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1.INTRODUCCIÓN 

1.1 Ambientes marinos 
 
El 70.8% de la superficie del planeta que equivale a 362 millones de km2 está 

cubierta por océanos y mares, estos ocupan un enorme espacio favorable para el 

desarrollo de la vida, determinan los climas y el tiempo, son el motor que transporta 

el calor y el agua dulce de la atmósfera. Además, contribuyen enormemente a la 

biodiversidad del planeta (Lara-Lara, 2008), sin los océanos la vida no sería posible 

sobre la Tierra, pues más del 85% del oxígeno que utilizan tanto las plantas como 

los animales acuáticos y terrestres, es producido por el plancton vegetal que vive 

en ellos (Nahle, 2008). 

Es importante decir que el ambiente marino es uno de los más adversos debido a 

su temperatura, pH, salinidad, corrientes, regímenes de precipitación y patrones de 

viento, ya que estos suelen ser muy variables; a pesar de esto, variedades de 

organismos se encuentran presentes en dicho ecosistema desde los grandes 

mamíferos hasta los diminutos microorganismos, los cuáles se adaptan a las 

condiciones adversas, por lo tanto, poseen características complejas de adaptación 

(Dash et al., 2013). 

1.2 Microorganismos marinos 
 
Los microorganismos son el grupo más abundante y diverso en la tierra, ya que 

constituyen el 60% de la biomasa total (Demain y Sánchez, 2009), (Figura 1) 

además son responsables de llevar a cabo procesos como la fotosíntesis (la cual 

es realizada en mayor porcentaje por microorganismos marinos que por las plantas), 

la regulación de los componentes en la atmósfera y el ciclo biogeoquímico vital 

(Huse et al., 2008). Por otro lado, también influyen en el clima, reciclan nutrientes, 

degradan contaminantes y nos proporcionan muchos productos y procesos de valor 

económico (Tichet et al., 2010). 
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Figura 1. Distribución total de la biomasa marina y sus subgrupos (Dash et al. 2013). 

 

En mil millones de años de evolución, los microorganismos han acumulado notable 

heterogeneidad fisiológica y funcional, y en la actualidad constituyen una reserva 

casi inagotable de diversidad genética. A pesar de su papel fundamental en la 

sostenibilidad de la Tierra y sus aplicaciones biotecnológicas actuales y potenciales, 

gran parte de las capacidades de diversidad y metabólicas de los microorganismos 

todavía permanecen sin explotar (Tang y Zhao, 2009). 

1.3 Uso biotecnológico de los microorganismos 
 
El potencial biotecnológico de esta inmensa diversidad natural de los 

microorganismos marinos se puede mejorar aún más por herramientas tales como: 
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ingeniería de enzimas, ingeniería metabólica y evolución dirigida. Como 

consecuencia de ello, los microorganismos aislados y comunidades microbianas se 

han convertido en una fuente importante de productos y actividades biológicas con 

aplicaciones en la industrias (Tabla 1) por ejemplo, la producción de 

macromoléculas, metabolitos o compuestos bioactivos (Tang y Zhao, 2009). En los 

siguientes campos se hacen uso de los distintos microorganismos.  

1.3.1 Biotecnología industrial 
 
Este campo se basa en el uso de células vivas y / o sus enzimas para la producción 

sostenible de productos químicos, materiales y combustibles a partir de fuentes 

renovables (Tang y Zhao, 2009). Enfocándose en el desarrollo de bioprocesos de 

limpieza con una reducción en las emisiones de Gases de Efecto Invernadero (GEI), 

así como el uso de energía y agua (Gupta y Raghava, 2007). Para lograr tal objetivo 

las reacciones biocatalíticas pueden reducir una serie de pasos eficientando el 

proceso, esto implica una baja de energía y menos entrada de material, por 

consecuencia se realizan productos de mayor calidad a un costo menor 

(Wohlgemuth, 2009).  

1.3.2 Biotecnología farmacéutica 
 
El papel de los microorganismos en la industria farmacéutica ha sido fundamental 

desde los años 80 con el descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming, por 

otro lado, actinomicetos han suministrado más del 50% de todos los antibióticos 

actualmente en uso. La biotecnología farmacéutica está enfocada en el desarrollo 

de nuevos fármacos y en la mejora y sustitución de aquellos que han perdido 

eficacia. Así mismo, crea tratamientos más seguros y herramientas de diagnóstico 

más eficaces para abarcar un rango cada vez más amplio de enfermedades y con 

esto mejorar la calidad de vida (Capon, 2010).  
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1.3.3 Biotecnología agrícola 
 
Uno de los principales desafíos para el siglo XXI es una producción de cultivos 

ambientalmente racionales y sostenibles, la biotecnología agrícola aplica 

microorganismos con este fin. Los microorganismos asociados a las plantas tienen 

un efecto importante en la salud vegetal y el crecimiento al mejorar la tolerancia al 

estrés, en la resistencia a las enfermedades, en la disponibilidad y captación de 

nutrientes y en promover la biodiversidad (Morrissey et al., 2004). 

Actualmente, los productos que contienen inoculantes para la promoción de 

biocontrol y crecimiento vegetal que aprovechan esta asociación beneficiosa están 

disponibles en el mercado. Además, existe el potencial para desarrollar otros 

productos basados en las interacciones benéficas planta-microbio, tales como 

agentes que reducen el estrés ambiental (Adesemoye y Kloepper, 2009). Sin 

embargo, nuestra comprensión de las interacciones entre plantas y microbios sigue 

siendo incompleta, y se necesita más investigación para evitar inconsistencias en el 

rendimiento de estos inoculantes (Morrissey et al., 2004).  

1.3.4 Biotecnología ambiental 
 
El objetivo principal de la Biotecnología Ambiental es la sostenibilidad de los 

recursos clave, como el agua, el suelo y la energía, por mencionar algunos, a través 

de la gestión de las comunidades microbianas (Rittmann et al., 2006). Para esto es 

necesario estudiar la ecología microbiana, que tiene como objetivo entender las 

comunidades de organismos y su interacción con el entorno (Rittmann, 2006). Las 

posibles aplicaciones futuras de la gestión de recursos microbianos son eliminar el 

dióxido de carbono (CO2) o el metano (CH4) de la atmósfera o mantener la integridad 

de la comunidad del suelo cuando se aplican productos químicos como los 

plaguicidas (Verstraete, 2007). Un profundo conocimiento de las comunidades 

microbianas es fundamental para su gestión y para alcanzar este objetivo (Rittmann 

et al., 2006).  
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Tabla 1. Campos biotecnológicos y sus productos (Diosini et al., 2012) 

Campo 
Código de 

color 
Productos clave 

Biotecnología 

industrial 
Blanco 

Químicos finos, aminoácidos, vitaminas, ácidos 

orgánicos, detergentes, biocatalizadores y agentes de 

bioconversión polímeros 

Biotecnología 

farmacéutica 
Rojo 

Fármacos antitumorales, nutracéuticos, compuestos 

antibacterianos, inmunosupresores 

Biotecnología 

agrícola 
Verde 

Bioplaguicidas, agentes antiparasitarios, agentes de 

procesamiento de alimentos, promotores de 

crecimiento de las plantas 

Biotecnología 

ambiental 
Gris Biorremediación, producción de bioenergía 

1.4 Bacterias marinas 
 
Estos organismos pueden aislarse del agua, sedimentos, manglares asociados con 

los hábitats marinos, respiraderos hidrotermales de aguas profundas, etc. Esto 

debido a que tienen la capacidad de adaptación a condiciones ambientales 

extremas (Dash et al., 2013). 

Las bacterias marinas, generalmente, requieren iones de sodio y potasio para su 

crecimiento y para mantener el equilibrio osmótico de su citoplasma (Macleod y 

Onofrey, 1957). Este requisito es una característica exclusiva de las bacterias 

marinas que se atribuye a la producción de indol de triptófano (Pratt y Happold, 

1960), la oxidación de la I-arabinosa, manitol, y la lactosa (Rhodes y Payne, 1962) 

así como el transporte de sustratos en la célula (Häse, et al., 2001). Utilizan también, 

el ácido β-aminoglutárico o β-glutamato, el cual es raro en la naturaleza, pero está 

presente en grandes cantidades en sedimentos marinos y es utilizado como 

osmolitos, para mantener un volumen celular ante el estrés hídrico (Robertson et 

al., 1990). Otros caracteres físicos son: mayor tolerancia a la presión que sus 
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homólogos terrestres (Zobell y Morita, 1957), capacidad para sobrevivir en el agua 

de mar, en su mayoría Gram negativas (Buck, 1982) y formadores de esporas 

(Buerger et al., 2012).  Por otro lado, existen bacterias marinas termófilas, aisladas 

de respiraderos hidrotermales de aguas profundas capaces de la fijación de 

nitrógeno (Ruby y Jannasch, 1982). 

La única causa detrás del diverso nivel genético en los microorganismos marinos 

se debe a la adquisición de un mecanismo alternativo para la obtención de carbono 

y energía. Existen organismos copiótrofos que tienen un alto potencial energético 

para detectar, someterse a la transducción e integrar estímulos extracelulares. 

Estas características son cruciales para su capacidad de afinar y responder 

rápidamente a las cambiantes condiciones ambientales como la afluencia repentina 

de nutrientes o el agotamiento de los mismos (Lauro et al., 2009). 

La mayoría de las bacterias marinas son bien conocidas por su asociación con la 

amplia variedad de funciones, como los antibióticos y la producción enzimática, la 

absorción de luz marina, la biorremediación de metales pesados, la biodegradación 

y biorremediación de hidrocarburos, biorremediación de suelos contaminados con 

diésel, entre otros, a través de la formación de biopelículas y la producción de 

sustancias poliméricas (Dash et al., 2013). 

1.5 Derrame petrolero 
 
El 20 de abril del 2010 una explosión en la plataforma petrolera Deepwater Horizon 

ocasionó el derrame accidental más grande de la historia. Durante los tres meses 

que tardó en ser bloqueada, la fuga liberó cerca de cinco millones de barriles de 

crudo. La magnitud de los daños y efectos del derrame se desconocen con exactitud 

hasta el día de hoy. 
La explotación petrolera en el Golfo continúa incrementándose y con ello los riesgos 

e incertidumbre. Por este motivo, un grupo de instituciones académicas se unió para 

formar el Consorcio de Investigación del Golfo de México (CIGoM), cuyo propósito 

es entender mejor los procesos biogeoquímicos del Golfo, los seres que lo habitan, 

cuáles son las afectaciones que surgen después de un derrame, e incluso, cómo 

detener o revertir el daño con ayuda de bacterias degradadoras de hidrocarburos. 
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Curiosamente, los microorganismos degradadores de petróleo se encuentran 

esparcidos por todos los océanos, sin embargo, usualmente están en bajas 

proporciones en el ambiente, pero cuando hay un derrame de crudo, se estimula su 

crecimiento (Godoy-Lozano et al., 2018) 

Se ha reportado que muchas bacterias marinas tienen un potencial de 

biorremediación (Dash, et al., 2013). 

1.6 Biorremediación 
 
La tecnología de biorremediación utiliza el potencial metabólico de los organismos 

para limpiar los ambientes contaminados. Los microorganismos tienen la capacidad 

de mineralizar o transformar contaminantes orgánicos en sustancias menos dañinas 

que pueden integrarse en ciclos biogeoquímicos naturales. La biorremediación es 

un intento de acelerar la degradación natural optimizando las condiciones limitantes 

que son no destructivas, de tratamiento y rentables, así como con una tecnología 

de limpieza logísticamente favorable (Margesin y Schinner, 2001). 

Sin embargo, el único obstáculo en la biorremediación “in situ” son las condiciones 

desfavorables de los ambientes. La mayoría de los ambientes se caracterizan por 

altas o bajas temperaturas, pH alcalino o ácido, alta presión, o alta concentración 

de sal. Las bacterias marinas tienen una exposición a condiciones desfavorables de 

forma natural. Por lo tanto, cualquier bacteria marina que tenga el potencial de 

biorremediación puede convertirse en el candidato ideal para el tratamiento 

biológico de hábitats extremos contaminados (Dash et al., 2013). 

Posterior al derrame petrolero se han estudiado diferentes zonas a lo largo del Golfo 

de México y se encontraron algunas bacterias del género Pseudomonas que entre 

sus múltiples propiedades tiene la capacidad de degradar e integrar los 

hidrocarburos en su metabolismo de forma natural. 

 

1.7 Generalidades de P. aeruginosa 
Descrita por primera vez en 1872 por Schroeter como Bacterium aeruginosa. 

Actualmente pertenece a la familia Pseudomonadaceae y se trata de un bacilo recto 
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o ligeramente curvado (Figura 2) Gram negativo, con un tamaño de 2–4 x 0.5-1 

micras, y móvil gracias a la presencia de un flagelo polar. Es aerobio (aunque puede 

desarrollarse en condiciones anaerobias utilizando nitrato), catalasa y oxidasa 

positivo (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2016). 

Las colonias en los cultivos de Pseudomonas aeruginosa presentan un color 

característico azul verdoso debido a la producción de pigmentos fluorescentes como 

la pioverdina (amarillo verdoso) o la piocianina (azul) y con menor frecuencia 

producen piorrubina (rojo) o piomelanina (marrón negruzco). La mayoría de las 

cepas también presentan un olor característico similar a la uva o a una fruta madura. 

En relación con la morfología de las colonias puede ser variada y generalmente 

pigmentada, se encuentran desde las típicas colonias que se extienden en la placa 

con un brillo metálico y con un aspecto gelatinoso, viscoso en zonas de mayor 

crecimiento, hasta las variantes de colonias con un morfotipo enano, coliforme y 

mucoide (Milagro, 2012). 

Al igual que otros miembros del género Pseudomonas, es conocido por su 

versatilidad metabólica y su capacidad para colonizar una amplia gama de nichos 

ecológicos, como la rizosfera, los hospedadores animales, incluidos los humanos, 

donde puede causar infecciones graves y los ambientes acuáticos (Chevalier, et al., 

2017). 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Morfología de Pseudomonas aeruginosa. 
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Por esta razón, es importante resaltar que la microbiota en este ecosistema es 

extremófila ya que vive en altas concentraciones salinas y bajo condiciones 

cambiantes constantemente por las corrientes marinas (Dash, et al., 2013).  

1.8 Estrés abiótico en los microorganismos 
 
Es importante conocer los mecanismos de respuesta y su adaptación de los 

microorganismos ante el estrés abiótico al que se enfrentan en su entorno (Figura 

3). Mediante investigaciones bioquímicas y moleculares se conoce acerca de la 

plasticidad de las vías metabólicas y los límites de su funcionamiento. Se ha 

revelado que en procesos inducidos por el estrés los microorganismos conducen a 

la acumulación de metabolitos (Csonka, 1989). Una amplia variedad de especies 

expresan genes y proteínas similares cuando están estresados (Skriver y Mundy, 

1990), ya que el organismo adapta su metabolismo y altera su desarrollo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Versatilidad del estrés abiótico. 

Cuando una célula se encuentra bajo alguna condición de estrés, (Figura 4) se 

inducen acciones para proteger los procesos celulares y sus estructuras (Bohnert 
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et al., 1995). Tales como la síntesis de polioles, se facilita la permeabilidad del agua, 

se regula la captación y la repartición de iones, se induce la biosíntesis de solutos 

compatibles y se facilita el flujo de agua, entre otros (Bray, 1997). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Respuestas de los organismos ante el estrés. 

En el caso de algunas plantas, el azúcar 2-octulosa se acumula en las hojas 

hidratadas, pero se convierte rápidamente en sacarosa cuando comienza un 

período de desecación. De hecho, la acumulación de sacarosa y otros hidratos de 

carbono resulta ser una característica común de las semillas tolerantes a la 

desecación de muchas especies de plantas.  Por otro lado, también se aumentan 

los compuestos osmoprotectores, como la prolina, los polioles o los fructanos 

(Dandekar y Uratsu, 1988). Se demostró que algunos de estos metabolitos confieren 

tolerancia al estrés a bacterias (Nomura et al., 1995).  

1.9 Proteínas Abundantes en la Embriogénesis Tardía 
 
Las proteínas Abundantes en la Embriogénesis Tardía o LEA (Late Embryogenesis 

Abundant) ayudan a los microorganismos a tolerar el estrés abiótico. Estas 

proteínas se encontraron hace 30 años, específicamente en semillas de algodón y 
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se determinó que le conferían tolerancia a la desecación, ahora se sabe que 

también se encuentran en bacterias y algunos invertebrados (Tunnacliffe y Wise, 

2007). La adición de proteínas LEA a enzimas como las lactato deshidrogenasa 

(LDH) que han sido sometidas a ciclos de congelamiento y descongelamiento 

ayudan a proteger la actividad de estas. Este tratamiento ocasiona la 

desnaturalización y agregación de las proteínas, resultando en la pérdida de la 

actividad, sin embargo, cuando la proteína LEA está presente, la actividad se 

mantiene sin cambios (Rodríguez-Salazar et al., 2017).  

1.9.1 Clasificación de proteínas LEA 
 
Se han definido al menos siete grupos diferentes de proteínas LEA (Tabla 2), con 

base en el patrón de expresión y la secuencia de aminoácidos que las conforman 

(Battaglia et al., 2008). 

 

Grupo 1. Este grupo de proteínas LEA se estudió en semillas de algodón, contiene 

una secuencia consenso de 20 residuos de aminoácidos, contienen una proporción 

grande de residuos cargados, que contribuyen a su alta hidrofilicidad, y un alto 

contenido de residuos de glicina (aproximadamente 18%). Esta última característica 

permite predecir que no están estructuradas en solución acuosa. Mediante análisis 

estructurales de dicroísmo circular y resonancia magnética se determinó que este 

grupo de proteínas presenta una estructura inestable y altamente flexible (Battaglia 

et al., 2008). 

El grupo 1 de proteínas LEA es único, ya que se encuentra presente en todos los 

dominios taxonómicos: Archaea, Bacteria y Eukarya (Battaglia et al., 2008).  

En cuanto a su posible papel en la adaptación de diferentes organismos a la 

escasez de agua se sabe que las proteínas LEA del grupo 1 se acumulan en 

condiciones de estrés, tales como alta osmolaridad, altas temperaturas, y 

condiciones hiperoxidantes (Stacy y Aalen, 1998). Otras evidencias provienen de la 

presencia de estas proteínas en organismos con hábitats extremos, como las 

arqueas, también se han encontrado en algunos crustáceos de agua salada como 

algunas especies de Artemia, cuya fase de enquistamiento le permite sobrevivir en 
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un estado de desecación y permanecer metabólicamente inactivo durante 10 o más 

años, conservando la capacidad de soportar condiciones ambientales severas 

(Wang et al., 2007). 

La evidencia directa que muestra el funcionamiento de las proteínas LEA del grupo 

1 es escasa, sin embargo, se han realizado experimentos “in vitro” se ha visto que 

la purificación y expresión en E. coli de proteínas LEA de trigo tienen la capacidad 

de proteger a enzimas como la citrato sintasa (CS) o LDH al ser sometidas a ciclos 

de desecación o congelamiento (Gilles et al., 2007). 

 

Grupo 2. Este grupo de proteínas LEA, también conocidas como “dehidrinas”, se 

identificó originalmente en el desarrollo de embriones de algodón y son el grupo 

más ampliamente caracterizado. Son altamente hidrofílicas, contienen una alta 

proporción de aminoácidos cargados y polares y una baja fracción de residuos no 

polares e hidrófobos, además carecen de residuos de triptófano y tirosina (Garay-

Arroyo et al., 2000). Una característica distintiva de las proteínas de este grupo es 

su secuencia consenso de 15 residuos, rico en lisina llamado el segmento K (Close 

et al., 1989). 

Al igual que las proteínas LEA del grupo 1, varios estudios de proteínas de LEA 

específicas del grupo 2 han confirmado que se acumulan durante la desecación de 

las semillas y en respuesta al déficit de agua inducida por la sequía, la baja 

temperatura o la salinidad. Se ha hecho un esfuerzo para determinar la localización 

subcelular de algunas de estas proteínas. La mayoría de las proteínas LEA del 

grupo 2 se acumulan en el citoplasma, y algunas de ellas también se localizan en el 

núcleo, aunque algunas dehidrinas también se encuentran en otros compartimentos 

celulares, incluyendo las proximidades de la membrana plasmática, las 

mitocondrias, la vacuola y el retículo endoplásmico e incluso se ha demostrado una 

actividad de unión a iones(Battaglia et al., 2008). 

 
Grupo 3. Las proteínas LEA de este grupo se caracterizan por tener una secuencia 

consenso de 11 aminoácidos. En comparación con otros grupos de proteínas LEA, 

los miembros del grupo 3 son muy diversos. Esta diversidad es una consecuencia 
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de los cambios introducidos en la repetición de la secuencia de aminoácidos (Dure, 

1993).  El análisis de varias proteínas LEA del grupo 3 por dicroísmo circular y 

espectroscopía infrarroja indicaron que en su mayoría carecen de estructura 

secundaria en estado hidratado. Sin embargo, en presencia de glicerol, etilenglicol, 

o metanol, o después de secado rápido, adoptan una conformación α-helicoidal. El 

hecho de que la rehidratación conduzca a la forma no estructurada de la proteína 

indica que estas transiciones estructurales son totalmente reversibles (Tolleter et 

al., 2007).  

Curiosamente, se han encontrado proteínas LEA que se acumulan en varios 

organismos no vegetales en respuesta a la deshidratación. Ejemplos de estos son 

proteínas en Deinococcus radiodurans y Haemophilus influenzae, así como una 

proteína de Caenorhabditis elegans, cuya expresión está correlacionada con la 

supervivencia de este nemátodo en condiciones de desecación, osmótica y calor 

(Gal et al., 2004). 

Además de apoyar un papel como moléculas protectoras bajo limitación de agua, 

las proteínas LEA pueden funcionar para proporcionar un ambiente adecuado a sus 

enzimas diana, evitando su inactivación para mantenerlas íntegras mientras el agua 

sea restrictiva (Battaglia et al., 2008). 

 
Grupo 4. Este grupo fue caracterizado por su secuencia consenso de 26 

aminoácidos ubicados en la región N-terminal (Battaglia et al., 2008). 

En un análisis computacional de las proteínas LEA del grupo 4 se predijo que los 

primeros 70 a 80 residuos de aminoácidos adoptan una estructura α-hélice, 

mientras que el resto de la proteína no tenía estructura definida (Kyte y Doolittle, 

1982). Para corroborar esto se realizó un análisis espectroscópico de una proteína 

LEA de soja para confirmar dicha predicción (Shih et al., 2004). 

Durante experimentos controlados en Arabidopsis se demostró que las proteínas 

LEA de este grupo contribuyeron a mantener la actividad de la LDH, incluso después 

de un 99% de pérdida de agua (Reyes et al., 2005), sugiriendo un papel protector 

durante la deshidratación. Del mismo modo, la inactivación de un gen de este grupo 
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en maní (Arachis hypogaea) pareció resultar en una menor tolerancia a la sequía 

(Senthil-Kumar y Udayakumar, 2006). 

 
Grupo 5. También llamado grupo de proteínas LEA atípico debido a su carácter 

hidrofóbico y se sugiere una estructura globular. Aunque se sabe poco acerca de 

este conjunto de proteínas, los datos disponibles indican que se acumulan durante 

la etapa tardía del desarrollo de las semillas en respuesta a las condiciones de 

estrés, como la sequía, la luz UV, la salinidad y el frío (Maitra y Cushman, 1994; 

Park et al., 2003; Kim et al., 2005). 

 
Grupo 6. Este grupo fue encontrado por primera vez en plantas de frijol (Phaseolus 

vulgaris) y se caracteriza por el tamaño pequeño de sus proteínas (7-14 kD). En 

general, estas proteínas son altamente hidrófilas, carecen de residuos de cisteína y 

triptófano. Análisis computacionales han predicho que las proteínas del grupo 6 LEA 

están intrínsecamente desordenadas (Garay-Arroyo et al., 2000).  

Si bien no hay mucha información directa sobre la función de las proteínas en este 

grupo, los resultados obtenidos de los ensayos de deshidratación “in vitro” indicaron 

que las proteínas LEA, a diferencia de las de otros grupos (2, 3 y 4), no pudieron 

ayudar a mantener la actividad de las enzimas durante la deshidratación (Reyes et 

al., 2005). Este resultado sugiere que los objetivos moleculares de estas proteínas 

son diferentes de los de otras proteínas LEA, e indica que su hidrofilicidad no es la 

única característica relevante para su función protectora en ambientes que limitan 

el agua (Battaglia et al., 2008). 

 
Grupo 7. También llamadas proteínas ASR consideradas dentro de las hidrofilinas 

pequeñas, estables al calor e intrínsecamente desordenadas, al igual que otras 

proteínas LEA se acumulan en las semillas durante la embriogénesis tardía y 

responden a la limitación del agua (Maskin et al., 2008). 

También responden a las condiciones de estrés ambiental, como el déficit de agua, 

la sal, el frío y la luz limitada (Silhavy et al., 1995; Padmanabhan et al., 1997; Doczi 

et al., 2005). 
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Tabla 2. Grupos de proteínas LEA (Battaglia et al., 2008).  

Grupo Secuencia consenso 

LEA 1 T V V P G G T G G K S L E A Q E H L A E 

LEA 2 E K K G I M D K I K E K L P G 

LEA 3 G G V L Q Q T G E Q V 

LEA 3 T A E K A G E Y K D Y 

LEA 4 A Q E K A E K A  T A R D P X E K E M A H E  K K E A K 

LEA 5 ------------------------------------------------------------ 

LEA 6 L E D Y K M Q G Y G T Q G H Q Q P K P G R G 

LEA 7 A A G A Y A L H E K H K A K K D P E H A H R H K I 

1.9.2 Funciones 
 
Las proteínas LEA se encuentran dentro de las Proteínas Intrínsecamente 

Desordenadas (PIDs) ya que en el estado hidratado se encuentran sin estructura, 

pero se pliegan principalmente en estructuras α- helicoidales en el estado de 

deshidratación (Hincha y Thalhammer, 2012). Dicho esto, cuando se encuentran 

estructuradas y con actividad, se les atribuyen funciones como antioxidantes y como 

estabilizadores de membrana y proteínas durante el estrés hídrico, ya sea por 

interacción directa o actuando como escudos moleculares. Protegen estructuras 

celulares de los efectos de la pérdida de agua actuando como un amortiguador de 

hidratación, por secuestro de iones, por protección directa de otras proteínas o 

membranas, o por para renaturalizar proteínas no plegadas (Wise y Tunnacliffe, 

2004). Junto con otras proteínas hidrofílicas y solutos compatibles, las proteínas 

LEA también previenen el colapso celular cuando la cantidad de agua disponible es 

limitada. Esta capacidad multifuncional de las proteínas LEA es debido en parte a 

su plasticidad estructural.  
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2. ANTECEDENTES 
 
Existen varios reportes en donde se han sobreexpresado proteínas LEA 

provenientes de unas plantas en otras especies de plantas y en E. coli y en todos 

los casos se ha observado protección a diferentes tipos de estrés y protección sobre 

algunas enzimas de manera ¨in vitro¨.  

El gen que codifica para la proteína OsLea14-A proveniente de arroz (Oryza sativa), 

se amplificó, clonó y transformó en células de E. coli; se realizaron pruebas de 

tolerancia a estrés en altas concentraciones salinas (100 - 600mM de NaCl) y sequía 

simulada bajo la adición de sorbitol (600 -1600 mM), altas temperaturas (50°C) y 

freeze thaw (−80 °C). En sus resultados obtuvieron que la tasa de supervivencia de 

las células que expresaban la proteína LEA (BL/OsLea14-A) era mayor comparada 

con las que no la portaban (BL/pET32a), y la diferencia aumentaba a medida que 

aumentaba la concentración de NaCl o sorbitol (Figura 5b/c). Al someter a las 

células a altas temperaturas se demostró mayor viabilidad para BL/OsLea14-A que 

para las células BL/pET32a (Figura 5d). De igual manera en los ciclos de 

congelamiento y descongelamiento se comprobó que las células que cuentan con 

la proteína LEA presentan una mejor tolerancia a este estrés (Figura 5e). También 

determinaron que la proteína OsLea14-A protege la actividad de la LDH y confiere 

mayor tolerancia a las diferentes condiciones de estrés a las que fue sometida.  

De acuerdo con los datos obtenidos, se concluyó que OsLea14A tiene efectos 

protectores en células de E. coli y en LDH al someterse a condiciones de estrés 

como alta salinidad, sequía, alta temperatura y  freeze thaw(Hu et al. 2019). 
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Figura 5. Viabilidad de células transformadas en E. coli con OsLea14-A bajo diferentes 
condiciones de estrés (Hu et al. 2019). 

Por otro lado, mutaciones en genes que codifican para proteínas LEA provoca los 

efectos contrarios, es decir, cepas de A. fischerison más sensibles al secado 

seguido de un choque térmico (60, 70 y 80 ° C), (Figura 6). Tomados en conjunto, 

estos datos muestran que las proteínas LEA promueven la supervivencia durante la 

exposición a la sequía y calor (van Leeuwen, et al. 2016). 
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Figura 6. Choque térmico en células silvestres (WT) y mutación de Leam (ΔleamA)  en A. 
fischeri (van Leeuwen et al. 2016). 

En el laboratorio se tienen muestras bacterianas provenientes del golfo de México 

obtenidas de los diferentes sitios de muestreo que realiza el buque oceanográfico 

del CIGOM. Se llevó a cabo un análisis bioinformático detallado con el fin de 

determinar si entre las muestras obtenidas había alguna cepa que tuviera en su 

genoma secuencias con homología a proteínas LEA, este análisis se llevó a cabo 

utilizando las secuencias obtenidas por ¨shotgun¨ de los metagenomas y los 

genomas disponibles de las cepas previamente secuenciadas. La búsqueda 

incluyó: siete secuencias tipo ¨shotgun¨ de agua y sedimento de dos campañas 

oceanográficas denominadas MMF1 y MET1, ocho genomas de cepas aisladas 

secuenciadas, y dos secuencias shotguns adicionales de consorcios bacterianos 

enriquecidos con crudo de la estación B09 del crucero oceanográfico MMF1. En 

total se hizo la búsqueda sobre nueve metagenomas y ocho genomas.   

Para el análisis bioinformático, se seleccionaron secuencias de proteínas LEA de 

organismos eucariontes como Artemia franciscana, Arabidopsis thaliana, y 

procariontes como Azotobacter vinelandii, Pseudomonas syringae y Pseudomonas 

fluorescens. 

Únicamente se encontraron dos secuencias con homología a proteínas LEA del 

grupo 1 en los genomas de dos cepas de Pseudomonas, específicamente una cepa 

de P. aeruginosa, proveniente de un consorcio bacteriano de la estación B9 y una 

cepa de P. stutzeri de la estación D18.  Ambas cepas fueron aisladas por su 

capacidad para crecer en un medio suplementado con crudo y queroseno.  
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3. JUSTIFICACIÓN 
 
Existe una alta diversidad de microorganismos presentes en los ambientes marinos 

y el Golfo de México no es la excepción, por lo cual, es de suma importancia 

profundizar en su conocimiento, ya que debido a las condiciones extremas los 

microorganismos que lo residen necesitan estar adaptados a este medio, por 

consecuencia cuentan con enzimas que les permiten tolerar esas condiciones. Por 

esta razón, es de gran interés profundizar en el estudio de proteínas LEA, que como 

ya se explicó anteriormente, confieren tolerancia a diversas condiciones de estrés.  

Actualmente se conocen y se han descrito y estudiado a detalle una gran variedad 

de proteínas LEA, casi todas provenientes de plantas, sin embargo, existen muy 

pocos reportes de estas proteínas en bacterias y ninguno de ellos en bacterias 

marinas.   

4. HIPÓTESIS 
 
La proteína LEA del organismo marino P. aeruginosa aislado del golfo de 

México(goM), tienen un efecto protector en células de E. coli bajo diferentes 

condiciones de estrés. 

5. OBJETIVO GENERAL 
 
Caracterizar una proteína LEA bacteriana proveniente de una muestra del goM. 

6. OBJETIVOS PARTICULARES 
1. Expresar heterólogamente el gen que codifica para la proteína LEA de P. 

aeruginosa en E. coli. 

2. Determinar el efecto protector de la proteína LEA en células de E. coli bajo 

diferentes condiciones de estrés. 
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
 

 

8. METODOLOGÍA 
 
8.1 Diseño de oligonucleótidos para la amplificación del gen LEA 
Una vez obtenida la secuencia del genoma de P.aeruginosa se diseñaron los 

oligonucleótidos para la amplificación mediante PCR del gen de interés. El diseño 

de los oligonucleótidos (Tabla 3) para la clonación en el vector de expresión pET22b 

incluyó el codón de inicio, pero no el codón de paro de cada gen, además se 

adicionaron las secuencias de reconocimiento para las enzimas de restricción XhoI 

y EcoRI en el extremo 3’ y 5’, respectivamente. Finalmente adicionamos 3 pares de 

bases extra al extremo para el correcto corte de las enzimas. 
Tabla 3. Diseño de oligos palea.  

Nombre  Secuencia  Corte Longitud Tm 

 
F1EcoPaLEA 

 
ATGATTTTTTCGTCCCAGGG 

 
G AATTC 

 
20 

 
58 

 
R1XhoPaLEA 

 
TCAGGACGAGCGTCCGC 

 
C TCGAG 

 
17 

 
58 
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8.2 Protocolo de extracción de ADN cromosomal por KIT 

Para obtener el gen codificante de la proteína LEA se parte de la extracción de ADN 

por KIT de P. aeruginosa, para posteriormente amplificarlo con ayuda de los 

oligonucleótidos previamente diseñados, para esto se siguió el protocolo de la 

extracción de la siguiente manera: 

 

1. Partir de un pre-cultivo overnight de 5 mL de LB inoculados con la cepa de 

P. aeruginosa 

2. Centrifugar dos minutos a 13,000 rpm y eliminar sobrenadante 

3. Agregar 200 µl de sulfato de magnesio (MgSO4) y resuspender 

4. Agregar 800 µl de buffer de lisis y mezclar por inversión  

5. Incubar diez minutos a temperatura ambiente 

6. Pasar la mezcla a columna del KIT 

7. Centrifugar un minuto a 10,000 rpm y eliminar sobrenadante  

8. Agregar 200 µl de buffer de prelavado, centrifugar un minuto a 10,000 rpm y 

eliminar sobrenadante  

9. Agregar 500 µl de buffer de lavado, centrifugar un minuto a 10.000 rpm y 

eliminar sobrenadante 

10. Centrifugar nuevamente un minuto a 10,000 rpm y eliminar sobrenadante 

11. Pasar la columna a un tubo nuevo de 1.5 mL 

12. Agregar 30 µl de buffer de elusión, incubar cinco minutos a temperatura 

ambiente y centrifugar un minuto a 10,000 rpm  

13. Repetir paso anterior  

14. Guardar a -20°C 
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8.3 Amplificación de gen LEA por PCR 
Con el fin de determinar las condiciones óptimas para la amplificación de la 

secuencia se llevó a cabo un PCR en gradiente, esto se realizó variando las 

concentraciones de MgCl2, y temperaturas para encontrar la Tm adecuada. 

Una vez obtenidas las condiciones óptimas de amplificación, se realizó un PCR para 

la amplificación y posterior purificación de la banda de interés. 

 

8.4 Protocolo de extracción de bandas de gel por KIT 
Una vez realizado el PCR en las condiciones de amplificación adecuadas, se corrió 

un gel de agarosa y se siguió el protocolo de la purificación de la siguiente manera: 

1. Cortar la banda de interés en el gel con un bisturí  

2. Depositar el gel en tubo eppendorf de 1.5 mL 

3. Pesar el tubo  

4. Añadir binding buffer en proporción 1:1 

5. Incubar a 55°C por 10 minutos con agitación.  

6. Agregar isopropanol en proporción 1:1 y mezclar por inversión 
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7. Transferir 800µl a una columna del KIT y centrifugar un minuto a 13,000 rpm 

y eliminar el sobrenadante 

8. Añadir 700 µl del buffer de lavado, centrifugar un minuto a 13,000 rpm y 

eliminar sobrenadante 

9. Centrifugar nuevamente y eliminar el sobrenadante 

10. Pasar la columna a un tubo nuevo de 1.5mL  

11. Agregar 30µl de buffer de elusión, incubar 10 minutos a temperatura 

ambiente y centrifugar 

12. Repetir el paso anterior 

13. Guardar a -20°C 
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8.5 Extracción de ADN plasmídico por KIT 

Con el fin de poder clonar el gen purificado de la proteína LEA en el vector pET-22b, 
es necesario realizar la extracción de ADN mediante el siguiente protocolo: 
 

1. Partir de un precultivo overnight de 5 mL de LB inoculado con la cepa del 

pET-22b más ampicilina 

2. Centrifugar dos minutos a 13,000 revoluciones por minuto (rpm) y eliminar 

sobrenadante 

3. Resuspender el pellet en 250µl de la solución de resuspensión 

4. Añadir 250 µl de la solución de lisis y mezclar por inversión  

5. Añadir 350 µl de solución neutralizadora y mezclar por inversión  

6. Centrifugar cinco minutos a 13,000 rpm 

7. Pasar la solución en una columna del KIT, centrifugar un minuto a 13,000 

rpm y eliminar sobrenadante 

8. Agregar 500 µl de solución de lavado y centrifugar un minuto a 13,000 rpm y 

eliminar sobrenadante  

9. Repetir el paso anterior 

10. Centrifugar nuevamente a 13,000 rpm y eliminar sobrenadante 

11. Pasar la columna a un tubo nuevo de 1.5 mL  

12. Agregar 30 µl de buffer de elusión, incubar cinco minutos a temperatura 

ambiente y centrifugar un minuto a 13,000 rpm 

13. Repetir el paso anterior  

14. Guardar a -20°C 
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8.6 Ensayo de restricción enzimática y ligación de fragmentos digeridos 

Para la clonación del fragmento de interés en el vector de expresión pET-22b, se 

realizó una doble digestión con las enzimas XhoI y EcoRI, se incubó durante 2 horas 

a 37°C, pasado este tiempo, se inactivar la reacción por 10 minutos a 65°C, para 

posteriormente ligar el fragmento. 

 

De acuerdo con la cuantificación de ADN del vector y el inserto, se realizó una 

ligación en proporciones 1:3 y 1:5 respectivamente, en un volumen final de 20µl. Se 

deja incubando durante una noche a una temperatura de 18-22°C. 

 
8.7 Transformación de células competentes 

Para la obtención de clonas que contengan el vector con el gen de interés se 

transformaron células electro-competentes de E. coliBL21 de la siguiente manera:  
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1. A las células electrocompetentes se le agrega 1/10 de la ligación y se dejan 

incubar cinco minutos en hielo, posteriormente se transfiere el contenido a 

celdas de electroporación y se les da un electrochoque (Ec2) 

2. Agregar 1 mL de LB líquido para recuperar las células transformadas, 

resuspender y pasar a tubos eppendorf de 1.5 mL 

3. Incubar a 37°C con agitación durante una hora 

4. Pasado este tiempo, se siembran las células con perlas estériles en cajas 

Petri con LB y ampicilina 100mM  

5. Incubar las cajas Petri a 37°C durante una noche para que crezcan las 

células y obtener colonias 

  

8.8 PCR en colonia 
Una vez obtenidas las colonias en las cajas Petri, se realizó un PCR para confirmar 

la presencia del plásmido. 

Se picaron 3-4 colonias por muestra y se colocaron en 50 µl de agua, fungiendo 

esto como ADN para el PCR  

 

Para confirmar cuál de las clonas contenía el fragmento de interés, se pusieron pre-

cultivos en 5mL de LB con ampicilina durante una noche a 37°C a 200 rpm para su 
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posterior extracción de ADN y confirmar los resultados con una doble digestión con 

las enzimas XhoI y EcoRI. 

 

Las cepas transformadas con los plásmidos que contienen los genes de interés que 

fueron confirmadas por digestión y PCR se renombraron de la siguiente forma: 

Nombre de la cepa Descripción 

PaLEA E. coli BL21 + pET-22b + lea de P. aeruginosa 

AvLEA E. coli BL21 + pET-22b + lea de Azotobacter vinelandii 

pET-22b E. coli BL21 + pET-22b  

 

8.9 Gliceroles 
 

Una vez obtenidas las clonas, se guardan en glicerol bajo esterilidad para su 

correcto resguardo y almacenamiento. 

1. En un tubo de ensaye se ponen los precultivos de PaLEA y AvLEA 

inoculando 5mL de LB con 5µl de ampicilina por cada una y se dejan incubar 

una noche a 37°C y 200 rpm 

2. Posteriormente, se pasan a tubos eppendorf de 1.5 mL y se centrifugan los 

5 mL de precultivo de cada muestra por separado, durante un minuto a 

13,000 rpm 

3. Obtenidos los pellets, se resuspenden con 1 mL de sulfato de magnesio 

(MgSO4) para lavarlos 

4. Centrifugar un minuto a 13,000 rpm y desechar sobrenadante 

5. Resuspender pellet en 1mL de LB y pasar a tubos estériles para glicerol 

6. Añadir 1mL de glicerol al 80% y guardar a -80°C 
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8.10 Inducción de las proteínas LEA 
Para la correcta expresión de las proteínas LEA, se parte de los pre-cultivos de las 

cepas PaLEA y AvLEA en un tubo de ensaye en 5mL de LB con ampicilina 100mM 

a 37°c y 200 rpm, incubándolos durante una noche. Posteriormente, se inoculan 

20mL de LB con 20µl de ampicilina 100mM, ajustando la densidad óptica (OD600) 

a 0.1. 

 

Se realiza el monitoreo de los cultivos hasta una densidad óptica de ≈0.6. Se añade 

IPTG 0.8 mM para inducir la producción de las proteínas y se incuba durante 2 

horas. 
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8.11 Lisis celular  
La inducción de la proteína se verifica mediante un gel de poliacridamida al 12%. 

Para esto, se lisan 5 mL de los cultivos inducidos adicionando lisozima y se sonican 

tres veces durante 10 segundos a una potencia de 5 watts con intervalos de 1 min 

de descanso entre ellos. Posteriormente se centrifuga el lisado 15 min a 4°C y de 

este se toman alícuotas. Se adiciona buffer de carga y se incuba a 98°C durante 

quince minutos. Se cargan las muestras en el gel y se dejan correr durante 

aproximadamente dos horas y media. Transcurrido el tiempo, se tiñe el gel con azul 

de Coomasie durante 30 minutos y finalmente se deja durante toda la noche con 

solución para desteñir. 
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8.12 Western blot 
Una vez realizado el gel de poliacrilamida, se procede a transferir la proteína a la 

membrana de nitrocelulosa en donde se visualizará la unión antígeno-anticuerpo 

por luminiscencia, de la siguiente manera: 

1. Vaciar el buffer de trasferencia en la cámara 

2. Cortar la membrana de nitrocelulosa al tamaño del gel 

3. Humedecer cuidadosamente con ayuda de unas pinzas el par de esponjas, 

papeles filtro y la membrana con el buffer de transferencia 

4. Colocar una esponja, un papel filtro, el gel de poliacrilamida, la membrana, la 

otra esponja y papel filtro, en una especie de “sándwich” 

5. Esto se monta dentro de la cámara de transferencia, colocando la membrana 

del lado positivo y el gel del negativo 

6. Mantener la electro-transferencia durante 1 hora con 20 minutos a 200mAmp 
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7. Pasado este tiempo, tomar la membrana cuidadosamente, ponerla en un 

recipiente y agregar la solución de TBS-T+ 0.1 g de leche descremada 

8. Dejarla bloqueando en el cuarto frío en agitación O/N  

9. Al día siguiente, realizar 3 lavados con TBS-T de 10 minutos cada uno 

10.  Añadir el anticuerpo e incubar 1 hora a temperatura ambiente con agitación 

11. Lavar nuevamente 3 veces con TBS-T  

12. Agregar 1 mL de cada solución de luminiscencia y 2 mL de agua 

13. Incubar 5 minutos y desechar solución 

14. Visualizar la membrana 
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8.13 Pruebas de estrés en E. coli 
Para determinar si la expresión heteróloga de las proteínas LEA, tiene un efecto en 

E. coli, se realizan ensayos sometiendo las células a diferentes condiciones de 

estrés. Se parte de una inducción de la proteína de cada una de las cepas: PaLEA, 

AvLEA (+) y el pET 22b (-). De los matraces con la inducción, se toman alícuotas 

de 1mL a una densidad óptica de 0.6 para exponer las células a diferentes 

condiciones como se explica a continuación: 

Salinidad: Las células se siembran por triplicados en placas Petri con medio LB 

ampicilina adicionado con IPTG y diferentes concentraciones de NaCl, después de 

12-24 horas de incubación a 37°C se realiza cuenta viable por conteo de unidades 

formadoras de colonias (UFC). Finalmente se determina el número de supervivencia 

celular mediante la siguiente fórmula: 

 

Porcentaje	de	supervivencia =
promedio	del	número	de	colonias	en	placa

promedio	del	número	de	colonias	en	la	placa	control
	𝑥100 

 

Freeze-thaw: Esta técnica consiste en someter a las células a ciclos constantes de 

congelamiento y descongelamiento rápido para determinar el efecto que tiene esta 

acción sobre las membranas y proteínas de la célula. Para esto, una alícuota de 

células se congela durante tres minutos en hielo seco y se descongela durante tres 

minutos en un termoblock a 30°C, esto se considera un ciclo frezze-thaw. Estos 

ciclos se repiten de 1 a 20 veces, dónde cada 5 ciclos se toma muestra para ver el 

efecto del paso de los ciclos y posteriormente se siembran en cajas de LB con 

ampicilina por triplicados, finalmente se realiza cuenta viable por unidades 

formadoras de colonias. 

Radiación UV: Se siembran las células por triplicado en cajas Petri de LB con 

ampicilina, y se exponen a rayos UV a 254 nm en la campana de flujo laminar 

durante 5-30 minutos, posteriormente se incuban a 37°C por 48 horas, y se realiza 

el conteo de unidades formadoras de colonias. 
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9. RESULTADOS 
 
9.1 Amplificación de gen lea en Pseudomonas 
 
Para amplificar el gene lea de P. aeruginosa, se extrajo DNA cromosomal y se 

comprobó la correcta extracción en un gel de agarosa. Observamos dos bandas de 

alto peso molecular que corresponden al DNA de nuestra cepa de interés (Figura 

7). 

 
Figura 7.  DNA cromosomal de la cepa de Pseudomonas. Gel de agarosa al 1% M (marcador 
molecular) Pa (Psedumonas aeruginosa) 

Este DNA se utilizó como molde para la amplificación por PCR del gen. Se realizó 

un gradiente de concentraciones de magnesio y temperaturas con el fin de encontrar 

las condiciones óptimas de amplificación para el gen.  

Para P. aeruginosa esperábamos una banda de 465 pb. Observamos que la mejor 

condición para amplificar el gen palea fue utilizando de 2.5mM de MgCl2 y una Tm 

de 52°C (Figura 8).  
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Figura 8. Amplificación de gen lea de la cepa de Pseudomonas. Gel de agarosa al 1% 
indicando las diferentes temperaturas y concentraciones de MgCl2 utilizadas. a) Amplificación 
de gen lea en P. aeruginosa. M (marcador de peso), (-) control, sin DNA. TM (50-60°C). 
MgCl2(1.5-3.0 mM). 

 
9.2 Obtención de transformantes de E. coli con el gen lea 
 
Para confirmar la presencia del plásmido en las colonias obtenidas, se realizaron 

PCR en colonia y/o ensayos de restricción (Figura 11). 

Para PaLEA se analizaron 4 clonas candidatas mediante PCR, sin embargo, 

observamos amplificación de un fragmento cuando utilizamos el ADN del vector 

pet22b como control (Figura 9a), por esta razón decidimos realizar un ensayo de 

restricción para confirmar que efectivamente no hubiera algún fragmento clonado 

(Figura 9b).  
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Ambas clonas se confirmaron mediante secuenciación de ADN para demostrar que 

el fragmento clonado en el vector correspondiera a la secuencia amplificada de los 

genes de ambas cepas.  

 

 
 
9.3 Expresión de proteína LEA de Pseudomonas en E. coli 
 
Para determinar la correcta expresión de la proteína LEA en E. coli, Se indujeron 

cultivos de la cepa PaLEA sin el inductor IPTG y después de una y dos horas de 

inducción. Como control positivo utilizamos la cepa AvLEA y como negativo la cepa 

de E. coli BL21 que contiene el vector pET 22b vacío. Se lisaron las células y se 

utilizó el extracto celular para correr las muestras en geles de poliacrilamida (Figura 

10). 

En la muestra de PaLEA se observa la inducción de la proteína en el peso predicho 

de 17.2 Kda (Figura 10b). 

 

En el control positivo, observamos la banda correspondiente a 14 Kda, peso que 

corresponde la proteína LEA de A. vinelandii y como se esperaba, en el control 

negativo no observamos inducción alguna (Figura 10 a). 

 

Figura 9. PCR en colonias y ensayo de restricción. Gel de agarosa al 1% a) PCR en colonia 
de clonas PaLEA, b) ensayo de restricción de colonias PaLEA. M (marcador de peso), (+) 
control gen de P. aeruginosa, (-) control, sin DNA. 
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Figura 10. Inducción de proteínas LEA. Gel de poliacridamida al 12 y 15% respectivamente a) 
ControlespET-22b (-) y A. Vinelandii (+) b) PaLEA. M (marcador de peso). 0 (sin inducción), 1, 
2 (horas tras la inducción). 

 

9.4 Inmunodetección por Western blot 
 
Ante el resultado de una doble banda vista en el gel, posterior a la inducción de la 

proteína LEA por el método seleccionado, se procedió a verificar que ambas bandas 

se trataran de la misma proteína, para esto, se realizó la técnica de Western blot, 

en dónde, la unión del anticuerpo con la proteína se visualizó por luminiscencia en 

la membrana de nitrocelulosa con ayuda del programa de Image Studio. Como 

producto de ello se detectaron ambas bandas correspondientes a los pesos 

moleculares previamente vistos (Figura 11), como control negativo se ocupó el 

plásmido vacío (pET- 22b) y como control positivo la enzima catecol dioxigenasa 

(CDO) con un peso molecular mayor al de la PaLEA, esperando no interferir en su 

señal. 
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Figura 11. Inducción y Western blot a) Proteína PaLEA. Gel de poliacrilamida al 15%. b) 
Detección por Western blot. M (marcador de peso). 0 (sin inducción), 2 (horas tras la 
inducción). (+) Catecol dioxigenasa 

Considerando que pudo existir algún fallo en la correcta producción de la proteína 

y tomando en cuenta que esto podría ocasionarnos un problema al momento de 

determinar el papel de la misma en las pruebas de estrés, se decidió volver a 

amplificar la secuencia del gen palea del dna cromosomal de la cepa de P. 

aeruginosa para construir nuevamente la cepa de E. coli BL21. 

 

En la figura 12, podemos observar que, en esta cepa, la expresión de la proteína se 

dio de manera adecuada, visualizando una única banda que corresponde al peso 

molecular esperado.  
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Figura 12. Inducción de Proteína PaLEA. Gel de poliacrilamida al 15%. M (marcador de peso). 
0 (sin inducción), 2 (horas tras la inducción).  

 
9.5 Ensayos de tolerancia al estrés en células de E. coli 
 

Una vez determinada la inducción de la muestra se continuo con las pruebas de 

tolerancia a estrés en E. coli para determinar si la expresión de la proteína LEA 

confería algún tipo de tolerancia. 

 
9.5.1 Ensayo Freeze-thaw 

De igual forma, para determinar si también había un efecto en la protección contra 

ciclos de congelamiento, se sometieron las células a ciclos constantes de 

congelamiento y descongelamiento rápido para determinar el efecto que tiene esta 

acción sobre las membranas y proteínas de la célula. Para esto, una alícuota de 
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células se congela durante tres minutos en hielo seco y se descongela durante tres 

minutos en un termoblock a 30°C. Estos ciclos se repiten de 1 a 20 veces, dónde 

cada cinco ciclos se toma muestra para ver el efecto del paso de los ciclos y 

posteriormente se siembran en cajas de LB con ampicilina por triplicados, finalmente 

se realiza cuenta viable por unidades formadoras de colonias y se determina el 

porcentaje de supervivencia. 

En este caso se observó que no hubo diferencia entre las cepas desde los primeros 

cinco ciclos de congelamiento ya que las células morían rápidamente, sin embargo, 

quitando el primer punto de la gráfica y viendo las diferencias de cinco a veinte 

ciclos, se observa que el control negativo (pET22b) presenta mayor crecimiento que 

las células que contienen la proteína LEA (Figura 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 13. Porcentaje se supervivencia de proteína LEA provenientes de P. aeruginosa sobre 
expresadas en células de E. coli bajo ciclos de freeze- thaw. 
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9.5.2 Ensayo radiación Ultravioleta (UV) 
Se sembraron las células en cajas Petri de LB con ampicilina y se sometieron a 254 

nm de radiación UV en la campana de flujo laminar, durante 5-30 minutos, para 

después incubarlas a 37°C durante 48 horas y determinar el efecto protector. 

Pasado este tiempo, se hizo conteo de UFC y se revisó el porcentaje de 

supervivencia. Como resultado, no se observó diferencia entre las cepas, desde los 

5 minutos en exposición a los rayos UV las células murieron rápidamente (Figura 

14). 

 
Figura 14. Porcentaje se supervivencia de proteína LEA provenientes de P. aeruginosa sobre 
expresadas en células de E. coli bajo radiación UV. 

 
9.5.3 Ensayo de salinidad 
 
Para determinar el efecto de la salinidad sobre las células, se sembraron diluciones 

de cultivos previamente inducidos con IPTG en placas Petri con medio LB y 

ampicilina 100mM, adicionado con diferentes concentraciones de NaCl, después de 

12-24 horas de incubación a 37°C. Se realizó cuenta viable por conteo de unidades 

formadoras de colonias (UFC) y se graficó por porcentaje de supervivencia. Como 

resultado se obtuvo que las células con PaLEA soportaron un rango de 0-500 mM 

de NaCl adicional al del medio, e incluso hubo un aumento de células en 200 mM 
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en comparación con 0 mM. El control positivo se comportó como lo esperado 

soportando hasta 600 Mm de NaCl adicional al del medio. En cuanto al control 

negativo, creció por debajo de las células con proteína LEA (Figura 15). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Porcentaje se supervivencia de proteína LEA proveniente de P. aeruginosa sobre 
expresadas en células de E. coli bajo diferentes concentraciones de NaCl. 

 
10. DISCUSIÓN 

Diversos estudios se han centrado en la adaptación y respuesta al estrés de los 

organismos ante ambientes adversos, en los cuáles han destacado a las proteínas 

abundantes en la embriogénesis tardía (LEA), las cuáles han sido encontradas en 

muchas especies, desde plantas, animales, hongos, e incluso bacterias, como es el 

caso de este estudio, el cual es pionero en caracterizar una proteína LEA 

proveniente de una bacteria marina llamada P. aeruginosa. Esta proteína nombrada 

PaLEA fue transformada, expresada, inducida y purificada con éxito, sin embargo, 

una vez finalizado el experimento de purificación se observaron dos bandas distintas 

pertenecientes a PaLEA, verificando por Western blot, la primera banda se observa 

en 17.2 kDa que coincide con el peso molecular de la proteína de interés, la segunda 

banda se observa por debajo de los 15 kDa, este hecho desencadenó el interés de 

indagar a qué se debía la aparición de una segunda banda.  En un reporte de una 

proteína LEA de amaranto (Amaranthus cruentus) denominada AcLEA, se encontró 

que ocurría algo similar, en el estudio se identificaron dos bandas en un gel de 
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poliacrilamida y mediante cromatografía líquida-espectrometría de masas (LC-

MS/MS) confirmaron que ambas se trataban de la misma proteína AcLEA, al no 

detectar péptidos en la región N-terminal de la segunda banda concluyeron que esta 

proteína corta era un fragmento truncado que carece de la región N-terminal 

(Saucedo, et al., 2017). 

Sin embargo, en otros estudios se ha observado una expresión de proteínas LEA 

en E. coli y purificación sin inconveniente alguno. Tal es el caso de la proteína LEA 

llamada WRAB18 proveniente de trigo (Triticum aestivum) en donde se extrajo su 

ARN total para posteriormente sintetizar ADNc y clonarlo en el pET28a, el plásmido 

recombinante se transformó en células competentes de la cepa BL21 de E. coli y se 

indujo la sobrexpresión de las proteínas con IPTG 1.0 mM durante 12 horas.  

Después de purificar la proteína se examinó mediante SDS-PAGE al 12 % y las 

bandas de proteína se tiñeron con azul Coomassie, de igual manera se verificó por 

Western Blot la expresión de WRAB18 obteniendo exitosamente una sola banda 

esperada a los 21 kDa. (Wang, et al., 2017) 

 

O tal es el caso de la única proteína LEA estudiada hasta el momento avLEA1 

proveniente de una bacteria llamada Azotobacter vinelandii, de la cual se amplificó 

un fragmento de ADN de 396pb correspondiente al gen lea1 para después clonarse 

en el vector pET22b+, y una vez el plásmido construido, se procedió a transformar 

células BL21(DE3) de E. coli para expresar la proteína induciéndola con IPTG 1 mM 

durante 2 horas. La proteína recombinante se purificó y se analizó en SDS-PAGE 

utilizando geles de acrilamida al 12 % y finalmente se inmunodetectó por western 

blot. Resultando en una exitosa expresión de la proteína, obteniendo una única 

banda esperada en los geles a 14.3 kDa. Esto nos hace referencia a que 

anteriormente ya se había logrado la expresión exitosa de proteínas LEA 

provenientes de diferentes organismos en células de E. coli. (Rodriguez-Salazar, et 

al., 2017). 

 
Para nuestro estudio utilizamos condiciones similares para la clonación y expresión 

de la proteína paLEA de acuerdo con los datos reportados en la literatura. 
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Esto nos llevó a suponer que lo que observamos podría tratarse también de una 

secuencia trunca o quizá una proteólisis durante la purificación y no sobre la 

metodología utilizada para la expresión heteróloga de la proteína. Esto se pudo 

haber confirmado o descartado mediante una técnica de secuenciación de 

proteínas, que nos indicaría si la secuencia nucleotídica o peptídica tiene algún 

cambio con respecto a la secuencia original que estuviera provocando la temprana 

terminación de la traducción de nuestra proteína de interés. Por este motivo 

decidimos realizar nuevamente la construcción de nuestra cepa, determinando si en 

el primer caso no se expresó de manera adecuada debido a un error en la 

transcripción del mensajero o en la traducción de la misma proteína. 

 

La célula, para su normal metabolismo, necesita una concentración iónica 

determinada. La exposición a altas concentraciones osmóticas puede causar 

toxicidad a las células, deshidratación y daño tanto de las proteínas como de la 

membrana celular (Liu y Zheng, 2005). Como consecuencia ocurre un aumento en 

la presión osmótica y la concentración de iones inorgánicos, resultando en la muerte 

celular (Karandashova y Elanskaia, 2005).  

 

En células transformantes sometidas a altas concentraciones salinas que tienen 

proteínas LEA, se ha visto que estas favorecen a su supervivencia en distintos 

rangos de NaCl. En un reporte, 6 de 11 genes lea provenientes de Dendrobium 

officinale mostraron un incremento de tolerancia a NaCl, con mucho mayor 

viabilidad con respecto al control, soportando de 2 a 7 veces más cloruro de sodio 

de lo normal (Ling, et al., 2016).  En otro reporte se encontró un gen en soya 

codificante para la proteína PM2, en donde se estudió el efecto de la proteína 

completa, dos fragmentos truncos y una secuencia artificial duplicando el 22-mer, 

resultando en hasta un 60% de supervivencia en las células de E. coli que contenían 

la proteína en comparación con el control. Se llegó a la conclusión de que el 

polipéptido PM2 mejora la tolerancia a la sal y la región de repetición de 22 unidades 

es una región funcional importante (Hu, et al., 2019). Era interesante para nuestro 

estudio el someter a las células a este estrés en particular ya que el organismo del 
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que proviene nuestra proteína LEA pertenece a una Pseudomonas marina y su 

propio ambiente es altamente salino, llevándonos a la suposición de que las 

proteínas LEAS que contiene P. aeruginosa son parte de su adaptación al medio en 

el que viven. En nuestro caso, también se observó un favorable efecto protector de 

PaLEA con respecto a los controles, dando como resultado un incremento por arriba 

de 200% de supervivencia celular en 200 mM de NaCl adicional al medio, infiriendo 

que NaCl favorece el crecimiento celular; esto podría deberse a la procedencia del 

organismo marino de donde proviene la proteína PaLEA, en comparación con las 

LEA’s de D. officinale y PM2 de soya, en donde no se ve este resultado, ya que 

naturalmente no se encuentran en ambientes salinos. 

 

La exposición a altas concentraciones salinas y la congelación, aunque factores 

estresantes distintos, comparten un factor común: ambos pueden comprometer la 

integridad de la membrana celular y sus proteínas. El estrés por congelamiento 

también conduce a la producción de radicales de oxígeno, porque las reacciones de 

captación de luz continúan funcionando, mientras que las reacciones bioquímicas 

están severamente restringidas, resultando en daños directos a la integridad de las 

células y causando su muerte (Bohnert, et al., 1995). En este caso, sabemos que 

los ambientes marinos también están sujetos a sufrir cambios drásticos como la 

congelación de los mismos, por esta razón es interesante estudiar nuestra proteína 

LEA ante dicho estrés. 

 

En cuanto a los ciclos de freeze-thaw, se determinó un nulo efecto protector por 

parte de PaLEA, siendo que pasados los primeros cinco ciclos de congelamiento 

las células morían, sin embargo, durante los primeros cinco ciclos se observó una 

mayor supervivencia por parte del control negativo (plásmido vacío) en comparación 

con las células que sí tenían la LEA, perjudicando de alguna manera el crecimiento 

celular. A pesar de que en otros reportes si se ha visto mayor viabilidad en las 

células que contienen proteínas LEA, por ejemplo en una LEA proveniente de Oryza 

sativa, nombrada OsLEA5 en donde la viabilidad celular se mantuvo hasta un 46% 

después de cuatro ciclos de freeze-thaw, mientras que en el vector vacío como 
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control negativo se mantenía el 26%, pasado los ocho ciclos se siguió manteniendo 

el 7% de supervivencia, y para el control negativo ya habían muerto todas las células 

(He, et al. 2012). No tenemos certeza de que pueda estar ocurriendo en las células 

transformadas con el control vacío, sim embargo parece ser evidente que la proteína 

PaLEA no protege durante condiciones de congelamiento. 

 

La radiación ultravioleta (UV) causa daño en todos los organismos vivos. Los rayos 

UV dan como resultado la generación de especies reactivas de oxígeno que causan 

daños en el ADN, como los dímeros de timina, que bloquean la transcripción del 

ADN y provocan la muerte celular (Huwaidi, et al., 2018). Con el paso del tiempo, la 

contaminación aumenta y con ello el dióxido de carbono, agotando cada vez más la 

capa de ozono y permitiendo el paso de los rayos UV en mayor cantidad, los 

ambientes marinos no quedan exentos y los organismos que los habitan también 

sufren las consecuencias. 

 

En nuestro caso no observamos diferencia entre las cepas, en la prueba de 

radiación UV lo que nos dice que PaLEA, no confiere protección a las células, 

observándose un rápido decremento en la viabilidad posterior a los cinco minutos 

de exposición a radiación UV. A diferencia de otros experimentos dónde se ha visto 

un buen efecto de protección por parte de las células transformadas con proteínas 

LEA, en este caso se trata de la misma cepa OsLEA5 en dónde fue sometida a 

rayos UV en una longitud de onda de 254 nm en los rangos de tiempo de 5- 20 

minutos, y posteriormente incubadas de 24-48 horas a 37°C, a lo que sus resultados 

demostraron una mejor supervivencia por parte de OsLEA5 que células con el 

plásmido vacío, ya que al pasar el mayor tiempo, de 20 minutos, las células se 

mantenían vivas un 5% mientras el control negativo no mostraba crecimiento (He, 

et al. 2012). 

 

En general, aún hace falta mucho por conocer sobre las proteínas LEA, pues son 

muy variadas y PaLEA no es la excepción, se espera en un proyecto futuro agregar 

más información a este estudio con respecto a actividad enzimática, sin embargo, 
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desde un punto de vista biológico, podríamos agregar que en primera estancia, la 

proteína PaLEA podría estar ayudando a proteger junto con otros factores, a las 

células de P. aeruginosa en ambientes marinos, especulando que este efecto podría 

darse mediante los mecanismos descritos para algunas proteínas LEA del grupo 1, 

como son, protegiendo membranas, tal es el caso de esta proteína LEA (LEAM) 

identificada en las mitocondrias de las semillas de guisantes (Pisum sativum), la 

cual se pliega en una hélice α anfipática de clase A tras la desecación y se estabiliza 

aún más dentro de la membrana mediante interacciones electrostáticas entre los 

residuos cargados positivamente del péptido y los restos cargados negativamente 

en los grupos de cabeza de fosfolípidos. La interacción LEAM- membrana en estado 

seco se confirmó mediante calorimetría diferencial de barrido. De igual manera, se 

utilizó la espectroscopia de fluorescencia e infrarrojo transformada de Fourier (FTIR) 

para obtener información sobre los detalles moleculares de las interacciones de 

LEAM con las bicapas de fosfolípidos en estado seco y sus efectos sobre la 

estabilidad de los liposomas, los resultados mostraron que LEAM interactúa 

específicamente con los grupos fosfato cargados negativamente en los fosfolípidos 

secos y que esta interacción aumenta la movilidad de la cadena de acilo graso y 

disminuye la temperatura de fusión de los lípidos. Esto contribuye al mantenimiento 

del estado líquido-cristalino de los lípidos, que es el estado funcional de las 

membranas biológicas y, por tanto, podría ser crucial para la integridad funcional de 

las membranas mitocondriales expuestas a la desecación en semillas secas 

(Tolleter, et al,. 2010).  

También existen enzimas y proteínas que protegen de los cambios adversos que 

pudiera ocasionar el estrés osmótico dado por altas concentraciones de sal. Esto 

podría ser comprobado mediante diversas técnicas moleculares y bioquímicas, 

dándonos una mejor visión del papel que estaría desempeñando esta proteína en 

su ambiente natural. Como por ejemplo LsEm1, la cual fue sobreexpresada, 

purificada y añadida en proporciones 1:1, 3:1 y 10:1 a la LDH para analizar si había 

efecto protector a la actividad enzimática de dicha proteína bajo un tratamiento de 

sal. En donde se vio que la actividad enzimática en la proporción 10:1 se mantuvo 

hasta un 70% en comparación con la enzima sola en donde la actividad decaía a un 
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10% aproximadamente. Los datos sugirieron que la proteína LsEm1 evita la 

inactivación de la enzima LDH y estabiliza su actividad, y se especula que LsEm1 

podría estar involucrada en la tolerancia al estrés salino, según los resultados 

anteriores. Tal como PaLEA ayudó a las células de E. coli podría suponerse que 

realizando ensayos enzimáticos también ayude a la estabilización de proteínas 

diana (Xiang, et al., 2018).  

No existen muchos reportes de expresión de proteínas LEA del grupo 1 bacterianas, 

Campos, et al., 2013 realizó un estudio detallado de este grupo de proteínas en 

particular, en donde expresó los motivos y purifico las proteínas de GsiB de B. 

subtilis, AtEM6 de A. thaliana y LEA1-YciG de P. aeruginosa (PaEM), y llevo a cabo 

ensayos de crio protección in vitro con LDH ya sabiendo que la enzima es 

susceptible a los tratamientos de congelación y descongelación inactivándose por 

completo después de cinco ciclos; teniendo como resultado que la adición de una 

proteína LEA del grupo 1 después de cinco ciclos en diferentes proporciones evitó 

parcialmente esta inactivación. En los tres casos, este efecto protector se detectó a 

una relación molar LEA: LDH de 1:1, y fue dependiente de la concentración, ya que 

se observó una mayor protección cuando la relación LEA: LDH se incrementó (20:1) 

en los tres casos.  

También existe evidencia previa que respalda que las proteínas similares a LEA1 

bacterianas y vegetales previenen la inactivación enzimática debido a que el motivo 

20-mer es un factor importante, en este caso se eliminó el motivo 20-mer de AtEM6. 

La proteína recombinante mutante, AtEM6del, se sobre expresó y purificó de E. coli 

para probar su actividad protectora, se usó en proporciones 1:1 y 20:1 (LEA1:LDH) 

sin embargo, aunque se detectó una menor actividad para AtEM6del en relación 

20:1 (LEA1:LDH), la diferencia entre las proteínas completas y acortadas no 

proporcionó resultados significativos, lo que sugirió que la región delecionada no 

juega un papel relevante para la actividad protectora de las proteínas LEA1, al 

menos bajo las condiciones probadas, más bien indican que otras regiones de estas 

proteínas son importantes para prevenir la inactivación de la LDH en los ciclos de 

congelación y descongelación.  
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Resulta muy interesante especular que la adquisición de un gen similar a LEA1 

durante la evolución puede reflejar la ventaja selectiva de una mayor capacidad del 

organismo receptor para responder a condiciones adversas, por ello se debe 

realizar un análisis más detallado para identificar aquellos residuos o regiones 

proteicas críticas para la actividad de la proteína LEA1 (Campos, et al., 2013) . 

 

En otro reporte, para el caso de LEAs del Grupo 1 de plantas u otros organismos, 

se encontraron seis genes codificantes para proteínas LEA en Xerophyta schlechteri 

(XsLEAs). Las seis proteínas fueron identificadas y clasificadas en los diferentes 

grupos y una de ellas resultó perteneciente al grupo 1 (XsLEA 1-8) con un peso 

molecular de 10.73 kDa.  

Por medio de dicroísmo circular se verificó la plasticidad estructural, XsLEA1-8 

experimentó un cambio conformacional desde aproximadamente un 92 % 

desordenado en solución acuosa y hasta un 100 % de hélice alfa en estado 

hidrofóbico, lo que sugiere que la dinámica estructural puede desempeñar un papel 

en su función en el entorno subcelular.   

Para corroborar la propiedad protectora de las XsLEAs, se realizaron análisis in vitro 

e in vivo. Primeramente, se clonaron en un vector de expresión y se transformaron 

células de E. coli BL21, induciendo la expresión de las proteínas con IPTG durante 

2 horas, para posteriormente someterlas a estrés térmico, salino y de manitol. 

Curiosamente, la cepa XsLEA1-8 fue la que mostró un mejor crecimiento en todas 

las condiciones estresantes, lo que sugiere que esta proteína tiene una función 

protectora más alta en E. coli en comparación con las otras XsLEA probadas. 

Posteriormente se purificaron las proteínas y también se realizaron pruebas en 

proporción 1:1 con LDH durante la desecación, el calor y el estrés oxidativo. A 

excepción de una, todas las demás proteínas XsLEA pudieron proteger la actividad 

de la LDH contra los diversos estreses y nuevamente XsLEA1-8 mostró la mayor 

capacidad protectora en comparación con las demás XsLEAs, manteniendo la 

actividad a un 63% en desecación, 55% en calor y un 95% en estrés oxidativo (Artur, 

et al.,2019).  
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Por otro lado, entre los últimos reportes que hay, se identificó un gen codificante 

para una proteína LEA del grupo 1 en el nematodo Caenorhabditis elegans y se 

creó un mutante nulo para estudiar su papel in vivo. Los resultados demostraron 

que los animales mutantes LEA-1 formaron larvas sensibles al calor y al estrés 

osmótico (Hibshman y Goldstein, 2021) .  

 

Sería interesante en nuestro caso determinar si la proteína purificada PaLEA tiene 

un efecto in vitro similar a lo descrito para otras proteínas lea del Grupo 1 ya sea 

protegiendo la actividad enzimática de la LDH u otras enzimas del metabolismo 

central, así como la realización de mutantes para determinar si la viabilidad se ve 

afectada cuando las células son sometidas a estrés y la sobre expresión de la 

misma esperando observar el efecto contrario, esto nos ayudaría a contribuir con la 

generación de conocimiento sobre proteínas de este grupo poco exploradas en 

bacterias.  

 

Estos reportes nos dan una idea del funcionamiento de las LEAs del grupo 1 y su 

potencial, sin embargo, aún falta mucho por explorar en cuanto al mecanismo de 

acción de estas proteínas.  
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11. CONCLUSIONES 

PaLEA no solo protege células de E. coli en condiciones de salinidad si no que su 

expresión podría conferir una ventaja al observarse mayor el crecimiento de estas 

células en concentraciones altas de NaCl. 

La sobreexpresión de PaLEA no ofrece protección alguna cuando células son 

sometidas a freeze-thaw y radiación UV. 

 

12. PERSPECTIVAS 

Purificar la proteína PaLEA y realizar los ensayos de protección ezimática sobre la 

lactato deshidrogenasa (LDH). 
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