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RESUMEN

Las proteinas LEA (Del inglés, Late Embryogenesis Abundant Proteins) son un grupo de
proteinas asociadas con la resistencia al estrés abidtico en multiples organismos que
protegen a las células contra desecacion y otros tipos de estrés. Azotobacter vinelandii es
una gama-proteobacteria que bajo condiciones adversas, tiene la capacidad de formar
quistes, cuya principal caracteristica es ser resistentes a la desecacion. En este trabajo se
analiz6 el papel que desempefian las proteinas LEA en la adaptacion de A. vinelandii a
diferentes condiciones de estrés

El analisis del genoma de A. vinelandii mostré la presencia de cuatro genes del grupo 1; de
los cuales se analizaron dos, aqui denominados Leal y Lea2, cuyos productos proteicos
avLEAL y avLEA2 presentan homologia con proteinas LEA de plantas. Un analisis “in silico”
demostr6 que las proteinas codificadas por estos genes presenta un indice de hidropatia
negativo, consistente con la baja presencia de aminoacidos hidrofébicos y una estructura
parcialmente desordenada, caracteristica de la mayoria de las proteinas LEA.

Una mutacion en el gen Leal ocasion6 una pérdida de la viabilidad de los quistes después
de 6 meses de desecacion. Las células vegetativas de esta mutante fueron
significativamente mas sensibles al estrés osmotico en un medio suplementado con 0.3M
de NaCl o 0.4M de sorbitol y a shock térmico cuando los cultivos vegetativos y quistes
fueron expuestos a temperaturas en un rango de 40 a 65°C. En Escherichia coli, la

expresion de la proteina AvLEAL ocasion6 un aumenté en la tolerancia al estrés salino.

Utilizando el gen reportero gusA, determinamos que la expresion del gen Leal se induce
casi 2.5 veces mas en condiciones de enquistamiento, mientras que el gen Lea2 parece
expresarse de manera constitutiva. Los ensayos “in vitro”mostraron que la proteina AvVLEAL
de A. vinelandii confiere proteccion de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa
(LDH) al ser sometida a ciclos de congelamiento y descongelamiento.

Con base en los resultados obtenidos, determinamos que la proteina avLEAL es necesaria
para la supervivencia en condiciones de estrés, tales como desecacion, altas temperaturas
e hiperosmolaridad en A. vinelandii; ademas de tener la capacidad de proteger la actividad

“in vitro” de otra proteina y conferir tolerancia a salinidad en células de E. coli.



SUMMARY

LEA proteins (Late Embryogenesis Abundant Proteins) are a group of proteins associated
with resistance to abiotic stress in multiple organisms that protect cells against desiccation
and other types of stress. Azotobacter vinelandii is a proteobacteria that under adverse
conditions, has the ability to form cysts, whose main characteristic is to be resistant to drying.
In this work, the role of LEA proteins in the adaptation of A. vinelandii to different stress

conditions was analyzed.

The analysis of the genome of A. vinelandii showed the presence of four genes of group 1;
of which two were analyzed, here named Leal and Lea2, whose protein products avLEAl
and avLEA2 have homology with LEA proteins from plants. An "in silico" analysis showed
that the proteins encoded by these genes have a negative hydropathy index, consistentwith
the low presence of hydrophobic amino acids and a partially disordered structure,
characteristic of most LEA proteins.

A mutation in the Leal gene caused a loss of the viability of the cysts after 6 months of
desiccation. The vegetative cells of this mutant were significantly more sensitive to osmotic
stress in a medium supplemented with 0.3M NaCl or 0.4M sorbitol and thermal shock when
vegetative cultures and cysts were exposed to temperatures in a range of 40 to 65 ° C. In
Escherichia coli, the expression of the avLEAL protein caused an increase in tolerance to

salt stress.

Using the gusA reporter gene, we determined that the Leal gene expression is induced
almost twice under encystment conditions, while the Lea2 gene seems to be expressed
constitutively. The "in vitro" assays showed that the avLEAL protein of A. vinelandii confers
protection of lactate dehydrogenase (LDH) enzyme when the activity was tested after being
subjected to freeze-thaw cycles.

We determined that the avLEA1 protein is necessary for survival under stress conditions,
such as desiccation, high temperatures and hyperosmolarity in A. vinelandii; in addition to
having the ability to protect the "in vitro" activity of another protein and confer tolerance to
salinity in E. coli cells.
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INTRODUCCION

1.1 Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es una bacteria poliploide, pleomérfica, variando sumorfologia desde
bacilos hasta cocos (Fig. 1), Gram-negativa y fijadora de nitrégeno. Se reproduce por fision
binaria, su tamafio varia de 1.5 a 2.0 ym de diametro. Utilizan azucares, alcoholes y sales
inorganicas para crecer. Se mueve por flagelos peritricos, es aerobia, pero puede creceren
concentraciones de oxigeno bajas (Buchanan and Gibbons, 1974). Crece con tiempos de
generaciéon de 2.5 a 3 h en medio Burk (Wilson and Knight 1952) suplementado con
sacarosa al 1%. Los cultivos de A. vinelandii crecen en fuentes de carbono como manitol,
ramnosa y otros carbohidratos asi como en una variedad de acidos organicos y ciertos
alcoholes.

Figura 1. Célula vegetativa de A. vinelandii en divisién celular (marcador, 1um). Tomado de Hitchins
y Sadoff, 1970

A. vinelandii cuenta con tres sistemas de nitrogenasas, cuya expresion se regula
diferencialmente por la disponibilidad de metales del medio (Frazzon and Dean, 2002). El
crecimiento diazotréfico bajo condiciones aerdbicas es posible debido a que A. vinelandii
posee un sistema bien integrado de proteccion de su nitrogenasa que comprende:
proteccion conformacional, proteccion respiratoria, autoproteccion y otros cambios
morfolégicos y fisiol6gicos que le permiten crecer diazotréficamente en condiciones

totalmente aerdbicas (Manchal and Vanderleyden, 2000).

Produce alginato, un polisacarido lineal constituido por monémeros de &cido manuroénico y
gulurdnico, capaz de formar geles termoresistentes en presencia de calcio; esta propiedad
10



hace de este biopolimero util para diferentes aplicaciones industriales (Sutherland, 1985),
por ejemplo, es utilizado como agente gelificante en la industria farmacéuticay la alimenticia

utilizado para multiples aplicaciones como estabilizante y viscosificante (Clementi, 1997).

El polihidroxibutirato (PHB), se acumula en las células vegetativas. Tiene la funcion de
constituir un material de reserva de carbono y energia que puede ser utilizado en periodos
de limitacion de nutrientes en el medio (Stevenson and Socolofsky, 1966). El polimero se
almacena en grandes cantidades en forma de granulos intracelulares insolubles (Laferty et
al., 1990) y puede ser utilizado como plastico biodegradable (Galindo et al., 2007).

Las bacterias del género Azotobacter forman quistes cuya principal caracteristica es ser
resistentes a la desecacion, la formacién de quistes ocurre después del crecimiento
exponencial (Sadoff, 1975). El grado de enquistamiento parece estar relacionado con los
niveles intracelulares de PHB (Stevenson and Socolofsky, 1966). Cuando las células son
crecidas en placas de agar con medio Burks con n-butanol al 0.2% como Unica fuente de
carbono, se completa el enquistamiento en 120 h (Tchan et al.,, 1962; Wyss et al.,

1961).Cuando se remplaza la glucosa por B-hidroxibutirato (BHB) a cultivos en fase

exponencial hay una induccioén del enquistamiento en 48 h (Lin and Sadoff, 1968).

1.1.1 Ciclo de viday el proceso de diferenciacion

Las bacterias poseen la capacidad de formar estructuras celulares que les permiten resistir
los efectos perjudiciales del entorno fisico. La mas evidente de estas estructuras es la
endospora, un cuerpo discreto que exhibe resistencia extrema a los agentes nocivos.Otro
mecanismo de defensa, es la formacion de quistes celulares, esta caracteristica esta
presente en ciertos representantes de los grupos de las Mixobacterias, Chlamydobacterias
y Eubacterias. Ambos tipos de células de reposo, esporas y quistes, permiten que la célula
permanezca en estado latente durante largos periodos de tiempo y germinar bajo

condiciones adecuadas dando lugar a una nueva célula vegetativa (Fig. 2).

Los quistes de A. vinelandii son una entidad que presenta propiedades fisiologicas distintas
de la célula vegetativa, presentando una mayor resistencia a condiciones deletéreas o

agentes nocivos (Socolofsky and Wyss, 1962). Fisioldgicamente, difieren en la velocidad
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de oxidacion de sustratos, reaccion a agentes quelantes, y resistencia a agentes deletéreos
(Socolofsky and Wyss, 1962). A. vinelandii es capaz de adaptar su metabolismo a distintas
fuentes de nutrientes, sin embargo, la induccién del enquistamiento en Azotobacter en
condiciones de laboratorio se produce sdlo si se utilizan ciertas fuentes de carbono como
n-butanol 6 B-hidroxibutirato, formando quistes en un lapso de 3 a 7 dias. (Lin and Sadoff,
1968). Células que crecen en sacarosano forman quistes. La germinacion es el proceso
por el cual los quistes metabdlicamente inactivos sufren los cambios necesarios para
convertirse en células vegetativas; este proceso ocurre a 30°C en medio BS y dura de 4 a
8 horas. (Loperfido and Sadoff, 1973).

FASE VEGETATIVA

FASE LATENTE
Enquistamiento

AR's
95% delipidostotalesde
la membrana del quiste

Hinchamiento
y divisién

Alginato:
intina, exina

PHE

Germinacion Polimero de
reserva

Figura 2. Ciclo de vida de A. vinelandii. Tomado y modificado de Wyss et al., 1961.
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1.1.2 Enquistamiento

Tras la induccién del enquistamiento, las células dejan de ser moviles y sufren una Ultima
division celular para dar origen a dos células completamente redondas y cubiertas del
exopolisacéarido alginato. A las 6 h empieza la secrecion desde la superficie de las células
de estructuras parecidas a membranas las cuales en aproximadamente 30 h forman la
exina que es la capa mas externa que rodea al quiste maduro. Posteriormente se forma la
intina que es una estructura que se encuentra en el espacio entre la exina y la membrana
celular externa. La culminacion de estos eventos es el quiste maduro que consiste de la
célula redonda y pequefia (Fig. 3). Estacélula o cuerpo central esta cubierta por dos capas;
intina y exina, compuestas principalmente de lipoproteinas y alginato, y dentro del cuerpo
central se observan numerosos granulos de PHB (Forsyth et al., 1958; Lewis, 1937;
Stevenson and Socolofsky, 1966). Los quistes son células alargadas de 1.5 a2.0 um, miden

aproximadamente la mitad del volumen de las células vegetativas.

Figura 3. Quiste de A. vinelandii (marcador, 1um). Tomado y modificado de Hitchins y Sadoff, 1970.

1.1.3 Germinacién

La germinacion es el proceso por el cual los quistes metabolicamente inactivos sufren los
cambios necesarios para convertirse en células vegetativas. Esta ocurre cuando los quistes

se incuban en medio Burk sin nitrégeno en condiciones aerébicas con una fuente de
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carbono como glucosa o sacarosa. La germinacion ocurre a 30°C. Microscopicamente la
primera evidencia de la germinacion es la pérdida gradual de refractabilidad que se observa
en el microscopio de contraste de fases. Este proceso durade 4 a 8 h, durante este tiempo,
el cuerpo central se hincha y ocupa el volumen de la intina (Loperfido and Sadoff, 1973).

A las 8 h, el crecimiento del quiste dentro de la exina causa una fractura de esta capa y
emerge una célula en division todavia no matil. Los componentes de la exina no parecen

ser utilizados durante la germinacion ya que se pueden observar como cascaras vacias y
rotas. Las células vuelven a ganar motilidad antes de la primera division post-germinacion.

1.1.4 Composicion del quiste

Los quistes de A. vinelandii contienen el doble de lipidos y una gran variedad de acidos
grasos que las células vegetativas correspondientes (Kaneshiro and Marr, 1962; Koo,
1969).

El alginato esta conformado de acido manurénico (M), y é&cido gulurénico (G) que
constituyen 40% de la exina y 72% de la intina (Page and Sadoff, 1975). Los cuales existen
como homo y hetero-polimeros cuya proporcion en la exina e intina varia. La exina es rica
en &cido poligulurénico, mientras la intina contiene altos niveles de polimanuronato (Tabla
1). Los fosfolipidos de membrana son remplazados por lipidos fendlicos: alquilresorcinoles
(ARs) y alquilpironas (APs), los alquilresorcinoles también son componentes importantes
de la exina (Segura et al., 2009)

Tabla 1 Composicion quimica de células vegetativas y componentes del quiste

Porcentaje (peso seco)

Material celular Célula vegetativa Quiste Intina Exina
Carbohidratos 28 45 44 32
Proteinas 52 26 9.1 28
Lipidos 9.2 16 36 28

Tomado de Socolofsky and Wyss 1962.
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1.1.5 Propiedades de los quistes

Los quistes son células metabdlicamente inactivas que son considerablemente mas
resistentes a condiciones deletéreas o adversas que las células vegetativas. En el
laboratorio son viables por mas de 10 afios cuando se mantienen en suelo seco (Vela,
1974), sugiriendo que la resistencia a la desecacion les permite sobrevivir en estas
condiciones en la naturaleza.

Los quistes del género Azotobacter son mas resistentes que las células vegetativas a varios
tipos de agentes, ho muestranresistencia marcadaal calor, aunque si presentan resistencia

a radiacion gamma, tratamiento sonico y desecacion.

Diversos estudios en Azotobacter agilis, demuestranque la irradiacion durante 22 segundos
con una lampara de luz UV son suficientes para producir una inactivacion del 90% en
quistes, mientras 15 segundos son suficientes para inactivar el mismo porcentaje de células
vegetativas. Para el caso de la radiacion gammea, la resistencia de los quistes sobre las

células vegetativas es mas marcada (Socolofsky & Wyss, 1962).

Cultivos de células vegetativas y quistes expuestos a temperaturas de 40 a 60°C por un
periodo de 15 min indican que los quistes no presenta tolerancia térmica mas alla de los
60°C, mientras a 52°C solamente el 1% de las células vegetativas persisten (Socolofsky &
Wyss, 1962). Para el caso de resistencia a la desecacion, un periodo de 12 dias, en
membranas colocadas en cajas Petri 0 secadas en desecadores, redujo la viabilidad de las
células vegetativas en un 99% en el primer dia mientras los quistes se mantuvieron viables
(Socolofsky & Wyss, 1962).

1.2 Estrés abiotico: Desecacion
El estrés biologico es una fuerza adversa o una condicion que inhibe el funcionamiento

normal de un sistemabioldgico. Los organismos estan continuamente expuestos a diversos

tipos de estrés ambiental que influencian su desarrollo, crecimiento y productividad.
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El estrés en los organismos ocasiona cambios en el volumen de la célula y acumulacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), que afectan estructuras celulares, subcelulares y
proteinas (Bartels y Sunkar, 2005). El estrés abidtico causado por desecacién conlleva a la
pérdida del agua de la membrana, ocasionando cambios en la estructura de la bicapa
lipidica, lo que trae como resultado que la membrana se vuelva porosa, ocurre un
desplazamiento de las proteinas de membrana, contribuyendo a la pérdida de la integridad
de la misma (Zhu et al., 1997). Las proteinas pueden reducir su actividad o incluso pueden

desnaturalizarse completamente cuando son deshidratadas.

1.2.1 Respuestas de los organismos ante el estrés

Algunas plantas, animales y microorganismos son capaces de desecarse por completo y
permanecer viables durante largos periodos de tiempo. (Browne et al., 2002; Caprioli et al.,
2004). Este fendmeno es conocido como anhidrobiosis (“vida sin agua”). Los organismos
anhidrobidticos se vuelven metabdlicamente activos después de la rehidratacion. Diversas
especies de plantas como Selaginella lepidophylla son capaces de tolerar la desecacion de
una manera eficiente; son comunmente llamadas plantas de “resurreccion” porque pueden
tolerar la deshidratacion completa entrando en un estado de dormancia y se vuelven

metabolicamente activas una vez que el agua se encuentra nuevamente disponible (Fig. 4).

Figura 4. Plantas resistentes a la desecacion. S. lepidophylla en desecacién y después de 20 min
de ser rehidratada.
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Los organismos anhidrobitticos incluyen levaduras, quironémidos, rotiferos (Fig 5),
nematodos, que son capaces de permanecer en estado anhidrobidtico por largos periodos
de tiempo; se sabe que invertebrados han sido revividos exitosamente después de décadas
de inactividad (Guidetti and Jonsson, 2002) y plantas han sido germinadas después de
1,300 y 2,000 afios (Sallon et al., 2008).

Figura 5. Organismos anhidrobidtiocos. Philodina roseola recuperandose de la desecacién

después de la inmersién en agua.

Debido a que el agua es esencial para la vida, es de esperarse gque los sistemas bioldgicos
hayan evolucionado para permitir la desecacion completa sin pérdida de viabilidad; en el
estado de deshidratacion, los organismos tolerantes a la desecacion son altamente
resistentes a diferentes tipos de estrés. Esto contrasta dramaticamente con las células y
organismos sensibles a la desecacién, que sufren dafio en todos los componentes
celulares, las proteinas pierden su conformacion correcta, las membranas pasan por una
transicion de fase causando permeabilidad y fusion, pérdida de la estabilidad del DNA y
RNA, entre otras (Kanias and Acker, 2006).

Las adaptaciones de los microorganismos ante una situacion de estrés por desecacion
pueden ocurrir a nivel molecular, (cambios en la expresion de genes, sintesis de proteinas

de estrés, etc.) y a nivel bioquimico (cambios celulares vy fisiol6gicos).

Las plantas superiores han desarrollado estructuras especializadas, como las semillas que
les permiten mantener sus funciones en un estado de deshidratacion, también se sabe que
distintos organismos que se encuentran bajo una condicion de estrés, acumulan solutos
compatibles con el metabolismo, como sacarosa, trehalosa, glicin betaina, ectoina, prolina,
entre otros. Una respuesta es la produccion de proteinas altamente hidrofilicas llamadas
“hidrofilinas” (Battaglia et al., 2008). Entre éstas, las proteinas mas caracterizadas son las
proteinas LEA, (Late Embryogenesis Abundant Proteins).
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1.3 Proteinas LEA

Las proteinas LEA son un grupo diverso de proteinas hidrofilicas que se acumulan en altos
niveles en las semillas durante la fase de maduracion cuando hay deshidratacion (Baker et
al., 1988). Su expresion esta asociada a la adquisicion de tolerancia por frio, estrés
osmotico, por acido abscisicoexdgeno o seexpresan constitutivamente (Welin et al., 1994).
Estas proteinas fueron descritas originalmente en semillas de plantas, pero ahora se sabe
gue se encuentran en invertebrados y microorganismos (Tunnacliffe and Wise, 2007).

La mayoria de las proteinas LEA y otras hidrofilinas no tienen una estructura definida, es
decir son intrinsecamente desordenadas durante la hidratacion, se cree que las proteinas
LEA pueden adoptar una estructura definida bajo las condiciones donde se supone que
funcionan, por ejemplo durante la deshidratacion parcial o total (Hundertmark et al., 2012;
Tunnacliffe and Wise 2007).

El mecanismo celular de la accion de las proteinas LEA no ha sido completamente
dilucidado pero se ha visto que protegen estructuras celulares y moleculares de los efectos
dafinos de la pérdida de agua debido a que mantienen la estructura de la membrana y de
las proteinas, previniendo la formacion de agregados (Hincha and Thalhammer, 2012; Li et
al.,, 2012; Tolleter et al., 2010) actuando como escudos moleculares (Chakrabortee et al.,
2012; Furuki et al., 2012; Hatanaka et al., 2013). También secuestran iones y actdan como

buffers de hidratacion, evitando la pérdida de agua de las células (Tompa et al., 2010).

Las proteinas LEA desempefian principalmente funciones en la tolerancia a la
deshidratacion, la resistencia al estrés de toda la planta a la sequia, la saly el frio. Se sabe
gue las proteinas LEA se expresan en diferentes niveles a través de todas las etapas del
desarrollo en diferentes tejido por ejemplo, en cotiledones y paniculas de semillas (Zhang
et al., 2002), y en tejidos vegetativos como tallos, hojas y raices (Lin and Hu, 1997; Bent,
2000; Hou and Guo, 1998; Federspiel, 2003).

1.3.1 Estabilidad de proteinas

Se sabe que las proteinas LEA y otras hidrofilinas pueden preservar la actividad enzimatica
in vitro en algunas proteinas después de un tratamiento de desecacion o congelamiento
(Sanchez-Ballesta et al., 2004). Un mecanismo de proteccion observado es la prevencion

de la agregacion de proteinas sensibles inducida por estrés; la citrato sintasa (CS) y la
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lactato deshidrogenasa (LDH), forman agregados insolubles cuando son desecadas o
congeladas, pero la agregacion es notablemente reducida en presencia de proteinas LEA
(Goyal et al.,, 2005). Probablemente debido a su estado no plegado e hidrofilico, las
proteinas LEA no son susceptibles a agregarse durante la desecacion, congelamiento o las
altas temperaturas. La actividad anti-agregacion de las proteinas LEA recuerda a las
chaperonas moleculares, cuya funcion en la célula es facilitar el correcto plegamiento y

ensamblaje de las proteinas (Fig.6).
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Figura 6. Mecanismos de accién propuestos de una proteina LEA. Tomado de Cuevas-Velazquez.,
et al 2014.

19



1.3.2 Proteccion de membranas

La proteccion de membranas es esencial para preservar la integridad celular durante la
desecacion. Debido a su caracter hidrofilico, las proteinas LEA son polipéptidos solubles,
gue por lo tanto no se espera que interaccionen directamente con las membranas. Podrian
jugar un papel parecido al de los azucares protectores, que debido a su caracter también
hidrofilico contribuyen a mantener la membrana al proveer sus grupos H para formar
puentes de hidrégeno con los grupos polares de los fosfolipidos, lo que ayuda a mantener
el orden de la membrana. Se sabe que proteinas LEA de rotiferos mantienen la integridad
de la membrana asociandose con la bicapa de fosfolipidos (Pouchkina-Stantcheva et al.,
2007).

1.4 Clasificaciéon

Las proteinas LEA se han clasificado en 7 grupos de acuerdo a la homologia de su
secuencia de aminoacidos y motivos especificos (Battaglia et al., 2008) o por similitud de
composicion de péptidos mas que por similitud de secuencia de proteinas (Wise and
Tunnacliffe, 2004).

Las proteinas del Grupo 1 (G1LEA) de plantas, contienen una secuencia de 20 residuos de
aminoacidos (20-mero) en diferente nimero de copias, las proteinas de este grupo
desempefian un papel importante en el desarrollo del endosperma y en la proteccion

osmotica de los 6rganos vegetativos (Swire-Clark y Marcotle, 1999).

Otro grupo que se ha estudiado ampliamente es el 2 (G2LEA); las proteinas LEA de éste
grupo son también llamadas dehidrinas (Rohrig et al., 2006). Las proteinas del Grupo 2,
contienen una secuencia conservada de 15 aminoacidos (EKKGIMDKIKEKLPG) en el C-
terminal, y desempefian un papel importante en el metabolismo como chaperonas
moleculares, también juegan un papel importante en la resistencia a la sequia (Chen et al.,
2003; Wisniewski and Zagdanska 2001; Rizhsky and Mittler, 2002).

En el Grupo 3 (G3LEA) se encuentran las proteinas que estan constituidas por una
secuenciade 11 aminoacidos (TAQAAKEKAGE), cuya secuencia puede formar una hélice
anfipatica que podria participar en el secuestro de iones durante la deshidratacion (Zhang

and Zhao, 2003). En el Grupo 4 (G4LEA) se encuentran proteinas que estan desprovistas
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de secuencias con motivos repetidos, sin embargo, contienen una region conservada en el
extremo N terminal cuya estructura forma una hélice anfipatica, se sabe que su principal
funcion esta involucrada en mantener la integridad de la membrana plasmatica durante la
deshidratacion (Li et al., 1998; Chaves et al., 2003).

En el grupo 5 (G5LEA) se encuentran las proteinas LEA “atipicas”, en las cuales hay una
baja especificidad de residuos de aminoacidos y estos tienen la caracteristica de ser
hidrofébicos, se sabe que juegan un papel importante en la maduracion de la semilla y la
deshidratacion (Han and Kermode, 1996; Chen et al., 2002; Yu et al., 2002).

La mayoria de las proteinas LEA de animales descubiertas pertenecen al grupo G3LEA,
aunque embriones de Artemia franciscana y tardigrados expresan algunas proteinas LEA
del grupo | (G1LEA). Diversas proteinas LEA se han encontrado en animales como

nematodos, rotiferos, quironémidos, crustaceos y tardigrados (Campos et al., 2003)
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ANTECEDENTES

2.1 Genes queregulanlatoleranciaa la desecacion en quistes

En A. vinelandii se ha estudiado ampliamente el enquistamiento y los factores que afectan
dicho proceso, se conocen ya algunos reguladores globales que coordinan una respuesta
en diferentes genes que esta involucrados en la formacion estructural del quiste, asi como
en su tolerancia a la desecacion. Entre los genes y reguladores ya descritos se encuentran
genes para la biosintesis del alginato (algC y algD), reguladores como RpoS, Algu y una

chaperona pequefa de choque térmico Hsp20, entre otros.

El factor sigma AlgU y su proteina antisigma MucA estan implicados en el control de la
sintesis de alginato en A. vinelandii, se requiere a AlgU para la transcripcion del gen algD
de uno de sus tres promotores (Nufiez et al., 2000). El gen algC, que participa en la
produccion de alginato y lipopolisacéaridos, se transcribe a partir de dos promotores, uno de
los cuales, P1, depende de AlgU. Similar a las cepas que llevan mutaciones en los genes
biosintéticos de alginato que es esencial para el enquistamiento, las mutantes en algU son
incapaces de producir alginato y formar quistes resistentes a la desecacion (Moreno et al.,
1998). Por microscopia electronica se determiné que al igual que las mutantes en los genes
biosintéticos de alginato, las mutantes en algU carecen de las capas de capsula intina y

exina (Moreno et al., 1998).

El factor sigma RpoS es un regulador central durante la fase estacionaria en bacterias
(Navarro Llorens etal., 2010). En A. vinelandii, RpoS regula la formacion de quistesy activa
varios genes implicados en la sintesis de los componentes del mismo como alginato, PHB
y ARs. La inactivacion de rpoS no perjudica la sintesis de alginato, pero se ha demostrado
gue reduce significativamente la produccion de PHB y anula la sintesis de ARs (Castaneda
et al., 2001; Cocotl-Yafiez et al., 2011; Hernandez- Eligio et al., 2011).

Una mutante en rpoS es incapaz de formar quistes resistentes a la desecacion. El analisis
mediante microscopia electrénica de los quistes formados por esta mutante reveld que
carecen de las capas intina y exina del quiste (Cocotl-Yafiez et al., 2011), lo que sugiere

gue RpoS debe controlar los genes implicados en la formacién de la estructura del quiste.
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Se ha identificado una proteina pequefia de choque térmico, Hsp20 una de las proteinas
mas abundantes en los quistes de A. vinelandii (Cocotl-Yafiez et al., 2014). Se ha
confirmado que la transcripcion de hsp20 se controla a partir de un promotor RpoS
dependiente y se sabe que Hsp20 también es esencial para la resistencia a la desecacion

de los quistes de A. vinelandi.

2.2 Distribucion y expresion de proteinas LEA

Las proteinas LEA se identificaron por primeravez en plantas terrestres (Galau et al., 1986;
Dure et al., 1981) y su expresion esta asociada con tolerancia a la desecacion en las
semillas (Bartels, 2005).

Durante los ultimos afios, una serie de hallazgos han demostrado que estas proteinas estan
presentes en bacterias (Dure, 2001; Stacy and Aalen, 1998; Battista et al., 2001),
cianobacterias (Close and Lammers, 1993), mohos (Eichinger et al., 2005) y hongos (Sales
et al., 2000). (Campos et al., 2003)

Sin embargo, Unicamente han sido encontradas proteinas LEA de los grupos G1LEA y
G3LEA en organismos diferentes de plantas.

2.2.1 Proteinas LEA en eucariontes

En Artemia franciscana, se han encontrado proteinas LEA y LEA-like (Menze et al., 2009;
Sharon et al., 2009; Hand et al., 2007). AfrLEA1 es altamente hidrofilica y presenta similitud
de secuencia con una proteina LEA de C. elegans (CeLEA). AfrLEA2, presenta homologia
con proteinas G3LEA de plantas (Brassicanapus). Se ha estudiado la funcion de diferentes
genes lea en la respuesta al estrés hipersalino en el desarrollo embrionario y se sabe que
al menos 3 genes que codifican para proteinas LEA estan altamente expresados en quistes
y en embriones post-diapausicos, indicando que juegan un papel importante en la respuesta
al estrés salino (Wu et al., 2011).

En el rotifero Adineta ricciae (Pouchkina-Stantcheva et al., 2007) se encontraron dos genes
LEA (ArlealA, ArlealB) situado en dos zonas separadas del cromosoma. La expresion de
ambos genes aumenta varias veces durante la desecacién. La secuenciade las proteinas
de ambos genes son similares, pero su estructura en el estado hidratado difiere
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significativamente ArLEA1A se encuentra intrinsecamente desordenada en el estado
hidratado, y adquiere una conformacion de o-hélices tras la desecacion, ArLEA1B, en

contraste, presenta una estructura de o.-hélices en el estado hidratado.

También se sabe que LEALA previene la agregacion de la enzima citrato sintasa (CS)
probablemente interactuando con los fosfolipidos, mientras que ArLEA1B aumenta la
agregacion de esta enzima.

Por otro lado en otro rotifero, Brachionus plicatilis se reportaron 3 secuencias EST que
presentaban homologia en secuenciacon proteinas G3LEA (BpaLEAL y BpaLEA2). Ambas
proteinas son altamente hidrofilicas pero difieren en tamafio por aproximadamente 360
aminoacidos. BpalLEAl1l muestra altas similitud con CeLEA1 de C. elegans y con una
proteina G3LEA de soja. BpaLEA2 exhibe similitud con una proteina que contiene dominio
LEA de A.thaliana (Denekamp et al., 2009). Se analiz6 la expresion de las secuencias y se
sabe gque se encuentran principalmente en hembras que producen embriones diapausicos
y quistes, pero no se encontraron en otras hembras ni en machos y desaparecen durante
la eclosion, sugiriendo una expresion programada durante el desarrollo, formacion del
quiste y la germinacion del mismo ya que los transcritos de las proteinas LEA se degradan

durante la germinacion (Denekamp et al., 2010).

En el 2012, Browne y colaboradores, reportaron la expresion de una proteina G3LEA
inducida por desecacion en el nematodo Aphelenchus avenae, la proteina estd compuesta
por 143 aminoacidos, es altamente hidrdéfilica (con una hidropatia de -1.58), y presenta
cuatro copias de un motivo 11-mero que es caracteristico de las proteinas LEA del grupo
3.

2.2.2 Proteinas LEA en procariontes

En Bacillus subtilis, se ha reportado la similitud entre un motivo hidrofilico repetido presente
en una proteina relacionada con el estrés salino, choque térmico y limitacion de oxigeno
(GsiB) y un motivo interno repetido del grupo G1LEA (Stacy and Aalen, 1998)

En Deinococcus radiodurans se encontro el gen DR1172, un homologo de la familia LEA76
y DRB0118, un homélogo de una proteina asociada con la tolerancia a la desecacion en

Craterostigma plantagineum. La inactivacion de estos genes por transposicion “in vitro”
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ocasion0 una pérdida de viabilidad del 75% cuando los cultivos fueron expuestos a
desecacion por un periodo de 2 semanas. Esto demuestra que los genes DR1172 y
DRBO0118 codifican para proteinas necesarias para la resistencia a la desecacion en esta
especie (Batista et al., 2001).

En el 2013, Campos y colaboradores, realizaron un analisis para identificar homologos de
proteinas G1LEA en organismos diferentes de plantas, para lo cual utilizaron la base de
datos de NCBI y realizaron un BLAST con las secuencias AAEM1 de Arabidopsis, y el 20-

mero de la proteina GsiB de B. subtilis.

Encontraros secuencias que codifican proteinas que contienen el motivo G1LEA, para 32
genomas bacterianos y 2 Arqueas. Entre los genomas bacterianos se incluyen 22 especies
del phylum Firmicutes, 10 Especies del phylum Proteobacteria y uno del phylum Chloroflexi.
También determinaron que el nimero de genes lea encontrados, varia ampliamente entre
las especies.

En A. vinelandii se identificaron cuatro genes, Leal, Lea2, Avin2300, Avin44390 (anotados
en el genoma como Avin11010 y Avin11020, Avin2300, Avin44390 respectivamente) que
compartenidentidad con proteinas LEA de plantas y con una proteina presente en Bacillus

sp que se induce bajo condiciones de estrés (Wu et al., 2011; Campos et al., 2013).

Unicamente las secuencias de los genes Leal y Lea2 contienen el motivo eucarionte

caracteristico de las proteinas LEA, pero difiere de los motivos encontrados en bacterias.
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JUSTIFICACION

En la mayoria de los organismos, la dormancia, o la pausa metabdlica, esta asociada con
la desecaciéon. Como mencionamos anteriormente A. vinelandii sufre un proceso de
diferenciacién para formar quistes resistentes a la desecacion y una vez que las condiciones

son favorables, los quistes germinan a células vegetativas.

Para entender el mecanismo de regulacion del proceso de enquistamiento y de su
tolerancia a desecacién asi como otros tipos de estrés en A. vinelandii, se pretende
determinar el papel que juegan los genes leal ylea2 en la tolerancia a la desecacion de los
quistes y en la tolerancia a otros tipos de estrés abiodtico en células vegetativas. Estos genes
presentan homologia con proteinas LEA, que son expresadas en plantas y otros

organismos en respuesta a diversos tipos de estrés como desecacion, entre otros.

HIPOTESIS

Los genes Leal y Lea2 estan involucrados en la tolerancia a la desecaciony otros tipos de

estrés abiotico en quistes y células vegetativas de A. vinelandii.

OBJETIVO

Analizar el papel que desempefian los genes Leal y Lea2 bajo distintas condiciones de
estrés abidtico en quistes y células vegetativas de A. vinelandii.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar si los genes Leal y Lea2 estan involucrados en el proceso de la
formacion del quiste y en la tolerancia a la desecacion en A. vinelandii.

e Determinar si los genes Leal y Lea2 estan involucrados en la resistencia a
diferentes tipos de estrés abidtico como salinidad y altas temperaturas en quistes y
células vegetativas.

e Analizar el efecto de la sobreexpresion de las proteinas LEA de A. vinelandii en E.
coli

e Determinar la actividad protectora de las proteinas LEA sobre la enzima lactato

deshidrogenasa “in vitro”
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MATERIALES Y METODOS

6.1 Medios de cultivo y cepas utilizadas

Para todos los experimentos se utilizo la cepa AEIV de A. vinelandii, el medio utilizado para
el crecimiento de células vegetativas fue Burks sacarosa (BS) (Kennedy et al., 1986), para
la produccién de quistes se utilizé el medio BB, utilizando como fuente de carbono butanol
al 0.2% (Sadoff et al., 1971) esterilizado por filtracion.

Se utilizaron las cepas DH5a y BL21 (DE3) de Escherichia coli para transformar y expresar

los genes y la proteina LEA recombinante respectivamente.

6.2 Analisis “in silico" de secuencias

Se realizé un BLAST utilizando la secuencia de los genes Avin11010 y Avin11020, se
decidi6 renombrar a los genes como Leal y Lea2, respectivamente. Se realiz6 un
alineamiento multiple utilizando secuencias codificantes para proteinas LEA en diferentes
organismos utilizando el programaen linea CLUSTAL OMEGA. Se construyeron curvas de
hidropatia utilizando el algoritmo Kyte & Doolitlle para predecir el grado de hidrofilicidad de
las proteinas y PONDR (Predictor of Natural Disordered Regions, http://www.pondr.com/)
para determinar el grado de desorden de las proteinas analizadas.

6.3 Clonacién de genes Lealy Lea2

El gen Lea2 se localiza rio arriba del gen Leal (Fig. 7). Se disefiaron los oligonucleotidos
Av1020F1 / Av1020R1 para amplificar mediante PCR una region de 1.12 Kb (Fig. 8a) que
contenia laregion codificante de ambos genes, utilizando comotemplado ADN cromosomal
de A. vinelandii, AEIV (WT). El ciclo de amplificacion de PCR fue el siguiente: 98°C 107,
98°C 307, 56°C 30", 72° 40”. El fragmento amplificado se ligé en el vector de clonacion
pJET1.2 / blunt (Fig. 8b) para producir el plasmido pLEA11012. Posteriormente se
transformaron células de E.coli, se confiirm6 la identidad de las clonas mediante

secuenciacion.
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Figura 7. Mapa genético de la regién de los genes Leal y Lea2 en el cromosoma de A. vinelandii.
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Figura 8. Producto de PCR de la amplificacién de los genes Leal y Lea2 (a). Carriles: (1) Marcador

de peso molecular; (2-5) clonas de E. coli con el fragmento deseado. (b) Vector de clonacion
pJETL1.2/blunt.

Para deletar el gen Leal se disefiaron los oligonucle6tidos Av10invF1/Av10invR1 que se
utilizaron para eliminar mediante PCR inversa un fragmento de 299 pb de la region
codificante Leal del plasmido pLEA11012. El ciclo de amplificacién de PCR fue el siguiente:
98°C 107, 98°C 307, 56°C 30", 72° 40”. El plasmido linearizado obtenido se ligd a un

cassette de resistencia a gentamicina (Gm"), para producir el plasmido pLEA1101, en el
cual el gen Leal fue reemplazado por el Gm'.

De la misma forma, los oligonucledtidos Av20invF1/Av20invR1 se utilizaron para eliminar
por PCR inversa 89 pb del gen Lea2 del plasmido pLEA11012 mediante el siguiente ciclo
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de amplificacion: 98°C 107, 98°C 307, 56°C 30", 72° 40”. El fragmento resultante se clon6
a un cassette de resistencia a kanamicina (Km") para producir el plasmido pLEA1102.
Para eliminar ambos genes Leal y Lea2 del plasmido pLEA11012, se eliminé mediante
PCR inverso un fragmento de 636 pb que contenia region codificante de ambos genes
utilizando los oligonucledtidos Av10invF1/Av20invR1. Los genes Leal-Lea2 fueron
reemplazados por un cassette de resistencia a espectinomicina (Sp") para producir el
plasmido pLEADC. El ciclo de amplificacion de PCR para deletar ambos genes fue el
siguiente: 98°C 10”, 98°C 307, 56°C 30", 72° 40".

Para construir la cepa complementante Leal-2-pLeal-2, se transformo el plasmido
pLEA11012 en la doble mutante Leal-Lea2 para su integracién en el cromosomade A.
vinelandii como resultado de un evento de recombinacién homéloga. Se prepararon células
competentes de A. vinelandii AEIV (Anexo B) y se transformaron con los plasmidos
pLEA1101, pLEA1102 y PLEADC, como se describié anteriormente por Bali et al., 1992
(Anexo B). Las transformantes fueron seleccionadas mediante resistencia a gentamicina,
kanamicina y espectinomicina y tetraciclina. Las cepas mutantes en los genes Leal, Lea2
y la doble mutante se denominaron Leal, Lea2 y Leal-Lea2, respectivamente. La
complementante se denominé Leal-2-pLeal-2 y se utilizé para confirmar que el fenotipo
observado se debia a la ausenciade los genes Leal y Lea2. Las mutaciones en los genes
se confirmaron mediante PCR (Fig. 9). Con la interrupcién de los genes y la insercion de
los cassettes de resistencia, esperdbamos una banda de 2,343 pb para la mutante en el
gen Leal, una de 3,311 pb para la mutante del gen Lea2 y una de 1,571 pb para la doble
mutante Leal-Lea?2.
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Figura 9. PCR de mutantes en los genes Lea de A. vinelandii. De izquierda a derecha: mutante en
gen Leal (leal), mutante en gen Lea2 (lea2), doble mutante (leal-lea2), complementante (leal-2-
pleal-2).
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6.4 Ensayo de enquistamiento

Para demostrar sila interrupcion de los genes Leal y Lea2 en las mutantes de A. vinelandii
tenia un efecto en el proceso de formacion del quiste, se crecieron las cepas en agar con
medio BB y se incubaron las placas por un lapso de 5 dias. Transcurrido el tiempo, se
levant6 el tapete bacteriano, se tom6 una muestra y se observo el fenotipo de los quistes

en las mutantes mediante microscopia optica.

Para determinar la tolerancia ala desecacion de los quistes producidos por las mutantes se
realizo el ensayo de resistencia a la desecacion, (anexo B) para esto se utilizaron cultivos
crecidos durante 24 h en medio liquido BS, se indujo el enquistamiento con 0.2% de n-

butanol y se incubaron durante 5 dias a 30°C (Campos et al., 1996).

Se colocaron aproximadamente 106 CFU de cada cepa en membranas Millipore de 0.2 mm
y se colocaron en cajas Petri estériles a 30°C durante tiempos prolongados desde 5 dias
hasta seis meses. Transcurrido el tiempo, se tomaron muestras para determinar la
tolerancia a la desecacion de los quistes, para lo cual cada muestra se resuspendié en 1
ml de medio BS. Se sembraron placas de medio BS con diferentes diluciones para
determinar el nimero de CFU obtenidas. Las células capaces de germinar se consideraron
tolerantes a la desecacion. La cepa gacA se utiliz6 como control negativo, no es capaz de
formar quistes debido a una mutacion en el sistema GacS-GacA, un regulador del
enquistamiento.

6.5 Fusiones transcripcionales de genes Lealy Lea2.

Para determinar las condiciones de expresion de los genes, bajo condiciones vegetativas y
de enquistamiento se construyeron fusiones transcripcionales para ambos genes Lea.

Para amplificar un fragmento de PCR de 178 pb que contenia la region promotora del gen
Leal se utilizaron los oligonucleétidos AvFTLEALF1/AVFTLEALR1, que contenian sitios de
restriccion Sacll y Pstl .Para amplificar la region promotora de 195 pb del gen lea2 se
utilizaron los oligonucledtidos AVFTLEA2F1/AVFTLEA2R1 con los mismos sitios de

restriccion. Los ciclos de amplificacion usados fueron los siguientes:
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Una vez obtenidos los fragmentos, se clonaron en el vector pUMATcgusAT (Muriel-Millan
et al., 2015), el cual contiene como reportero al gen gusA, que codifica para la enzima [3-
glucuronidasa. Los plasmidos obtenidos se denominaron pavLEA1-gusA, para la fusion

transcipcional del gen Leal y pavLEA2-gusA, para el gen Lea2.

Estos plasmidos se transformaron en cepa AEIV; se seleccionaron transformantes
resistentes a tetraciclina que contenian las fusiones génicas integradas al cromosomacomo
resultado de un evento de doble recombinacion en el sitio melA. Las cepas de A. vinelandii
obtenidas se denominaron leal-gusA y lea2-gusA para el gen Leal y Lea2,
respectivamente. La presencia de las fusiones en los cromosomas de A. vinelandii se
confirmé mediante PCR. Las actividades de B-Glucuronidasa de al menos tres cultivos
independientes se determinaron siguiendo el método descrito en el anexo B. Una unidad

de actividad B-glucuronidasa corresponde a 1 nmol de sustrato (X-Gluc) hidrolizado min-1

mg proteina-1.

6.6 Ensayos de tolerancia

Para determinar si la tolerancia a diferentes tipos de estrés en los quistes de las mutantes
obtenidas de A. vinelandii se ve afectada por la interrupcién de los genes Leal y Lea2, se

realizaron las siguientes pruebas de tolerancia en quistes y en células vegetativas.

6.6.1 Estrés osmotico

Se determind la viabilidad de las células cuando las células fueron crecidas a diferentes
concentraciones de NaCl y sorbitol. Se partido de un cultivo de 50 ml en medio BS de las
diferentes cepas de A. vinelandii en matraces Erlenmeyer de 250 ml con los antibiéticos
correspondientes. Después de 48 h se centrifug6 todo el cultivo y se lavaron las células con
MgSO4+ 10 mM para eliminar el exceso de alginato, posteriormente se resuspendio la
pastilla bacteriana en 1 ml de MgSO4 y se inocularon matraces conmedio BS que contenian
diferentes concentraciones de NaCl y de sorbitol (0.1 y 0.5 M). La D.O. inicial se ajusto a
0.05 y transcurridas 48 h de crecimiento se sembraron 100 pl de las diluciones apropiadas

en placas de BS para determinar CFU.
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Para los ensayos de estrés osmaético en E. coli, se partié de un precultivo de 20 ml las
diferentes cepas, BL(DE3)/pET22b+, BL(DE3)/pavLEAL y se inocularon 200 ul de estos en

medio LB fresco con los antibidticos correspondientes.

Cuando los cultivos alcanzaron una D.O.eoo de 0.6, se adicioné Isopropil-B-D-1-
thiogalactopiranosido (IPTG) a una concentracion final de 1 mM para inducir la expresion
de la proteina avLEAL y se prolong6 el crecimiento durante 2 h adicionales. 100 ul de estos

Los cultivos se extendieron en placas de medio LB que contenian diferentes
concentraciones de NaCl (0.1 - 0.5 M). La viabilidad celular se cuantificé como el porcentaje
de CFU en las placas estresadas, con respecto al nUmero de colonias de que aparecen en

la placa control después de una incubacion de a 37°C (Soto et al., 1999).

6.6.2 Termotolerancia

Para investigar el efecto de las mutaciones en la tolerancia de las cepas a altas
temperaturas se pusieron cultivos de 50 ml por duplicado de las diferentes células de A.
vinelandii en medio BS durante 48 h a 30°C. La mitad de los cultivos de las cepas fueron
utilizados parainducir el enquistamiento en medio BB, selavaron y centrifugaron las células
y una vez libres de alginato, se incubaron durante 5 dias en medio BB liquido.
Posteriormente se tomaron muestras de 1 ml en tubos de ensayo y se incubaron en bafios
de agua ajustados temperaturas en un rango de 40 a 65°C durante 15 min. Los tubos se
retiraron y se enfriaron inmediatamente y se sembraron diferentes diluciones sobre placas
de medio BS. Se determind la viabilidad mediante CFU después de 48 h de incubacién a
30° C.

6.7 Expresiony purificacion de la proteinaavLEAL

Para la construcciéndel vector de expresion pavLEAL, el cual contiene a la proteina avLEAL
fusionada a un Tag 6xHis en el C- terminal, se disefiaron los oligonucleétidos
AVEXpLEAF1/AVEXpLEAR1 que contienen los sitios de restriccion para las enzimas Ndel,
y Xhol. Utllizando ADN de la cepa AEIV se amplificé un fragmento de 396 pb que
correspondian al gen leal sin el codén de inicio y término. Este fragmento fue clonado en
el vector pET22b+ en los sitios de restriccion Ndel y Xhol para producir el plasmido

pavLEAL (Fig. 10). Se utilizaron células de la cepa de E. coli BL21 (DE3) para expresar la
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proteina avLEAl. La cepa resultante que contenia el vector pavLEAl se denomind
BL(DE3)/pavLEAL, como control se utilizé la cepa BL(DE3) que contenia el vector vacio.
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Figura 10. Expresion y purificacion de la proteina avLEAl en E. coli. a) Vector de expresion
pET22b+. b) Confirmacién de la amplificacion por PCR del gen Leal clonado en el vector pET22b+

en E. coli, M. marcador de peso molecular; 1-5) Clonas analizadas.

La cepaBL (DE3)/pavLEA1L se inoculd en medio LB suplementado con ampicilina y durante
la noche a 37°C. Se utilizé una muestra del cultivo para inocular 100 ml de medio fresco a
0.05 ODsoonm. Después de 2 h a 37°C, se adiciond IPTG a una concentracion de 1mM para
inducir la proteina y se prolongé el crecimiento durante 2 h més.

Se centrifugaron los cultivos y los pellets bacterianos se resuspendieron en buffer de lisis
(50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8.0) adicionando una tableta de
inhibidor de proteasas por cada 50 ml de buffer. Las células se sonicaron en hielo y el
extracto crudo se centrifugd por 20 min a 12, 000 rpm a 4°C. Las muestras se corrieron en
un gel SDS-PAGE.

La purificacion de las muestras se realizé mediante una columna Superflow Ni-NTA; se
utilizaron 20 ml de buffer de lavado (50 mM NaH2PO4, 300 mM NacCl, 20 mM imidazol, pH
8.0) y 5 ml de buffer de elucién (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 300 mM imidazol, pH
8.0).
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Se confirmd la purificacion de la proteina avLEAlen un gel de poliacrilamida al 12%. Se
utilizaron muestras de las eluciones de los extractos de cultivos inducidos con IPTG
después de 2 h, (Fig.11 ay b). Se confirmé la identidad de la proteina mediante Western
Blot utilizando un anticuerpo anti-His (Fig. 11c).
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Figura 11. Expresion y purificacion de la proteina avLEAL en E. coli. a) Gel de poliacrilamida de la
expresion de la proteina avLEA1 después de 2 horas de induccion con IPTG. b) M. marcador de
peso molecular; 1) fraccion soluble de células de E. coli BL21(DE3) sin IPTG. 2) fraccion soluble de
células de E. coliinducidas con IPTG después de 2 h. 3) proteina avLEAL purificada. ¢) Western Blot
de la proteina avLEA1 utilizando anticuerpo anti-His.
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6.8 Ensayos de proteccién enziméatica

Se disolvieron 0,4 mg/mL de L-lactato deshidrogenasa (LDH) de musculo de conejo en
buffer de ensayo que contenia 100 mM de NazHPOu4 (pH 7,5), piruvato 2 mMy NADH 100
mM. Para determinar la actividad enzimatica de la LDH se afiadieron 100 ul de la solucion
de LDH a 500 pl de agua desmineralizada por duplicado, a la mitad de las muestras se les
agrego la proteina avLEAL purificada a una relacion molar 1:1. La mezcla de buffer con
LDH que contenian o no la proteina purficada se sometieron a ciclos de congelamiento
durante 15 min en hielo seco y posterior descongelamiento durante 15 min en un bafio de
agua a 25°C. Este ciclo se repiti6 hasta 10 veces, después de esto, la actividad de LDH se
determiné mediante absorbancia a O.D.zsnm durante 1 mindebido ala conversion de NADH
a NAD a 25 ° C. Todos los valores dados se expresaron como el porcentaje de la velocidad
de la reaccion medida para las muestras no tratadas. La actividad enzimética para cada
muestra se determind en al menos tres ensayos independientes. Como control positivo se
utilizé6 albumina de suero bovino (BSA) en relacion molar 1:1 debido a su actividad
crioprotectora.
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RESULTADOS

7.1 Las proteinasavLEAl y avLEA2 DE A.vinelandii cumplen con las caracteristicas
estructurales de las proteinas G1LEA

El genoma de A. vinelandii contiene cuatro genes que codifican para proteinas LEA
(Campos et al., 2013). La proteina codificada por el gen Avin11010 contiene cuatro
repeticiones del 20-mero, la proteina Avin11020 contiene s6lo uno (Campos et al., 2013).
Las secuencias del 20-mero de la proteina codificada por Avin11010 similar a los 20-meros

de las proteinas LEAL de eucariontes, pero no en procariontes (Wu et al., 2011).

Utilizando CLUSTAL OMEGA, se realiz6 una alineacién multiple de los 20-meros de las 4
proteinas LEA 1 de A. vinelandii y proteinas LEA 1 de otros organismos procariotas,

argueas Yy eucariotas (Fig. 12).
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Figura 12. Alineamiento de la secuencia del 20-mero de proteinas LEA de A. vinelandii y proteinas
LEA de otros organismos. Sub-motivos presentes en: Todos los organismos (sombreado gris); sub-
motivo presente en Archaeas (subrayado); sub-motivo encontrado en bacterias (negrita); motivo en
Eukarya (negro).
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En el 2011, Wuet al., reportd que la proteina codificada por el gen Avin11010 posee sub-
motivos eucariotas. En este estudio, encontramos que el 20-mero presente en la proteina
codificada por el gen Avin11020 también contiene el sub-motivo presente en las proteinas
LEA eucariotas. El gen Avin44390 codifica para una proteina LEA que tiene un sub-motivo
encontrado en Archeas, mientras que el Avin02300 posee el sub-motivo procariotico. La
secuencia del 20-mero del gen Avin02300 comparte la mayor identidad con proteinas LEA
presentes en las bacterias del género Pseudomonas (Fig. 12); las cuales estan

filogenéticamente relacionadas con A. vinelandii (Setubal et al., 2009).

Centramos la atencion en los genes Avin11010 y Avin11020 debido a que presentan los
motivos repetidos caracteristicos de las G1LEA (Campos et al., 2013). De acuerdo con
estos datos, denominamos a estos genes, Leal y Lea2 respectivamente y avLEAL y
avLEA2 a sus productos proteicos. La region codificante del gen Leal es de 402 pb,
generando una proteina de 133 residuos de aminoacidos con una masa molecular
calculada de 14,3 kDa y un pl teérico de 6.87. El gen Lea2 codifica para una proteina de
55 aminoacidos, con una masa molecular calculada de 5.9 KDa y un pl teérico de 9.9. El
gen lea2 se localiza rio arriba del gen Leal separado por una regién intergénica de 165
nucleodtidos. Las curvas de hidropatia de Kyte y Doolittle mostraron que ambas proteinas
avLEA1 y avLEAZ2 son fuertemente hidrofilicas, con un indice de hidropatia de -1.6 y -1.3,
respectivamente (GRAVY, Kyte y Doolittle, 1982) (Fig 13a).

avLEA1 avLEA2

Hydropathy Score
°
Hydropathy Score
°

5 - ' ot M W \ A~ NA
A IVE AN L PN ROV VAl

- L\F -

20 48 60 88 1ea 120 18 20 38 40 50
Hindou Position Window Position

Figura 13. Analisis “in silico” de avLEA1l y avLEA2. a) Patrén hidrofilico de avLEAl y avLEA2
mediante curvas de hidropatia de Kyte-Doolittle.
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Al igual que otras proteinas LEA, los programas de prediccion desordenada sugieren que
avLEAl y avLEA2 carecen de una estructura terciaria determinada, encontrandose

parcialmente desordenadas (Fig. 13b).
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Figura 13. Analisis “in silico”’de avLEAL y avLEA2. b) Prediccién del grado de desorden de avLEA1l
y avLEA2 usando el senidor web PONDR.

7.2 Obtencién de mutantes enlos genes Lea en A. vinelandii

Para la obtencion de las cepas mutantes, se interrumpieron los genes Leal y Lea2 mediante
PCR inversa y se ligaron con cassettes de resistencia a gentamicina (Gm") y kanamicina
(Km") y espectinomicina (Sp") y los fragmentos se clonaron en el vector pJET 1.2/blunt.

Los plasmidos construidos fueron los siguientes: pLEA11012; contiene la amplificacion del
fragmento de los genes Leal y Lea2 (Fig 14a); pLEA1101, contiene la region intergénica
del gen leal interrumpida por un cassette de resistencia a Gm (Fig 14b); pLEA1102,
contiene la region intergénica del gen lea2 interrumpida por un cassette de resistencia a
Km (Fig 14c); pLEADC, es el plasmido pLEA11012 utilizado para construir la doble mutante,
el cual contiene ambos genes, Leal y Lea2 interrumpidos por un cassette de resistencia a
Sp (Fig 14d); el plasmido pLEADC se utilizé para complementar la doble mutante por

recombinacion homologa en el cromosoma de A. vinelandii.
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Todas las construcciones se linearizaron con la enzima Scal y se transformaron en la cepa
AEIV (WT) de A. vinelandii.
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Figura 14. Representacion esquematica de los plasmidos para la construccion de las mutantes en
los genes Lea de A. vinelandii. a) Plasmido con la region codificante de los genes leal y lea2.
Plasmidos para construir las mutantes b) leal, c) lea2, d) leal-lea2, e) Integracién del plasmido
pLEA11012 en el cromosoma de la cepa leal-lea2 para construir la cepa complementante.

7.4 El gen Leal es necesario para contrarrestar la desecacion en quistes de A.

vinelandii

Para determinar si la interrupcion de los genes Lea de A. vinelandii tenia un efecto en el
proceso de enquistamiento, se construyeron cepas que portaban mutaciones en los genes
Leal o Lea2, asi como un doble mutante Leal- Lea2. Las cepas mutantes y la cepa AEIV
se crecieron en placas de medio BB durante 5 dias. Se recogieron muestras de estas
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células (quistes) y se usaron para la visualizacién de microscopia 6ptica, la cepa gacA se
utilizé como control negativo.

De acuerdo a los resultados obtenidos por microscopia optica, observamos que tanto las
mutantes en los genes Lea, asi como la doble mutante fueron capaces de formar quistes y
no observamos diferencias fenotipicas de los quistes formados por las mutantes con
respecto a la cepa AEIV (Fig. 15).

AEIV lea1 lea2 lea1-lea2 lea1-2-plea1-2

Figura 15. Microscopia éptica de quistes de A. vinelandii. AEIV (WT) y mutantes lea después de 5

dias de incubacion en placas de medio BB tefiidos con Fast Blue.

Las proteinas LEA estan asociadas con la tolerancia a la desecacion en organismos
procariotas y eucariotas. Los quistes producidos por A. vinelandii tienen la caracteristica de
ser resistentes ala desecacion. Por lo tanto, una vez determinado que los genes lea no son
necesarios para la formacion del quiste, decidimos investigar si la interrupcion de estos
genes tenia un efecto en la tolerancia de los quistes a la desecacion.

De forma similar a los quistes formados por la cepa AEIV, los quistes desarrollados por las
tres mutantes en los genes Lea mostraron ser resistentes a la desecacion después de 5
dias; sin embargo, la resistencia de los quistes se vio severamente afectada y disminuyo a
los dos meses de tratamiento y se perdié por completo después de tres meses en la cepa
mutante Leal.
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Por el contrario, los quistes formados por la cepa AEIV y la mutante Lea2 mostraron
resistencia a la desecacion incluso después de 6 meses (Tabla 2).

Con los datos obtenidos, podemos concluir que los genes Leal y Lea2 no son necesarios
para el proceso de enquistamiento en A. vinelandii, sin embargo, el gen Leal esta
involucrado en la tolerancia a la desecacion del quiste, siendo necesario para que los
quistes sean capaces de soportar largos periodos de desecacion.

Resistencia a la desecacion (%)
Cepa Genotipo

5 dias 1 mes 3 meses 6 meses
AEIV WT 9.7+ 5.3 112 £41 131 +84 175 +32
leal Avin1101:Gm 10.1 £39 42 +22 15+13 <0.0001
lea2 Avin1102::Km 156 £35 103 £3.1 95 +6.1 183 £2.6
leal-lea2 Avin1101/1102::Sp 74 +£46 35+23 25+13 <0.0001
leal-2-pleal-2  Avin1101/1102::Sp+pUMA 115 £38 171 £65 214 £32 154 41
AEIV-gacA gacA:Gm <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

Tabla 2. Porcentaje de quistes resistentes a la desecacion después de 5 (a), 30 (b), 90 (c) 180 (d)
dias de tratamiento.

7.4 El gen Leal se expresa mayoritariamente en los quistes de A.vinelandii

De los resultados anteriores concluimos que Leal pero no Lea2 contribuye a la resistencia
del quiste a la desecacion. Para determinar bajo qué condiciones se expresan los genes
Leal y Lea2, se construyeron fusiones transcripcionales, y se determiné la actividad de f-

glucoronidasa en células vegetativas y quistes.

Primeramente, observamos que hay una expresion diferencial entre ambos genes,
expresandose 2.5 veces mas el gen Leal sobre el gen Lea2 para las dos condiciones
probadas. La expresion de la fusion leal-gusA en quistes fue el doble que la expresion de
la misma fusion para las células vegetativas (Fig.16a). Interesantemente, la expresion de
leal-gusA aumentd de manera gradual durante los 5 dias del proceso de enquistamiento
mientras que para la fusion lea2-gusA la expresion se mantuvo constante a lo largo del
proceso (Fig. 16b).
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Estonos indica que los genes que codifican para proteinas LEA en A.vinelandii, se expresan
diferencialmente dependiendo del estado en el que se encuentrala célula y que el gen Leal
se expresa mayoritariamente en condiciones de enquistamiento, mientras que el gen Lea2
parece expresarse de manera basal y constitutiva. La expresion del gen Leal bajo
condiciones de estrés, en este caso, enquistamiento, concuerda con el hecho de que en
plantas, las proteinas LEA se expresan y acumulan de forma abundante en las semillas

justamente antes del proceso de germinacion cuando la semilla estd en un estado
deshidratado.

25 )
i 3 Vegetativas
20 - El Cuistes

15 1

10 1

p—glucuronidasa

-
L

Nl EEN D

leal-gusA lea2-gusA

25+
& leat-gusA :

an{ - leal-gusA
15 -

10 -

p-glucuronidasa

Dias

Figura 16. Actividad B— Glucoronidasa de cepas leal-gusA y lea2-gusA durante el proceso de
enquistamiento en A. vinelandii. a) Expresién de leal y lea2 en medio BS y BB; b) Expresion de leal

y lea2 durante 5 dias en medio BB. Las desviaciones estandar estan basadas en tres experimentos
independientes. (*) Indican diferencia significativa (p <0.05).
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7.5 El gen Leal es necesario paratolerar el estrés osmético en A. vinelandii.

Varios reportes indican que la sobreexpresion de los genes Lea en diferentes organismos
ocasiona un aumento en la tolerancia a distintas condiciones de estrés osmético. Para
determinar el efecto de la mutacion de los genes lea en el crecimiento y supervivencia de
A. vinelandii bajo condiciones de estrés, se crecieron cultivos de las diferentes mutantes a
diferentes concentraciones de NaCl y sorbitol y se realizaron cuentas viables después de
48 h.

La mutante Leal fue significativamente mas sensible que la cepa AEIV y la mutante Lea2
al estrés osmotico cuando se crecié a una concentracion de 0.15 M de NaCl (Fig. 17a).
Cuando la concentracion de NaCl en el medio se aument6 a 0.3 M, la mutante Leal fue
incapaz de sobrevivir, mientras que la mutante Lea2 mostré una tolerancia similar a la de
la cepa AEIV.

a
4
2.010 = AEIV
1.6510° - B leal
& lea2
E 1.2x10%4 = leat-lea2
E -4 lea1-2-pleal-2
O B8.0x10°4
4.010° 1
o T T | T | T
o 2 \z) ) ] ) S
0&@ QN ﬁ"\ ﬁ.} Q.} 5‘;? Q? le
o

NaCl (M)

Figura 17. Tolerancia al estrés osmético de los mutantes Leal y Lea2 de A. vinelandii. Crecimiento
de mutantes de A. vinelandii a 24 h en medio liquido BS en presencia de NaCl, Las barras de error
representan desviaciones estandar de tres experimentos independientes. (*) Indican diferencia
significativa (p <0.05)
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Se obtuvieron resultados similares cuando se agregd una concentracion de sorbitol
osmoticamente equivalente al medio de crecimiento (1 M). Nuevamente, la mutante Leal
fue la mas afectada al crecimiento en este medio cuando el medio fue suplementado con
0.4 M de sorbitol (Fig. 17b).

Estos resultados indican que el gen Leal es necesario para la supervivencia de A. vinelandii
en altas concentraciones de agentes osmaticos tales como NaCl y sorbitol.
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Figura 17. Tolerancia al estrés osmético de los mutantes Leal y Lea2 de A. vinelandii. Crecimiento
de mutantes de A. vinelandii a 24 h en medio liquido BS en presencia de Sorbitol. Las barras de error
representan desviaciones estandar de tres experimentos independientes. (*) Indican diferencia
significativa (p <0.05)
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7.6 El gen Leal es necesario paralatolerancia a altas temperaturas en A.vinelandii

Al observar que la interrupcion del gen Leal ocasionaba una disminucion en la tolerancia
al estrés osmdtico, nuestro siguiente objetivo fue determinar si las mutantes eran también
mas sensibles otros tipos de estrés. Para investigar la contribucion de los genes Leal y

Lea2 en la tolerancia a altas temperaturas en A. vinelandii, se evalu6 la supervivencia de
células vegetativas y quistes de las mutantes Leal y Lea2.

Para el ensayo de tolerancia a la temperatura, se utilizaron células vegetativas (Fig. 18a) y
quistes (Fig. 18b) que fueron expuestos a temperaturas en un rango de 40 a60 °C durante
15 min, tiempo después del cual se hicieron diluciones y se determinaron cuentas viables.

Para el caso de las células vegetativas, la mutante Lea2 se comporté de manera similar a

la cepa AEIV, ya que no se obtuvieron colonias después de 15 min de exposicién a 50°C.
Para la mutante Leal, la exposicion a 45°C fue letal (Fig. 18a).
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Figura 18. Ensayos de termo tolerancia en células vegetativas de las mutantes Leal y Lea2 de A.
vinelandii crecidas en medio BS. Las barras de error indican la desviacion estandar de tres
experimentos independientes. (*) Indican diferencia significativa (p <0.05).

Bajo condiciones de enquistamiento, cuando las células fueron sometidas a temperaturas
de 60°C, los quistes de la cepa AEIV fueron capaces de germinar, los quistes de la mutante
Lea2 redujeron su viabilidad germinando a 55°C, pero Unicamente los quistes de la mutante
Leal fueron incapaces de germinar después de haber sido sujetos a 50°C (Fig. 18b).
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Estos datos indican, que como se esperaba, si existe una mayor tolerancia de los quistes
sobre las células vegetativas cuando son expuesta a altas temperaturas y por otro lado,

que el gen Leal esta involucrado en la tolerancia de A. vinelandii a esas mismas
condiciones.
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Figura 18. Ensayos de termo tolerancia quistes desarrollados por las mutantes Leal y Lea2 de A.
vinelandii crecidos en BB. Las barras de error indican la desviacion estandar de tres experimentos
independientes. (*) Indican diferencia significativa (p <0.05).

7.7. avLEAL tiene un efecto protector sobre la actividad de la LDH bajo ciclos de

congelamiento descongelamiento “in vitro”

Se sabe que la actividad enzimatica de la LDH es sensible a la limitacion del agua en los
ciclos de congelamiento-descongelamiento (Goyal et al., 2005). También se ha demostrado
gue algunas G1LEA protegen la actividad enzimética de la LDH (Campos et al., 2013). Una
vez expresada y purificada la proteina avLEA1L, se evalud su efecto protector sobre la
actividad enzimatica de LDH “in vitro” después de ciclos de 2, 6 y 10 ciclos de
congelamiento-descongelamiento.

La actividad de la LDH se monitore6 en presencia o ausencia de la proteina avLEAL. En
presencia de la proteina avLEAL, la actividad LDH permanecié en el 52% después de 2

ciclos y 21% después de 6 ciclos, mientras que en su ausencia, la actividad correspondio a
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20% y 10% respectivamente (Fig. 19). En presencia de BSA, (enzima con propiedades
crioprotectoras), la actividad de la enzima se mantuvo en un 100%.

Esteresultado indica que, al igual que otras proteinas LEA, avLEAL tiene un efecto protector
sobre la actividad de la LDH.
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Bl aviEA1
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Figura 19. Proteccion de la actividad de la LDH después de 2, 6 y 10 ciclos de congelamiento y
descongelamiento, con avLEA1l, BSA, control. Los datos se expresaron como porcentaje (%) de
actividad medido después del estrés en presencia de la proteina correspondiente. Las desviaciones
estandar se basaron en tres experimentos independientes. * Indican diferencia significativa (p <0.05).

7.8 avLEAL ayuda atolerar estrés osmético por NaCl en E. coli.

Como se muestra anteriormente, la proteina avLEAL es necesaria para soportar el estres
osmotico causado por 0.3 M de NaCl en A. vinelandii. Para determinar si la expresion
heteréloga de la proteina avLEA1 confiere resistencia a estrés osmotico por NaCl “in vivo”
en células de E. coli, se sembraron diluciones de cultivos de las cepas BL(DE3)/pavLEA1
(cepa expresando la proteina avLEAL) y BL(DE3)/pET22b+ (control positivo) en placas con

NaCl (de 0.2 a 0.6 M). Se indujo la expresion de la proteina con IPTG y se determiné la
supervivencia.

Primeramente, observamos que en ningun caso, la expresion de la proteina avLEA1l

representd una ventaja ante el crecimiento en las diferentes concentraciones de agentes
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osmoticos. Ambas cepas presentaron el mismo patron (Fig. 20 a-b). Sin embargo, bajo
condiciones osmaticas, la supervivencia de la cepa BL(DE3)/pavLEAL, fue de 91% y 60%
a una concentracion de 0.3M y 0.4M respectivamente, mientras que para la cepa control
BL(DE3)/pET22b+ fue de 70% y 30% (Fig. 20 a-b). Estos resultados indicaron que la

sobreexpresion de la proteina avLEAltambién aumenta la tolerancia de E. coli a
condiciones de alta salinidad.
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b
150
4 BLpET
Q -0~ BL/AaVLEA1
=
S 1004
o
| =
o
2
S so-
Qo
-
w
o L} L} 1)
LB 02 03 04 050 06
NaCl (M)

Figura 20. Efecto de la expresién de la proteina avLEA1l en la viabilidad de E. coli bajo estrés
osmoético por NaCl. a) Crecimiento de cepas de E. coli BL21 (DE3)/pavLEA1l y BL21(DE3) /pET22b
+ en placas de LB sin y con diferentes concentraciones de NaCl (0.2- 0.6 M). b) Supenivencia (%)
de E. coli BL21(DE3)/pavLEA1 v BL21(DE3)/pET22b+. Las desviaciones estandar se calcularon a
partir de tres experimentos independientes. * Indica una diferencia significativa (p <0.05).
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DISCUSION

Las proteinas LEA son altamente hidrofilicas e intrinsecamente no estructuradas y se ha
reportado que reducen la agregacion de proteinas causada por desecacion y congelacion
“in vitro”. Estas proteinas se identificaron por primeravez en las plantas (Dure, 1993), pero
homoélogos de estas proteinas estan presentes en otros eucariotas, procariotas y arqueas
(Hand et al., 2011, Campos et al., 2013). Las proteinas GLEA se caracterizan por contener
en su secuencia un motivo de 20 aminoacidos (20-mero) el cual posee un sub-motivo que
difiere entre procariotas y eucariotas. Existen extensos datos que vinculan la expresion de
las proteinas LEA con la tolerancia al estrés hidrico causado por la desecacion, la salinidad
o las bajas temperaturas en las plantas (Tunnacliffe y Wise, 2007; Olvera-Carrillo et al.,
2010). Sin embargo, también se ha descrito una relacion entre los homélogos de LEA Yy el
déficit hidrico en organismos eucariotas distintos de las plantas y en algunos procariotas
(Garay-Arroyo et al., 2000, Browne et al., 2002, Gal et al., 2004; Stacy y Aalen, 1998,
Battista et al., 2001, Denekamp et al., 2010, Hand et al., 2011).

Un quiste es una etapa de reposo o de latencia de un microorganismo, generalmente una
bacteria, un protista o un invertebrado, que ayuda al organismo a sobrevivir en condiciones
ambientales desfavorables. Los quistes permiten que estos organismos permanezcan en
un estado de latencia por largos periodos. En A. franciscana, un crustaceo que produce
quistes que sobreviven a la desecacion ya temperaturas inferiores a -20 ° C (Crowe et al.,
1981, Hengherr et al., 2011), se ha demostrado que proteinas G1LEA contribuyen a la
desecaciény a la tolerancia al congelamiento de quistes postdiapausicos (Toxopeus et al.,
2014). También desempefian un papel importante en la respuesta al estrés salino, ya que
los genes LEA analizados se encuentran altamente expresados en esta condicion en el
desarrollo embrionario (Wu et al., 2011).

A. vinelandii, la bacteria del suelo estudiada aqui, produce quistes resistentes a la
desecacion, capaces de sobrevivir al almacenamiento en suelos secos durante mas de 10
afos (Vela, 1974). Esta bacteria también posee 4 genes que codifican proteinas con
identidad de proteinas G1LEA, dos de ellas, leal y lea2 codifican para las proteinas avLEA1
y avLEA2, que poseen secuencias de 20-meros con el sub-motivo presente en proteinas
LEA de organismos eucariotas. En este estudio, se construyeron mutantes en ambos genes
para investigar su papel en la tolerancia de quistes a la desecacion.
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Se encontré que la proteina avLEAL contribuye a la tolerancia de los quistes a la desecacion
ya que la viabilidad de los quistes desarrollados por el mutante en el gen Leal se perdio
completamente después de seis meses de tratamiento de desecacién, mientras que los
quistes desarrollados por la cepa AEIV y la mutante en el gen Lea2 permanecieron viables.
Al'igual que en los quistes de A. vinelandii, se observo en D. radiodurans, que la inactivacion
de dos genes que codifican para proteinas LEA, causo una pérdida de viabilidad del 75%
después de un periodo de 2 semanas de desecacion (Battista et al., 2001). De manera
similar, cuando la expresiéon de genes LEA es silenciada por RNA's de interferencia en C.
elegans, hay una disminucién en la supervivencia durante la induccion de la desecacion,
osmoticay el estrés térmico (Gal et al., 2004).

Los niveles de expresion del gen Leal durante el proceso de enquistamiento fueron
mayores que los detectados en las células vegetativas; ademas, el gen Lea2 tuvo expresion
basal y constitutiva. Al igual que lo observado en A. vinelandii, se ha reportado una
expresion diferencial de los transcritos de genes Lea durante el desarrollo y la formacion de
quistes de A. franciscana (Denekamp et al., 2010). Por otro lado, en los genes Lea de C.
elegans se induce la transcripcion durante la deshidratacion en la etapa juvenil resistente
al estrés (Gal et al., 2004).

Este estudio también mostré que avLEALl pero no avLEA2 conferia resistencia en A.
vinelandii a condiciones osmaéticas y de alta temperatura, lo que sugiere que la diferencia
en el nimero de 20-meros, y / 0 el tamafio en estas dos proteinas LEA puede causar una
diferencia significativa en su actividad protectora de estructuras subcelulares y membranas.
Sin embargo, no hay informes que correlacionen el nimero de 20 meros presentes en una
proteina y sus efectos protectores.

La cepa de A. vinelandii, AEIV fue aislada de suelos frios de Wisconsin, EE.UU. Un BLAST
utilizando el 20-mero de la proteina avLEA1l o avLEA2 revel6 la presencia (ademas de
Azotobacter croccocum yA. vinelandii) de genes que codifican para posibles proteinas LEA
gue tiene el sub-motivo eucaridtico en otras dos especies de bacterias, Methylocystis
parvus y Anaeromyxobacter sp. (Fig. 1). Curiosamente, M. parvus pertenece a los taxones
de Methylocystaceae, asociados consuelos frios (Wunderlin et al., 2016), y se ha informado

gue tanto M. parvus como Anaeromyxobacter son capaces de formar quistes.
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En general, la desnaturalizacion y la disfuncion de las enzimas o proteinas diferentes ocurre
cuando las células se someten a estrés o deshidratacién a baja o alta temperatura (Goyal
et al., 2005; Reyes et al., 2008). Las proteinas LEA han sido propuestas para actuar como
"escudos moleculares" (Goyal et al., 2005), evitando la agregacion de proteinas a partir de
interacciones irreversibles, funciones protectoras o actividad enzimatica. En el presente
trabajo, se demostr6 que la proteina avLEA1 protege la actividad de la LDH “in vitro” contra
la inactivacién inducida por ciclos de congelamiento-descongelamiento; después de 2 y 10
ciclos, la actividad de LDH permanecié dos veces mayor que cuando la proteina avLEAL
purificada estuvo presente. En Chlorella vulgaris, se encontré que las proteinas LEA
protegen a una enzima contra la inactivacion por congelacion (Honjoh et al., 2000). Por lo
tanto, proponemos que la proteina avLEAl desempefiar un papel importante en la
proteccion de otras proteinas y enzimas de A. vinelandii en condiciones de alta temperatura.

Finalmente, se ha investigado extensamente la expresion funcional de las proteinas LEA
“in vivo”en E. colibajo estrés abidtico. Un gen de una proteina LEA4 de Brassica napus fue
sobreexpresado en E. coli y demostré conferir tolerancia a sal y temperaturas extremas en
esta bacteria (Dalal et al., 2009). Recientemente, la expresion heterdloga de una proteina
LEA hidrofébica atipica de Oriza sativa L. en E. coli mejoré la resistencia contra diversos
estrés abidticos: alta salinidad, osmética, congelacion, calory radiacién UV (He et al., 2012).
En este estudio, se demostré también que la sobreexpresion de la proteina avLEAL mejoro
la tolerancia de E. coli a estrés osmoético ocasionado por NaCl.

En conclusién, y de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, podemos decir que
la proteina avLEAL es un determinante clave en la tolerancia de A. vinelandii hacia el estrés
abidtico como la desecacion, la osmolaridad y altas temperaturas, ya que la supervivencia
de un mutante Leal se vio afectada cuando el organismo fue expuesto a condiciones de

estrés, ademas esta proteina, tiene una estructura tipica de una LEA y se comporta de
manera similar a las proteinas G1LEA previamente descritas.
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CONCLUSIONES

Las proteinas LEA no son esenciales para el enquistamiento en A. vinelandii.
No hay diferencias morfolGgicas entre los quistes formados por las cepas mutantes.

El gen Leal es necesario para la viabilidad de los quistes a tiempos prolongados de
desecacion.

El gen Leal se expresa mayoritariamente en quistes y de forma gradual durante
todo el proceso de enquistamiento en A. vinelandii.

El gen Leal estéa involucrado en la tolerancia al estrés osmatico causado por NaCl
y altas temperaturas.
avLEAL confiere proteccion a estrés osmético en E. coli.

avLEAL tiene efecto protector sobre la LDH en ciclos de congelamiento.
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ANEXO A: MATERIAL Y METODOS

MEDIOS DE CULTIVO Y CEPAS UTILIZADAS

Medio Luria-Bertani (LB)

Reactivo Cantidad
Peptona de caseina 10g.
Extracto de levadura 5¢.
Cloruro de sodio 10 g.
Agua destilada c.b.p. 1L.

Si se quiere preparar medio sélido agregar 15 g. de Agar Bacteriolégico por litro de medio

Medio Burk-Sacarosa (BS)

Reactivo Cantidad
MgCl2 a 160 g/L 1mL
NaMoOs a 0.2 g/L ImL
FeSOsab5g/L 1mL
CaClza 7.3 g/L 10 mL
Na:SO4 a 18.3 g/L 10 mL
Sacarosaal 20% 100 mL
Buffer de fosfatos a pH 7 100 mL
Agua destilada c.b.p. 1L

Al prepararse este medio se debe esterilizar por separado el agua y cada una de las sales,
éstas deben estar a temperatura ambiente antes de mezclarlas, de otra manera, si se
agregan las sales en agua caliente éstas se precipitaran.

Para preparar medio de competencia (CM) solo se debe evitar agregar las sales de FeSo4

y NaMoOa.

Para preparar medio para enquistamiento Burk-Butanol (BOH) se sustituye la sacarosa por
Butanol al 0.2% esterilizado por filtracion.

Buffer de fosfatos a pH7

Para 200 mL Para 300 mL Para 600 mL
Reactivo Cantidad Cantidad Cantidad
K2HPO4 1.6g¢. 2.4q. 4.8 g.
KH2PO4 0.4 g. 0.6 g. 1.2q9.
Cepa Antibidtico Concentracion
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A. vinelandii
AENV 30 pg/ml Acido nalidixico
2 pug/mi Kanamicina
0.2 ug/ml Gentamicina
100 pg/ml Espectinomicina
30 pg/ml Tetraciclina
E. coli
DHb5a 100 pg/ml Ampicilina
BL21(DE3) 100 pg/ml Ampicilina

ANEXO B: METODOS DE TRABAJO

1.- EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO DE E. coli

1. Seinoculan 5 ml del medio adecuado con antibidtico de seleccion, incubar 18 h a
37°C a 200 rpm.

2. Se vierte el cultivo en tubos Eppendorf, se centrifuga y se desecha el sobrenadante
hasta que el total del volumen del tubo sea transferido y centrifugado.

3. Lavar la pastilla con 1 mL de MgSO4 10 mM (resuspender), centrifugar y eliminar
sobrenadante.

4. Resuspender la pastilla en 150 ul de solucién | fria, dejar reposar 5 minutos a
temperatura ambiente.

5. Agregar 350 ul de solucién Il recién preparada. Mezclar suavemente por agitacion
invertida de 20 a 25 veces, dejar reposar en hielo 5 minutos.

6. Agregar 250 ul de solucién lll, agitar por inversion durante 10 segundos, dejar
reposando en hielo por 20 minutos.

7. Centrifugar durante 10 minutos, recuperar el sobrenadante y transferirlo a un tubo
Eppendorf nuevo.

8. Agregar 500 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), agitar en vortex y
centrifugar por 3 minutos a 12 000 rpm.
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10.

11.

12.

Recuperar el sobrenadante y pasarlo a otro tubo, agregar 500 ul de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1), agitar en vortex y centrifugar 3 minutos a 12 000 rpm.

Recuperar nuevamente el sobrenadante y transferir a otro tubo, afiadir 1 ml de
etanol absoluto y centrifugar 10 minutos a 12 000 rpm.

Decantar el etanol y lavar la pastilla con etanol al 70 % 3 veces.

Dejar secar la pastilla y resuspender en solucion RNAsa (10 mg/ml) incubar 1 h a
37°C

2.- EXTRACCION DE DNA CROMOSOMAL DE A. vinelandii.

1

Se inoculan 25 ml de medio adecuado con antibiético de seleccién, incubar 48 h a
30°C a 200 rpm.

Centrifugar el cultivo celular hasta obtener una pastilla que no sobrepase los 100 pl.

Eliminar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 300 pl de Buffer TE (Tris-
EDTA) 50:20 y transferirlo a un tubo Eppendorf.

Centrifugar a 12 000 rpm durante 5 minutos, eliminar el sobrenadante y resuspender
la pastilla en 450 ul de TE 50:20.

Agregar 50 pl de lisozima (10 mg/ml), mezclar e incubar a 37°C por 30 minutos.

Agregar 50 pl de proteasa (10 mg/ml), mezclar e incubar a 37°C por 30 minutos.

Agregar 50 pl de SDS al 10 %, mezclar e incubar a 37°C por 15 minutos o hasta
observar una solucién viscosa.

Agregar 100 pl de NaCl 5 M, mezclar e incubar a 65°C por 10 minutos.

Agregar 80 ul de CTAB 10% / NaCl 0.7 M (esta solucién se debe incubar
previamente a 65°C por 5 minutos para facilitar su manejo).
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10. Mezclar e incubar a 65°C por 20 minutos, agregar 500 ul de Cloroformo-Alcohol-

Isoamilico 24:1, resuspender por vortex y centrifugar a 12 000 rpm por 5 minutos.

11. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo Eppendorf procurando no llevar restos

de proteina.

3.- EXTRACCION DE RNATOTAL DE A. vinelandii.

1.

Inocular 25 ml de medio adecuado con antibiético de seleccidn, incubar 48 h a 30°C
a 200 rpm.

Centrifugar el cultivo celular hasta obtener una pastilla que no sobrepase los 50 ml.

Eliminar el alginato de las células con MgSO4 10 mM

Resuspender la pastilla en 20 ul de H.O-DEPC 0.05% y agregar 3 ul de H-O-DEPC
0.1%.

Agregar 200 pl de acetona helada, mezclar y centrifugar a 12 000 rpm durante 2
minutos.

Eliminar el sobrenadante, resuspender la pastilla en 30 ul de H.O-DEPC 0.05% y
agregar 10 pul de proteinasa (10 mg/ml); incubar en hielo por 10 minutos.

Agregar 3.5 ul de H2O0-DEPC 0.05%, 200 pul de fenol (precalentado a 70°C), 150 pl
de cloroformoy 120 ul de H-O-DEPC al 0.1%; mezclar y centrifugar a 12 000 rpm
por 5 minutos.

Transferir el sobrenadante a tubos nuevos, agregar 1 ml de etanol al 100%.

Precipitar el RNA incubando 1 h a -20°C, centrifugar a 12 000 rpm durante 15
minutos.
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10.

11.

Desechar el sobrenadante y secar la pastilla.

Resuspender la pastilla en H2O-DEPC 0.05%

4.- PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES DE E. coli

7.

8.
9.

10.

11.

Poner un precultivo de 20 ml en medio LB a 37°C en agitacion.
Inocular 100 ml de medio LB en un matraz de 250 mlcon 1 ml del precultivo anterior

Incubar por aproximadamente 3hr a 37°C hasta que la D.O a 650nm sea de 0.4 —
0.5.

Transferir el cultivo a tubos de 50 mly dejar enfriar por 10 min.
Recuperar las células por centrifugacion, 4000 rpm /10 min.

Resuspender el cultivo en 30 ml CaCl2 0.1 M frio y dejar reposar en hielo 15
minutos.

Centrifugar a 4000 rpm 10 min a 4°C.

Resuspender la pastilla en 2 ml de una solucion fria de CaCl2 0.1M, 14% de
Glicerol, por cada 50ml de cultivo original.

Alicuotar 0.4 ml/ tubo eppendorf de 1000uL. Almacenar a -70 oC.

Plaquear 100 pul de cultivo en placas de agar LB adicionando el antibiético adecuado
e incubar a 37°C por 24 h.

5.- TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES DE E. coli (CaClz)

1.

2.

Mezclar 0.1 yL de DNA (10-100 ng) con 0.2 ml de células competentes.

Dejar 30 min en hielo.
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3. Dar un shock de calor de 2 min a 42 oC.
4. Agregar 1 ml de medio LB (sin antibiético). Incubar 1hr / 37° C con agitacion.

5. Platear un volumen adecuado de esta suspension celular en el medio de seleccion.

6.- PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES DE A. vinelandii.

1. Lapreparacion de células competentes de A. vinelandii consiste en hacer cultivos y
pases de células en medio CM:

2. Seinocula la cepa en placa de medio CM, se incuba a 30°C durante 48 h, terminada
la incubacion se toma un indculo de esa placay se siembra nuevamente en placa
de medio CM que es incubada nuevamente por otras 48 h

3. Recoger todo el crecimiento celular con una espatula estéril y lavar las células
recuperadas con MgSO4 10 mM para eliminar todo el alginato.

4. Sembrar las células en matraces con medio liquido CM e incubarlas a 30°C por 48
h a 200 rpm.

7.- TRANSFORMACION DE A. vinelandii CON DNA DE PLASMIDO O DNA
CROMOSOMAL.

1. Utilizar 100 pl de células competentes y agregar 5 ug de DNA de plasmido
linearizado (si el plasmido es super-enrollado utilizar 10ug) o 5ug de DNA
cromosomal. Realizar esto en un tubo Eppendorf de 1.5 ml.

2. Colocar la mezcla sobre medio CM solido, extender la solucion células — DNA con
la punta azul de la micropipeta en una superficie aproximada de 2 cm?2. Incubar 30°C
/24 h.

3. Recolectar el tapete con 1ml de BS o0 MgSO4 10mM.

4. Hacer diluciones si es necesarioy platear en el medio de seleccion (por lo general no
es necesario hacer diluciones pues la frecuencia no es alta).

5. Incubar a 30 oC / 2-4 dias.
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8.- EXTRACCION DE DNA DE PLASMIDO MEDIANTE LA TECNICADELPERCLORATO

10.

11.

12.

13.

Centrifugar 1.5 ml de cultivo.

Resuspenderen 175 pl de TES (15% Sacarosa, 50mM TRIS pH 8.5, 50mM EDTA
pH 8.0)

Anadir 25 pl lisozima (10mg/ ml)

Incubar 20 minutos en hielo.

Anadir 400 pl de agua helada.

Incubar 15 minutos a 73° C.

Centrifugar 15 min.

Descartar el pellet con un palillo o transferir la fase acuosa a un tubo limpio.
Anadir 60 pl de NaClO4 5M.

Anadir 600 pl de isopropanol, mezclar.

Centrifugar 15 min.

Lavar pellet con etanol al 70%.

Secar y resuspender en 50 yl de RNasa 20ug/ml
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9.- ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GEL DE ACRILAMIDA

BUFFER DE CORRIDA

Reactivo Cantidad

Tris base 3gr
Glicina 14.4 gr
SDS 10% lor
H20 Aforaral L

SOLUCION PARA TENIR EL GEL

Reactivo Volumen

Azul de Coomasie R-250 0.25¢
Metanol-agua 1:1 90 ml
Acido acético 10 ml

Filtrar en Whatman no. 1

SOLUCION PARA DESTENIR EL GEL

Reactivo Volumen

Metanol 50 ml
Acido acético 50 ml
H20 400 ml

ACRILAMIDA AL 30%



29 g de acrilamida
1 g de Bis acrilamida
Aforar a 100 ml con agua

10.- TRANSFERENCIA DE PROTEINAS AMEMBRANAS Y DETECCION CON
ANTICUERPO ANTI| — HIS6 —PEROXIDASA

10.

Correr la electroforesis en gel de poliacrilamida. Usar marcador de peso molecular
pretefiido.

Utilizando guantes, cortar 6 piezas de papel Whatman 3MM y una pieza de
membrana de nitrocelulosa del tamafio exacto del gel. Calcular el area del gel para
determinar la intensidad de la corriente de transferencia. Marcar una esquina de la
membrana con un lapiz suave.

Colocar el filtro de nitrocelulosa en la superficie de una caja de Petri con agua
desionizada y permitir que se humedezca desde abajo por capilaridad. Sumergir la
membrana en el agua por al menos 5min.

4.- Sumergir las seis piezas de papel Whatman 3MM en una caja Petri con un
pequefio volumen de buffer de transferencia semiseca. Limpiar bien los dos
electrodos y secar la superficie.

Colocar tres de las piezas de papel 3MM sobre el electrodo inferior (anodo en este
caso). Rodar un tubo de ensayo sobre el papel haciendo una ligera presion para
eliminar cualquier burbuja de aire entre el papel y el electrodo.

Colocar la membrana de nitrocelulosa hidratada sobre el papel 3MM. Rodar el tubo
de ensayo sobre la membrana.

Colocar el gel de poliacrilamida brevemente (unos segundos) en una caja de Petri
con agua desionizada. Recortarle una pequefia esquina que coincida con la
marcada en la membrana de nitrocelulosa.

Colocar el gel de poliacrilamida sobre la membrana evitando la formacién de
burbujas de aire. Rodar sobre el gel el tubo de ensayo si es necesario.

Colocar las restantes tres piezas de papel 3MM saobre el gel, evitando la formacién
de burbujas de aire. Rodar sobre el sandwich el tubo de ensayo si es necesario.

Eliminar cualquier exceso del buffer de transferencia. Las piezas de papel solo
deben quedar humedas.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Colocar el electrodo superior (catodo en éste caso).
Conectar los electrodos, el de abajo al rojo (+) y el de arriba al negro (-).

Transferir por una hora a una intensidad de corriente constante de 1mA/ cm2de gel.
La lectura del voltaje deberé ser cercana a 10V.

Desconectar el equipo y retire el electrodo superior.

Retirar el gel y ponerlo a tefiir con Coomassie para comprobar que la transferencia
fue completa.

Cortar la esquina de la membrana que estaba marcada con lapiz.

Colocar la membrana en una caja Petri. Si la membranatiene lados menos de 6 cm
se pueda usar una caja Petri pequenia, de lo contrario utilizar una caja grande. Para
la caja chica se utilizaran volumenes de 8ml de todas las soluciones, para la grande
utilizar 20ml.

Anadir la solucion de bloqueo. Incubar 1hr a T.A con agitacion suave.

Descartar la solucion de bloqueo. Afadir el anticuerpo anti — His diluido 1:10000 en
una solucion de bloqueo. Incubar 1 — 1-5 hr a T-.A.

Lavar 3 veces con TBST por 5min.
Afadir la solucion de revelado. Incubar a T.A. con agitacién suave hasta que las
bandas estén suficientemente oscuras (5 min aprox.). Evitar sobreexponer para no

tener un fondo alto.

Eliminar la solucién de revelado y lavar con TBST para detener la reaccion.

SOLUCIONES

BUFFER DE TRANSFERENCIA

Tris Base 48mM 5.8g
Glicina 39mM 2.99
SDS 0. 0 37% 0. 379
Metanol 20% 200ml
Agua destilada 1L

Guardar a4° C

TBS1X
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Tris Base 50mM 0.05¢g
NaCl 150mM 8.769
Agua Destilada 800mlI
Ajustar pH a 7.5 1M HCI (~9.5ml)
Agua Destilada 1L

Guardar a 4°C

TBST 1X

Resuspender 1ul de Tween 20 por cada mililitro de TBS 1X (0.1 % Tween — 20 v/v)

SOLUCION DE BLOQUEO

1% BSA 0 2 % leche descremada (w/v) rn TBST 1X. Preparar fresco.

SOLUCION REVELADO

Por cada 10mL, disolver 6 mg de tetrahidrocloruro de diaminobenzidina (DAB)
en 9ml de TBS 1X y afiadir 1ml de NiCl2o CoCI2 al 0.3 % (w/v Preparar fresco.

11. CUANTIFICACION DE PROTEINAPOR EL METODO DE LOWRY

1. Tomar 1ml de cultivo problema y centrifugarlo hasta obtener un paquete celular.

2. Lavar las células con MgSO4 10mM o con NaCl 0.85%. Resuspender las células
en 1 mlo en un volumen adecuado.

3. Tomar 200pl (éste volumen varia de acuerdo a la concentracion de proteina en la
muestra) y llevarlo a 200ul con Hz0.

4. Anadir 1ml de la Solucién Reactiva. Repose 10min.

5. Afadir 0.1 mlde reactivo de Folin diluido con 1 vol. de H20.

6. Repose 30min.

7. Leer absorbancia a 625nm.

8. Correr al mismo tiempo una curva de calibracion usando Albumina Sigma.

Solucion Stock 2mg /ml.

Tubo No. Ml Stock ul de H20 Conc. Albumina pg / ml
1 25 975 50
2 50 950 100
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3 100 900 200
4 200 800 400

Tratar igual que al problema.

Soluciones:

Solucién A: Na2COs 2% en NaOH 0.1 N

Solucién B: Tartrato de Nay K 2 %

Solucién C: CuSO0a4 1 %.

Solucion Reactiva: Mezcle 0.5 ml de Solucién C + 0.5ml de Solucion B + 49 ml

de Solucion A.

12. ENSAYO DE ENQUISTAMIENTO

1.

2.

10.

11.

Inocular una caja de BS + antibiético con la cepa en cuestion. Incubar a 30°C/48 h.
Inocular 25 ml de medio BS con una asada del cultivo en placa. Incubar 30°C/48 h.
Recuperar las células por centrifugacion a 4000 rpm / 10 min.

Lavar las células 3 veces con 30ml de MgSO4 10mM.

Resuspender las células en 500 ul de MgSO4 10mM y transferir 100 ul a una placa
de medio BB al 0.2 %, para inducir enquistamiento. Incubar a 30° C/ 5 dias.

Al acabo de éste tiempo recoger las células y resuspenderlas en 1 mlde MgSOas
10mM.

Por otro lado esterilizar filtros millipore cat. VSWPO1300. Introduzca un filtro de 13
mm de diametro al interior de un tubo eppendorf de 1.5 ml, con la ayuda de unas
pinzas previamente flameadas. Sobre el filtro coloque 20 pl de la suspensién de
células. Se recomienda hacerlo por triplicado. La cantidad recomendada de células
depositadas sobre el papel filtro es < 10°.

Transferir los tubos Eppendorf al interior de una caja Petri vacia y estéril e incubar
a 30°C /5 dias.

A partir de la misma suspension de células hacer cuentas viables para determinar
el numero exacto de células depositadas en el filtro. Realice diluciones a la -5, y -6
y platee 100 pl de éstas diluciones en placas de BS. Incube a 300C / 48 h y cuente
las colonias.

Al cabo de 5 dias de desecacion agregarle a cada tubo eppendorf / filtro 1mL de
MgSO4 10mM. Repose 4 h a T.A agitando vigorosamente en vortex cada hora para
permitir que las células se liberen del filtro.

Realizar cuentas viables de ésta suspension. Haga diluciones a la -1, -2, y -3, platee
100 pl de estas diluciones en placas de BS suplementadas con el antibiotico de
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resistencia y al cabo de 48 — 72 h cuente las colonias. Solo los quistes maduros
resisten la desecacion y seran los que se recuperan en éste punto.

12. Calcule el % de enquistamiento en base al nimero de células calculadas en el paso
8 (100%) y las recuperadas en el paso 10. Considere las diluciones y haga las
correcciones necesarias.

12. DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE R-GLUCURONIDASA
Soluciones:

LISOZIMA 10 mg/ml
Disolver 10 mg de lisozimaen 1 ml de agua destilada. Mantener la solucién en
congelacion.

PNPG 4.0mg/ml (12.5 mM) Disolver 40mg de PNPG (pnitrofenil - 8 - D- glucurénido) en
10ml de agua destilada (puede mantenerse en congelacion por 1-2 meses)

Na,CO;1.2 M
Disolver 12.72 g de Na2CO3 en 100mL de agua destilada.

Triton X100
Solucion 10% V/V de Tritdn en agua destilada.

BUFFER Z

ml STOCK/50ml

K2HPO. 0.03M 0.5M 3.0ml
KH2PO4 0.02M 0.5M 2.0 ml
EDTA  0.001M 0.25M 0.2ml
DTT 0.005M 0.25M 1.0ml

PROCEDIMIENTO
1. Tomar una muestra de 1ml de cultivo o méas dependiendo de la densidad celular.
Centrifugar la muestra para obtener el paguete celular. Congelar en hielo seco sies
posible y almacénese a -200C.

2. Resuspender la pastilla en 1ml de MgS0410mM o una cantidad menor dependiendo
del tamafio de la muestra.

3. Tomar 20pl de muestra (Vol. Rx) (o de alguna dilucion de la muestra dependiendo
del grado de expresion de la 3-Galactosidasa) y agregar 710ul de amortiguador Z.
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Preparar, al mismo tiempo un blanco que contenga 730 ul de amortiguador Z y
procesarlo junto con las muestras.

. Agregar 10ul de solucion de lisozima e incubar los tubos 5min /37°C en bafio

Maria.

. Agregar 10ul de solucion Triton al 10%.

. Agregar 100pl de solucién de ONPG. Cronometrar el tiempo de inicio de la reaccion.

Transferir los tubos inmediatamente a un bafio de agua a 28°C, por exactamente 15
minutos (t Rx).

. Agregar 150ul de solucién de Na2COs para detener la reaccion.

Leer la absorbancia a 405~ contra el blanco. El coeficiente de extincion molar de p-
nitrofenol es 18000. Por lo tanto una DO de 0.018 (en un V=1 ml representa 1 nmol
de producto producido.

CALCULOS

U B-Gluc = DO405 (1000) / [(0,018) (t Rx minutos) (Vol Rx pl) (proteina pg /ml)]
1 U = nmoles de PNP producidos /min /ug proteina
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