de interacciones semejan asociaciones
transitorias como las que presentan otras PIDs.

La inhibiciéon de la oligomerizacidon con NaCl indica que una de las fuerzas que
participan en la estabilizacion de los oligdmeros son interacciones electrostaticas.

PERSPECTIVAS

Realizar DC de la proteina PVLEA6 a diferentes temperaturas en presencia de
amontonamiento molecular, para determinar si se observa el equilibrio entre dos
conformaciones que se observo en solucion (sin amontonamiento molecular) o si se
favorece una de las dos conformaciones.

Determinar las regiones de la proteina con mayor capacidad de estructurarse, esto
realizando RMN 2D de la proteina marcada con °N 'y "*C.

Mutar las zonas con mayor capacidad de formar hélices, para determinar si se
necesita de que estas zonas se plieguen, para reconocer al blanco y protegerlo.
Analizar si los oligdmeros de la proteina PVLEAG se estructuran en amontonamiento
molecular.

Determinar a través de que aminoacidos ocurren las interacciones proteina-proteina
en la formacién de los oligbmeros.

Realizar la calorimetria en presencia de PEG.

En el laboratorio de la Dra. Alejandra Covarrubias se encontré que la proteina PvLEAG
puede unir Fe(lll) (datos de Marina Battaglia), por lo que seria interesante determinar
como la union del Fe(lll) modifica la estructura de la proteina y las interacciones
proteina-proteina en la formacion de oligdmeros.

En el laboratorio de la Dra. Alejandra Covarrubias se encontré que la proteina PvLEAG
permite que la cepa BX04 de E. coli, la cual es una cuadruple mutante en proteinas
con actividad de chaperona de RNA, se recupere mejor de un choque de frio (datos de
Lucero Rivera, Inti Arroyo y Darinka Méndez). Por lo tanto seria de utilidad determinar
que funcion esta realizando la proteina PVLEAG en esta cepa y después determinar si
esta funcién es la que realiza en la planta.
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MATERIALES Y METODOS

Purificacion de la proteina PvLEAG6

Obtencion del cultivo de células que sobre-expresan la proteina de fusion (Inteina-PvLEAG).

100 ml de LBamp (LB con 100ug/ml de ampicilina), se inocularon con 20 ul de
bacterias en LB/glicerol (LB:glicerol 80%, 1:1, congeladas a -20°C). El cultivo se incubo
durante toda la noche a 37°C, con 4 ml de cultivo se inocularon 100 ml de LB, se incubo 2 h
25 min, llegé a ODgoonm 0.76. Con 50 ml de este cultivo se inocularon 150 ml de LB, este
cultivo se incubé 1 h 20 min, llegd a ODgoponm 0.7 (fase de crecimiento exponencial),
posteriormente se le agregé IPTG (Isopropyl [-D-1-thiogalactopyranoside) 0.5 mM
concentracion final y se incub6 durante 6 h 6 6 h 40 min a 25°C y 200 rpm (revoluciones por
minuto), es importante mantener esta agitacion, para que la proteina se acumule mucho, si
se usa una agitacion mayor la proteina se acumula menos.

Preparacion del extracto clarificado.

El cultivo de células expresando la proteina recombinante se centrifugd durante 10 min
a 6000 rpm, para obtener la pastilla de células; ésta se resuspendié en amortiguador de lisis
(20 mM Na-fosfato pH 8, 500 mM NaCl, 0.1% Tritén X-100, 20 uM PMSF (Phenylmethyl
sulfonyl fluoride)), con la siguiente proporcion: 4 g de pastilla de células se resuspendié en 50
ml del amortiguador; las células se lisaron por sonicacion (9-17 ciclos de: 30 s sonicacion
(amplitud 60), 1-3 min. en hielo). Posteriormente, el lisado celular se centrifugé durante 30
min a 13 000 rpm (en rotor JA-20), se obtuvo el sobrenadante y se guardé a -20°C.

Purificacion de la proteina PvLEAG en columna o batch

Purificacion en columna

La purificacion se realizoé con el kit IMPACT-CN (New England Biolabs). El protocolo
consiste en hacer pasar lentamente (1 ml/10 min) el extracto clarificado, en una columna con
resina de quitina (equilibrada previamente con 10 vol. de buffer columna), se usé 1 ml de
resina por cada 10 mg de proteina en el extracto. Posteriormente se lava la resina con mas
de 10 volumenes de amortiguador de columna (20 mM Na-fosfato pH 8, 500 mM NaCl), el
amortiguador se pasa con un flujo de ~1.3 ml /min. Después se hacen pasar 3 volumenes de
amortiguador de corte (20 mM Na-fosfato pH 8, 500 mM NaCl, 500 mM DTT (Dithiothreitol)),
con un flujo de 1.3-1.5 ml/min, durante aproximadamente media hora, se detiene el flujo en la
columna y se incuba durante 43-62 h a 25°C. Al término de la incubacion, la proteina PvLEAG
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se eluye de la columna con 3-6 volumenes de amortiguador K-fosfatos 10 mM, pH 8 con flujo
1 ml/min.

Purificacion en batch

La resina se equilibré en batch de la siguiente forma: la resina se agité durante 10 min
con 3 vol. de buffer columna, posteriormente se retiré el buffer por decantacion, este lavado
se repitid 3 veces.

A la resina en batch (tubo falcon de 50 ml) se le agrego el extracto clarificado (1 ml de
resina por cada 10 mg de proteina en el extracto), la resina se incub6 con el extracto durante
toda la noche a 4 °C y con agitacion.

Posteriormente la resina se puso en la columna para lavarse y continuar con la
purificacion como se describe arriba.

Dialisis

La solucion proteica se coloco en membrana de dialisis (Spectra/Por dialysis
membrane, Daigger) de tamafio de corte de poro de 3.5 kD. Aproximadamente 50 ml de
solucion proteica se dializaron con 2 L de amortiguador K-fosfatos 1 mM, con agitacion, a 4
°C o temperatura ambiente. Se realizaron 5 lavados, el primero y el ultimo se hicieron
durante toda la noche, y los otros tres durante 3-4 h.

Concentracion de la proteina PVLEAG

La proteina PVLEAG se concentrd por liofilizacion, solo se disminuyo el volumen, esto
es se evito la pérdida total del liquido, porque si se pierde todo el liquido la proteina se queda
pegada en el plastico del tubo, con lo que se recupera poca proteina al tratar de
resuspenderla.

Espectroscopia de Dicroismo Circular

Las mediciones de DC (Dicroismo circular), se realizaron en un espectropolarimetro
de DC (modelo J-715, Jasco) usando una celda de 0.1 cm de longitud de paso 6ptico, sobre
el intervalo 190-260 nm o usando una celda de 1 cm de longitud de paso 6ptico, sobre el
intervalo 250-350 nm. La temperatura fue controlada por un controlador de temperatura
Peltier (modelo PTC-4235, Jasco). Los espectros de DC fueron adquiridos cada 1 nm con
dos segundos de tiempo promediado por punto y un paso de banda de 1-nm. La velocidad de
lectura fue 20 nm/min. Los espectros se promediaron por cuadruplicado, excepto en el caso
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de la termografia en la que se cambid la temperatura cada 2 °C, en donde solo se realizé un
espectro para cada temperatura.

Las muestras se mezclaron y se incubaron a la temperatura de realizacién del
espectro, minimo 30 min antes de la captura del espectro de DC. Adicionalmente las
muestras se incubaron a la temperatura de realizacion del espectro durante 3-5 min en el
compartimento de la celda del espectropolarimetro previo a la realizacion de éste.

La concentracion de la proteina fue aproximadamente 0.3 mg/ml para el DC en UV
lejano 6 2 mg/ml para el DC en UV cercano.

Fluorometria

Las mediciones de fluorescencia se realizaron en un LS50B espectrofluorometro
(Perkin Elmer, Norwalk, CT) equipado con un termostato en el compartimento de la celda,
usando una celda de 1 cm de longitud de paso 6ptico, sobre el intervalo 280-600 nm. La
concentracion de la proteina fue aproximadamente 200 pg/ml.

Ensayo de Western-blot

Western-blot usando fosfatasa alcalina

Las proteinas que se separaron por SDS-PAGE al 10 6 15 % se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Hybond-C extra, Amersham) en camara semiseca durante 2 h
a 250 mA, para lo cual se utilizé buffer de transferencia (glicina 0.19 M, Tris 25 mM, metanol
20%, pH final 8.3). La transferencia se verificd por tincion reversible utilizando reactivo rojo
de Ponceau (0.2 % rojo Ponceau y 5 % ac. acético). Posteriormente, la membrana se incubd
con bloqueador (PBS-leche 5%, PBS: NaCl 140 mM, KCI 3 mM, Na;HPO4 10 mM, KH2PO4 2
mM, pH 7.4; leche descremada en polvo) durante 1-2 h a temperatura ambiente con
agitacion oscilatoria. En seguida se decanté el bloqueador y se incubd con el primer
anticuerpo, anti-PvLEA-18, diluido en bloqueador 1:2000, durante toda la noche a 4°C con
agitacion oscilatoria.

Con la finalidad de eliminar el anticuerpo que se hubiese pegado inespecificamente,
se incubo con PBS con agitacion oscilante durante 10 min., se decant6 el PBS, y este lavado
se repitid tres veces. Dado que el primer anticuerpo se obtuvo de conejo, el segundo
anticuerpo que se utilizé fue anti-lgG de conejo acoplado a fosfatasa alcalina. La membrana
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se incubd con el segundo anticuerpo diluido 1:5000 en bloqueador, durante 2 h a
temperatura ambiente con agitacion oscilante.

Como en el caso anterior, para quitar el pegado inespecifico del segundo anticuerpo,
se incub6 con amortiguador de fosfatasa (Tris-Cl 0.1 M pH 9, NaCl 0.1 M, MgCl, 5 mM) con
agitacion oscilante durante 10 min., este lavado se repitio tres veces. Para revelar la
membrana, ésta se incubd con la solucion de sustratos BCIP/NBT (5-bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato/cloruro de tetrazolio nitroazul, zymed) recién preparada y se dejo hasta que aparecio
el color, cuando fue evidente el revelado y empez6 a aparecer sefal inespecifica, la reaccion
se detuvo lavando con agua miliQ estéril.

Western-blot usando peroxidasa

Las proteinas fueron separadas en SDS-PAGE 15% vy transferidas a membranas de
nitrocelulosa (Hybond C, Amersham-GE Healthcare Life Sciences, USA), lavadas con TBST
(150 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7.6 y 0.1% Tween 20), bloqueadas con 5% de leche
descremada (en TBST) e incubadas con el anticuerpo anti-PvLEAG (1:1000 o 1:2000 en
TBST) durante 1-1.5 h. Las membranas fueron lavadas (3 lavados cada uno de 4-5 min.) e
incubadas con el anticuerpo secundario (1:30 000 en TBST) (anti-rabbit horse radish
peroxidase, Zymed-Life Technologies Co., USA) durante 1-2 h a temperatura ambiente,
lavadas con TBST (3 lavados cada uno de 4-5 min.) y reveladas con substratos de
peroxidasa del kit Supersignal West Pico Chemiluminiscent (Pierce Biotechnology, USA and
Thermo Fisher Scientific Inc.). Las membranas fueron expuestas a films de rayos X (Kodak,
México).

Cuantificacion de proteina por el método de microensayo de Bradford

Las muestras se prepararon de la siguiente manera: a 800 pl de solucion proteica se le
adicion6 200 pl de reactivo Bradford (Bio-Rad Protein Assay, dye reagent concentrate, BIO-
RAD), se agité y después de minimo 5 min a temperatura ambiente, se leyo la Abssgsnm
(Spectrophotometer, Beckman). Para realizar la curva estandar se prepararon muestras con
2-10 pg de proteina BSA (Bovine Serum Albumin).

Cuantificacion de proteina por el método de Lowry

En el dia del ensayo se preparo la solucion CuSOg4- K-tartrato- Na2CO3, que consiste
de 1.96% de solucién de CuSO4 al 2%, 1.96% de solucion de K-tartrato al 4% y 96.08% de
solucion Na2CO3 (3% de Na,COs3 en 0.1M NaOH).

Las muestras se prepararon de la siguiente manera: se mezclaron 200 ul de la
solucion proteica, y 1 ml de solucidn CuSOs-K-tartrato-Na2CO3, después de 10 min a
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temperatura ambiente se adicioné 100 ul de reactivo Folin (Folin-Ciocalteu’s phenol reagent,
2N, sigma) diluido 1:1 con agua, y se agitdo vigorosamente 10 s. Después de 30 min a
temperatura ambiente se leyd la Absgsonm (Spectrophotometer, Beckman).Para realizar la
curva estandar se prepararon muestras con 10-100 pg de proteina BSA.

Cuantificacion de proteina con rojo Ponceau S

Soluciones
Solucion TCA: TCA (trichloroacetic acid) al 30%
Solucion I: rojo Ponceau S al 4%
Solucion 1l: 2% de sol. | y 98% de sol. TCA

Las muestras se prepararon de la siguiente manera, de acuerdo al articulo de Pesce
et al. (Pesce and Strande 1973): se mezclé 500 ul de solucion proteica, con 50 pl de la
solucion Il, esta mezcla se incub6 10 min. en hielo. Posteriormente se centrifugd 10 min a
velocidad maxima en microcentrifuga (Eppendorf), se descart6 el sobrenadante. Al
precipitado rojo se le agregdé 1 ml de NaOH 0.2M, se mezcl6é y se leyd la Absssonm
(Spectrophotometer, Beckman). Para realizar la curva estandar se prepararon muestras con
10-100 pg de proteina BSA.

Determinacion del coeficiente de extincion para Abs;sonm

El calculo del e (coeficiente de extincion) para Abszsonm, Se realizé por el cambio de la
Absysonm de las tirosinas, dependiendo de su exposicidon al solvente, para lo que se
prepararon dos muestras de proteina, una con y otra sin urea.

Las muestras se prepararon de la siguiente manera: 70 yl de solucion proteica con
una concentracion aproximada de 1.6 mg/ml (calculada por Abszsonm, utilizando e€=0.68
(calculado a partir de la secuencia de aminoacidos con ProtParam de Expasy
http://web.expasy.org/protparam/), se disolvié en 630 pl de amortiguador K-fosfatos 10 mM o
urea 8 M, se incubaron 1 h a 25°C, después se les leyo la Abszsonm (Spectrophotometer,
Beckman). De la muestra se calculé el e suponiendo que todos los aminoacidos estaban
expuestos al solvente al estar la proteina completamente desnaturalizada, dado que se
conoce el e para cada aminoacido, se realizo la suma del e de cada aminoacido que contiene
la proteina PVLEAG.

Hidroélisis acida
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La proteina (150 pg) se puso dentro de un tubo de vidrio y se liofilizé en un speed vac
(SAVANT), este tubo se puso dentro de una camara de vidrio. Dentro de la camara de vidrio
se puso 200 ul de HCI 6N, a la camara se le hizo pasar nitrégeno, después se hizo vacio,
esto se repitid 3 veces. La camara se quedo con vacio y se incubd a 110 °C durante 24 h. El
producto de la hidrolisis se liofilizd6 en un speed vac, posteriormente se analizd6 por
espectrometria de masas.

Marcaje de proteina con '°N

El marcaje de la proteina se realizé basicamente como se indica en Marley et al
(Marley, Lu et al. 2001). Se crecio un litro de cultivo a 37 °C (216 rpm) a una ODgg 0.7, se
obtuvo la pastilla centrifugando durante 25 min a 5100 rpm, se lavd con solucién de sales y
se resuspendio en 250 ml de medio minimo (el cual contenia el doble de glucosa de lo que
indica el articulo de Marley, para tratar de incrementar la expresion de la proteina
recombinante), se incubd durante 1 h a 37 °C (230 rpm) para la recuperacion de las células y
posteriormente se agrego IPTG 0.5 mM concentracion final, se continué la incubaciéon a 37
°C durante 4 h.

Espectroscopia de NMR

Los espectros de NMR en 1D y 2D usando proteina no marcada, se realizaron usando
un equipo de 500 MHz Varian Inova con una sonda de 3 mm de tres nucleos. Los
experimentos se obtuvieron con supresion de agua DPFGSE para todos los casos. Se
empled una ventana espectral de 8000 Hz tanto en deteccion directa como indirecta. Los
experimentos en 2D se obtuvieron 2048 puntos complejos en la dimension directay 512 en la
indirecta. El TOCSY tuvo un tiempo de mezclado de 80 ms. Se us6 5% de agua deuterada.

Los espectros de NMR usando proteina marcada con '°N, se realizaron en un
Espectrémetro de 700 MHz (Agilent VNMR-S), equipado con una sonda criogénica de tres
canales y gradientes en el Laboratorio Nacional de Estructuras de Macromoléculas (LANEM).
Espectros de NMR bidimensionales correlacionados en 1H-15N de la proteina PvLEAG
fueron tomados en H20 y 70% TFE a 298K. Los datos fueron procesados y analizados con
NMRPipe (Delaglio, Grzesiek et al. 1995) y CARA (Keller 2004).
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Entrecruzamiento con Rutenio

La proteina PVLEAG se mezcl6 con buffer de entrecruzamiento (KHPO4 o NaHPO4 15
mM pH8 con o sin NaCl 150 mM), en un volumen de 8 pl, posteriormente se le agrego 1 ul de
rutenio (Ru(bpy)sCIl2) 12.5 mM, al agregarse el rutenio la muestra se traté en penumbra,
posteriormente se agrego 1 pl de persulfato de amonio 25 6 0.25 mM, se mezclé pipeteando
e inmediatamente después se expuso a luz blanca (usando un foco de 75 watts como fuente)
filtrada por 2.5 cm de agua durante 0-150 s. Al terminar la exposicion a la luz, para detener
la reaccién de entrecruzamiento se agrego 1 volumen de Laemli 2X con el doble de SDS y -
mercaptoetanol (Tris pH 6.8 125 mM, SDS 8%, glicerol 20%, B-mercaptoetanol 20% y
bromofenol blue 0.02%) 6 2 ul de B-mercaptoetanol.

Calorimetria de dilucion isotérmica

La disociacion del homodimero de la proteina PVvLEAG6 fue caracterizada usando
Calorimetria de dilucién isotérmica usando un microcalorimetro MicroCal™ iTCyo (GE
Healthcare, Northampton, MA, USA). Antes del experimento la proteina fue dializada
extensivamente (3 lavados, cada lavado con 1000 volumenes de buffer KHPO4 10 mM pHS8,
el ultimo lavado se dej6 toda la noche). Se inyecté en forma secuencial, alicuotas pequenas
de una solucién con alta concentracion proteica (0.47-0.63 mM de mondmero) en la celda del
calorimetro (cargada con el buffer del ultimo lavado de la dialisis). De acuerdo a un modelo
simple de disociacion de dimero (Velazquez-Campoy, Leavitt et al. 2004), el calor medido
después de la adicién de la inyeccion " de volumen dV;en la celda del calorimetro seria

qi = AHdisc [})2]

syr

dav.
dv, - AH ;. ([Pz]z =B ) Vo + 21) t i

donde AHgisc es la entalpia de disociacion del dimero, [P] y [P2] son las concentraciones
molares del monoémero y dimero, respectivamente y qqies el calor de dilucion de la proteina.
La concentracion del dimero en la celda de reaccion, [P2], y en la jeringa, [P2]sr, estan
relacionadas a la correspondiente concentracion de monomero, [P7], a través de la constante
de disociacion:

[A]1=[P1+2[P]= K,

disc

(217 +2[R] 2

Donde Kiisc €s la constante de disociacion en equilibrio. AHgisc Y Kaisc fueron determinadas
usando rutinas de regresion no-lineal implementadas en Origin 7.0 (OriginLab, Co.,
Northampton, MA, USA).
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Espectrometria de masas

Los analisis de espectrometria de masas fueron realizados en la unidad de proteémica
del Instituto de Biotecnologia, UNAM. La muestra secuenciada fue previamente reducida con
ditiotreitol (DTT), alquilada con yodoacetamida y digerida en gel con tripsina. Los péptidos
resultantes fueron aplicados en un sistema LC-MS compuesto de un cromatograma liquido
de micro-flujo con divisor (1/20) (Accela, Thermo-Fisher Scientific Inc.), y un espectrémetro
de masas (LTQ-Orbitrap Velos; Thermo-Fisher Scientific Inc.) con un sistema de ionizacion
nano-spray. La cromatografia liquida fue realizada con un gradiente de 10 - 100% de
solvente B (acetonitrilo/0.1% acido acético) durante 120 min en una columna capilar (PicoFrit
Proteopep 2 C18 75 um ID x 50 mm; New Objective Inc., Woburn, MA, USA) con un flujo de
0.4 ml/min.

Para determinar la masa molecular del monémero de la proteina PvLEAG, la muestra
fue purificada por HPLC (Agilent Technologies 1200) equipado con una columna Vydac C18
usando un gradiente lineal de 0 - 60% de acetonitrilo/0.1% acido trifluoroacético.
Subsecuentemente, la muestra fue inyectada en el mismo sistema LC-MS descrito arriba. La
masa molecular fue calculada usando el software Xcalibur (Thermo-Fisher Scientific Inc.).

Espectrometria de masas por MALDI-TOF

Se realiz6 MALDI-TOF-MS (matrix assisted laser desorption/ionization time-offlight
mass spectrometry) usando un equipo MALDI-TOF/TOF™ 4800 (Applied Biosystems/MDS
SCIEX, USA). Para este analisis, las muestras fueron co-cristalizadas con una matrix
organica de acido sinapinico (50% acetonitrilo, 0.1% acido trifluoroacético). Este estudio fue
realizado usando modo lineal, 4000 disparos de laser, y un tiempo de retraso de 1500 ns.
Resolucion de masa: 12, 000, sefal/ruido: 20. Las calibraciones internas y externas fueron
realizadas usando las mezclas de calibracion 3 y 5, respectivamente (Applied
Biosystems/MDS SCIEX, USA).
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Capitulo 2: Determinacién de actividad de chaperona de RNA en la proteina

PvLEAG6

INTRODUCCION

Algunas funciones de proteinas intrinsecamente desordenadas

Dado que se predice y en algunos casos se ha demostrado que las proteinas LEA,
presentan un alto porcentaje de desorden en su estructura, en seguida presento informacion
concerniente a las PIDs.

El estudio de proteinas con regiones desordenadas o proteinas completamente
desordenadas ha permitido asignarles algunas funciones (Tompa 2005). Algunos ejemplos
se enumeran a continuacion:

Cadenas entrépicas: funcionan como resorte molecular. Ejemplo: dominio PEVK
de titina.

Chaperonas de RNA o de proteinas: pliegan moléculas de RNA o proteinas en su
estructura funcional. Ejemplo: proteina de respuesta a frio (Csp) de Bacillus
subtilis.

Efectoras: modulan la actividad de su molécula blanco. Ejemplo: PKI inhibe a la
proteina quinasa dependiente de AMPc.

Ensambladoras: ensamblan complejos proteicos. Ejemplo: Caldesmon,
involucrado en la polimerizacién de actina.

Secuestradores: guardan o neutralizan ligandos pequenos. Ejemplo: Caseina,
inhibe la precipitacidon de fosfato de calcio en la leche. desor

Proteinas desordenadas que unen acidos nucleicos

Durante la caracterizacion de las proteinas intrinsecamente desordenadas, se
encontré que varias de estas podian unir acidos nucleicos. En la mayoria de los casos las
proteinas desordenadas sufren una transicion de desorden a orden al unir el DNA o RNA. En
seguida se presentan algunos ejemplos:

Proteinas con regiones desordenadas que unen DNA:

52



Proteina represora de Trp: es una proteina mayoritariamente estructurada, pero
contiene algunas regiones desordenadas, una de estas regiones se ordena en una hélice al
unirse al DNA (Sandhu and Dash 2007).

MIh1: esta proteina contiene una region desordenada que une dos dominios
globulares terminales. Se ha determinado que la region desordenada es necesaria para la
union al DNA (Plys, Rogacheva et al. 2012).

HMGI(Y): esta proteina contiene tres dominios de union a DNA, que interactuan con el
surco menor del DNA. Se ha observado por RMN que esta proteina es completamente
desordenada y se estructura al unirse al DNA (Huth, Bewley et al. 1997).

Proteinas con regiones desordenadas que unen RNA:

RNAsa E: contiene una region estructurada y una desordenada, en la region
desordenada contiene motivos ricos en arginina que unen el RNA.

Proteina ribosomal S15: contiene varias regiones con alta flexibilidad (molten globule)
que se vuelven estructuradas cuando interaccionan con el RNA para formar la subunidad
ribosomal 30S.

GRP (Glycine Rich Proteins) clase |IV: son proteinas con regiones ricas en glicina que
contienen motivos para unir RNA.

APN (activation protein N of phage lambda): esta proteina en solucién se encuentra
completamente desordenada, pero la region que une RNA sufre una transicion de desorden
a orden cuando interactua con el RNA.

Algunas de las proteinas que unen acidos nucleicos presentan alto contenido de
aminoacidos cargados y glicinas; dado que las proteinas LEA también presentan estas
caracteristicas, existe la posibilidad de que algunas de ellas sean capaces de unirse a acidos
nucleicos. Evidencia de ello ha sido reportada para algunas proteinas LEA, como es el caso
de las proteinas LEA del grupo 7 o proteinas ASR (Abscisic acid Stress and Ripening), las
cuales se han localizado en nucleos y citoplasma, y se ha determinado su union a ciertas
regiones de DNA, de tal forma que se ha sugerido que estan involucradas en modular la
expresion genética asi como la topologia del DNA (Carrari, Fernie et al. 2004, Kalifa, Gilad et
al. 2004). También se ha demostrado que una proteina LEA (de un nuevo grupo de proteinas
LEA) de trigo, une DNA de doble cadena (Sasaki, Christov et al. 2014). El analisis
computacional de una proteina LEA del grupo 1 predice que ésta tiene similitud con proteinas
que unen DNA o RNA (Rajesh and Manickam 2006, Wu, Gong et al. 2013).

Se conoce poco sobre los efectos que la baja disponibilidad de agua ejerce sobre los
acidos nucléicos, como por ejemplo el cambio de la forma B a la forma A del DNA inducido
por la baja disponibilidad de agua; sin embargo, es posible imaginar que asi como estos
cambios afectan la estructura y funcion de las proteinas, también pudieran afectar la
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organizacion, estructura y funcion de los acidos nucleicos, DNA o RNA. También es posible
que proteinas con las propiedades de las hidrofilinas y, entre ellas las proteinas LEA, al
unirse al DNA o RNA puedan protegerlo de los efectos dafiinos de este estrés y/o actuar
como moduladores de sus funciones, modulando la expresion de genes o la topologia de la
cromatina, como se menciona arriba.

CHAPERONAS DE RNA

Aunque la mayoria de las chaperonas de RNA descritas a la fecha son proteinas
globulares, se han reportado algunas que presentan altos niveles de desorden estructural, o
bien, regiones desordenadas. En seguida se mencionan algunas de sus funciones y de sus
caracteristicas.

Existen varias definiciones de una chaperona de RNA, y en seguida se muestran
algunas:

- Una chaperona de RNA es una proteina que facilita rearreglos conformacionales de
moléculas de RNA que estan incorrectamente plegadas para generar estructuras activas
(Russell 2008).

- Una chaperona de RNA promueve el plegamiento del RNA al aflojar la estructura de
RNA incorrectamente plegado o impidiendo su formacion (Rajkowitsch, Semrad et al. 2005).

- Una chaperona de RNA es una proteina que une de forma transitoria y no especifica
RNA y arregla conféormeros incorrectamente plegados (Rajkowitsch, Chen et al. 2007).

Se han propuesto los siguientes mecanismos de accion para las chaperonas de RNA:

% Rompen interacciones RNA-RNA y aflojan estructuras de RNA (Rajkowitsch, Chen et
al. 2007).

% Unen y estabilizan intermediarios de cadena sencilla (Russell 2008).

% Rompen contactos, en un proceso que consume energia. Este mecanismo se
propone para las proteinas DExD/H-box, las cuales son ATPasas (Russell 2008).

% Para las chaperonas de RNA que pertenecen al grupo de las PID, se ha propuesto
que éstas le transfieren entropia al RNA para que se despliegue, y asi pueda adoptar
una conformacion adecuada a la funcién que deba realizar (Tompa and Csermely
2004).

Varias proteinas se han caracterizado con la actividad de chaperona de RNA, algunas
de las cuales contienen altos porcentajes de desorden, en tanto que otras son estructuradas.

A continuacion se mencionan algunos ejemplos de chaperonas de RNA que contienen
altos porcentajes de desorden y de algunas que son estructuradas:
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Chaperonas de RNA con altos porcentajes de desorden:

La proteina de nucleocapside p7 (NCp7) del Virus de Inmunodeficiencia Humana
(VIH), hace los siguientes rearreglos de acido nucleico: dimerizacion del RNA viral,
unidn del primer de tRNA al RNA gendmico para iniciar transcripcion reversa, ruptura
de estructuras en el templado durante transcripcion reversa y desplazamiento de la
hebra nueva de DNA negativa, para continuar la transcripcion reversa. NCp7 contiene
un 48% de desorden (Rein, Henderson et al. 1998, Tompa and Csermely 2004).

StpA de E. coli funciona como un regulador transcripcional (Russell 2008). StpA
promueve union de hebras de RNA, desplazamiento de hebras de RNA, asi como
splicing trans y cis de los intrones del grupo | (Mayer, Rajkowitsch et al. 2007). StpA
contiene un 73.13% de desorden (Tompa and Csermely 2004).

CspA (Cold Shock protein A) y CspE (Cold Shock protein E) de E. Coli. CspA
desestabiliza estructura secundaria de RNA y lo hace susceptible a ribonucleasas
(Jiang, Hou et al. 1997). CspE abre dobles cadenas de RNA (Phadtare, Inouye et al.
2002, Phadtare and Severinov 2005). CspE es indispensable para anti-terminacion de
la transcripcion y aclimatacion al frio (Phadtare, Inouye et al. 2002). La familia de
proteinas CspA tiene actividad de anti-terminacion de la transcripcion (Bae, Xia et al.
2000). Recientemente se reportd que la expresion constitutiva de la proteina CspA,
confirid tolerancia a sequia en plantas transgénicas de Arabidopsis, arroz y maiz.
(Castiglioni, Warner et al. 2008). CspA contiene un 22% de desorden (Tompa and
Csermely 2004)

hnRNPA1 facilita la renaturalizacion de DNA y de RNA, probablemente uniendo
cadenas sencillas y tal vez juntandolas a través de multiples sitios en la proteina o por
multimerizacién de la proteina (Russell 2008). Las proteinas hnRNP estan presentes
en el nucleo de las células de mamifero y se piensa que se asocian con RNAs durante
su biogénesis (Russell 2008). hnRNPA1 contiene un 35% de desorden (Tompa and
Csermely 2004).

S12 es una proteina ribosomal que tiene la capacidad de facilitar el splicing de
intrones del grupo | in vitro, posiblemente promoviendo la estructura terciaria
cataliticamente activa (Coetzee, Herschlag et al. 1994, Russell 2008). S12 contiene un
61% de desorden (Tompa and Csermely 2004).
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Chaperonas de RNA con estructura definida:

e Hfq (Host Factor I) de E. coli promueve la union de RNAs pequerios regulatorios a su
RNAm blanco (Russell 2008).

e Proteinas DExD/H-box, son ATPasas con alta similitud a helicasas de DNA. Estas
proteinas han sido asociadas con transcripcidn, splicing, biogénesis del ribosoma,
exporte, traduccion y degradacion del RNA. Se ha propuesto que su funcion es
acoplar la energia de hidrolisis de ATP para acelerar transiciones estructurales en el
RNA. Se ha mostrado que se activa la hidrolisis de ATP al unir el RNA (Cordin,
Banroques et al. 2006, Russell 2008).

ENSAYOS UTILIZADOS PARA PROBAR FUNCION DE CHAPERONA DE RNA

En esta seccion se presentan los ensayos in vitro e in vivo que se han usado para
determinar la actividad de chaperona de RNA.

ENSAYOS IN VITRO

Hibridacién de cadenas (Fig. 30 a y b): se prueba si la proteina puede incrementar la
reaccion de hibridacion de cadenas de RNA. Se usan RNAs de 21 nt de largo marcados con
un fluoroforo: si se forma el duplex los dos fluoréforos llegan a estar lo suficientemente
cercanos para que se produzca fluorescencia por la transferencia de energia por resonancia,
mejor conocido como FRET (fluorescence resonance energy transfer). Los RNAs se incuban
en presencia o ausencia de la proteina a probar para determinar si la presencia de ésta
incrementa la reaccion de hibridacion de las cadenas. La reaccion se puede monitorear con
una resolucién de milisegundos (Rajkowitsch, Semrad et al. 2005).

Desplazamiento de cadenas (Fig. 30 c y d): se usa un duplex de RNA de 21 nt
marcado con fluoréforos en los extremos, y una de cadena de RNA complementaria no
marcada, la cual funciona como competidor. Se mide la reaccién de desplazamiento de
cadena en presencia 0 ausencia de la proteina para determinar si la proteina puede
aumentar la reaccion (Rajkowitsch, Semrad et al. 2005).
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Figura 30. Ensayos para probar actividad de chaperona de RNA. a y b) Ensayo de
unidén de cadenas de RNA. c y d) Ensayo de desplazamiento de cadena de RNA. Figura
modificada de Rajkowitsch, Semrad et al. 2005.

Formacién de duplex extendido acoplado con el corte por ribozima (Fig. 31 a): la
dimerizacion del genoma del VIH es iniciada por la interaccion de dos tallos asa
complementarios, seguido por la conversion de esta estructura en un duplex extendido. Esta
conversion requiere energia dado que se tiene que abrir el tallo de la estructura tallo-asa.
Esta reaccidn no puede ser detectada a bajas temperaturas a menos que la proteina NCp7
derivada de la proteina de la nucleocapside esté presente. Un ensayo para monitorear
cuantitativamente esta conversion se disefidé de tal manera que cuando se forma el duplex
extendido se conforma una ribozima, la cual corta una de las hebras del RNA. La reaccién se
hace irreversible al cortar una de las cadenas (Rajkowitsch, Semrad et al. 2005).

Splicing en cis de intron tipo | (Fig. 31 b): el splicing de un intron tipo | depende del
plegamiento de la cadena de RNA en una conformacion tridimensional definida. /n vivo,
algunas proteinas normalmente asisten y promueven el plegamiento del RNA, con lo que la
reaccion de splicing es rapida y eficiente. En contraste, en ausencia de los factores proteicos
que asisten esta reaccion de splicing in vitro, la reaccion es lenta e ineficiente debido al
plegamiento incorrecto del RNA. Un RNA transcrito in vitro a partir del gen de la timidilato
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sintasa del bacteriofago T4 se usa para monitorear la reaccion de splicing, la cual se inicia
por la adicion de GTP que funciona como co-factor de la reaccidn de splicing. En la ausencia
de proteinas, la mayoria de las moléculas de RNA estan en una conformacion de reaccion
lenta. La adicion de chaperonas de RNA a la reaccion, baja significativamente la proporcion
de moléculas en conformacion de reaccion lenta e incrementa las moléculas en conformacion
de reaccion rapida (Rajkowitsch, Semrad et al. 2005).

Aceleracion de la actividad de la ribozima ‘hammerhead’ (Fig. 31 c): otro sistema
modelo que permite determinar la actividad de chaperona de RNA de una proteina es la
aceleracion de la reacciéon de corte de la ribozima hammerhead. En este sistema, la
hibridacién del RNA sustrato, el desplegamiento de las cadenas de RNA vy la liberacion del
producto de corte son pasos limitantes. La presencia de una chaperona de RNA puede
ayudar a la ribozima a superar estas barreras y de esta forma incrementar la velocidad de la
reaccion. Dado que las velocidades individuales y las constantes de equilibrio para la
reaccion de la ribozima se conocen bien, este modelo permite determinar si las proteinas
chaperonas de RNA participan en la union o intercambio de cadenas de RNA (Rajkowitsch,
Semrad et al. 2005).

Splicing en trans de intron tipo | (Fig. 31 d): de manera similar al ensayo de splicing
en cis, el splicing in vitro del intrén del grupo | del gen de la timidilato sintasa se determina a
través de un ensayo de frans-splicing. La construccion de splicing se divide en dos: la
construccion H1 consiste en el exon 1 y 131 nt de la parte 5 del intrén, en tanto que la
construccion H2 consiste de 147 nt del resto del intron y una parte del exén 2 (23 nt). Para
medir la actividad de chaperona de RNA de una proteina, se combinan ambos RNAs v, la
reaccion de splicing in vitro se inicia por la adicibn de GTP. La reaccion de trans-splicing
disminuye significativamente a 37°C y, solo a altas temperaturas (55°C) puede ocurrir
eficientemente, sugiriendo que el plegamiento incorrecto disminuye la reaccion de trans-
splicing a bajas temperaturas. La adicion de una proteina con actividad de chaperona de
RNA favorece el plegamiento correcto y produce un intrén competente para el splicing, de tal
forma que como resultado se obtiene un incremento en la reaccion de splicing (Rajkowitsch,
Semrad et al. 2005).
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Figura 31. Ensayos in vitro para determinar actividad de chaperona de RNA. a) Formacion de
duplex extendido acoplado con corte de ribozima. b) Splicing en cis de un intron tipo I. c)
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modificada de (Rajkowitsch, Semrad et al. 2005)

ENSAYOS IN VIVO
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Trampa de plegamiento (Fig. 32 a): el intrén del grupo | del gen de la timidilato
sintasa del bacteriéfago T4 de E. coli realiza auto-splicing in vitro y con mayor eficiencia in
vivo. El introbn se encuentra dentro de un gen que codifica para una proteina; puesto que la
transcripcion, el splicing y la traduccion estan acoplados, el desacoplamiento de la traduccidn
resulta en un decremento del splicing in vivo. Esta disminucion en el splicing se interpreto
como un resultado de la formacion de una trampa de plegamiento debida a interacciones
entre las secuencias del exén y del intron que interfieren con el plegamiento del intron. El
plegamiento correcto de estos pre-RNAs atrapados puede realizarse al sobre-expresar genes
que codifican para proteinas con actividad de chaperona de RNA en las bacterias con la
construccion reportera (Rajkowitsch, Semrad et al. 2005).

Ensayo de anti-terminacion de la transcripciéon (Fig. 32 b): una cepa de E. coli
contiene la construccion conformada por el gen cat (codifica para la enzima cloranfenicol
acetiltransferasa) precedido por un terminador (trpL) independiente de rho. La transcripcion
del terminador resulta en la formacion de una estructura tallo-asa en el RNA transcrito. La
formacion de esta estructura en el transcrito causa terminacion de la transcripcion; en
consecuencia, el gen caft no se expresa. La proteina con una supuesta actividad de
chaperona de RNA se sobre-expresa en la cepa de E. coli, de tal manera que si ésta
deshace la estructura tallo-asa, tiene como resultado el que la transcripcién continue y que,
por tanto, el gen cat se exprese. Esto tiene como consecuencia que las bacterias adquieran
resistencia a cloranfenicol (Rajkowitsch, Semrad et al. 2005).
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Ensayo de complementacion de una cepa cuadruple mutante en proteinas
chaperonas de RNA: la cepa BX04 es una cepa de E. coli mutante en los cuatro genes que
codifican a las chaperonas de RNA CspA, CspB, CspE y CspG. Esta cepa presenta una
disminucién en la velocidad de crecimiento a 15°C. Se ha reportado que proteinas con
actividad de chaperona de RNA pueden complementar el fenotipo de esta cepa
(Nakaminami, Karlson et al. 2006).

ANTECEDENTES

Durante la caracterizacién funcional de la proteina PvLEAG se probd si era capaz de
proteger la actividad enzimatica de la proteina LDH (Lactato Deshidrogenasa) en ensayos de
deshidratacion parcial in vitro, como ocurrio con proteinas LEA de otros grupos (Reyes,
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Rodrigo et al. 2005). En las condiciones probadas no fue posible detectar actividad
protectora. Por otro lado, resultados preliminares obtenidos en nuestro laboratorio, en los
cuales se detectd union a RNA de esta proteina, sugirieron que la proteina PvLEAG era
capaz de interaccionar con RNA, a pesar de que no muestra los dominios tipicos descritos
como de unién a RNA como se ha observado con otras proteinas (M. Battaglia, datos no
publicados). De esta observacion, del hecho de que esta proteina es incapaz de prevenir la
pérdida de actividad enzimatica bajo condiciones de deshidratacion parcial in vitro, y de los
reportes que demuestran que varias chaperonas de RNA contienen altos porcentajes de
desorden, propusimos la siguiente hipotesis.

HIPOTESIS

Las proteinas LEA de la familia 6 tienen actividad de chaperona de RNA bajo
condiciones de déficit hidrico.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la proteina PvVLEAG tiene actividad de chaperona de RNA, utilizando
ensayos in vitro e in vivo.

OBJETIVOS PARTICULARES

I.  Determinar si la proteina PvLEAG6 une RNA
. Determinar y analizar actividad de chaperona de RNA in vitro

. Determinar actividad de chaperona de RNA in vivo

RESULTADOS

La proteina que se utilizé en todos los ensayos in vitro, fue la proteina PvLEAG
recombinante pura, caracterizada en el capitulo 1.

Ensayo de retardo en gel nativo

Para determinar si la proteina PVLEAG tiene la capacidad de unir RNA, se realizé un
ensayo de retardo en gel nativo. Se utiliz6 el RNA 3'NOS (secuencia del 3" UTR del gen
NOS (Nopalina Sintasa, ver apéndice), dado que en el laboratorio se contaba con este RNA.
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Se probaron diferentes proporciones de proteina a RNA, manteniendo la cantidad de RNA
constante en todas las muestras. Como control negativo se utilizaron las proteinas lisozima y
proteinasa K. Dado que en un ensayo preliminar realizado en el laboratorio parecia que la
poli-lisina estaba uniendo RNA y, puesto que en la literatura se ha reportado que la poli-lisina
puede unir acidos nucleicos, esta se utilizé como control positivo. Como amortiguador de
union se uso6 el amortiguador BB (ver Materiales y métodos). En la Figura 33 se muestra el
resultado.
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Figura 33. Retardo en gel nativo usando el RNA 3'NOS. EI RNA se visualiz6 por tincién con
bromuro de etidio .

Se observa que la poli-lisina no unié el RNA debido a las siguientes posibilidades: 1) la
poli-lisina estaba degradada, 2) la cantidad de proteina que se puso no fue suficiente, 3) no
une este RNA en particular, 4) el ensayo no se realizé correctamente o 5) la resolucion del
meétodo no permitio detectar el retardo del RNA, es decir que el cambio en la migracién del
RNA haya sido tan poca que no se alcanza a apreciar claramente en este gel. Puesto que el
supuesto control positivo no funcioné como tal, este ensayo no resultd confiable del todo. En
la muestra 5:1 (prot:RNA) con lisozima, en el pozo se observa RNA que no entr6 al gel; esto
se podria deber a que la lisozima se precipitd y unié una parte de RNA. Puesto que en el
resto de la muestras no se observé retardo en la migracion del RNA, se realizaron otros
ensayos usando otro amortiguador (el buffer BR, ver Materiales y métodos), el cual también
se usa para realizar ensayos de retardo en gel nativo; sin embargo, tampoco se observo
retardo (datos no mostrados).

Se consider6 que una posible explicaciéon a este resultado podria haber sido el
tamano, ya que el RNA fue de 300 nt, por lo que se realiz6 el ensayo usando un RNA de 100
nt (transcrito a partir del plasmido pKS, ver apéndice), y se probd el amortiguador BR y el
amortiguador BASR1 (ver Materiales y métodos) con o sin zinc. En la Figura 34 se muestra el
resultado.
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En las muestras 1:1000 (RNA:proteina) con proteina PVvLEAG se observa una banda
(indicada con la flecha) mas intensa que en las muestras con sélo RNA, esto podria deberse
a que la proteina PvLEA6 actuara como una chaperona de RNA favoreciendo una
conformacién en el RNA (dicha conformacion migraria en esa banda). La lisozima igual que
en el gel anterior, se precipitd y el RNA se quedo en el pozo.

Proteina PvLEAG6 Lisozima
BASR1 BASR1

Buffer BR BASR1 Zinc  BASR1 Zinc
o o o o o
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Figura 34. Retardo en gel nativo usando un RNA de 100 nt y los amortiguadores BR y
BASR1 con o sin zinc. Se us6 RNA marcado radiactivamente.

Para corroborar el resultado de la Figura 34, el ensayo se volvio a realizar usando el
buffer BASR1 y probando varias proporciones de RNA:proteina, para ver si se observaba un
gradiente en la intensidad de la banda conforme se incrementaba la cantidad de proteina
PvLEAG6. Como se observa en la Figura 35, todas las muestras con proteina PvLEAG
muestran el mismo patron que las muestras con solo RNA; es decir, no se observa una
banda que aumente su intensidad conforme se incrementa la cantidad de proteina,
sugiriendo que la proteina PVLEA6 no une RNA. La banda mas intensa (indicada con la
flecha) que se observo en el gel anterior (Fig. 34), podria deberse a algun contaminante que
se encontraba en la solucion proteica. Igualmente que en el gel anterior, la lisozima se
precipitd y el RNA se quedo en el pozo.
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PvLEAG6 Lisozima

RNA:prot

Figura 35. Ensayo de retardo en gel nativo, usando un RNA de 100 nt marcado
radiactivamente.

Ensayo de entrecruzamiento con luz UV

Otro método utilizado para determinar la union a RNA de una proteina es el ensayo de
entrecruzamiento con luz UV (ver Materiales y métodos), en el que se utilizé un RNA de 100
nt, y para el que se probaron diferentes proporciones de RNA:proteina. La cantidad de RNA
se mantuvo constante en todas las muestras, excepto en la muestra 14, en la que se agrego
5 veces menos de RNA. Después del entrecruzamiento todas las muestras fueron tratadas
con RNAsa, excepto la muestra del carril 14. La Figura 36 muestra el resultado, en donde se
aprecia que en la muestra de RNA tratado con RNAsa (carril 6) se genera una banda que
migra cerca del marcador de 15 kDa, esta misma banda se observa en las muestras que
contienen la proteina PvLEAG6, la cual desaparece cuando la muestra es tratada con
proteinasa K (carril 12). En la muestra con solo RNA (es decir sin proteina PvLEAG) tratado
con RNAsa, la misma banda desaparecié cuando la muestra se traté con proteinasa K (carril
13), sugiriendo que esa banda corresponde a la RNAsa, la cual tiene un peso molecular de
14 kDa, pero podria estar migrando por arriba de 15 kDa por que esta uniendo el RNA.
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Fig. 36. Ensayo de entrecruzamiento con luz UV. Se us6 un RNA de 100 nt, marcado
radiactivamente.

Se volvidé a hacer el ensayo de entrecruzamiento usando otro RNA (el RNA 3'NOS,
aproximadamente 300 nt del 3" UTR del gen NOS, ver apéndice). La cantidad de RNA se
mantuvo constante en todas las muestras. En la Figura 37 se muestra el resultado. Igual que
en el gel anterior, en la muestra de RNA tratado con RNAsa (carril 8) se observa una banda
alrededor de los 15 kDa. Esta banda también se observa en las muestras que contienen
proteina PVLEAG o lisozima, y ademas esta banda desaparece cuando la muestra es tratada
con proteinasa K (carriles 6, 7 y 13). Al poner RNA no marcado radiactivamente (carriles 4, 5,
11y 12), 5 6 10 veces mas que el RNA marcado radiactivamente, se observa que disminuye
la intensidad de la banda, es decir hay competencia entre el RNA marcado y el RNA no
marcado radiactivamente; esto también indica que la banda se debe a una interaccion entre
una proteina que esta uniendo RNA y no a un fragmento de RNA solo, es decir sin estar
unido a una proteina. Estos resultados al igual que el ensayo anterior sugieren que la banda
qgue se observa es la RNAsa uniendo RNA.
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Fig. 37. Ensayo de entrecruzamiento con luz UV, usando el RNA 3'NOS. En la parte
superior del gel se muestran las proporciones molares de proteina a RNA. PK: Proteinasa K,
c:f proporcion molar de RNA radiactivo a RNA no radiactivo

Los resultados de estos ensayos sugieren que en las condiciones que se probaron la
proteina PvLEA6 no une RNA, y hace falta probar otras condiciones y otros RNAs. Otra
posibilidad es que la PVvLEAG se haya unido al RNA y que el complejo migre a la misma
altura que el correspondiente al de la RNAsa debido a que el peso molecular aparente es
similar al de la RNAsa; de ser el caso ambas sefales quedarian incluidas en la misma

banda.

Ensayo de procesamiento en trans (trans-splicing)

Los intrones de tipo | son ribozimas que se auto-procesan y se ha reportado que
algunas proteinas con actividad de chaperona de RNA aumentan el procesamiento de estos
intrones (Galloway Salvo, Coetzee et al. 1990, Coetzee, Herschlag et al. 1994). Uno de los
ensayos de procesamiento en frans (trans-splicing) que se ha usado para determinar si una
proteina tiene actividad de chaperona de RNA consiste en incubar dos mitades de un intron
tipo | (ver Fig. 38) en presencia o ausencia de la proteina en estudio para determinar si la
presencia de la proteina aumenta la reaccion de procesamiento en trans.

Para el andlisis de la reaccion de procesamiento en frans se obtuvo cDNA (con el oligo
3’ ex6n 2) y se realizé una PCR semi-cuantitativa con los oligos 5’ exén 1y 3’ ex6n 2. En
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caso de llevarse a cabo la reaccion de procesamiento en frans se produciria un fragmento de
560 pb (pares de bases) (Fig. 38).

BOR N\ + \/\/_

RNA chaperone

B2
HO G

oligo 5’ ex6n 1

S - ©
S OH

oligo 3’ ex6n 2

Figura 38. Ensayo de procesamiento en trans. La presencia de una proteina con actividad de
chaperona de RNA incrementa la reaccién de procesamiento en frans. Para el analisis de la
reaccion de procesamiento del RNA se obtuvo cDNA para posteriormente llevar a cabo una
PCR con los oligos 5 exon 1y 3’ exdn 2 (marcados como flechas naranjas), con los que se
amplifica un fragmento de 560 pb si la reaccion de procesamiento en frans sucede.

Para hacer una semi-cuantificacion de la reaccion de procesamiento en trans, se
realizé una PCR semi-cuantitativa, es decir con diferente numero de ciclos (Fig. 39), con lo
que se determin6 que con 20 6 25 ciclos aun no se satura la senal y es posible observar
diferencias entre las muestras. Para realizar la PCR se utilizé 1 yl de cDNA de la muestra
correspondiente al control positivo del ensayo.

=
S 15 20 25 30 35 ciclos

500 pb % < splicing

200 pb

Fig. 39. PCR semi-cuantitativa. Se realizé una PCR con diferente numero de ciclos. MPM:
marcador de peso molecular. La flecha indica el producto esperado para un procesamiento
en trans (560 pb).

En el ensayo de procesamiento en trans, las muestras con la proteina PVLEAG vy el
control negativo se incubaron a 37°C vy, el control positivo a 55°C (Fig. 40), dado que se ha
mostrado que la reaccion se realiza ineficientemente a 37 °C y eficientemente a 55°C
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(Galloway Salvo, Coetzee et al. 1990). Las muestras se analizaron con una PCR semi-
cuantitativa usando 20 6 25 ciclos.

En el caso de la muestra correspondiente al control negativo (c(-)) se obtuvo un
producto de la reaccidon de procesamiento en frans en cantidades similares a las obtenidas
en la muestra control positivo (c(+)), por lo que se pensd en disminuir la reaccion de
procesamiento en frans en el c(-) para tratar de detectar si la presencia de la proteina
PvLEAG6 aumentaba la reaccion de procesamiento en trans.

a) b)

PvLEAG6 Lisozima

25000

# de muestra
20000

15000
10000
5000

1 2 3 45 6 7

500 pb

Intensidad de banda (U.A.)

o

:I:I: muestra

Figura 40. Ensayo de procesamiento en frans. a) PCR de las muestras sometidas a
procesamiento en frans. C(+): reaccion de procesamiento en trans incubada a 55°C, C(-):
reaccion de procesamiento en frans incubada a 37°C. b) Cuantificacion de la intensidad de la
banda (con el programa Imagequant) de las muestras de procesamiento en frans con la
proteina PvLEAG (muestras 1-5), el control positivo (punto 6 en la grafica) y el control
negativo (punto 7 en la grafica). La flecha indica el fragmento producido por procesamiento
en trans, que es de 560 pb.

Se pensoO que el control negativo estaba dando sefial casi tan alta como el control
positivo, debido a que la reaccidn no se estaba deteniendo completamente después de la
incubacién a 37 °C, por lo que para tratar de detener la reaccion completamente se probd lo
siguiente: después de la incubacion a 37 °C, la mezcla se transfirié a hielo, posteriormente,
se agregé EDTA (0.25 mM concentracién final), dado que es necesaria la presencia de Mg?*
para que la estructura del intron sea estable, (Galloway Salvo, Coetzee et al. 1990); la
muestra se incubd por 2 min a 78 °C y en seguida se transfirié a hielo para después guardar
las muestras a -20 °C. La Figura 41 muestra un resultado caracteristico de estos ensayos de
procesamiento en trans. Como se observa, el control negativo produjo sefial mas baja que el
control positivo. Las muestras que contuvieron proteina produjeron una sefnal similar a la del
control negativo.
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Figura 41. Ensayo de procesamiento en trans. a) PCR de muestras de procesamiento en
trans (la flecha indica el fragmento producido por procesamiento en trans). b) Cuantificacion
de la banda que corresponde al producto de procesamiento en frans. U.A.: Unidades
arbitrarias.

Dado que en algunos ensayos de procesamiento en frans, el control (-) daba senal
casi tan alta como el control (+), aun cuando se detenia la reaccion como se menciono
anteriormente, pensé que se debia a la estructuracion del RNA, por lo que se realizd el
ensayo de procesamiento en frans con el RNA desnaturalizado y renaturalizado previamente
a su uso (ver Materiales y métodos ).

Como se observa en la Figura 42, en el control (+) hubo procesamiento, lo que sugiere
que el RNA esta integro y que la mezcla de reaccién de procesamiento en frans se preparo
correctamente. En el control (-) casi no hubo procesamiento, esto se podria haber debido a
que al desnaturalizar y renaturalizar, el RNA se conform6 en una estructura en la que esta
reaccion sucede ineficientemente. En las muestras que contienen a la proteina PvLEAG
también se observa muy poca sefial, similar al control (-), lo que indica que la presencia de la
proteina PvLEAG6 no aumenta la reaccion de procesamiento en frans, al contrario de lo que
se ha observado para las proteinas chaperonas de RNA S12 y StpA (Coetzee, Herschlag et
al. 1994, Zhang, Derbyshire et al. 1995). La presencia de la proteina LEA tampoco disminuye
la reaccion de procesamiento en frans.
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Fig. 42. Ensayo de trans-splicing, desnaturalizando y renaturalizando el RNA previamente a
su uso. La flecha indica el producto de trans-splicing.

Los resultados de los ensayos de procesamiento en trans también apoyaron el que la
proteina PVLEAG no posee actividad de chaperona de RNA. Sin embargo, puesto que en la
literatura se ha reportado que las chaperonas de RNA presentan diferentes mecanismos de
accion, es decir, que algunas chaperonas de RNA solo presentan la actividad para desplazar
cadenas de RNA pero no asi la de unir cadenas de RNA (Rajkowitsch, Semrad et al. 2005,
Rajkowitsch and Schroeder 2007) y viceversa, se decidio probar otro ensayo mas.

Ensayo de anti-terminacion de la transcripcion

Otro de los ensayos utilizados para determinar actividad de chaperona de RNA es el
de anti-terminacion de la transcripcion (Bae, Xia et al. 2000, Nakaminami, Karlson et al.
2006). En este ensayo se utiliza un terminador de la transcripcion situado arriba de un gen
reportero, en este caso especifico se usdé el que codifica para la cloranfenicol acetil
transferasa (caf) (Fig. 43), de tal forma que si la proteina chaperona de RNA rompe la
estructura secundaria que forma el terminador, entonces el gen cat se podra transcribir, y por
lo tanto las bacterias que lo contienen mostraran resistencia al cloranfenicol (Cm). En este
ensayo particular, la construccion terminador-cat se encuentra en el cromosoma de la cepa
de E. coli RL211 (Landick, Stewart et al. 1990).
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Figura 43. Ensayo de anti-terminacion de la transcripcidn. Un terminador de la transcripcion
se localiza antes de la region codificante del gen cat , de tal manera que si la proteina
chaperona de RNA es capaz de desestabilizar el tallo de la estructura secundaria que forma
el terminador, el gen cat se podra transcribir, y la cepa mostrara resistencia al cloranfenicol.

La cepa RL211 se solicitd al Dr. R. Landick, quien la construyo, y se sembro en cajas
con LB mas tetraciclina para su seleccion. Cabe hacer notar que el crecimiento de esta cepa
después de su incubacion mostré dos tipos de colonias, unas de tamaro ‘normal’ y otras de
tamano grande. La cepa se hizo electro-competente como se describe en la seccion de
Materiales y métodos, y se transformo6 con los plasmidos pTRC99A:PVLEAG 6 pTRC99A
(plasmido vacio, es decir sin algun marco abierto de lectura insertado). En las bacterias
transformadas con el plasmido pTRC99A:PvLEAG se obtuvieron los dos tipos de colonias
(tamafio normal y grande), por lo que se decidid analizar ambos tipos de colonias. En las
bacterias transformadas con el plasmido pTRC99A se obtuvieron sélo colonias de tamafio
‘normal’.

Los cultivos se crecieron a fase exponencial ODss59 0.5-0.7. Posteriormente, todos los
cultivos se diluyeron a la misma OD con agua o LB; una parte del cultivo se re-inoculé en LB
liquido para extraer RNA y proteina, y otra parte del cultivo se utilizo6 para hacer diluciones
10" - 10, las cuales se gotearon en cajas con LB solido (Fig. 45). Los cultivos re-inoculados
en LB liquido se crecieron a fase estacionaria ODssonm = 1 (excepto para los cultivos de
RL211 transformada con el plasmido pTRC99A, que crecieron a ODssonm 0.5-1.5). De estos
cultivos se extrajo RNA para realizar PCR cuantitativo (ver Tabla 3) y, también se extrajo
proteina para determinar la expresion de la proteina PVLEAG (Fig. 44). Como se observa en
la Figura 44, la proteina se sobre-expreso en presencia de IPTG (1 mM), y los dos tipos de
colonias (tamafo normal y grande) expresan igual a la proteina PvLEAG.

RCL2 RCL12
0 1 0 1 IPTG(mM)

15|(D_

Fig. 44. Experimentos tipo Western utilizando anticuerpos anti-PvLEAG. RCL2: cepa
RL211 transformada con el plasmido pTRC99A:PvLEAG clona 2 (colonias de tamafo

72



‘normal”) y RCL12: cepa RL211 transformada con el plasmido pTRC99A:PvLEAG clona 12
(colonias de tamafio grande).

Como se observa en la Figura 45, en ausencia de Cm e IPTG, la cepa RL211 crece
menos cuando contiene al plasmido pTRC99A (cepa pTRC) 6 pTRC99A:PVLEAG (cepa
RCL2), pero en presencia de IPTG ambas cepas crecen en forma similar a la cepa RL211.
Esto se podria deber a que el represor Lac | (codificado en el plasmido pTRC99A) al no estar
unido a IPTG se une a secuencias reguladoras, evitando la transcripcion de genes que
codifican para proteinas necesarias para el crecimiento de la bacteria. En el caso de la cepa
RCL12, la cual se seleccion6 porque produce colonias grandes, crece aun mas que la cepa
RL211, probablemente porque esta cepa es mas robusta (es decir, al ser mas grande, tolera
mas el estrés impuesto por el cloranfenicol) que la cepa RL211. En presencia de Cm, todas
las cepas disminuyeron su crecimiento. Las cepas RCL2 y pTRC disminuyeron su
crecimiento aun mas que la cepa RL211, quizas por el aumento en la carga metabdlica
provocado por la residencia de plasmidos de alto numero de copias. La cepa RCL2 se
comporta de forma similar a la cepa pTRC sugiriendo que la proteina PvLEA6 no fue capaz
de desestabilizar el terminador de la transcripcion y por lo que no se expresaria el gen cat.
Este ensayo indica que la proteina PvVLEAG no posee este tipo de actividad de chaperona de
RNA. Para confirmar tal resultado se analizaron los niveles del transcrito del gen cat por
gPCR (PCR cuantitativo) utilizando oligos que amplifican este gen (Tabla 3).
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Fig. 45. Ensayo de anti-terminacién de la transcripcion. RCL2: RL211 transformada con el
plasmido pTRC99A:PvLEAG clona 2 (colonias de tamafo normal), RCL12: RL211
transformada con el plasmido pTRC99A:PvLEAG clona 12 (colonias de tamafo grande) y
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pTRC: RL211 transformada con el plasmido pTRC99A. En la caja sin Cm y sin IPTG, las
gotas de la cepa RCL12 no quedaron en linea, por lo que la imagen de cada gota se situo
separada.

Como se observa en la Tabla 3, las cepas RCL2 y RCL12 (las cuales contienen el
plasmido pTRC99A:PVLEAG que codifica a la proteina PvVLEAG) presentan una expresion
similar del gen cat que las cepas RL211 y pTRC (RL211 transformada con el plasmido
pTRC99A). Estos resultados sugieren que la proteina PvVLEA6 no esta rompiendo la
estructura secundaria que forma el terminador de la transcripcion, con lo que no se aumenta
la expresion del gen cat. A este gPCR le falto el control de RNA tratado con DNAsa, para
determinar que lo que se esta amplificando proviene de cDNA y no de DNA cromosomico.

VN: RL211| VN: pTRC
RCL2CmOIPTG O 2.23 2.21
RCL2Cm 0 IPTG 1 1.02 1.70
RCL2Cm 5 IPTG O 316 -
RCL2Cm 5 IPTG 1 1.69 3.06
RCL12Cm O IPTG O 1.26 1.25
RCL12Cm O IPTG 1 0.46 0.77
RCL12Cm 5 IPTG 1 0.42 0.76
pTRCCmOIPTGO 1.01| -
pTRC Cm 0 IPTG 1 060, -
pTRC Cm 5 IPTG 1 055 -

Tabla 3. gPCR del gen cat. VN: valor de normalizacion, RCL2: RL211 transformada
con el plasmido pTRC99A:PvLEAG clona 2, RCL12: RL211 transformada con el plasmido
pTRC99A:PVLEAG clona 12 y pTRC: RL211 transformada con el plasmido pTRC99A. Se uso6
el gen ihfB como gen de referencia.

El ensayo se repitio de forma similar y se realiz6 el control del gPCR de RNA tratado
con DNAsa, el cual sali6 negativo, indicando que la amplificacion proviene del cDNA y no de
DNA contaminante. Como se observa en la Tabla 4, la expresion del gen cat en las cepas
RCL2 y RCL12, las cuales contienen el plasmido que codifica a la proteina PvLEAG, es
similar a la expresion en la cepa RL211 o la cepa pTRC (cepa RL211 transformada con el
plasmido pTRC99A). Esto muestra que la proteina PVLEAG no influye en la transcripcion del
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gen cat y sugiere que no esta deshaciendo la estructura del terminador de la transcripcion,
qgue se podria deber a que la proteina no tiene actividad de chaperona de RNA o que si tiene
alguna actividad de las que presentan las chaperonas de RNA pero la funcion de separar
cadenas de RNA no la tiene, como se ha observado para otras chaperonas de RNA que
tienen la funcion de intercambiar cadenas de RNA y no tienen la funcion de unirlas, es decir,
pueden presentar solo una de las actividades que realizan las chaperonas de RNA
(Rajkowitsch and Schroeder 2007).

Expresion gen cat

VN:RL211 |VN:pTRC

RCL2 IPTG O 1.7 1.8
RCL2 IPTG 1 0.6 1.2
RCL12 IPTG 0 1.2 1.3
RCL12 IPTG 1 0.6 1.2

pTRC IPTG 0 0.9 -

pTRC IPTG 1 0.5 -

Tabla 4: qPCR del gen cat. VN: valor de normalizacién, RCL2: RL211 transformada
con el plasmido pTRC99A:PvLEAG clona 2, RCL12: RL211 transformada con el plasmido
pTRC99A:PVLEAG clona 12 y pTRC: RL211 transformada con el plasmido pTRC99A. Se uso6
el gen ihfB como gen de referencia.

Ensayo de complementacion de la cepa cuadruple mutante en la familia de chaperonas
de RNA Csp.

Finalmente se probd otro ensayo mas para determinar actividad de chaperona de
RNA. En éste se utiliza la cepa BX04, una cepa de E. coli cuadruple mutante en la familia de
chaperonas de RNA Csp A, B, E y G, la cual no crece a bajas temperaturas (15°C) (Xia, Ke
et al. 2001). Algunas proteinas con actividad de chaperona de RNA son capaces de
complementar este fenotipo (Nakaminami, Karlson et al. 2006). La cepa BX04 se transformo
con los plasmidos pTRC:PvLEAG6 y pTRC99A (plasmido pTRC99A vacio, es decir sin
inserto). En la cepa pTRC:PvLEAG (cepa BX04 transformada con el plasmido pTRC:PvLEAG)
se determind la expresion de la proteina PvLEAG, para lo cual la cepa se crecié a fase
exponencial en donde se agreg6 IPTG a una concentracion final de 2 mM. Como se observa
en la Figura 46, la proteina PVLEAG se expreso en presencia de IPTG.
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Figura 46. Experimentos tipo Western utilizando el anticuerpo anti-PvLEAG. La flecha indica
la banda que corresponde a la proteina PVLEAG. Se usé IPTG 2 mM (concentracion final).

Como control del crecimiento, las cepas se incubaron a 37°C (Fig. 47). Todas las
cepas crecieron de manera similar.

- + IPTG

108 102 10" 103 102 10 Dilucion
(&4

-
wit

BX04

pTRC:PvLEAG6
pTRC

Figura 47. Crecimiento de cepas a 37 °C. IPTG 2 mM.

La cepa BX04 es sensible a bajas temperaturas, por lo que los ensayos de
complementacion se realizaron incubando a 15 °C. Las diferentes cepas se crecieron durante
toda la noche, a la mafana siguiente se re-inocularon y se crecieron a fase exponencial
(ODeoo 0.5-0.6), posteriormente, se realizaron las diluciones 10 - 107 y estas se gotearon en
cajas con o sin IPTG (2 mM). Las cajas se incubaron a 15 °C durante 7 dias después de los
cuales solo se observo crecimiento en la cepa silvestre. Después de este periodo, las cajas
se pasaron a una incubadora estabilizada a 25 °C en donde se mantuvieron por 2.5 dias.
Como se observa en la Figura 48, en presencia de IPTG, la cepa BX04 transformada con el
plasmido pTRC:PvLEAG crecié mejor que la cepa BX04 transformada o no con el plasmido
pTRC99A, sugiriendo que la proteina PVLEAG6 esta complementado la funcion de las
chaperonas de RNA Csp, o bien que esta protegiendo la actividad de otras chaperonas de
RNA u otras proteinas que son necesarias para contender con el choque de frio o durante el
periodo de recuperacion.
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Figura 48. Crecimiento de cepas de Escherichia coli K12 a 15 °C durante 7 dias y posterior
incubacion a 25 °C durante 2.5 dias. wt: cepa silvestre, BX04: cepa cuadruple mutante,
pTRC:PVLEAG: cepa BX04 transformada con el plasmido pTRC:PvLEAG y pTRC: cepa BX04
transformada con el plasmido pTRC99A vacio. IPTG 2 mM.

Para corroborar el resultado anterior, el mismo ensayo se realizo 7 veces, incubando a
15 °C durante 5 dias y, posteriormente, a 25 °C durante aproximadamente 20 h; en estos
experimentos se observo que solamente cuando se usaron incubadoras que regulaban con
alta precision la temperatura los resultados fueron reproducibles. La Figura 49 muestra un
resultado que se reprodujo al menos tres veces. En ausencia de IPTG, la cepa BX04 crece
igual que la cepa BX04 transformada con el plasmido pTRC:PvLEA6 o pTRC, pero en
presencia de IPTG, la cepa BX04 transformada con el plasmido pTRC:PvLEAG crece mejor
que la cepa transformada con el plasmido pTRC o la cepa BX04 no transformada,
confirmando los resultados anteriores.

0.5 1 IPTG (mM)
3 2 1 103 10?2 101 103 10 10%  Dilucién
10 & 10 v. D e
; . wt
BX04

pTRC:PVLEA6
pTRC

Figura 49. Ensayo de choque de frio y posterior recuperacion a 25°C. La cepa BX04
puede crecer después de un choque de frio solamente cuando esta transformada con el
plasmido pTRC:PVLEAG y en presencia de IPTG. wt: cepa silvestre, BX04: cepa cuadruple
mutante, pTRC:PvLEAG: cepa BX04 transformada con el plasmido pTRC:PvLEAG6 y pTRC:
cepa BX04 transformada con el plasmido pTRC99A vacio.
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DISCUSION

En los ensayos de entrecruzamiento con luz UV y en los de retardo en gel nativo no se
detectd que la proteina uniera RNA, esto se podria deber a las siguientes posibilidades: a) la
proteina no une RNA, b) une RNAs diferentes a los que se probaron o c) une RNA en
condiciones diferentes a las que se probaron.

La presencia de la proteina PvLEAG6 no aumento la reaccion de trans-splicing. Esto se
podria deber a que la proteina PVLEAG6 no tiene actividad de chaperona de RNA, las
condiciones en las que se probo el ensayo la proteina PVLEAG6 no presenta la actividad de
chaperona de RNA, interacciona con secuencias de RNAs diferentes a la del intron, y/o el
meétodo para medir la reaccidon de trans-splicing tuvo baja sensibilidad como para detectar
diferencias entre la muestra control y la muestra con proteina PvLEAG, por lo que se deberia
medir la reaccion de trans-splicing con gPCR para detectar diferencias minimas.

En el ensayo de anti-terminacion de la transcripcion, la sobre-expresion de la proteina
PVLEAG en la cepa de E. Coli RL211 no indujo mayor expresion del gen cat, lo que sugiere
que la proteina PvLEAG6 no deshizo la estructura secundaria del terminador de la
transcripcion y que no tiene actividad de chaperona de RNA 6 no presenta la actividad de
abrir cadenas de RNA.

En el ensayo de recuperacion de choque de frio, la cepa BX04 transformada con el
plasmido pTRC:PvLEAG en presencia de IPTG se recuper6 mejor que la cepa BX04
transformada o no con el plasmido pTRC99A. A diferencia de otras chaperonas de RNA, la
proteina PVLEA6 no complementd el crecimiento de la cepa BX04 en frio. Esto se podria
deber a que la proteina PVLEAG esta realizando la actividad de chaperona de RNA, pero a
muy bajos niveles (comparada a la actividad que presentan las proteinas Csp), o podria ser
que la proteina PVLEAG6 no posea la actividad de abrir cadenas de RNA que es la actividad
que realizan las proteinas Csp, pero si podria poseer alguna otra actividad de las que
realizan las chaperonas de RNA como la de unir cadenas de RNA. También existe la
posibilidad de que la proteina PVvLEAG no sea chaperona de RNA, y que proteja a proteinas u
otras moléculas durante el choque de frio, las cuales son necesarias para contender con el
choque de frio o durante el crecimiento después del choque de frio.

En el laboratorio se realizé el ensayo de recuperacion de choque de frio en la cepa
BXO04 utilizando otras proteinas LEA (de Arabidopsis thaliana), las cuales también confirieron
mejor crecimiento durante la recuperacion (datos de Inti Arroyo y Darinka Méndez), pero en
menor o mayor grado que la proteina PvLEAG, lo que sugiere que las proteinas LEA
presentan diferentes mecanismos de accion o tienen diferentes blancos.

Adicionalmente, en el laboratorio se probo6 que la proteina PVLEAG protege la actividad
enzimatica de la proteina lactato deshidrogenasa de ciclos de
congelamiento/descongelamiento (datos de Cesar Cuevas) y también se encontré que una
linea de Arabidopsis thaliana mutante nula en una proteina LEA del grupo 6 mostro
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susceptibilidad al crecimiento en frio (datos de Inti Arroyo). Estos datos apoyan la idea de
que las proteinas LEA del grupo 6 (incluyendo la PvLEAG) realizan alguna funcién protectora
en frio, que podria ser la proteccion de algunas proteinas y/o RNAs.

CONCLUSION

La mayoria de los ensayos probados sugieren que la proteina PVLEAG no realiza la
actividad de chaperona de RNA, pero el ensayo de recuperacion del choque de frio de la
cepa BX04, sugiere que la proteina PVLEAG realiza la actividad de chaperona de RNA o que
protege otras proteinas o moléculas que son necesarias para contender con el choque de frio
o durante el crecimiento después del choque de frio.

PERSPECTIVAS

Probar si la proteina PVLEAG realiza las actividades de unién y desplazamiento de
cadenas de RNA usando oligos de RNA marcados con fluoréforo. La mayoria de las
proteinas chaperonas de RNA conocidas hasta la fecha realizan una o las dos actividades,
por lo que si no se detecta que la proteina PvVLEAG realice una de las actividades esto
sugeriria que la proteina PvLEAG no tiene actividad de chaperona de RNA.

MATERIALES Y METODOS

Tratamiento del H,O con DEPC (H20pepc)

El agua fue tratada con 0.1% v/v DEPC (diethylpyrocarbonato), durante toda la noche, con
agitacion; posteriormente, se autoclavo durante 20 min a 120 °C para inactivar las trazas de
DEPC.

Preparacién de gel acrilamidal/tricina

Solucién A: Acrilamida:Bisacrilamida 48:1.5%

Solucion B: Trizma base 36.34%, SDS 0.3%, pH 8.45
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Solucién Separador | Concentrador
Solucion A 5ml 0.4 ml
Solucion B 5ml 1.24 mi
Glicerol 50% 1.6 ml o

Agua 3.4 ml 3.36 ml
Persulfato de amonio 10% | 50 pl 60 pl

TEMED 8 ul 5l

La electroforesis se realiza con los siguientes amortiguadores:
Amortiguador anodo: Trizma base 2.422%, ajustar a pH 8.9 con HCI concentrado.

Amortiguador catodo: Trizma base 1.211%, Tricina 1.792%, SDS 0.1%, el pH queda a
aproximadamente 8.2.

Preparacién del gel desnaturalizante de poliacrilamida/urea

Se preparo la siguiente solucion, la cual queda al 6% de acrilamida.

Cantidad Sustancia

210 gr Urea

72.5 ml Acr:Bis (38:2) %
100 mi TBE 5X

Llevar a 500 ml | H2O

De esa solucion se tomaron 16 ml, y se le agregaron 12 pl de TEMED (N,N,N',N'-tetramethyl-
ethane-1,2-diamine), y 140 yl de PA (Persulfato de amonio) al 10%.

Obtencién del templado para transcripciéon

Para realizar la transcripcion in vitro de los RNAs a utilizar, el plasmido pKS (pKS:NOS 6
pKS:170), conteniendo la secuencia de interés, se digiri6 con la enzima de restricciéon Xhol.
La reaccidn de digestion se extrajo con fenol:cloroformo (F:Cl, 50% Fenol: 50% cloroformo),
a la fase acuosa se le adiciond 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M pH 5y se incubd a -
20 °C durante toda la noche. Para obtener la pastilla de proteinas, ésta se centrifugd durante
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10 min a velocidad maxima en una microcentrifuga Eppendorf a 4 °C; posteriormente, la
pastilla se lavdo 2 veces con etanol 70%, se secOd (no demasiado) para finalmente
resuspenderla en HxO.

Purificacion de RNA de gel

A la reaccion de transcripcion se le agregé amortiguador de carga para electroforesis
desnaturalizante (TBE 2X, pH 8.3, ficol 13%, urea 7 M, azul de bromofenol 0.01%, xilen-
cianol 0.01%) y se separ6 en un gel desnaturalizante de poliacrilamida/urea, el cual se habia
precorrido durante aproximadamente 30 min; si la muestra se encontraba en un volumen
mayor a 100 pl, ésta se corria en un gel sin pozos. Se utiliz6 TBE 1X como amortiguador de
corrida, el gel se corrié a 30 mA (aproximadamente 300 volts) durante 20-35 min hasta que el
colorante xilen-cianol llegara a aproximadamente la mitad del gel o el azul de bromofenol
llegara a la base del gel (dependiendo del tamafo del RNA).

Si el RNA no contenia [0*?P] Uracilo, el gel se tiié con una solucién que contenia BrEt
(Bromuro de Etidio) 2 pg/ml durante 15 min. con agitacion. Se corté la banda que contenia al
RNA de donde se purifico el RNA con uno de los siguientes protocolos.

Rompiendo el gel de poliacrilamida: un pedazo de gel (aproximadamente 0.6X1.2 cm) que
contenia al RNA se puso en un tubo Eppendorf de 0.5 ml que tenia 3 hoyos en la base, este
tubo a su vez se puso en un tubo eppendorf de 1.5 ml, y se centrifugd durante 1 min, a
velocidad maxima en una microcentrifuga. Al tubo de 1.5 ml que contenia el gel, se le
agregaron 0.4-0.8 ml de NaCl 0.4 M, y se incub6 2 h con agitacion, a 4 °C; o bien, al gel se le
agregaron 0.5 ml de amortiguador de elucion de RNA (200 mM Tris pH7.5, 25 mM EDTA pH
8.0, 300 mM NaCl, 2% SDS) y se incubo durante toda la noche a temperatura ambiente con
agitacion; posteriormente, se centrifugé durante 1 min a maxima velocidad en una
microcentrifuga y, se tomo el sobrenadante, si no se llegaba a obtener todo el sobrenadante,
se volvia a centrifugar. Por cada 0.5 ml de sobrenadante se agregé 1 ml de etanol y se
incubo durante 1 h o toda la noche a -20°C. Para obtener la pastilla de RNA se centrifugd
durante 20 min. a maxima velocidad en una microcentrifuga a 4 °C, la pastilla se dejo secar
al aire (aproximadamente 15 min.) y se resuspendié con H2Opgpc.

Eluyendo a temperatura ambiente: la banda de gel (maximo de 1x2 cm) se puso en un tubo
Eppendorf de 1.5 ml y se le agregd 0.5 ml de amortiguador de elucién de RNA, se incubd
durante toda la noche a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifug6 durante 1 min. y
se tomo el sobrenadante. Por cada 0.5 ml de sobrenadante se agregdé 1 ml de etanol y se
incubo durante minimo 2 h a -20°C. Para obtener la pastilla de RNA se centrifugé durante 15
min a maxima velocidad en una microcentrifuga a temperatura ambiente, la pastilla se dejo
secar al aire (aproximadamente 15 min) y se resuspendié con H2Opgpc.

Si el RNA contenia [0:*2P] Uracilo, el gel se puso sobre un acetato y se envolvié con plastico
(plastico para envolver multiusos/film, Reynolds); posteriormente, el gel se expuso durante
aproximadamente 30 s y 2-5 min. La banda conteniendo el RNA (maximo de 1x2 cm) se

corto y se coloco en un tubo eppendorf, después se le agregaron 500 ul de amortiguador de
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elucién (200 mM Tris pH7.5, 25 mM EDTA pH 8.0, 300 mM NaCl, 2% SDS) y se incubd
rotando durante toda la noche a temperatura ambiente. Al final de la incubacion se tomé el
liquido del tubo Eppendorf, se le agregdé 1 ml de etanol 100% y se incubd a -20°C, para
precipitar el RNA. Para obtener la pastilla de RNA, se centrifugé 15 min a velocidad maxima
en una microcentrifuga a temperatura ambiente, se descarté el sobrenadante, la pastilla se
seco al aire y se resuspendié con HOpgpc.

Transcripcion in vitro de RNA con polimerasa T7

Se realizé la siguiente mezcla de reaccion:

Cantidad | Sustancia

1ug ADN plasmidico linearizado

10 ul Amortiguador de transcripcion 5X (Fermentas)
5ul 4 rNTPs (A, G, C, U) 10 mM c/u

5ul UTP 1 mM

2ul Polimerasa T7 20 U/ul (Fermentas)

(m Ribolock 40 U/ul (Fermentas)

50 ul H2Opepc

La mezcla de reaccion se incubo a 37 °C durante 2.5 h. Posteriormente se agregaron 2 U de
DNAsa (Fermentas) y se incub6 a 37 °C durante 15 min. Después se realizo la extraccion de
proteinas con Fenol:Cloroformo (1 Fenol: 1 Cloroformo) y, posteriormente, se precipitd con
acetato de NHs: Etanol (1 ActNH3: 6 Etanol).

Si se queria obtener alta cantidad de RNA se escal6 la mezcla de reaccidn 5 veces (se puso
5 veces mas de todas las soluciones). Posteriormente, la reaccidbn se separd por
electroforesis en un gel desnaturalizante de poliacrilamida/urea y el RNA se purificé del gel
como se describid anteriormente.

Transcripcion in vitro de RNA a gran escala

Esta transcripcion se realizd con el paquete T7 RiboMAX Express Large Scale RNA
Production System. Basicamente se siguio el protocolo sugerido en el manual del paquete
comercial; brevemente, se realizo la siguiente reaccidn de transcripcion:

Componente Volumen

RiboMAX Express T7 2X buffer | 10 pl
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DNA plasmidico linearizado 1 pg (1-8 pl)

Enzyme mix, T7 Express 2 ul

H2Opepc 0-7 ul

La reaccidn de transcripcion se incubd durante 2 h a 37°C, posteriormente, se separd en un
gel desnaturalizante de poliacrilamida/urea y el RNA se purificé del gel como se describe
arriba.

Transcripcion in vitro de RNA marcado con [a*?P] UTP

Se realizé la siguiente mezcla de reaccion:

Cantidad Sustancia

1ug ADN plasmidico linearizado

10 ul Amortiguador de transcripcion 5X (Fermentas)
5ul rNTPs (A, G, C) 10 mM clu

5ul UTP 1 mM

2 ul Pol. T7 20 U/ul (Fermentas)

2 ul (50 pmol) | [o*2P] UTP 800Ci/mmol 20 uCi/ul (Perkin Elmer)
(m Ribolock 40 U/ul (Fermentas)

A 50 ul H2Opepc

La mezcla de reaccion se incub6 de 2-2.5 h a 37 °C. Después se le agregd amortiguador de
carga 2X (TBE 2X (pH 8.3), 13% ficol, 0.01% azul de bromofenol, 7M urea), para que
quedara 1X; posteriormente, la muestra se calenté a 65 °C durante 5-10 min. Las muestras
se separaron por electroforesis en un gel desnaturalizante de poliacrilamida/urea, usando
como amortiguador de corrida TBE 1X; el gel se corrié a 20-30 mA, hasta que el colorante
del buffer de carga llegara al final del gel.

Cuantificaciéon de marca incorporada

Se realiz6 una dilucion 1:50 de la reaccion de transcripcion y del RNA radiactivo extraido del
gel de acrilamida. Se tomaron 10 pl de la dilucion y se le agregaron 3.5 ml de liquido de
centelleo, se mezcld la muestra y se midié la emision de particulas en cpm (cuentas por
minuto) en un contador de isotopos radiactivos (Beckman, LS6000SC).
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Alternativamente, se tomd 1 ul de la reaccidn de transcripcion o del RNA purificado de gel y
se puso en un tubo Eppendorf con 49 pl de H,0O, este tubo se puso en un contador de
particulas.

Se obtuvo el numero total de cpm para las muestras concentradas, tanto para la de la
reaccion de transcripcion como para la del RNA radiactivo extraido del gel. Dado que se
conocia el nimero de pmol de [0*?P] UTP que contenia la mezcla de reaccion, entonces
conociamos el numero de cpm que emitian este numero de pmol, de esta forma se pudo
determinar cuantos pmol de [0*?P] Uracilo contenia la muestra de RNA radiactivo extraido
del gel. Conociendo el numero de uracilos en el RNA transcrito, se calculd el numero de
moles de moléculas de RNA.

Ensayo de retardo en gel nativo
Se utlizaron los siguientes amortiguadores de union:

Amortiguador BB (Binding Buffer)

Solucion volumen | Concentracion 5X
HEPES 1M pH7.9 | 25 pl 50 mM
MgCI2 1M 20 40 mM
DTT 10 mM 5 ul 0.1 mM

EDTA 200 mM pH8 | 1.25 pl 0.5mM

Glicerol 80% 3125l | 50%
H2Opepc 136.25
Amortiguador BR
Componente Volumen | Concentracién 5X
Tris HCI 1M pH7.5 | 0.2 ml 200 mM
MgCI2 1M 20 20 mM
KCI 5M 100 pl 500 mM
Glicerol 100% 0.5ml 50%
DTT 1M 100 pl 100 mM
H2Opepc 80
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Amortiguador BASR1

Componente

Volumen | Concentracion 5X

HEPES 1M pH8

50 i 100 mM

NaCl 5M 12.5 ul 125 mM
Glicerol 100% 250 pl 50%
H>Opepc 187.5

Soluciones para el gel nativo

Acrilamida-

Bis 16.2%

Componente | Cantidad

Acrilamida 16 g

Bisacrilamida | 0.2 g

H.0 Aforar a 100 ml
Buffer TBE 5X (1 litro)

Tris-base 54 g

Acido borico 2759

EDTA 0.5M pH 8 | 20 ml

H.0 Aforar a 1L
Gel nativo 6%

Componente volumen

Buffer TBE 5X 5ml

Acrilamida:bis 18.7 mi

(16:0.2%)

Agua 26 ml
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PA 20% 498 ul

TEMED 75 i

Total 50 ml de gel

Se realizé una mezcla A que contiene por cada muestra: amortiguador de union 2 pl,
Ribolock 0.1 pl y RNA. Si el RNA estaba marcado radiactivamente se utilizaron de 0.37-2
picomol, si no estaba marcado radiactivamente se utilizaron 6-18 picomol (0.5 -1.5 ug).

Se realiz6 una mezcla B que contiene por cada muestra: proteina 0.037-180 picomol y
H2Opepc, €l volumen de esta se mezcla se ajusté junto con la mezcla A a 10 pl.

La mezcla A se incorporo a cada muestra de la mezcla B y se incub6 alrededor de 30 min, a
temperatura ambiente o en hielo. Las muestras no se agitaron ni se centrifugaron.

Las muestras se analizaron por electroforesis en un gel de poliacrilamida en condiciones
nativas, el cual se habia precorrido durante minimo 1 hora a 4°C a 10 mA, si era minigel
(~9x11x0.15cm), o a 25 mA si era gel grande (~15x18x0.15 cm), las muestras se cargaron a
4 °C (en el cuarto frio) y el gel se corrid en las mismas condiciones durante 2-2.5 h, con
amortiguador TBE 0.5X.

Ensayo de entrecruzamiento con luz UV (ultravioleta)

Las muestras se prepararon de la siguiente manera: proteina 0.1-100 picomol, RNA
alrededor de 1 picomol, amortiguador de entrecruzamiento 10X (100 mM Hepes-KOH pH 7.5,
50% glicerol) 2 pl, sales 20X (200 mM acetato de Mg, 1000 mM acetato de K, 1 mM EDTA) 1
ul, y se llevo a 20 ul con HaOpepc.

Las muestras se incubaron 10 min a temperatura ambiente, posteriormente, se expusieron a
luz UV (los tubos se acostaron sobre hielo y se pusieron a aproximadamente 8 cm de las
lamparas), durante 15 min. Posteriormente, se agregaron 2 yl de RNAsa (10 mg/ml) y se
incubaron durante 30 min a 37 °C. Al término de la incubacion, a una determinada muestra
se le agregaron 2 yl de proteinasa K (10 mg/ml) y 2 ul de SDS 20%, y se incubaron durante
20-35 min a 37 °C.

A cada muestra se le agregaron 5-10 pl de amortiguador Laemli 6X (0.35 M Tris-Cl pH 6.8,
10.28% SDS, 30% glicerol, 9.3% DTT, 1.2x10°% azul de bromofenol) y se hirvieron 3 min.
Las muestras se analizaron por electroforesis en un gel de acrilamida/tricina, el gel se corrio
durante aproximadamente 3 h. a 120 volts, a 4 °C. Después de la electroforesis, el gel se
puso sobre papel filtro 3MM y se cubrid con papel celofan, posteriormente, se seco en un
secador de geles con un programa en el que se subio la temperatura a 80 °C durante la
primera hora y en la segunda hora la mantuvo en 80 °C. Finalmente, el gel seco se expuso a
una pelicula Kodak a -70 °C.
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Ensayo de trans splicing

Se usaron los RNAs H1 y H2 que son precursores de trans-splicing del gen de la timidilato
sintasa del bacteriofago T4, el cual contiene un intron tipo | (Galloway Salvo, Coetzee et al.
1990). Los plasmidos pTZH1 y pTZH2 se digirieron con Sall y Hindlll, respectivamente, para
transcribir los RNAs H1 y H2 que resultan con una longitud de 938 y 616 nt (Coetzee,
Herschlag et al. 1994). El peso molecular de los RNAs se calculé con la formula: (# nt X
320.5)+159, con este peso molecular se calculd la concentracién molar de los mismos. Los
RNAs se purificaron de gel.

Para los ensayos se realizaron diluciones de la proteina PVLEAG o lisozima en amortiguador
KHPO4 10 mM pH8. En tubos de microcentrifuga se puso proteina o buffer KHPO4 10 mM
pH8, y se ajusto con agua junto con el volumen de la mezcla de abajo a 10 pl.

Se prepard la siguiente mezcla: 2 yl de buffer trans-splicing 5X (Tris-HCI 200 mM pH 7.5,
MgCl2 15 mM, spermidina 2 mM, DTT 20 mM), 0.5 ul (20 U) de Ribolock (Fermentas), 1 ul
de GTP 1 mM y 20 nM de cada uno de los precursores de trans-splicing (H1 y H2) (Coetzee,
Herschlag et al. 1994). Para evitar el splicing durante la preparacion de la mezcla, se agregé
al ultimo uno de los precursores. La mezcla se adicion6 a los tubos de microcentrifuga que
contenian proteina o amortiguador de KHPO4 10 mM pH8 (amortiguador de almacenamiento
de la proteina PVLEAG).

La reaccion se incubd de 20-30 min a 37°C 6 55 °C. El control negativo fue una muestra sin
proteina incubada a 37°C, y el control positivo fue una muestra sin proteina incubada a 55°C,
dado que la reaccion se realiza ineficientemente a 37°C y eficientemente a 55°C. Las
muestras con proteina se incubaron a 37°C.

Posteriormente se realizé extracciéon de proteinas con fenol-cloroformo 6 la reaccion se
detuvo poniendo la mezcla en hielo. Después se agregd EDTA a concentracion final de 0.25
mM (en algunas muestras también se probd agregar tRNA a concentracion final de 4.1
pg/ul); posteriormente, se incubd 2 min a 78°C y en seguida se puso en hielo. Después las
muestras se guardaron a -20 °C.

Reaccion para la sintesis de cDNA

La reaccion se realiz6 de acuerdo al protocolo sugerido por Invitrogen para la enzima
superscript Ill. La reaccion se escaldé a la mitad; es decir, solo se prepararon 10 pl de
reaccion. Se uso6 2.5 yl de RNA templado (reaccion de trans-splicing).

PCR para analizar muestras de reaccion de trans-splicing
Se usaron los siguientes oligos:

Oligo 5’ exén 1 (404 pb rio arriba del final del exén 1)
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AGCTCGCCTGGAAAGCTTGC
Oligo 3’ exd6n 2 (160 pb rio abajo del inicio del exon 2)
AAG CTCTTT AGG TTC ACG CC

Se realizo el siguiente programa de PCR: 94°C durante 3 min, y 20 6 25 ciclos de: 94°C
durante 30 s, 57°C durante 30 s y 72°C durante 30 s.

Ensayo de trans-splicing usando RNA desnaturalizado y renaturalizado

La proteina PvVvLEAG6 en amortiguador KHPO, 10 mM pH8 se colocd en tubos de
microcentrifuga, y se ajusto con agua a 4.33 pl. A cada muestra se le agregaron 5.67ul de la
mezcla de RNA desnaturalizado y renaturalizado (ver abajo). La concentracion final de cada
RNA fue 20 nM en la reaccion (10 pl); después las muestras se incubaron 20 min a 37°C,
excepto la muestra control (+) que se incubd a 55°C. Al término de la incubacién, para
detener la reacciéon se agregéo 1 yl de EDTA (acido etilendiaminotetraacético) 25 mM,
posteriormente se incubaron 2 min a 75°C y en seguida se pusieron en hielo. Después las
muestras se guardaron a -20 °C.

Desnaturalizacion y renaturalizaciéon de RNA:

Se realizé la siguiente mezcla: RNA H1 1.02 pl (58.8 ng/ul) y RNA H2 1.65 pl (34.35 ng/ul).
Esta mezcla se incub6 3 min a 95 °C, después se le agrego6 0.66 ul de buffer BTSC 5X (Tris
pH 7.5 180 mM, DTT 23 mM y MgCl, 20 mM), se mezclo pipeteando y se centrifugd 15 s. Se
dejo enfriar a temperatura ambiente durante 5 min. A esta mezcla se le agrego 1.33 pul de
amortiguador BTSC 5Xy 1 ul de GTP 1 mM.

En la tabla se indica las muestras preparadas para la reaccién de trans-splicing usando el
RNA desnaturalizado y renaturalizado.

Muestra Ml proteina PVLEAG 6 Ml H20O | ul de mezcla con
. RNAs
mM pH8 y renaturalizado)
1 50 uM proteina | 1.23 (PvLEAG 3.56 ug/ul) | 3.1 5.67
2 5 uM proteina 1.23 (PvVLEAG 356 ng/ul) | 3.1 5.67
3 2.5 uM proteina | 0.615 (PvLEAG 356 ng/pl) | 3.715 5.67
4 C(-) 1.23 amortiguador 3.1 5.67
5 C(+) 1.23 amortiguador 3.1 5.67
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Ensayo de anti-terminacion de la transcripcion

Los cultivos iniciados a partir de una colonia se incubaron durante toda la noche a 37°C en
LB (para la cepa RL211) o en LB Ap (para las cepas RL211 transformadas con plasmido). Al
siguiente dia se midi6 la ODssonm de los cultivos.

Se inocularon 3 ml de LB o LB Ap (para las cepas transformadas con plasmido) con 150 pl
del cultivo crecido durante toda la noche y se incub6o a 37 °C hasta que llegaron a una
ODss0nm 0.5-0.8, en seguida se adiciono IPTG 1 6 2 mM concentracion final y se continu¢ la
incubacion hasta que llegaron a una ODssonm 1.2-1.7. Después se hicieron diluciones
progresivas 1:10 hasta llegar a 1x107°. Las diluciones 1x10™y 1x10™° se sembraron en cajas
con LB o LB Ap (para las cepas transformadas con plasmido), IPTG 1 6 2 mM y Cm 0-10
pg/ml. Las cajas se incubaron ~17 h a 37°C y, si no habia colonias o estas se veian muy
pequenas, se continud la incubacién a ~22 h.

Ensayo de anti-terminacion de la transcripcion (goteo en cajas con LB Cm e IPTG)

Las cepas se crecieron durante toda la noche (~14 h) a 37 °C en LB Tc (tetraciclina) 10 pg/ml
(cepa RL211) o Tc/Ap (cepa RL211 transformada con plasmido). A la manana siguiente, se
diluyeron a ODs500.02 y se crecieron hasta ODss9 0.5-0.8. Todos los cultivos se llevaron con
LB a la misma OD. Una parte del cultivo se utilizd para hacer diluciones 107'-10*, de las
cuales se gotearon 5 pl en cajas con LB, Cm (0, 5 6 8 ug/ml) e IPTG (0, 0.5 6 1 mM); estas
cajas se incubaron a 37°C durante 1-2 dias; otra parte del cultivo se utilizé para inocular LB
con Cm (Cloranfenicol) 0 6 5 yg/ml e IPTG 0 6 1 mM. Estos cultivos se incubaron a 37°C
(280-300 rpm) y se crecieron a fase exponencial (ODss50nm 0.7) 0 a fase estacionaria (ODssonm
= 1). Posteriormente estos cultivos se utilizaron para extraer proteina o RNA, para su analisis
por experimentos tipo western o por gPCR.

Preparacién de células electro-competentes de E. coli

Se inocularon 3 ml de LB sin antibiético con una colonia de E. coli ER2566 y se incubaron a
37°C toda la noche. Con 2.5 ml de este cultivo se sembraron 500 ml de LB sin antibiotico y
se incubaron a 37°C hasta que llegé a una ODggo de 0.66 (Spectrophotometer, Beckman), se
enfriaron en hielo 10-15 min, se centrifugaron a 5,000 rpm, a 4 °C durante 10 min (JA-10,
Beckman y, la pastilla de células se resuspendié en 5 ml de agua estéril enfriada en hielo. A
esta pastilla se adicionaron 500 ml de agua estéril fria y se centrifugd como antes, se
descarto el sobrenadante y la pastilla de células se resuspendié en 5 ml de agua estéril fria.
Después se adicionaron 250 ml de agua estéril fria, se centrifugd como antes, se descarto el
sobrenadante. La pastilla de células se resuspendié en 10 ml de glicerol 10 % estéril y frio,
se mezcld bien y se transfirid a un tubo Falcon de 50 ml, se centrifugaron a 4800 rpm, a 4 °C
durante 10 min (S4180, Beckman), se descartd el sobrenadante y se adicionaron 2 ml de
glicerol 10 % estéril. Para alicuotar, los tubos Eppendorf se colocaron en hielo seco, ya que
estuvieron frios, se les adicionaron 40 pl de las células tratadas y se guardaron a —70°C.
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Ensayo de choque de frio y recuperacion en la cepa de E. coli BX04

Para iniciar el cultivo se inocularon con las cepas de interés 3 mL de medio Luria (LB)
adicionado con antibioticos de acuerdo al genotipo de la cepa (para la cepa BX04 se puso
tetraciclina,10 pug/ml, y para la cepa BX04 transformada con el plasmido pTRC:PvLEAG ¢
pTRC99A se usaron tetraciclina y ampicilina, 10 pyg/mly 100 yg/ml, respectivamente). Como
control negativo se uso la cepa BX04 transformada con el vector vacio o sin vector y, como
control positivo se us6 una cepa silvestre de E. coli K-12 (MG1665).

Después del crecimiento durante toda la noche, las cepas se re-inocularon en tubos con LB
(3 ml) con antibioticos, usando 20 yl de pre-inéculo para el caso de las cepas que tienen el
fondo BX04 y 12 yl para la cepa silvestre. Esta diferencia se debié a que la cepa mutante
BX04 tiene una velocidad de crecimiento menor que la cepa silvestre. Estas cepas se
incubaron con agitacion a 250-280 rpm a 37°C durante 2 horas o hasta que alcanzaron una
OD de 0.4-0.5.

Los cultivos se ajustaron a la misma OD con LB o agua, y de estos cultivos se realizaron
diluciones 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10 000 (100 pl de cultivo en 900 ul de LB). Estas
diluciones se gotearon (5 6 10 yl) en cajas con LB y LB con IPTG. Para la mayoria de los
ensayos se usaron las concentraciones de 10, 25 y 100 uM de IPTG (aunque también se
probaron 0.5, 1y 2 mM).

Las cajas se incubaron a 15°C (incubadora marca: Heraeus Instruments) durante 5 dias. Una
vez trascurrido este tiempo se cambiaron a una incubadora (New Brunswick Scientific,
Excella E25) a 25°C durante 18-22 horas. Finalmente, se fotodocumentaron los resultados.
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APENDICE

Secuencia 3’ 170 (3’ UTR del gen PVLEAG, 170 nt (en negritas), transcrito a partir del
promotor T7 en el plasmido pKS y digerido con la enzima Xhol). 293 nt.

GGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGG
GTGCAGGAATTCGATCTCCCTGAATTTACACCACCTCCTACACTGCCCTAATAAAATCT
ATTATTACACGTTTTAAATTTCCATGTACTCTATTCTGCTTTTCTTTTCGATCATGACATG
TTGGCTAAATCCTTTTTTTGTTGTTGCAAATTTAGATATGATGTTGTAGTGCTGATACAA
TGGATCCCCCGGGTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGA

Secuencia 3 UTR NOS (3’' UTR del gen NOS, 263 nt (en negritas), transcrito a partir del
promotor T7 en el plasmido pKS y digerido con la enzima Xhol). 317 nt.

GGGCGAATTGGAGCTCTTTCCCCGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGA
TTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTGAG
CATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGA
GTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGG

ATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGGGAATTCGATATCAAGCT

TATCGATACCGTCGACCTCGA

Secuencia transcrita a partir de plasmido pKS (vacio) digerido con enzima Xhol, a partir del
promotor T7. 98 nt.

GGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGG
GCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACC
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