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RESUMEN

Pectobacterium carotovorum es una bacteria patégena de plantas, que coloniza
cultivos y vegetales con alto impacto agricola y causa la podredumbre blanda.
Mediante el mecanismo de autoinduccion esta bacteria secreta proteinas como
las expansinas, que pueden brindar una ventaja durante la infeccion a
vegetales. Sin embargo, aunque la principal funcion de las expansinas es la de
modificar la pared celular vegetal, se desconoce el rol que cumple la expansina
PcExI1 en la infeccidbn a vegetales y el sitio especifico de union en el tejido
vegetal. En este estudio, con el propésito de determinar el sitio especifico de
uniébn de PcExl1l, se expresé heterologamente PcExI1 y se realizaron
experimentos de union de la expansina PcExI1, marcada con el fluoroforo Cy5,
con los xilemas aislados de apio, kale, verdolaga, betabel, ruibarbo y acelga.
En los ensayos de microscopia se identificaron dos tipos de fibras: unas fibras
helicoidales y otras fibras lineales y se observo que la expansina se une a las
estructuras helicoidales que conforman los haces vasculares del xilema de los
vegetales. Al estudiar la preferencia de union de PcExI1 por un determinado
tipo de fibra, se determiné que las fibras helicoidales aunque presentan una
baja diferencia de cristalinidad del 5% con respecto a las fibras lineales,
presentan diferencias del 29,1 FWHM (FWHM, del inglés full width at half
maximum) en cuanto a la textura. Ademas, durante los experimentos de
composicién quimica de azucares de las fibras, se determinaron diferencias del
3% de xilosa y del 2% de arabinosa-galactosa entre las fibras helicoidales y las
fibras lineales. Estas diferencias en la textura, asi como en la relacion de
azucares determinan la unidén preferencial de la expansina a las fibras

helicoidales.

Palabras clave: expansina PcExI1, microscopia, xilema de plantas,

cristalinidad, textura.



ABSTRACT

Pectobacterium carotovorum is a pathogenic bacterium of plants, which
colonizes crops and vegetables with high agricultural impact and causes soft
rotting. By the mechanism of quorum sensing this bacteria secretes proteins,
like the expansins, that can give an advantage during the infection to
vegetables. Although, the main function of the expansins is to modify the plant
cell wall, the role of the expansin PcExI1 in the infection to plants and the
specific site of binding in plant tissue is unknown. In this study, for the purpose
of determining the specific site of PCExI1 binding, PcExI1 was heterologously
expressed and binding experiments of the PcExI1 expansin, labeled with the
fluorophore CY5, were performed with the isolated xylems of celery, kale,
purslane, beet, rhubarb and chard. In the microscopy tests two types of fibers
were identified: helical fibers and other linear fibers and it was observed that the
expansin is united to the helicoidal structures that conform the vascular bundles
of the xylem of the vegetables. When studying the preference of PcExI1 binding
to a certain type of fiber, it was determined that the helical fibers, although they
have a low crystallinity difference of 5% with respect to linear fibers, show
differences of 29.1 FWHM (FWHM, of english full width at half maximum) in
terms of texture. In addition, during the chemical composition experiments of
fiber sugars, differences of 3% of xylose and 2% of arabinose-galactose were
determined between helical fibers and linear fibers. Differences in texture as
well as in the ratio of sugars determine the preferential binding of the expansin

to helical fibers.

Keywords: expansin PcExI1, microscopy, xylem of plants, crystallinity, texture.
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ANEXOS



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Las expansinas pertenecen a una familia de proteinas no hidroliticas capaces
de disminuir la fuerza de la pared celular vegetal, relajando la tension de los
polimeros que la conforman. Las expansinas pueden ser de origen vegetal,
fungico o bacteriano. Se cree que muchas de las expansinas bacterianas de los
patdogenos de las plantas cuentan con modulos que permiten a estos
microorganismos colonizar las superficies vegetales y causar sintomas de

marchitez (Sampedro y Cosgrove, 2005).

La expansina de Bacillus subtilis (BSEXLX1), fue la primera expansina de
origen bacteriano estudiada y demostré tener actividad de extension y
relajacion del tejido vegetal (Kim et al.,, 2013). Los andlisis estructurales,
ademas de otros bioquimicos y biofisicos, indican que la unién de la expansina
BSEXLX1 a determinados componentes de la pared celular depende
principalmente de las interacciones electrostaticas e hidrofébicas entre la

proteina y el sustrato (Nikolaidis et al., 2013).

Olarte et al. (2014), informaron la clonacion y la caracterizacién de la expansina
del patégeno de plantas Pectobacterium carotovorum (PcExI1). Pectobacterium
carotovorum es una bacteria fitopatégena, que causa podredumbre blanda en
un amplio rango de cultivos y vegetales (Choi y Kim, 2012). Su mecanismo de
infeccion se basa en la produccion de factores de virulencia generados y
regulados por los sistemas de autoinduccién. Este mecanismo permite la
expresion de una amplia variedad de enzimas extracelulares que actuan sobre
los tejidos vegetales infectados, tales como: pectinasas (poli-galacturonasas,
pectato-liasas y pectin-metilesterasas), proteasas y celulasas (Polluman,
Alamae y Mac, 2012).

Las estructuras tridimensionales de la expansina PcExI1 y la expansina

BSEXLX1 son similares. En la sobreposicion de un modelo tridimensional de



PcExI1 y de BSEXLX1, se observa que en las secuencias de las proteinas
existen aminoacidos conservados en los surcos de la superficie de unién a
polisacaridos (PBS, del inglés polysaccharide binding surface) (Mendoza,
2014).

Aun cuando la estructura tridimensional de ambas expansinas son similares,
existe una diferencia con respecto al punto isoeléctrico (pl) para cada
expansina. Esto debido a la cantidad de residuos con carga eléctrica presentes
en la superficie posterior al PBS. PcExI1 es una expansina &cida con un pl
tedrico de 4.8. Por otro lado, BSEXLX1 es una expansina basica con un pl
tedrico de 9.2 (Olarte et al., 2014). Esta diferencia resulta en distintos patrones
de union de las expansinas a las paredes celulares de diferentes vegetales
(Pastor et al., 2015).

Ademas, se conoce que la interaccion de las expansinas bacterianas con la
celulosa vegetal depende de las interacciones hidrofobicas establecidas entre
aminoécidos aromaticos conservados, localizados en el dominio 2 de estas

proteinas (Martinez-Anaya, 2016).

La interaccidn de las expansinas con la pared celular también esta determinada
por la carga producida por los polisacéaridos presentes en la pared. Debido a la
naturaleza béasica de BsSEXLX1, ésta presenta mayor afinidad a paredes
celulares totales ricas en pectina y hemicelulosa (ambas con mayor contenido
de residuos negativos) (Hosmer y Mohnen, 2009). Sin embargo, cuando se
eliminan los polisacaridos acidos del material vegetal, es decir la pectina y la

hemicelulosa, PcExI1 se une especificamente a la celulosa (Mendoza, 2014).

Se desconoce el rol que cumple PcExI1l en la infeccibn o colonizacién de
especies vegetales. Por lo cual se han realizado experimentos de localizacion
de PcEXxI1 sobre el tejido vegetal de especies susceptibles a la infeccidén por P.
carotovorum. Al incubar PcExI1 previamente marcada con el fluor6foro Cy3 se

observd que PcExI1 se une a las estructuras helicoidales correspondientes a



los haces vasculares de la planta, que son ricos en pared secundaria con alto
contenido de celulosa cristalina y lignina, donde se estima que la proteina no es

repelida por las cargas electrostaticas (Olarte, 2016).

1.2 Planteamiento del problema

Debido a que las expansinas no presentan actividad enzimatica, no ha sido
sencillo determinar el rol de las expansinas de microorganismos patdogenos y
su interaccién con los diversos sustratos a los que se unen. Entre las limitantes
para comprender el mecanismo de accion de las expansinas se encuentran: el
desconocimiento de los sitios blancos de accion en la pared celular y la falta de
productos liberados o modificados por accién de estas proteinas. También es
incierto el papel que juegan estas proteinas en la infeccion de vegetales
susceptibles a patdgenos y como las mismas ayudan a la colonizacion del

tejido vegetal (Pastor et al., 2015).

1.3 Justificacién

La papa y el agave son cultivos mexicanos afectados por la podredumbre
blanda producida por Pectobacterium carotovorum. Pectobacterium
carotovorum se encuentra entre los 10 microrganismos patdgenos mas
agresivos a nivel mundial y que causa pérdidas millonarias en cultivos de
importancia agricola (Mansfield et al., 2012). La presencia de expansinas en
patdogenos capaces de colonizar o desintegrar los tejidos vegetales, pueden
conferir una ventaja en la accion infectiva de vegetales. Por lo tanto, este
proyecto permitird aumentar el conocimiento acerca de los sitios de unién de la
expansina PcExI1 en el tejido vegetal y la importancia que esto pudiera tener
en la infeccion de vegetales por Pectobacterium carotovorum. El conocimiento
del sitio de unién especifico de la expansina podria brindar herramientas para
actuar en contra de microorganismos que atacan y colonizan cultivos vegetales

de alto impacto econémico.



1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar el sitio de union de la expansina bacteriana PcExI1 recombinante al

xilema vegetal.

1.4.2 Objetivos especificos

e Obtener la expansina PcExI1 recombinante a partir de la cepa de E. coli
BL21.

e Analizar la interaccion entre la expansina marcada con fluoréforo y la

celulosa.

e Determinar las caracteristicas del sustrato que permiten la union de PcEXxI1.

2. MARCO TEORICO

2.1 Pared celular de las plantas

Las células vegetales se encuentran conformadas por una pared compleja de
polisacaridos. La pared celular es secretada por cada célula en el cuerpo de la
planta, formando una red de fibras delgadas con notable fuerza y flexibilidad
(Cosgrove, 2000). Estas fibras estan constituidas por polisacaridos que se unen
entre si para formar una sélida red fibrosa, regulando la expansién de la pared
durante el crecimiento celular (Carpita y Gibeaut, 1993).

La pared celular de plantas se encuentra involucrada principalmente en la
morfologia, el crecimiento y el desarrollo de las células vegetales. La pared
celular no solo fortalece el cuerpo de la planta, también tiene un papel clave en

el crecimiento de las plantas, la diferenciacion celular, la comunicacién



intercelular, el movimiento del agua y la defensa contra patégenos (Ochoa-
Villarreal et al., 2012). La pared celular de las plantas se divide en una pared
primaria que rodea a las células involucradas en el crecimiento de las plantas y
una pared secundaria que contienen lignina y que rodea las células
especializadas, tales como elementos de vaso o las células de fibras (Keegstra,
2010). La pared vegetal estd constituida por: micro-fibrillas de celulosa,

polisacaridos, hemicelulosa, heteropolisacaridos de pectina y lignina (Figura 1).

\,
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Figura 1. Modelo estructural de los componentes de la pared vegetal primaria.

Adaptado de Lodish et al., 2000.

Entre los polisacaridos que componen la pared celular primaria se encuentra la
celulosa. La celulosa es un polisacarido presente en todas las paredes
celulares de las plantas superiores. La estructura quimica de la celulosa
consiste en un polimero generado por la repeticibn de moléculas de D-
glucopiranosa, unidas covalentemente a través de enlaces B 1-4 entre el OH
del carbono 4 y el carbono 1 (Klemm et al., 2005). Este homopolimero de
unidades de glucosa, principalmente se presenta en forma de microfibrillas
cristalinas y en forma de regiones amorfas (Pauly y Keegstra, 2008). Los tres
grupos hidroxilo le confieren a la celulosa sus propiedades mas importantes, a)
estructura microfibrilada y b) organizacién jerarquica: parte cristalina

intercalada por regiones amorfas (Figura 2) (Lavoine et al., 2012).
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Figura 2. Representacion grafica de la conformacion estructural de la celulosa.

Adaptado de Lavoine et al., 2012.

El segundo polisacarido que compone la pared celular primaria es la
hemicelulosa. La hemicelulosa es un heteropolisacarido que consta de varios
polimeros que difieren en la composicion de monosacaridos y en sus enlaces
glicosidicos (Yang et al., 2007) EI papel biolégico mas destacado de la
hemicelulosa es la de contribuir al fortalecimiento de la pared interactuando con
la celulosa y con la lignina. La estructura de la hemicelulosa contiene enlaces 8
1-4 en una configuracion central (Scheller y Ulvskov, 2010). La hemicelulosa se
clasifica dependiendo del residuo de azlcar en la cadena, entre los principales
se encuentran: los glucanos, los xilanos, los mananos y los glucomananos.
Ademas existen subclases dependiendo de la especie de planta, la etapa de
desarrollo y la ubicacion en el tipo de tejido, donde se incluyen: los
glucuronoxilanos, los galactomananos, los arabinoxilanos, los
galactoglucomananos y los xiloglucanos (Sorieul et al., 2016). Estos
compuestos de hemicelulosa pueden variar en cuanto al patron de sustitucion y
el grado de polimerizacion. Por lo cual la composicion del polimero y sus
caracteristicas estructurales quimicas son diferentes entre especies vegetales
(Puls, 1997).

Ademas de la celulosa y la hemicelulosa, la pectina es un polisacarido que se
localiza en la ldmina media perteneciente a la pared celular primaria y esta
implicada en el crecimiento, la morfologia, el desarrollo y la defensa de la
planta (Atmodjo et al., 2013). Las pectinas son una familia de polisacaridos

complejos que contienen residuos de acido-D-galacturénico unidos entre si por



enlaces a 1-4. También puede contener en su estructura xilosa, arabinosa,
ramnosa Yy galactosa. Los tipos de pectina predominantes son: la
homogalacturanona, la ramnogalacturanona I, la ramnogalacturonona Il y los

galacturonanos complejos (Edwards y Doran-Peterson, 2012).

Por otro lado, la pared celular secundaria se encuentra compuesta
principalmente de la lignina. La lignina es un polimero aromatico cuyos
precursores monomeéricos tienen un anillo fendlico con tres carbonos en la
cadena lateral (Ghaffar y Fan, 2013). La principal funcion de la lignina es
brindar fuerza y rigidez al tejido vegetal, protegiendo a la planta de
microorganismos e insectos. La lignina cumple funciones importantes dentro de
la pared celular tales como: producir cambios en la permeabilidad y la
estabilidad térmica (Chung y Washburn, 2016). Quimicamente la lignina esta
compuesta de una red aleatoria de grupos fenilpropano. Estos grupos basicos
son tres monomeros estructurales que pueden ser alcohol cumaril, alcohol
coniferil y alcohol sinapil (Haghdan et al., 2016). Como resultado de la union al
azar de los mondmeros de fenilpropano, la lignina adopta una estructura
tridimensional compleja con enlaces entre carbono-oxigeno (3-O-4, a-O-4, y 4-
0O-5) y entre carbono-carbono (3-5, 5-5y p-1) (Patil et al., 2016).

2.2 Enzimas que degradan los polisacaridos de la pared celular

Entre las enzimas capaces de degradar la pared celular vegetal se encuentra
las celulasas. Las celulasas son un grupo de enzimas producidas por diversos
hongos, protozoarios, bacterias, animales y plantas. Las celulasas son
comunmente utilizadas con propoésitos industriales principalmente en las
industrias textil, del papel, de la comida, como aditivos en detergentes y para
mejorar la digestibilidad del alimento de los animales (Zhang y Zhang, 2013).
Estas enzimas son capaces de hidrolizar el enlace glicosidico 8 1-4 entre dos o
mas carbohidratos (Sadhu y Maiti, 2013). Los tipos de celulasas se dividen en:
a) exoglucanasas o exo-B-1,4-D-glucanasas (E.C.3.2.1.91), también conocidas

como celobiohidrolasas que cortan los extremos de la celulosa produciendo



glucosa o0 celobiosa; b) endoglucanasas o endo-B-1,4-D-glucanasas
(E.C.3.2.1.4) que cortan la celulosa en diferentes sitios al azar produciendo
cadenas de oligosacaridos de diferentes longitudes; y c) B-1,4-glucosidasas
(E.C.3.2.1.21) que cortan principalmente la celobiosa y otros oligosacaridos
para producir glucosa (Kuhad et al., 2011). Las celulasas contienen modulos de
union a carbohidratos no cataliticos llamados CBMs y otros modulos
desconocidos que se localizan en el extremo N o C terminal de la proteina
(Payne et al., 2015).

El mecanismo sugerido de hidrélisis de la celulosa es perpetrado mediante una
disminucion de la fuerza de la zona inaccesible de la celulosa, desordenando
las redes fibrosas y exponiendo a las cadenas dentro de las microfibrillas. Una
vez que la red de celulosa es accesible, la accion sinérgica de las enzimas
endo- y exo-glucanasas fragmentan los polimeros de celulosa convirtiéndolos
en celu-oligosacaridos solubles que se hidrolizan rapidamente (Arantes y
Saddler, 2010).

Las xilanasas son otro grupo de enzimas capaces de degradar la pared celular.
También llamadas O-glicosil hidrolasas (EC 3.2.1.x) rompen de manera
aleatoria los enlaces beta 1-4 del xilano (Alvarez-Cervantes et al., 2016). Son
producidas por diversos organismos: bacterias, algas y hongos. Existen
diversas formas de estas enzimas, debido a que presentan diferentes tipos de
plegamientos, diferentes mecanismos de accién, afinidad por sustratos
especificos, y diferentes caracteristicas fisico-quimicas (Collins et al., 2005).
Las potenciales aplicaciones biotecnoldgicas de las xilanasas son: la
bioconversion de materiales lignoceluldsicos, el uso como agro-residuos en
productos de alimentacion y en las industrias textiles y de Ilos
biocombustibles (Liao et al., 2015). Muchas de las xilanasas reportadas se
encuentran clasificadas en familias glicosil hidrolasas (GH) basadas en

similitudes entre aminoacidos (Paés et al., 2012).



Las pectinasas son enzimas que actlan sobre la pared celular vegetal
descomponiendo grupos pectinos y son clasificadas en 3 grupos dependiendo
del tipo de sustrato que degraden, estos son: la pectina, el acido péctico y el
oligo-D-galacturonato. Las pectinasas pueden actuar mediante trans-
eliminacion o hidrdlisis, cortando de manera aleatoria dentro de la cadena
(endo) o cortando en los extremos (exo) (Tapre y Jain, 2014). Los principales
usos para las pectinasas son: la extraccion de aceites de vegetales y la

obtencién de sabores y pigmentos de plantas (Garg et al., 2016).

2.3 Expansinas

Las expansinas son enzimas no hidroliticas capaces de remodelar la pared
celular vegetal. Las expansinas fueron identificadas por primera vez en 1992
por McQueen y colaboradores. Estas proteinas se inducen a un pH
determinado provocando la relajacién y la extension de la pared celular
(Cosgrove et al., 2002).

2.3.1 Expansinas de plantas

La superfamilia de expansinas de plantas se encuentra distribuida en 4 grupos:
a) a-expansinas, b) B-expansinas, c) proteinas expansina tipo A y d) proteinas
expansina tipo B.

Las a-expansinas fueron renombradas como expansinas tipo A (EXPA). Se
conoce que las a-expansinas estan implicadas en la expansion celular y otros
eventos de modificaciones en la pared (Cosgrove, 2015). Este grupo se ha
utilizado como prototipo en estudios bioquimicos y estructurales de los
diferentes tipos de EXPA. Las EXPAs forman la familia mas grande dentro de
la superfamilia de las expansinas en la mayoria de las plantas (Krishnamurthy
et al., 2015). A diferencia de otras familias de expansinas, los tamafos de los
genes de EXPA presentes en diferentes taxones son comparables entre si,
determinando un papel vital en la funcién de este grupo (Carey y Cosgrove,
2007).
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Igual que la familia EXPA, las B-expansinas fueron renombradas como
expansinas tipo B (EXPB). Se descubridé que este nuevo tipo de expansinas
aumenta la capacidad de extension de las paredes en monocotiledoneas,
mientras que EXPA lo hace en dicotiledoneas (McQueen et al., 1992). La
familia EXPB se compone de 19 genes presentes en el arroz, 6 genes en
Arabidopsis thaliana, 3 genes en Populus tricocarpa y 7 en Physcomitrella
patens. La familia EXPB se clasifica en: el grupo 1 de los alérgenos del polen
que solubilizan los polisacaridos de la pared celular de gramineas facilitando la
entrada del tubo polinico al ovario y las EXPBs vegetativas (Cosgrove, 2016).

Las proteinas expansina tipo A, también denominadas EXLA, tienen una
identidad muy alta de aminoéacidos entre si. Esta familia ha conservado
residuos de cisteina y triptéfano en las regiones N-terminal y C-terminal
respectivamente. La familia EXLA se compone de 3 genes en Arabidopsis
thaliana, 4 en el arroz, y 2 en Populus tricocarpa. Se cree que las proteinas
EXLA no actdan en el alargamiento del tallo y que su funcion biolégica en el
tejido puede ser diferente a la de las proteinas EXPA y EXPB (Lee y Kende,
2002).

Las proteinas expansina tipo B, también denominadas EXLB, han conservado
residuos de cisteina en el extremo N-terminal, pero sélo un residuo de
triptéfano conservado en el dominio 2. Se encontré 1 gen de EXLB en arroz y
en Arabidopsis y 4 en Populus (Choi et al., 2008). La mayoria de los genes que
codifican para EXLB se expresan fuertemente en los 6rganos y en los tejidos
lefiosos, lo que sugiere que cumplen un papel importante en la formacion de

las paredes celulares secundarias (Dal Santo et al., 2013).

2.3.2 Expansinas de bacterias

Las expansinas de plantas y las expansinas de bacterias presentan estructuras

similares. La sobreposicion y un plegamiento similar, confirman que las
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expansinas de B. subtilis y varias extraidas de plantas, presentan similitud a

nivel estructural (Figura 3).

Figura 3. Comparacion estructural entre una expansina vegetal y otra
bacteriana.

Tomado de Nikolaidis et al., 2013.

a) En color azul esta representada la expansina de Zea mays (EXPB1) y en color verde esta

representado la expansina de B. subtilis (Basu).

El modelamiento de las expansinas bacterianas, asi como la existencia de una
superficie conservada y poblada por residuos aminoacidicos que permiten la
unién a diferentes cadenas de polisacaridos, sustentan la existencia de una
homologia estructural entre expansinas de plantas y de bacterias (Figura 4),
demostrando que las estructuras de estas proteinas son parecidas (Georgelis
et al., 2015).

Figura 4. Comparacion de la superficie de union entre una expansina vegetal y
otra bacteriana.

Tomado de Kerff et al., 2008.

a) Superposicion de las estructuras tridimensionales y de los residuos que conforman la
superficie de unién a polisacéridos de la expansina en color naranja de Zea mays (EXPB1) y la

expansina en color celeste y color morado de B. subtilis (EXLX1).
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Las expansinas microbianas estdn presentes en bacterias patdgenas de
plantas, incluidas especies como: Streptomyces, Clavibacter, Xanthomonas y
Xylella. Estos 4 grupos mencionados son conocidos como marchitadores
vasculares, debido a que atacan el xilema dentro de los sistemas vasculares.
Sin embargo, no se encuentran expansinas en bacterias tales como:
Rhizobium, Agrobacterium y Pseudomonas. Esta ausencia de expansinas en
bacterias no fitopatogénicas, sugiere que las expansinas en bacterias confieren
una ventaja Unica en cuanto a la infeccién y colonizacién vegetal (Georgelis et
al., 2015).

2.3.3 Estructura de las expansinas

En el N-terminal de las expansinas se localiza un péptido sefial encargado de
la exportacion extracelular de esta. Este péptido presenta aproximadamente 25
residuos de aminoécidos, al separarse el péptido sefial se forma una proteina
madura de alrededor de 225 aminoacidos y un peso de 23 a 25 kDa (Kerff et
al., 2008).

Las expansinas se encuentran formadas por dos dominios estructurales
llamados D1 y D2. El dominio D1, localizado en el N-terminal, presenta un peso
aproximado de 15 kDa y exhibe un plegamiento tipo beta barril (Georgelis et al.,
2014). EI dominio D1 esta conformado por tres a-hélices y seis hojas B (Figura
5). El dominio D1 posee un porcentaje de identidad muy similar al dominio
catalitico de la familia 45 de las endoglucanasas (GH45), conservando incluso
una gran parte del sitio catalitico de esta familia, pero carece de al menos un

aspartato necesario para la catalisis (Yennawar et al., 2006).

El dominio D2 o C-terminal, tiene un peso aproximado de 10 kDa y se
encuentra arreglado en dos hojas f de cuatro cadenas antiparalelas. Este
arreglo proyecta una estructura B-sandwich muy similar a la de las

inmunoglobulinas (Figura 5) (Georgelis et al., 2014). El plegamiento del dominio
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D2 pertenece a los moédulos de union a carbohidratos (CBM, del inglés
carbohydrate binding module), que permiten la unidén especifica a la celulosa
cristalina, y se ha clasificado dentro de la familia 63 de los CBMs (Boraston et
al., 2004).

Péptido sefial Dominio 1 Dominio 2

Figura 5. Representacion grafica de los dominios D1 y D2 de las expansinas.

Adaptado de Sampedro y Cosgrove, 2005.

a) Esquema general de ambos dominios.

b) Modelo estructural de ambos dominios.

Entre ambos dominios se ha identificado una superficie de union a
polisacaridos (PBS). Este PBS se encuentra en la cara superior de ambos
dominios (Figura 6). Los residuos aminoacidicos que forman el PBS se
encuentran conservados entre las expansinas de las plantas y las expansinas
de las bacterias (Nikolaidis et al., 2013).

Figura 6. Modelo estructural de la superficie de unién a polisacaridos (PBS) de
la expansina del maiz (EXPB1).
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Adaptado de Yennawar et al., 2006.
2.3.4 Funcién de las expansinas

Las expansinas tienen la capacidad de unirse a las paredes celulares de las
plantas (Kim et al., 2009). Estudios de mutagénesis dirigida en BSEXLX1, han
demostrado que la superficie aromatica del dominio D2 es indispensable para
la union a la celulosa, mientras que los residuos D71, Y73 y D82 localizados en
el D1 estan involucrados en el aflojamiento de la pared (Georgelis, et al., 2012).
El D2 de las expansinas se une a la celulosa cristalina a través de residuos
aromaticos conservados. Esta interaccion D2-celulosa cristalina, se asemeja a
la existente entre el CBM de tipo Ay la celulosa (Kerff et al., 2008). La union de
las expansinas a la celulosa cristalina bacteriana o a la celulosa microcristalina
(Avicel) no se afecta a bajas temperaturas, debido a que se lleva a cabo un
proceso de entropia reversible (Georgelis et al., 2012). Los principales residuos
involucrados en la interacciéon del D2 con la celulosa son W125 y W126
permitiendo que la expansina pueda deslizarse sobre la superficie hidréfoba de
la celulosa cristalina a través de la superficie aromética formada por estos
residuos (Silveira y Skaf, 2016). También se produce la formacién de puentes
de hidrogeno entre K119 y el residuo G5 de la molécula de celohexaosa, lo

cual apunta a que la funcion principal de D2 es la de unirse al sustrato.

2.4. Técnicas utilizadas para la mediciéon de lainteraccion de proteinas

La microscopia confocal es una técnica que proporciona una resolucion éptica
tridimensional de un determinado objeto. EI microscopio confocal ilumina y
detecta la luz fluorescente emitida luego de excitar una muestra debidamente
marcada con moléculas que emiten fluorescencia como los fluoréforos o genes
que codifican para proteinas fluorescentes como la proteina verde fluorescente
(GFP, del inglés green fluorescent protein) o la proteina amarilla fluorescente
(YFP, del inglés yellow fluorescent protein) (Mullineaux, 2007). La principal
ventaja de un microscopio confocal es su alta capacidad Optica de obtener

sefal de una o varias secciones voluminosas de la muestra de estudio. La
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microscopia confocal es el método Optimo empleado para visualizar la co-

localizacion intracelular de proteinas en células o tejidos (Miyashita, 2004).

Las proteinas pueden marcarse con fluoréforos y con sondas especificas. La
tecnologia de etiqueta de proteinas (Halo-Tag) es una herramienta versétil para
el estudio de la interaccion molecular en las células. El principio de la técnica
se basa en la conexion covalente directa de sondas organicas a una proteina
especificamente disefiada que puede expresarse en células vivas (Daniels et
al., 2014). El Halo-Tag es una haloalcano deshalogenasa modificada que esta
disefiada para unirse covalentemente a ligandos sintéticos (ligandos Halo-Tag).
Los ligandos sintéticos comprenden un enlace cloroalcano que puede estar
unido a fluoréforos o a superficies soélidas (Los et al., 2008). La formacion de
enlaces covalentes entre la etiqueta de proteina y el ligando es altamente
especifica, irreversible y se produce rapidamente en condiciones fisiologicas.

Por otra parte, existen técnicas que se basan en la emisién de fluorescencia
cuando dos 0 mas proteinas se unen especificamente a otras moléculas o a
diferentes estructuras. La transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET, del inglés forster resonance energy transfer) se ha
utilizado como técnica espectroscopica en: el andlisis estructural de moléculas
bioldgicas y sus interacciones, el analisis de acidos nucleicos y la transduccién
de sefiales biolégicas. FRET es una técnica principalmente empleada para
detectar interacciones entre proteinas o la interaccion de proteinas con
estructuras celulares (Chen et al., 2013). Esta técnica se utiliza para determinar
la distancia entre los dominios de una proteina y predecir la conformacion de
dicha proteina. Ademas, FRET es utilizada para detectar la ubicacion y las
interacciones de genes y diferentes estructuras celulares (Juette et al., 2014).

Los biosensores fluorescentes son empleados debido a que ofrecen
propiedades Opticas superiores como: fluorescencia mas brillante, facilidad de
seleccion de longitudes de onda de excitacion y emision y la fotoestabilidad.

Los biosensores de FRET se clasifican en dos categorias: del tipo
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intermolecular y del tipo intramolecular. Los biosensores intermoleculares de
FRET consisten en una proteina fusionada con una molécula donadora
fluorescente y otra proteina fusionada con una molécula aceptora fluorescente.
En el momento que ambas proteinas se asocian entre si la molécula donadora
entrega energia que es recibida por la molécula receptora y se genera sefial
fluorescente que se puede detectar. Por otro lado, los biosensores
intramoleculares FRET consisten en construcciones moleculares capaces de
expresarse en los genes de los sitios especificos donde se busca la interaccion

o aquellas biomoléculas que interaccionan con dicho sitio (Aoki et al., 2013).

A diferencia de las técnicas descritas, la técnica de espectroscopia de
correlacion de fluorescencia (FCS, del inglés fluorescence correlation
spectroscopy) se ha desarrollado progresivamente como un método aplicado
en el estudio de la cinética quimica, la difusion molecular y la dinamica
conformacional. Las ventajas que presenta este método son: el alta resolucién
espacial y temporal, un corto tiempo de andlisis de los resultados y la utilizacion
de poca muestra de estudio (Elson, 2011) . El parametro de mediciéon en FCS
es la fluctuacion de la intensidad de la fluorescencia. Esta fluctuacion se
produce a partir de efectos fisicos, quimicos, biolégicos y ademas efectos
aleatorios como el ruido. Estas fluctuaciones son analizadas durante la
medicién de correlacion para proporcionar datos relevantes sobre el entorno en
el que reside el fluoréforo (Tian et al., 2011).

FCS se ha convertido en una herramienta fundamental para las mediciones de
concentracion y agregacion, el analisis de difusion y la determinacion de la
interaccion molecular. El analisis de autocorrelacion de las fluctuaciones en la
intensidad de fluorescencia proporciona informacion sobre el tiempo de difusion
y el numero de moléculas fluorescentes presentes. Finalmente, un histograma
de recuento de fotones es utilizado para examinar la relacién entre la
intensidad de fluorescencia y el nimero de moléculas fluorescentes, estimando

el brillo promedio de la muestra (Herrick-Davis y Mazurkiewicz, 2013).
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La técnica de FCS se ha empleado para investigar el movimiento molecular y la
interaccién entre moléculas o de las moléculas en las células o tejidos
(Laurence et al.,, 2014). Uno de los avances claves para la mejora de la
aplicacion de FCS ha sido la optimizacion del disefio del microscopio y la
eficiencia del detector de fluorescencia, permitiendo que la sensibilidad de una
sola molécula sea reconocida. Las mejoras en los detectores y en la Optica han
permitido reducir las irradiaciones de excitacion, reduciendo la fototoxicidad y el
fotoblanqueo (Woll, 2014).

Finalmente, una de las técnicas aun poco explotadas en el estudio de la
interaccidn de proteinas es la espectroscopia de correlacion de imagenes
raster (RICS, de inglés raster image correlation spectroscopy). RICS es una
técnica de andlisis de imagenes que permite medir el coeficiente de difusion y
la concentracién de proteinas marcadas fluorescentemente. La técnica de
RICS puede detectar de manera indirecta la union de las proteinas midiendo
los cambios en los coeficientes de difusion (Wiseman, 2015). Los microscopios
de barrido laser generan imagenes midiendo la intensidad de fluorescencia que
emite la proteina marcada a través del area de un pixel (un pixel se refiere a la
medicion de intensidad fluorescente localizada). El valor de cada pixel se
obtiene iluminando una regién en el campo visual de la muestra y midiendo la
intensidad de respuesta de la fluorescencia emitida. El raster en RICS hace
referencia al orden en que los pixeles se recogen para generar una imagen,
donde el pixel superior izquierdo se mide primero y se continta midiendo la fila
de pixeles de izquierda a derecha. Debido a que de cada pixel se recoge
informacion en un momento diferente, existen datos en cada imagen individual
(Larikova et al., 2016).

El coeficiente de difusion y la concentracion se calculan a partir de las
imagenes escaneadas raster utilizando el andlisis RICS. En el analisis de RICS
se eliminan los objetos estacionarios y aquellos que se mueven lentamente en
el fondo, de tal manera que la suma de dicho fondo resta el promedio de todas

las imagenes de cada imagen. Sin embargo, ya que las células no se
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mantienen inmoviles se puede despreciar el fondo de la imagen obteniendo

valores reales para cada proteina (Rossow et al., 2010).

3. DISENO EXPERIMENTAL

Para la obtencion de la expansina PcExI1 recombinante, se realizd la
transformacion de la cepa E. coli BL21 con el plasmido pET22b-PcExI1 que
contenia el gen de la expansina. Luego de que se expreso la proteina y se
extrajo de la membrana celular de la bacteria mediante osmosis, se cuantifico
Su concentracion y se concentro hasta llegar a 10 ug/mL. Una vez obtenida la
expansina se realizaron experimentos de union a celulosa cristalina (Avicel) de
la proteina congelada y no congelada para determinar la perdida de la
capacidad de unién por congelamiento. Una vez determinada la resistencia de
la expansina, se marcé la PcExI1l con el fluoroforo Cy5 y se uni6 a los
diferentes xilemas de los vegetales. Posterior, se realizaron ensayos de
infeccion con Pectobacterium carotovorum, bacteria de donde se obtuvo el gen
de la expansina, para verificar la infeccion sobre los vegetales donde se uni6
PcExI1. Se observd mediante microscopia confocal el sitio especifico de union,
resultando en la unién preferente a las fibras helicoidales sobre las fibras
lineales que conforman los haces vasculares del xilema. Se estudio la
cristalinidad, la textura y la composicion de azucares de ambas fibras para
determinar las diferencias estructurales y de azucares por las cuales la

expansina prefiere un tipo de fibra especifica (Figura 7).
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4. PROCEDIMIENTOS

4.1 Poblacion y muestra

Los vegetales empleados en el trabajo se compraron en el campo practico del
Centro de Investigaciones Agropecuarias de la Universidad Autonoma de
Morelos, México. ElI apio se selecciondé con un tallo de altura de
aproximadamente 30 cm, de color blanco verdoso y sin signos de resequedad.
El kale fue seleccionado teniendo en cuenta el vigor del tallo y una altura de 10
cm, se escogieron aquellos més firmes, los tallos presentaban color morado
oscuro y ningun signo de deterioro. La verdolaga fue seleccionada con tallos de
aproximadamente 15 cm, de color verde claro y sin presentar ningun signo de
blandura en la planta. El betabel fue seleccionado con tallos de
aproximadamente 15 cm, de color violeta oscuro y sin signos de dafios o
manchas. Para el ruibarbo se tomaron plantas con tallos de aproximadamente
55 cm de largo, que presentaban vigor y un color café-violeta, sin ninguna
herida o presencia de manchas. Para la acelga se seleccionaron plantas con
tallos de color rosado de aproximadamente 20 cm de largo y que no
presentaran rugosidad en la parte central del tallo (resequedad). El laboratorio
cuenta con dos cepas ambientales de Pectobacterium carotovorum, que son: la
cepa BF45, aislada de Nicotiana tabacum infectada y la cepa 101, aislada de
Opuntia ficus-indica donadas por el Dr. Oscar Mascorro de la Universidad

Autonoma de Chapingo, México (Garcia, 2010).

4.2 Materiales

Reactivos: isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido  (IPTG) (Thermofisher
Scientific, EE.UU), marcador de peso (Thermofisher Scientific, EE.UU),
solucion amortiguadora de carga 4X (Thermofisher Scientific, EE.UU), reactivo
de Bradford (BIO-RAD, EE.UU), celulosa microcristalina (Avicel) (Sigma-
Aldrich, EE.UU), 4-(2-hidroxietil)-1-acido piperazinaetanosulfénico (hepes)

(Sigma-Aldrich, EE.UU), juego de reactivos de marcaje de proteinas (contiene:
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carbonato sodico (Na2CO3), agua ultra pura y fluoréforo Cy5) (Jena Bioscience,
Alemania), NaOH (Avantor, J.T.Baker®, EE.UU), hipoclorito de sodio (cloro
comercial), acido acético glacial al 100 % (Merck Millipore, EE.UU), solucién
amortiguadora salina de fosfatos (Sigma-Aldrich, EE.UU), acido 3-5 dinitro
salicilico (DNS) (Sigma-Aldrich, EE.UU), glucosa (Sigma-Aldrich, EE.UU) y
acido sulfurico 99% (H2S04) (Avantor, J.T.Baker®, EE.UU).

Enzimas: endo-1-4-B-celulasa de Trichoderma reesei (Sigma-Aldrich, EE.UU) y
xilanasa de Trichoderma longibrachiatum (Sigma-Aldrich, EE.UU).

Pldsmidos: pET22b-S/N (Novagen, Merck Millipore, EE.UU).

Otros insumos: medio liquido LB (Sigma-Aldrich, EE.UU), medio soélido LB
(Sigma-Aldrich, EE.UU), ampicilina (Thermofisher Scientific, EE.UU), solucién
SET (sacarosa 1 mol/L, EDTA 0,040 mol/L y Tris-HCI 0,050 mol/L), sulfato de
magnesio heptahidratado (MgS04.7H20) (Sigma-Aldrich, EE.UU), membrana
de transferencia Inmobilon-P (Merck Millipore, EE.UU), tris solucion
amortiguadora salina (TBS) (Bio-Rad, EE.UU), juego de reactivos cromogénico
HRP (Abcam’s, EE.UU), membrana de dialisis (Spectrum labs, Spectra/Por®,
EE.UU), columna de polietersulfona Vivaspin 20 (GE Healthcare Life Sciences,
EE.UU), solucién amortiguadora de fosfatos (Avantor, J.T.Baker®, EE.UU),
solucion amortiguadora de acetato, membrana de 0,45 ym (Merck Millipore,
EE.UU), carbonato de calcio (CaCo3) (Medi-Lab, J.T.Baker®, México),
celobiosa (Sigma-Aldrich, EE.UU), glucosa (Sigma-Aldrich, EE.UU), xilosa
(Fisher Scientific, J.T.Baker®, EE.UU), galactosa (Sigma-Aldrich, EE.UU),
arabinosa (Sigma-Aldrich, EE.UU) y manosa (Merck Millipore, EE.UU).

4.3 Métodos para la obtencion de los datos

4.3.1 Obtencion de la proteina PcExI1 recombinante

Expresion y extraccién de la proteina PcExI1

Para la transformacion de la cepa E. coli BL21, se utilizé el plasmido pET22b-

PcEXxI1 que contenia el gen de la expansina construido por el Dr. Olarte en el
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Laboratorio de sintesis de proteinas del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Autonoma de México. Se afadio 2 pL del plasmido previamente
descrito en un tubo que contenia 60 pL de la cepa E. coli BL21 y se dejé
reposar por 30 min en hielo. Posteriormente, se provoc6 un choque térmico en
las células utilizando un bafio maria a 42 °C por 45 segundos, para luego
rapidamente pasar a hielo. Se agregaron los 60 uL a un tubo con 1 mL de
medio liquido LB y se incub6 por una hora a 37 °C y 200 rpm. Se prepar6 una
caja de medio solido LB con ampicilina (100 mg/mL) y se sembraron 300 uL de
las células transformadas. Se incubaron las células transformadas toda la

noche a 37 °C sin agitacion.

La expresion de la proteina se realiz6 en matraces de un litro que contenian:
500 mL de medio LB, 500 uL de ampicilina (100 mg/mL) y 500 uL de cultivo de
las células de E. coli BL21 transformantes a 37 °C y 200 rpm, hasta alcanzar
una DO de 0.8-0.9 (A=600 nm). La induccién se realiz6 utilizando 10 yL de
IPTG a una concentracion final de 100 uM, y se continud la incubacion toda la

noche a 16 °C y 200 rpm.

El plasmido pET22-PcExI1 contiene un péptido sefial de exportacion al
periplasma, por lo cual se procedié a extraer la proteina mediante osmosis
rompiendo la membrana empleando una solucién llamada SET y una segunda
de MgS04.7H20 0,020 mol/L. Se colocaron en dos tubos falcon los cultivos
inducidos y se centrifugaron a 8000 rpm por 10 min, luego se elimin6 el
sobrenadante y se resuspendi6é el pellet con 5 mL de la solucién SET, se
mantuvo en frio por 20 min y se centrifugd a 7000 rpm por 30 min. Una vez
terminada la centrifugacién se recolectd el sobrenadante. Se resuspendio
nuevamente el pellet con 5 mL de la solucion de MgSO4, se mantuvo en frio
por 20 min y se centrifugé nuevamente a 7000 rpm por 30 min, al finalizar se
guardo el sobrenadante a 4 °C. Posterior a la extraccidén, se obtuvieron dos
fracciones de la proteina: una fraccion SET y otra fraccion MgSO4. De cada
fraccion se tomaron 20 pL y se mezclaron con 5 pyL de solucion amortiguadora

de carga 4X, la mezcla se calenté a 95 °C por 5 min y se realizé un gel de
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electroforesis de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) al 12%,
utilizando el marcador de peso (PageRuler™ Prestained Protein Lander) de las
fracciones de la proteina extraidas por 6smosis. Finalmente se almacend la
fraccion de MgSO4 para su utilizacion en los experimentos posteriores, debido

a la facilidad de remocién del magnesio comparado con la de sacarosa.

Para determinar que la proteina es la expansina de interés, se procedié a
realizar un Western blot de la fraccion de MgSOa4. Se cortd un fragmento de 5
cm de alto x 8 cm de largo de una membrana de transferencia Inmobilon-P,
misma que se sumergié en metanol durante dos minutos para activarla. Se
cortaron 4 fragmentos con medidas similares de papel filtro grueso. Tanto la
membrana como los papeles filtro fueron remojados en solucién amortiguadora
de transferencia que contenia tris, glicina, SDS y 20% metanol por un minuto.
Posteriormente, se colocaron dos papeles filtros juntos, seguidos por la
membrana y sobre esta el gel SDS-PAGE, finalmente dos papeles filtros en la
parte superior del gel. Se transfirieron las bandas utilizando el equipo
Amersham ECL Semi-Dry Blotters (Hoefer SemiPhor, GE Healthcare Life
Sciences, EE.UU) a 32 mA. Una vez terminada la trasferencia se bloqueé la
membrana con leche en polvo (2,5 g en 50 mL de TBS 1X). Posteriormente, la
membrana se incubd durante 1 hora en agitacion con el anticuerpo a-ExI1 de
conejo a dilucion1:4000, para luego realizar 3 lavados cada uno de 5 min con
TBS 1X. Posterior a los lavados, se incubé durante 1 hora la membrana con
anticuerpo anticonejo a-HRP a dilucién 1:3000. Se realizaron nuevamente 3
lavados con TBS 1X y se procedié a revelar la proteina con el juego de

reactivos cromogénico HRP agregando 2 mL sobre la membrana.

Dialisis de la proteina PcExI1

Una vez identificada la expansina utilizando el Western blot, se procedi6 a
dializar la fraccion de MgSO4 mediante una membrana de didlisis de 12-14 kDa
contra soluciéon amortiguadora de fosfatos 0,020 mol/L a pH 7,5 durante 12

horas para eliminar el MgSO4. Posteriormente, se realizé6 un ensayo de
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Bradford para cuantificar la concentracion de la proteina extraida incubando
con el reactivo de ensayo de proteina diluido 1:5, y lectura en el
espectrofotometro Du® 730 UV/VIS (Beckman Coulter, EE.UU) a A= 595 nm.
Después, se procedid a concentrar la proteina mediante una columna de
polietersulfona Vivaspin 20, se midi6é la concentracion de la proteina al inicio de
los ciclos de centrifugado utilizando la curva de calibrado del reactivo Bradford
(Anexo 1). Se realizaron varios ciclos de centrifugado de la columna a 7000
revoluciones por minuto (rpm) en intervalos de 30 min, una vez terminado caca
ciclo se midi6 nuevamente la concentracion de la proteina hasta obtener una

concentracion final de 10 mg/mL.

4.3.2 Evaluacion de la unidn de la proteina PcExI1 recombinante

Se realizaron ensayos de union de la proteina PcExI1 al Avicel para comprobar
qgue la proteina se uniera al sustrato. Para lo cual, se congelaron 10 uL de la
proteina obtenida en la extraccion por MgSO4, descongelandola luego de dos
semanas para determinar si la proteina no perdia su capacidad de union con el
paso del tiempo. Para estos ensayos se pesdé 1 mg de Avicel que reaccion6
con 5 g de la expansina PcExI1 y 39 uL solucién amortiguadora hepes 0,020
mol/L a pH 7,5 durante una hora a 30 °C. Posteriormente, se centrifugd a
13000 rpm en una minicentrifuga de mesa durante 10 min y se recogio el
sobrenadante de la reaccion y se lavé el pellet de la reaccion 3 veces con la
misma soluciéon amortiguadora hepes. Al pellet se afiadieron 20 uL de solucién
amortiguadora de carga y se hirvio a 95 °C por 5 min. Del sobrenadante se
tomaron 20 uL y se afiadio 5 pL de solucién amortiguadora de carga y se hirvio
a 95 °C por 5 min. Ambas muestras se corrieron en un SDS-PAGE al 12 %. Los
experimentos se realizaron por triplicado. Para calcular el porcentaje de
proteina que se une al Avicel, se realizé una curva de calibrado de la cantidad
expansina en diferentes cantidades: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7y 8 (ug) corridos en un gel
de electroforesis SDS-PAGE al 12 % (Anexo 2). La intensidad de cada banda
se calculo utilizando el programa Image Lab de BioRad (EE.UU) y se graficé

contra la concentracién de proteina.
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4.3.3 Marcaje de la proteina PcExI1 recombinante

Para el marcaje de PcExI1 con el fluoréforo Cy5, se utilizo el juego de reactivos
de marcaje de proteinas (Jena Bioscience, Alemania), donde se mezclaron 108
ML de la proteina (10 mg/mL) con 12 pL de una solucion de Na2CO3. En un
tubo de agregaron 120 pL de la mezcla de PcExI1-Na2CO3 y se mezclé con
100 uL del fluoroforo en solucion Cy5. La reaccion de marcaje se llevé acabo a
4 °C en agitacion por 24 horas sin exponer el tubo a la luz. Para separar el
exceso de fluoréforo no incorporado, se paso la proteina marcada con Cy5 por
una resina Sephadex G-10 (GE Healthcare Life Sciences, EE.UU) a un caudal
de 0,5 mL/min y se eluyo utilizando una solucién amortiguadora de fosfatos
0,020 mol/L a pH 7,5. Se recogieron los primeros 20 mL eluidos en tubos (1
mL/tubo) y se almacenaron a 4 °C. Con el fin de determinar en cual de los
tubos eluyd la proteina marcada, se realizd un ensayo de Bradford donde
reaccionaron 25 pL de reactivo de ensayo de proteina, 25 pyL de solucién
amortiguadora de fosfatos 0,020 mol/L a pH 7,5y 75 uL de la solucion recogida
de los tubos. Una vez reconocidos los tubos donde eluy6 la proteina marcada,
se separaron los tubos que mostraron cambio de coloracion y se corrieron en
un gel SDS-PAGE al 12%.

4.3.4 Preparacion del material vegetal

Se procedié a aislar de manera manual los haces vasculares de distintos
vegetales: apio, kale, verdolaga, betabel, ruibarbo y acelga. Una vez aislados
los haces vasculares de cada vegetal, se hirvieron por 30 minutos. A
continuacion, se sumergieron en una solucién de NaOH al 5 % durante una
hora. Una vez culminada la hora, se lavo el material vegetal con abundante
agua destilada. Posteriormente, se sumergieron en una solucidén que contenia
40 mL de hipoclorito de sodio, 7,5 mL de acido acético glacial y 452,5 mL de
agua destilada. En esta solucion los haces se incubaron a 37 °C por una hora
sin agitacion. Una vez realizado el tratamiento se procedio a lavar el tejido

vegetal con abundante agua destilada hasta que el pH no vari6 de 5 y se
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guardo el material a 4 °C. Este tratamiento se realiz6 con el fin de decolorar el
xilema de los vegetales y para que no presenten autofluorescencia en los
ensayos de microscopia confocal.

4.3.5 Determinacion por microscopia de la unién de la proteina PcExI1

marcada con Cy5 al material vegetal

Se cortaron fragmentos de aproximadamente 3 cm del xilema de cada vegetal.
Posteriormente, se colocaron los fragmentos en frascos de vidrio pequefos y
se afiadieron 50 pL de la proteina marcada. Todas las muestras se incubaron
en una plancha de agitacion constante a 4 °C durante toda la noche. Se
recogié cada fragmento de cada vegetal y se colocaron en un porta objeto.
Sobre el material vegetal se afiadio 1 mL de PBS 1X y se coloc6 sobre cada
muestra un cubre objeto. Los portaobjetos de los diferentes vegetales se
colocaron en el Microscopio Confocal FluoView™1000 (IX81 Invertido)
(Olympus, Japon) con una apertura focal de 0,5 y con modelo de lente UPLFL
40X y se observo la fluorescencia. Los fluoréforos fueron excitados a una
longitud de onda de 635nm con el laser rojo, ajustando el porcentaje de laser
utilizado y las condiciones de visibilidad de la fluorescencia. Los resultados
fueron recogidos a una emisién de 664 nm y las imagenes fueron procesadas
por el programa de imagenes Fiji que facilita la visualizacibn de imagenes.
Como control negativo se utilizaron los fragmentos de 3 cm de todos los
vegetales tratados de igual manera como se describi6 en el punto 4.3.4, pero

sin marcarse con el fluoréforo Cyb5.

4.3.6 Ensayos de infeccidon sobre el material vegetal utilizando el

microorganismo patégeno

Para comprobar si las cepas de Pectobacterium carotovorum BF45 y 108, eran
capaces de infectar los vegetales, se realizaron 60 cortes de los tallos de apio,
kale, verdolaga, betabel, ruibarbo y acelga y se desinfectaron utilizando una
solucion de hipoclorito de sodio al 5%. Se realizaron 14 infecciones y un control
negativo para la cepa de Pectobacterium carotovorum BF45 y para la cepa de
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Pectobacterium carotovorum 108 y para cada tiempo de infeccion
(24 y 48 horas). El procedimiento consisti6 en realizar un corte de
aproximadamente 5 cm a cada tallo con ayuda de un cuater y colocar 10 uL de
10e8 células para cada cepa. En el control negativo se afiadieron 10 uL de
medio LB. Posteriormente, los tallos fueron envueltos en papel himedo y se
incubaron a 30 °C por 24 y 48 horas. Antes de realizar la infeccion se registro el
peso inicial de cada tallo. Una vez transcurrido el tiempo de la infeccion, se
sacaron los tallos infectados y se procedio a retirar el tejido blando raspando
con una espatula la zona afectada. Se pesaron y registraron los pesos de los
vegetales post-infeccion. Se realizdé un diagrama de cajas del % de pérdida de
peso por maceracion para cada cepa tomando los datos de la infeccion a las 48

horas.

4.3.7 Evaluacion de la unién de la proteina PcExI1 recombinante pura a

fibras helicoidales y a fibras lineales

El tratamiento con hipoclorito de sodio y acido acético glacial de los haces
vasculares de los vegetales permitié observar fibras helicoidales y fibras
lineales, que fueron separadas de manera manual bajo el microscopio éptico
CX31 (Olympus, EE.UU), utilizando las agujas de jeringuillas de insulina. Se
realizaron experimentos de union de la expansina sin marcar a las diferentes
fibras. Se pesaron 20 mg tanto de fibras helicoidales como de fibras lineales y
como control positivo de la unién 20 mg de Avicel que reaccionaron en 50 pL
totales: con 10 ug de la expansina PcExI1l y 39 uL solucion amortiguadora
hepes 0,020 mol/L a pH 7,5 durante una hora a 30 °C. Posteriormente, se
centrifug6é a 13000 rpm por 10 min en una minicentrifuga de mesa y se recogi6
el sobrenadante de las reacciones y se lavo el pellet para cada muestra 3
veces con la misma solucion amortiguadora hepes. Al pellet se afiadieron 20 pyL
de solucion amortiguadora de carga y se hirvio a 95 °C por 5 min. Para el
sobrenadante se afiadio 5 puL de solucion amortiguadora de carga y se hirvio a
95 °C por 5 min. Las muestras se analizaron mediante SDS-PAGE en un gel al

12%. La cantidad de proteina pegada en las fibras se calcul6 mediante el
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programa Image Lab-Quantify tools y la curva de calibrado de PcExI1 (Anexo
3). Los experimentos se realizaron por triplicado.

4.3.8 Evaluacion de la cristalinidad de las fibras helicoidales y lineales

Actividad enzimética

Se pesaron 20 mg tanto de fibras helicoidales como de fibras lineales y se
llevaron a cabo las reacciones con 1 unidad de la enzima endo-1-4-B-celulasa
de Trichoderma reesei y con 1 unidad de la enzima xilanasa de Trichoderma
longibrachiatum, por separado, para cada tipo de fibra como se describen a
continuacion: a) 12 uL de la endo-celulasa (0.86 U/uL) y 488 pL de la solucién
amortiguadora de acetato 0,050 mol/L pH 5, b) en vez de celulasa se coloc6 12
ML de agua destilada y 488 uL de la solucion amortiguadora de acetato 0,050
mol/L pH 5, ¢) 12 uL de la endo-celulasa (0.86 U/pL), 10 pyL de la expansina
PcExI1 (10 mg/mL), 478 uL de la solucibn amortiguadora de acetato 0,050
mol/L pH 5, d) 12 uL de agua destilada, 10 yL de la expansina PcExI1 (10
mg/mL) y 478 uL de la solucién amortiguadora de acetato 0,050 mol/L pH 5, e)
10 pL de la xilanasa (1 U/uL) y 490 uL de la solucién amortiguadora de acetato
0,050 mol/L pH 4,5, f) en vez de xilanasa se coloc6 10 yL de agua destilada y
490 pL de la solucién amortiguadora de acetato 0,050 mol/L pH 4,5, g) 10 uL
de la xilanasa (1 U/uL), 10 pL de la expansina PcExI1 (10 mg/mL), 480 uL de la
solucién amortiguadora de acetato 0,050 mol/L pH 4,5, h) 10 yL de agua
destilada, 10 pL de la expansina PcExI1 (10 mg/mL) y 480 uL de la solucién
amortiguadora de acetato 0,050 mol/L pH 4,5 .

Posteriormente, las muestras que contenian la endo-celulasa se incubaron a
50 °C y las que contenian la xilanasa se incubaron a 30 °C en un bafio Maria y
se tomaron 50 yL de cada una a los tiempos de 30, 60, 90 y 120 min. Los 50
ML de cada muestra se mezclaron con 50 pL del reactivo DNS y se hirvieron
por 5 min para luego dejarlos enfriar en hielo. A los 100 yL de todas las
muestras se afiadieron 900 yL de agua destilada y se midi6é el cambio de color

de amarillo a café en el espectrofotometro a 540 nm. El blanco de la medicién
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consistio de 50 yL de buffer acetato sin enzimas y 50 yL del reactivo DNS,
hervido por 5 min y se afiadi6 900 pyL de agua destilada. Para calcular la
concentracion de azucares liberados (glucosa) de las reacciones enzimaticas,
se realiz6 una curva de calibrado, graficando la concentracion de glucosa 0, 2,
4, 6, 8, 10, 20, 40 (mM) contra la intensidad del color desarrollado después de
la reaccion con el DNS: de cada concentracion de glucosa se tomaron 100 pL y
se mezclaron con 1 mL de reactivo DNS. Todas las muestras se hirvieron por 5
min y se midio la absorbancia en el espectrofotometro a A= 540 nm. Para
calcular la concentracion de azucares liberados se realizd una curva de
calibrado (Anexo 4), graficando la concentracién de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 40
(mM) de glucosa contra la intensidad del color desarrollado después de la
reaccion con el DNS: de cada concentracién de glucosa se tomaron 100 pL y
se mezclaron con 1 mL de reactivo DNS. Todas las muestras se hirvieron por 5
min y se midié la absorbancia en el espectrofotometro a A= 540 nm.

Difraccién de rayos X

El indice de cristalinidad y la textura de las fibras separadas (helicoidales y
lineales) se determinaron por difraccibon de rayos X en la Universidad

McMaster, Canada.

4.3.9 Evaluacién de la composicion quimica de las fibras helicoidales y

lineales

Hidrolisis acida con H2S04

Se separaron manualmente las fibras helicoidales y las fibras lineales, se
pesaron y luego se secaron en un horno a 45 °C durante 30 minutos. Se utilizé
un desecador para enfriar las muestras y nuevamente se tomo el peso de cada
una. Posteriormente, en tubos de presion, se colocaron aproximadamente 30
mg de las fibras helicoidales que reaccionaron con 300 yL de H2SO4 al 72 % y

20 mg de las fibras lineales que reaccionaron con 200 yL de H2SO4 al 72 %
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por separado. Ambas reacciones se mezclaron por un minuto y se incubaron a
30 °C durante una hora en el bafio Maria, agitdndolas cada 10 min para que el
acido actué sobre toda la muestra. Luego se agregaron 5,7 mL de agua
destilada en la reaccion de las fibras helicoidales y 4,8 mL de agua destilada en
la reaccion de las fibras lineales, para diluir el H2SO4. Se agit6 cada tubo para
evitar la separacion de las fases y se autoclavaron por una hora a 121 °C con
las condiciones para liquidos, después de lo cual, cada muestra se filtré por
una membrana de 0,45 ym y se neutralizé el H2SO4 de la muestra agregando
CaCos3 puro hasta llegar a un pH de 5-6. Se decanto el sobrenadante de cada
muestra y se centrifugd a 13000 rpm durante 5 min en una minicentrifuga de
mesa. Se guardaron las muestras centrifugadas en frio a 4 °C hasta su

posterior analisis.

Composicion de azlUcares

Inicialmente se pesaron 10 mg de los siguientes estandares de azlcares:
celobiosa, glucosa, xilosa, galactosa, arabinosa y manosa. Cada uno se
disolvi6 en 1 mL de agua destilada. El HPLC Ultimate Rs Pump 3000
(Thermofisher Scientific, EE,UU) inyect6 10 yL de cada muestra en la columna
Aminex HPX-87H (Bio-Rad, EE.UU), se analizaron las muestras a 247 psi a 85
°C y se identificaron los picos con el programa Chromeleon version 6.9.
Posterior, se realizaron curvas de calibrado tanto para la glucosa y xilosa
(Anexo 5). Se inyectaron 1, 2, 3, 4 yL de glucosa (5 mg/L) y 1, 2, 3, 4 yL de
xilosa (5 mg/mL) y con el programa Chromeleon version 6.9 se calcul6 el area
bajo la curva y dichos datos se graficaron contra cada cantidad de glucosa o
xilosa inyectada. Finalmente se inyectaron 20 pL de cada muestra, se
identificaron los picos con el programa Chromeleon version 6.9 y los datos se

graficaron contra cada cantidad de glucosa o xilosa inyectada.

5. RESULTADOS Y DISCUSION
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5.1 Obtencion de la proteina PcExI1 recombinante

Con el fin de obtener la expansina recombinante de PcExI1, se transformaron
células de E. coli BL21. Estas células son utilizadas en estudios que requieren
la obtencion de altas cantidades de proteinas recombinantes (Jeong et al.,
2015). El plasmido pET22-ExI1 que se insert6 en las células de E. coli cuenta
con un péptido sefal de exportacion al periplasma, evitando de esta manera
que la expansina quede atrapada en forma de cuerpos de inclusion y facilitando
el acceso de las soluciones que rompen la membrana para su extraccion
(Malik, 2016). El método mas sencillo de extraccion de proteinas en bacterias
Gram-negativas consiste en un choque osmotico con una solucion que
contiene sacarosa en alta concentracidn para provocar la ruptura de la
membrana, seguido de un segundo choque osmotico afiadiendo una solucion
de magnesio para extraer el restante de la proteina retenida en el periplasma,
evitando cualquier dafio en la integridad de la proteina. En la Figura 8 se
observa que la proteina PcExI1 es obtenida en dos fracciones a partir del
choque osmotico de las bacterias E. coli BL21. La fraccion SET corresponde a
la solucion de sacarosa y la fraccibon MgSO4 a la solucibn de magnesio
utilizadas en la osmosis. Como control positivo se utilizé la proteina PcExI1
expresada anteriormente en el Laboratorio de Disefio y Sintesis de Proteinas
del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Autbnoma de México y se
observa que PcExI1 migra entre los 22 a 25 KDa al igual que el control. Debido
a la facilidad de remocion del magnesio, se descart6 la fraccion SET y se utilizd

la fraccidbn MgSO4 para los experimentos siguientes.
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Figura 8. Gel de electroforesis SDS-PAGE de la extraccion de la proteina
PcExI1 del espacio periplasmaético.

a) Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: vacio, carril 3: fraccién SET, carril 4: fraccién
MgSO4, carril 5: control positivo.

Aunque es muy posible que la banda observada se trate de la expansina
PcExI1, tal como lo confirma el control positivo, la sola migracién no permite
identificar una proteina basandose en el peso molecular que ésta presenta.
Existen diferentes factores que podrian alterar el nivel de corrida en gel; estos
factores son: la concentracion del gel de poliacrilamida, la estabilidad del gel y

la naturaleza de la muestra.

Para confirmar la autenticidad de la expansina se realizd6 un Western blot con
un anticuerpo especifico para PcExI1. El anticuerpo no reconoce otras
expansinas similares. Se observd que el anticuerpo anti-PcExI1 reconoce de
manera especifica a la expansina (Figura 9).
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Figura 9. Western blot de la fraccion MgSO4 de PcEXxI1.

a) Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: fraccibn MgSO4 de PcEXxI1.

5.2 Cuantificacién de la proteina PcExI1 recombinante

Debido a la presencia de otras bandas inespecificas y al magnesio de la
solucion, se realizé una dialisis a la fraccion de MgSO4 utilizando solucién
amortiguadora de fosfatos pH 7,5. El MgSO4 es un compuesto que se
encuentra en baja concentracion en comparacion con la sacarosa, que por su

alta concentracion presenta mayor dificultad de remocién por su viscosidad.

Una vez dializada la fraccion de MgSO4, la proteina fue concentrada en las
columnas Vivaspin 20 por varios ciclos de centrifugacién, hasta obtener una
concentracion final de 9,84 mg/mL, ya que la reaccion de marcaje con

fluoréforo requiere estos valores de concentracion.

En la Figura 10 se observa que la preparacion de la proteina concentrada
contiene pequefias bandas inespecificas de alto peso molecular que no fueron
removidas con la dialisis. Sin embargo, la expansina PcExI1 es muy mayoritaria

con relacion a las bandas de alto peso molecular.
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Figura 10. Gel de electroforesis SDS-PAGE de la proteina dializada y
concentrada.

a) Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: fraccion MgSO4 dializada, carril 3: fraccion
MgSOa4 concentrada.

5.3 Interaccion de la proteina PcExI1 recombinante con celulosa

microcristalina

Una vez obtenida una preparacion de la expansina concentrada, se determiné
su capacidad de union al sustrato Avicel. Debido a que los experimentos
posteriores requieren que la proteina se almacene por largos periodos de
tiempo, se determind el efecto de la congelacion sobre PcExI1 midiendo su
capacidad de unirse al Avicel. El andlisis se realizé descongelando la
expansina dos semanas después de su preparacion. La proteina congelada
conservo su capacidad de union al Avicel y también fue capaz de despegarse
del sustrato (Figura 11). El sobrenadante fue la proteina tomada luego de la
reaccion que no se unid al Avicel y la sedimentacién fue la proteina unida y

despegada del Avicel.
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Figura 11. Gel de electroforesis SDS-PAGE de la comparacion de las muestras
de PcExI1 congelada y no congelada que reaccionaron con Avicel.

a) Carril 1. marcador de peso molecular, carril 2: 5 ug de PcExI1 sin congelar, carril 3:
sobrenadante de PcExI1 sin congelar, carril 4: sedimentacién de PcEXI1 sin congelar, carril 5: 5
Mg de PcExI1 congelada, carril 6: sobrenadante de PcExI1 congelada, carril 7: sedimentacién
de PcExI1 congelada.

Para cuantificar la unién, se realizé una curva de calibrado de intensidad de las
bandas en gel vs cantidad de proteina, con ecuacion: y=394494x-170965
(Anexo 3), donde y: intensidad y x: cantidad de proteina (ug). La intensidad
obtenida con el programa Image Lab/Quantify tolos se extrapola de la curva de

calibrado. Los valores de la unién se pueden observar en la Tabla 1.

Tabla 1.
Célculos del porcentaje de PcExI1 y PcExI1 congelada que se une al Avicel.

Muestras Intensidad de banda Cantidad de proteina (ng) %
PeExlI 1795337.67 4.98 100
Sobrenadante 110207733 3,22 6:1.741
Sedimentacion 3R2418 1.10 28,14
Pelx]l congelada 1721063 4.79 100
Sobrenadante 1316450.,33 3.7 =61
Sedimentacion 191741 0.92 19.17

El porcentaje de proteina que se unidé al Avicel correspondio al 28,14%,
mientras que para la proteina congelada el valor obtenido fue de 19,17%.
Existe una diferencia en la capacidad de la proteina congelada y la

descongelada de unirse al Avicel, lo cual pudiera estar relacionado con la
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formacion de hielo en la muestra y cambios en su conformacion, es decir
desnaturalizacion por congelacion, lo cual afecta la estabilidad de la proteina y
disminuye su actividad (Cao et al., 2003). Sin embargo, la pérdida de
capacidad de unién de la proteina es aproximadamente del 10%, lo que indica
que la capacidad de unién de la proteina congelada no se afecta de manera

relevante.
5.4 Marcaje de la proteina PcExI1 con el fluoréforo Cy5

Se utiliz6 la expansina marcada con el fluor6foro Cy5 para observar la
interaccion entre PcEXxI1 y el xilema de distintos vegetales. Para ello luego de la
reaccion de marcaje con Cy5 de los grupos amino de lisinas, se separ6 la
proteina del fluoréforo no incorporado utilizando una resina Sephadex G-10. En
esta cromatografia los fluoroforos son retenidos al pasar a través de los poros y
la expansina al ser una molécula de mayor tamafio migra a mayor velocidad
evitando los poros de la matriz, eluyendo en primer lugar (Kaseda et al., 2001).
Como control positivo se utilizé la proteina PcExI1 expresada y purificada en
los epigrafes 5.1 y 5.2. La proteina se recuperd a una concentracion final de

7,2 mg/mL, lista para los ensayos de unién con el material vegetal (Figura 12).

40 KDa

30KDa

25 KDa - “

15 KDa

Figura 12. Gel de electroforesis SDS-PAGE de las 3 fracciones de la proteina
PcEXxI1 recolectadas luego de eluir de la resina Sephadex G-10.

a) Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: primera fraccién recolectada, carril 3: segunda
fraccion recolectada, carril 4: tercera fraccion recolectada, carril 5: control positivo.

5.5 Determinacién del sitio de uniéon de PcExIl en el xilema de los

vegetales
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Después de incubar la proteina marcada con las fibras del xilema obtenidas de
diferentes vegetales, las muestras se colocaron en el microscopio confocal
invertido. Se requirio el 1% de la potencia total del laser para excitar a los
fluoréforos y observar la fluorescencia de color rojo. El tratamiento quimico
explicado para aislar el xilema de los vegetales eliminé la pectina y la
hemicelulosa contenida en el xilema, sin embargo la celulosa no se vio
afectada, misma que se observdé compuesta de dos tipos de fibras: fibras
helicoidales y otras lineales. Se observo con claridad que la proteina PcEXxI1 se
unié en todos los vegetales analizados, especificamente a estructuras de forma
helicoidal distribuidas en toda la fibra (Figuras 13 y 14). Estos resultados

coinciden con lo reportado por Olarte et al. (2016).

Estos autores informaron que la expansina PcExI1 marcada con el fluoréforo
Cy3 en el tejido completo se dirige exclusivamente a los haces vasculares,
marcando exactamente las mismas fibras helicoidales, debido a que estas
zonas no poseen cargas electrostaticas que podrian repeler a PcExI1. De tal
manera que la expansina PcExI1 se une preferentemente a la celulosa de la
pared celular secundaria que conforma el xilema de las plantas. La zona que
emite fluorescencia roja mostré a la proteina unida y al fluoroforo excitado con
el laser rojo, la parte de campo claro mostré la zona del vegetal vista con luz
blanca y la combinacibn mostr6 la zona vegetal que se marca con

fluorescencia.
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Apium graveolens
(Apio)

Portulaca olerocea
(Verdolaga)

Brassico oleracea
(Kale)

Rheum rhabarbarum
(Rulbarbo)

Beta vulgaris
(betabel)

Huorescencla Campo claco Combinacion

Figura 13. Microscopia de la localizacion de PcExI1 en xilema aislado de apio,
verdolaga, kale, ruibarbo y betabel.

La unién de PcExI1 a las fibras helicoidales se repitid en el apio, la verdolaga,

el kale, el ruibarbo, el betabel y de la misma manera en la acelga.

Sin embargo, cuando en la muestra de acelga se aumentd la potencia del laser
hasta un 30% de su capacidad total, se observd que ademas de estas fibras
helicoidales, se encontraban otras fibras con estructura lineal que también
emitian fluorescencia (Figura 14). La proteina PcExI1 tuvo mayor afinidad por
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las fibras helicoidales que por las fibras lineales, a pesar de que ambas
parecen estar constituidas por pared celular secundaria resistente al
tratamiento quimico con el que se aislaron. En todos los vegetales al aumentar

la potencia del laser al 30% se observo estas fibras lineales.

Beta vulgaris (Acelga)

Sin proteina

PcExI1-CyS Hélices

PcExI1-Cy5 Ldminas PcExI1-Cy5 Laminas

Fluorescencia Fluorescencia Campo claro

Figura 14. Microscopia de la localizacion de PcExI1 en xilema aislado de
acelga.

5.6 Infeccion de los vegetales con las cepas de Pectobacterium BF45y
108

El analisis de union de PcExI1 al xilema de diferentes especies no es indicativo
de que estos vegetales sean susceptibles a la infeccion de Pectobacterium
carotovorum (Waleron et al.,, 2015). Para determinar que vegetales eran
susceptibles a la infeccion se analizé la infeccion mediante la pérdida de peso
de los tallos de cada planta, inoculados con P. carotovorum en una herida en la
parte frontal del tallo, ya que la infeccion causa la maceracion del tejido. La
cepa BF45 causoO una pérdida de peso significativamente mayor que la cepa
101 en los casos en los que si se establecio la infeccion, que fueron: apio, kale

y verdolaga (Figura 15).
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Celery 101 Celery BF45 Kale 101 Kale BF45  Verdolaga 101 Verdolaga BF45
Figura 15. Porcentaje de pérdida de peso después de la infeccidn del apio, kale
y verdolaga con las cepas BF45 y 101 de P. carotovorum a las 48 horas de
infeccion.

=)

a) En el grafico se muestra la media y la desviacion estandar de las infecciones en apio, kale y
verdolaga. La estadistica se analizé con la prueba de Fisher p<0,05.

Por otro lado, en el caso del betabel (remolacha) tanto el control negativo como
los tallos infectados presentaron maceracion y dafio a nivel de tejido, por lo
cual es dificil afirmar que P. carotovorum infecto esta especie vegetal o por el
contrario el exceso de humedad afecté los tallos, incluso se desconoce si
existié contaminacion cruzada de un tallo a otro o si los vegetales al momento
de ser comprados contenian alguna bacteria ajena que también cause

maceracion y que hubiera resistido la desinfeccion inicial.

En el caso de la acelga, no se observé infeccion ni dafio del tejido; esto puede
deberse a que el vegetal no brind6 las condiciones ideales de humedad para
gue la bacteria pueda desarrollarse y multiplicarse de manera idonea, ya que
se deshidratd a las condiciones de incubacién. Finalmente, el ruibarbo tampoco
se infectd, y en este caso podria deberse a que es un vegetal que produce
metabolitos con actividad antimicrobiana (Brasileiro et al., 2006). En la Tabla 2
se muestra la recopilacion de los experimentos de microscopia y de infeccion,
donde se observd que la expansina PcExI1l es capaz de unirse a las fibras
helicoidales del xilema de todos los vegetales, pero las cepas de

Pectobacterium solo infectaron apio, kale y verdolaga.
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Tabla 2.
Resumen de los experimentos de union de PcExI1 al xilema de los vegetales e

infeccion por P. carotovorum.

Vegetal Hélices Laminas Infeccién
Apium graveolens (apio) si no si
Brassica oleracea (kale) si no si
Portulaca oleracea (verdolaga) si no si
Beta vulgaris (betabel) si no no*
Rheuwm rhabarbarum (ruibarbo) si no no
Beta vulgaris (acelga) si no no*

5.7 Evaluacién de launion de la proteina PcExI1 recombinante a las fibras

helicoidales y a las fibras lineales

Como se mencioné anteriormente los dos tipos de fibras parecen estar
compuestos de pared celular secundaria, que es rica en celulosa cristalina y
lignina, pero se desconoce la razén que permiten que PcExI1 tenga una mayor
afinidad por las fibras helicoidales en los experimentos de microscopia. Por
esta razon se llevd a cabo la caracterizacion a diferentes niveles de cada fibra,
requiriendo la separacion fisica de cada una. Se separaron las fibras del xilema
de la acelga ya que fueron mas faciles de manipular, permitiendo la obtencién
de fibras mas integras.

Para determinar la diferencia de union de la expansina por el haz vascular
integro a cuando se separan las fibras lineales de las helicoidales que lo
conforman, se realizaron experimentos donde la expansina es precipitada por
su unién a los dos tipos de fibras y analizada en geles de poliacrilamida. Cada
tipo de fibra reaccioné con la expansina PcExI1. En el carril 2 se colocaron los
10 pg de PcExI1 que reaccionaron con 1 mg de Avicel, 20 mg de fibras lineales
y 20 mg de fibras helicoidales, el sobrenadante fue la proteina tomada luego de
la reaccion, y correspondio a la proteina que no se unié a los sustratos y la
sedimentacion fue la proteina unida y despegada del Avicel. La union a Avicel

se utilizd6 como control positivo, observandose que todas las muestras se
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comportaron de manera similar en todos los experimentos, por lo cual se puede

afirmar que el experimento se realiz6 de manera correcta (Figura 16).

Se observé que al comparar los sobrenadantes obtenidos, se observd que
existe una menor cantidad de proteina después de la incubacién con las fibras
helicoidales en comparacion con el sobrenadante de la incubacion con las
lineales. Esto sugiere que una menor cantidad de proteina se unio a las fibras
lineales. Este resultado coincidié con lo observado por microscopia, donde la
afinidad por las fibras helicoidales es mayor a la de las fibras lineales. La
diferencia en los experimentos de precipitacion podria deberse a que una sola
molécula de proteina puede estar marcada en mas de un residuo con fluoréforo
(Pretzer y Wiktorowicz, 2008), dando la impresion de una afinidad mucho
mayor de lo que realmente ocurre. Un resultado interesante es que la proteina
no pudo ser despegada de las sedimentaciones como ocurre cuando se usa
Avicel, por lo que no se observd ninguna banda en los carriles
correspondientes, y esto sugiere que la unién de PcExI1 a las fibras en ambos
casos es extremadamente fuerte, y que el tratamiento para desnaturalizar la
proteina utilizando SDS y calor, no es lo suficientemente fuerte para romper la
interaccion de la expansina con el sustrato (Hernandez y Ortega, 1988).
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Figura 16. Gel de electroforesis SDS-PAGE de la union de PcExI1 a las fibras
helicoidales, a las fibras lineales y al Avicel.

a) Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: 10 pg de PcExI1, carril 3: sobrenadante fibras
helicoidales, carril 4: sobrenadante fibras lineales, carril 5: sedimentacion fibras helicoidales,
carril 6: sedimentacion fibras lineales, carril 7: sobrenadante Avicel, carril 8: sedimentacién
Avicel.
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Con la finalidad de cuantificar la unién de PcExI1 a las fibras helicoidales y a
las fibras lineales, se utiliz6 nuevamente la curva de calibrado de intensidad vs
cantidad de proteina (Anexo 3). Se extrapol6 la concentracion de proteina
remanente en el sobrenadante después de incubar con los dos tipos de fibras a
partir de la curva de calibracion de intensidad vs concentracion, y se resto al
valor originalmente agregado a la reaccién para determinar el porcentaje de
proteina unida y no unida por diferencia. El porcentaje de proteina no unida a
las fibras lineales fue de 54,16%, mientras que en las fibras helicoidales fue de
41,83%, una diferencia de aproximadamente el 10% que indica que existe una
diferencia de mayor afinidad de PcExI1 hacia las fibras helicoidales (Tabla 3).

Tabla 3.
Porcentaje de PcExI1 que no se unié a las fibras helicoidales, a las fibras

lineales y al Avicel.

Muestras Intensidad de banda Cantidad de proteina (pg) %
PcExI1 3669229 9.73 100
Sobrenadante helicoidales 1437609 4.07 41,83
Sobrenadante lincales 1906408 0,27 54,16

Sedimentacidn helicoidales - - =
Sedimentacion lincales - - E
Sobrenadante Avieel 1885041 5, 53,54
Sedimentacion Avieel 566990 19,22

—
e o W)
=] =

5.8 Evaluacion de la cristalinidad y textura de las fibras helicoidales y

lineales

Es clara la afinidad de PcExI1 hacia las fibras helicoidales. Sin embargo, es
incierta la razon por lo cual las proteinas prefieren las fibras helicoidales en
comparacion sobre las fibras lineales. Una razén puede deberse a la diferencia
de cristalinidad entre ambos tejidos. Por tal motivo se realiz6 un ensayo
utilizando una endo-celulasa, que es una enzima capaz de actuar en zonas
amorfas internas de la celulosa cortando los enlaces glucosidicos: mientras
mas celulosa amorfa exista mas azucares reductores son liberados al medio y
se pueden cuantificar con una reaccion colorimétrica con el reactivo DNS
(Kostylev y Wilson, 2012).
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Los resultados demostraron que al tratar las fibras helicoidales con la endo-
celulasa se obtuvo un mayor desprendimiento de azlcares reductores (Figura
17A) en comparacion con el caso de las fibras lineales tratadas con la misma
enzima (Figura 17B); la diferencia fue de 3 veces mas azucares reductores
liberados a partir de las fibras helicoidales, lo que indica que las fibras lineales
presentan mayor cristalinidad, o a su vez que la celulasa se encuentra mas
expuesta a la accién enzimatica. Szijarto et al. (2008), realizaron ensayos de
liberacion de azucares reductores a partir de celulosa cristalina (Avicel) y de
celulosa amorfa (PASC) utilizando una endo-celulasa heterdloga. Ellos
observaron que el Avicel resiste al ataque de la enzima liberando menor
cantidad de azucares. También el trabajo realizado por Reyes-Ortiz et al.
(2013), evidenci6 que al reaccionar dos endo-celulasas: a) Cel9A de A.
acidocaldarius y Cel5A de T. maritima con la celulosa microcristalina (Avicel) y
celulosa microcristalina tratada (IL-Avicel), existe una minima liberacién de

azucares reductores en ambas reacciones.

Para conocer si la expansina pudiera ayudar a la celulasa en la degradacion de
la celulosa, se repitieron las reacciones con ambas fibras por separado, pero
agregando juntas las dos proteinas en la reaccion (expansina y celulasa). En
este experimento se observo una clara disminucion de los azucares liberados
en ambas reacciones (Figuras 17A y 17B). Esto puede deberse a que la
expansina se une al sitio de accién de la celulasa, influyendo en su actividad
enzimatica, resultado comparable con el trabajo realizado por Mendoza (2014),
donde no se observo diferencia en la liberacion de azucares cuando la celulasa
proveniente del hongo Trichoderma ressei actud sobre el bagazo de maiz y el
papel filtro, a cuando la celulasa reacciona junto a la expansina PcExI1. En el
trabajo de Georgelis et al. (2014), no se observa sinergismo entre las

expansinas: Asper-EXP, Ralstonia-EXP y Xantho-EXP y enzimas celulasas.
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Figura 17. Grafica de la actividad enzimatica de una endo-celulasa sobre las
fibras helicoidales y lineales de la acelga.

a) A: representa la cuantificacion de azucares reductores liberados de las fibras helicoidales a
diferentes tiempos de reaccion. B: representa la cuantificacién de los azlcares reductores
liberados a partir de fibras lineales a diferentes tiempos de reaccion. Las barras en color negro
son reacciones utilizando celulasa Unicamente, y las barras en color gris son reacciones en las
que se adicion6 también expansina. En el gréfico se muestra la media y la desviacion estandar
de las reacciones de celulasa y celulasa con expansina. La estadistica se analiz6 con la prueba
de Fisher p<0,05.

Con el fin de determinar el indice de cristalinidad de las fibras helicoidales y
lineales por separado, se realizaron experimentos de difraccién de rayos X,
técnica utilizada principalmente para la identificacion y caracterizacion de la
cristalinidad de un determinado material basada en su patrén de difraccion (de
Oliveira et al., 2011). Se observé que el indice de cristalinidad para celulosa
bacteriana cristalina (BMCC, del inglés bacterial microcrystalline cellulose) fue
del 93% vy este valor se utilizo como control positivo del indice de cristalinidad
(Figura 18). Las fibras helicoidales tuvieron un indice de cristalinidad de 35%,
mientras que el indice de cristalinidad de las fibras lineales fue del 40%, lo que
pudiera explicar el resultado observado con la digestion enzimatica. Aunque no
existen estudios previos de cristalinidad acerca de ambas fibras, en el trabajo
realizado por Cheng et al. (2009), se estudi¢ la cristalinidad de BMCC de
Acetobacter xylinumde, dandole un valor del 92%, muy similar al valor obtenido
en el control de celulosa cristalina incluido en este experimento, también el
trabajo de Kulkarni et al. (2012), mostré que el porcentaje de cristalinidad de
una muestra BMCC de Acetobacter xylinumde es del 93%, valor similar al de

los resultados obtenidos.
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Aungue existié una diferencia del 5% en el indice de cristalinidad entre ambas
fibras, la desviacion estandar no muestra diferencias estadisticamente
significativas. Sin embargo, como se observd en los experimentos de
accesibilidad enzimatica, esa diferencia podria ser relevante, y tener un efecto
importante para la union preferente de la proteina PcExI1 por las fibras
helicoidales.
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Figura 18. Gréfica de la comparacion del indice de cristalinidad de las fibras
helicoidales y lineales.

a) En el grafico se muestra la media y la desviacion estandar del indice de cristalinidad de las
fibras helicoidales, de las fibras lineales y de la BMCC. La estadistica se analizé con la prueba
de Fisher p<0,05.

Por otro lado, del andlisis de difraccion de rayos X se obtuvieron datos sobre la
textura de las fibras. La textura se calculd6 midiendo la anchura a media altura
(FWHM, del inglés full width at half maximum) de cada curva presente en los
difractogramas de las fibras helicoidales, de las fibras lineales y nuevamente
usando BMCC como control. La orientacion del cristal o textura, se define como
la condicién a la cual la distribucion de la orientacién del cristal presenta una
clara tendencia de ordenamiento (Dwi et al., 2012). La orientacion del cristal
puede evidenciarse por la intensidad del pico de difraccion a un angulo teta (26)
especifico (Dwi et al., 2013). Existié6 una clara diferencia en el FWHM, donde
las fibras helicoidales presentaron un valor superior de 83,1 FWHM, comparado
con 54,0 FWHM de las fibras lineales y 46,4 FWHM de la BMCC (Figura 19).
La difraccion de rayos X es muy sensible a cambios en el arreglo de un amplio

rango de materiales cristalinos, debido a que las fibras lineales estan
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parcialmente ordenadas, apuntando todas en una misma direccion, su valor se
asimila al valor de BMCC, tal como se evidencia en el trabajo realizado por
(Ahvenainen et al., 2016), donde se muestra la imagen en 2D de la BMCC,
ordenado de manera similar como en la imagen de la Figura 20A. La imagen de
las fibras lineales (Figura 20B) presentd una apariencia intermedia entre el
patrén de la BMCC vy las fibras helicoidales (Figura 20A y 20C), indicando que
las fibras helicoidales presentan diferentes arreglos geométricos (posiblemente
debido a su misma forma helicoidal) (Gray, 2014). De tal manera podemos
concluir que las fibras helicoidales presentan mayor grado de desorden,

observandose menos alineadas que las otras dos muestras (Figura 20C).
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Figura 19. Grafica de la textura de BMCC, de las fibras helicoidales y de las
fibras lineales.

a) Existe mayor desorden de las fibras helicoidales comparada con las fibras lineales y la
BMCC. En el grafico se muestra la media y la desviacién estandar de la textura de las fibras
helicoidales, de las fibras lineales y de la BMCC. La estadistica se analizé con la prueba de
Fisher p<0,05.

A

Figura 20. Analisis en 2D de los patrones de difraccién de rayos X.

a) A: representa la imagen de la BMCC, B: representa la imagen de las fibras lineales y C:
representa la imagen de las fibras helicoidales.
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Este desorden en las fibras helicoidales, puede influenciar de manera notable
en la preferencia de unién de PcEXxI1 por las fibras helicoidales, debido a que la
proteina puede acceder con mayor facilidad en las hélices por los espacios
libres existentes entre fibras, comparada con las fibras lineales que se

encuentran ordenadas de manera mucho mas sistematica.

5.9 Evaluacién de la composicion quimica de las fibras helicoidales y

lineales

Se ha reportado que la composicién de azucares estructurales de los dos tipos
de fibras aisladas a partir de apio, incluye a la glucosa como componente
principal (75%), pero también se ha identificado xilosa en segundo lugar (entre
el 16% para las hélices y 7% para las fibras lineales), mientras que arabinosa,
galactosa y manosa se detectan en menor cantidad (entre 8% para las hélices
y 15% para las fibras) (Gray, 2014). Sin embargo, no se ha caracterizado la
composicidén de estos azlcares y su contenido en las muestras de los dos tipos
de fibras de la acelga, por lo que a partir de dichas fibras por separado se llevo
a cabo la hidrdlisis total de la muestra usando acido sulfarico diluido y la
posterior cuantificacién de los azlcares mediante HPLC, usando estandares
de: celobiosa, glucosa, xilosa, galactosa, arabinosa y manosa (Bernal et al.,
1996).

Como se observa en las Figuras 21A y 21B, los cromatogramas de ambas
fibras presentaron picos para la glucosa, la xilosa, la galactosa y la arabinosa.
No se observaron picos para celobiosa debido a que la hidrolisis fue completa,
y para la manosa debido a un pico inherente a la columna del HPLC que afecto
la determinacion de este azucar, por lo cual este no fue considerado en el

analisis (Hooker y Van Heukelem, 2011).
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Figura 21. Cromatogramas de los azUcares detectados en las fibras
helicoidales y en las fibras lineales.

a) A: representa el cromatograma de las fibras helicoidales, B: representa el cromatograma de
las fibras lineales y C: representa el cromatograma de sobreposicién de las fibras helicoidales
(azul), las fibras lineales (rosado) y los estandares (negro). El nimero 2 enfatiza el pico de la
glucosa, el nimero 3 al pico de la xilosa, el nUmero 4 al pico de la galactosa y el nimero 5 al
pico de la arabinosa.

Como se observa en la Tabla 4, el experimento se inicié con 28 mg totales de
fibras helicoidales y 18 mg totales de fibras lineales (peso seco de las
muestras). Sin embargo, el calculo de la extrapolacion de las curvas de
calibracion indica la obtencion de 9,17 mg al sumar los azucares determinados
(glucosa, xilosa, arabinosa y galactosa) en las hélices, mientras que se
calcularon 6,55 mg para las fibras lineales, lo que resulta en 32% y 36% de
rendimiento del total original con el que se inici6 el experimento. Pueden existir
varias razones para estos resultados: la principal razon es que existan otros

componentes que no son determinados en una columna para andlisis de
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azucares y que pudieran ser parte de la muestra inicial, como por ejemplo
lignina, residuos acidos, proteinas estructurales, metales y ceniza (Cowen y
Ellison, 2007). Ademas podria haber ocurrido la pérdida de muestra debido a
una degradacion excesiva de cada fibra durante la hidrdlisis, o por el contrario,
que la hidrdlisis no hubiera sido suficiente homogénea, por lo que parte de las
fibras se hubieran quedado fuera de la determinacion del peso final al filtrarlas
(Kobayashi et al., 1960). Finalmente, otra posibilidad es que la muestra todavia
se encontrara humedad en su interior antes de ser degradada, interfiriendo con
la lectura real del peso seco (Gunal, 2013). Sin embargo, las relaciones de
azlucares determinados con estos experimentos coinciden con lo que Gray
(2014) determindé para el mismo tipo de fibras en apio: en la relaciéon
hélices/lineales se encontr6 a la glucosa en relacion ~1:1; xilosa ~1.5:1;
galactosa y arabinosa ~0.7:1, lo que se compara adecuadamente con lo
reportado en este trabajo: glucosa 0.96:1; xilosa 2.3:1; y arabinosa, galactosa y
manosa 0.6:1, a pesar de tratarse de especies vegetales distintas (apio y

acelga, respectivamente).

Comparando los datos normalizados en ambas fibras, se observa claramente
que la diferencia en cuanto a composicion de azucares no varia, 85 % de
glucosa en ambas fibras, entre el 10 % de xilosa en las fibras helicoidales y 7
% de xilosa en las fibras lineales y 7% de arabinosa-galactosa para las fibras
lineales con respecto al 5 % de arabinosa-galactosa para las fibras helicoidales
(Tabla 4). Comparando los valores con el estudio de Gray (2014), donde se
cuantificaron los azlcares componentes del apio, la relacion hélices/lineales se
encontré a la glucosa 0.96:1; xilosa 2.3:1; y arabinosa, galactosa y manosa
0.6:1, mientras que la relacién obtenida en acelga fue de glucosa ~1:1; xilosa
~1.5:1; galactosa y arabinosa ~0.7:1. Aunque son de dos especies vegetales
diferentes los valores son muy similares en cuanto a composicién. La mayor
diferencia se encontr6 en la cantidad de xilosa que existe en mayor
concentracion en las hélices, lo que podria ser un determinante para la
preferencia de union de PcExI1 hacia estas las fibras helicoidales sobre las

lineales.
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Tabla 4.
Andlisis de azucares de las fibras helicoidales y de las fibras lineales
separadas.
Muestras Hélices Normalizado Laminas Normalizado

Peso original de la muestra (mg) 28,2 17,7

Glucosa (%) 78 85 5,6 85,6

Xilosa (%) 0.95 10,5 0,5 7.3

Arabinosa y galactosa suma (%) 0,42 4,6 0,45 7,1

Recuperacion 324 100 36,6 100

Tomando en cuenta la diferencia en cantidad de xilosa en cada tipo de fibra, se
realizaron reacciones de digestion con una endo-xilanasa que hidroliza los
enlaces B-1,4 internos del xilano (Saha, 2003). En coincidencia con el resultado
de hidrélisis observamos que de las fibras helicoidales se libera el doble de
azucares reductores por la accion de la enzima (Figura 22A) en comparacion
con las fibras lineales (Figura 22B); similar al trabajo realizado por Hong et al.
(2014), donde ensayos enzimaticos utilizando una enzima xilanasas
recombinante Rex8A en 4 tipos de substratos: xilotriosa, xilotetraosa,
xilopentosa y xilohexosa, liberaron xilosa a partir de xilopentosa y xilohexosa,
debido a que estos sustratos poseen cadenas mas largas y de facil acceso
para la enzima. Este experimento indica que la xilosa existente se encuentra en
forma de hemicelulosa en ambos tipos de fibras, y confirma lo obtenido
mediante analisis de la composicién de azlcares siendo mas abundante en las
hélices (Li et al., 2015).

Para conocer si la expansina pudiera influir en la actividad de la enzima la
xilanasa, se colocaron juntas en la reaccion. Sin embargo, nuevamente lo que
se observo fue una disminucién clara de la actividad de la xilanasa (Figuras
22A y 22B), lo que puede deberse a que la expansina se une al sitio de accion
de la xilanasa, interviniendo en su actividad enzimatica, tal como se observa en
el trabajo de (Mendoza, 2014), donde al reaccionar una endo-xilanasa

proveniente del hongo Trichoderma longibrachiatum, junto a la expansina
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PcExI1 sobre papel filtro y bagazo de maiz, no se observé diferencia en la
liberaciobn de azlcares reductores en comparacion a cuando se utilizaba la
xilanasa sola. Los datos obtenidos apoyan la idea de que el papel biologico de

la expansina PcExI1 no es el de actuar en forma sinérgica con enzimas,
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Figura 22. Grafica de la actividad enzimética de una endo-xilanasa sobre las
fibras helicoidales y lineales.

aunque si parecen unirse al mismo sitio.
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a) A: representa la reaccion sobre las fibras helicoidales y B: representa la reaccion sobre las
fibras lineales. Las barras en color gris oscuro son reacciones utilizando xilanasa y las barras
en color gris claro son reacciones utilizando xilanasa mas expansina. En el grafico se muestra
la media y la desviacion estandar de las reacciones de xilanasa y xilanasa con expansina. La
estadistica se analiz6 con la prueba de Fisher p<0,05.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

La proteina PcExI1 es expresada en células E. coli BL21 con alto grado de

concentracion.

La proteina PcExI1 puede congelarse por 2 semanas disminuyendo su

capacidad de unién a la celulosa en un 10%.

La proteina PcExI1 presenta preferencia de unidn por las fibras helicoidales
que por las fibras lineales que conforman los xilemas de los vegetales (apio,

kale, verdolaga, betabel, ruibarbo y acelga).

La preferencia de union de la proteina PcExI1 a las fibras helicoidales se debe
a que las hélices son menos cristalinas y/o presentan mayor textura que las

fibras lineales.

No existe una diferencia de concentracion significativa de glucosa estructural
entre las fibras helicoidales y las fibras lineales, pero si se encontrd6 mas xilosa
en las fibras helicoidales, y menos galactosa y arabinosa en comparacion con

las fibras lineales.
La proteina PcExIl no presenta efecto sinérgico alguno con enzimas

hidroliticas (xilanasas o celulasas) en la produccion de azucares reductores a

partir de las fibras helicoidales o lineales.

6.2 Recomendaciones
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Realizar los ensayos de microscopia confocal empleando la expansina PcExI1
y la expansina BSEXLX1 que solo se une a la hemicelulosa y a la pectina, para
determinar las diferencias en la interaccion con el xilema de los distintos

vegetales.

Realizar los ensayos de microscopia confocal empleando la expansina silvestre
PcExI1 y una triple mutante PcExI1-Y125A/W126A/Y157A que presenta
pérdida de la capacidad de unién a celulosa, para determinar si la union de la
proteina se lleva a cabo gracias al accionar de la misma y no algun tipo de
atraccion de la celulosa.

Obtener la expansina secretada por el microorganismo Pectobacterium
carotovorum durante la infeccion de los vegetales y realizar los experimentos
de unibn a celulosa y microscopia comparandolos con la proteina

recombinante,
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Anexo 1. Curva de calibrado del reactivo de Bradford
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Anexo 2. Gel de electroforesis SDS-PAGE de las diferentes cantidades de

PcExl1
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Anexo 3. Curva de calibrado de la proteina PcExI1
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Anexo 4. Curva de calibrado del reactivo DNS
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Anexo 5. Curvas de calibrado de los estandares de HPLC
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Anexo 6. Difractogramas de las muestras analizadas

Difractograma de la BMCC
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Difractograma de las fibras helicoidales
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Difractograma de la textura de las fibras
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Anexo 7. Perfil cromatogréafico de los estandares de celobiosa, glucosa,

xilosa, galactosa, arabinosa y manosa.
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Anexo 8. Perfil cromatografico de las concentraciones de A: glucosay

B: xilosa.
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