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RESUMEN

Las bacterias xerotolerantes o resistentes a la desecacion intracelular, juegan un papel esencial
en larizosfera de las plantas., uno de los mecanismos para sobrevivir con éxito en ambientes
extremos es la sintesis de trehalosa, un disacarido que evita la pérdida de agua de manera
intracelular. La trehalosa 6 fosfato fosfatasa es una enzima involucrada en la sintesis de
trehalosa, por lo cual en esta tesis se realizd el andlisis de un alineamiento multiple de
secuencias de fosfatasas creado con Clustal Omega y el modelado por homologia con SWISS-
MODEL, generamos un modelo tridimensional de la fosfatasa de Escherichia coli, basandonos
en las coordenadas atomicas, de la estructura de la fosfatasa de Salmonella typhimurium,
depositada en el PDB, ademas de proponer mutaciones, que nos permitieron conocer mas de
la funcionalidad de los aminoacidos en el sitio activo de la enzima. Este conocimiento permitira
generar mutantes mas activas que la enzima silvestre, que produzcan mas trehalosa. Estas
nuevas mutantes, seran clonadas en cepas bacterianas promotoras de crecimiento vegetal que

no son xerotolerantes, las cuales permitiran producir plantas de interés comercial.



ABSTRACT

Xerotolerant bacteria, which are resistant to intracellular desiccation, play an essential role in
the rhizosphere of plants. One of their mechanisms, to success in extreme environments, is the
synthesis of trehalose, a disaccharide that prevents intracellular water loss. Trehalose 6
phosphate phosphatase is an enzyme involved in the synthesis of trehalosa , therefore in this
thesis we did a multiple sequence alignment with Clustal Omega using phosphatases
sequences and the homology modeling with SWISS-MODEL, we generated a dimensional
model of Escherichia coli phosphatase, based on the atomic coordinates, of the Salmonella
typhimurium phosphatase structure, deposited in the PDB, in addition to proposing mutations
that allowed us to learn more about the functionality of the amino acids in the active site of the
enzyme. Using this knowledge will generate more active mutants than the wild enzyme, to
produce more trehalose and these new mutants will be cloned in plant growth promoting

bacterial strains thatare not xerotolerant and will allow to produce plants of commercial interest.
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1.- INTRODUCCION
1.1- Bacterias benéficas

Los microorganismos en la rizosfera (zona de interaccién Unicay dindmica entre raices de
plantas y microorganismos del suelo), tienen un papel importante en el mantenimiento de la
fertilidad del suelo (Yadav et al, 2015), lo cual es clave para que la produccién de cultivos sea
exitosa y cumpla la creciente demanda mundial de alimentos. Por lo anterior, se ha tomado
interés en utilizar bacterias promotoras de crecimiento o PGPB, por sus siglas en inglés (plant-
growth-promoting bacteria), en la producciéon de cultivos. Actualmente se han generado y
comercializado como inoculantes, demostrando que son capaces de reducir la cantidad de
fertilizantes quimicos y agroquimicos disminuyendo de manera simultanea la contaminacion de

suelos y mantos acuiferos (Rumjanek et al., 1993; Guzman et al., 2012).

En México hay empresas que producen y comercializan biofertilizantes como: Biofabrica Siglo
XXI|y Biosustenta, estas empresas han aplicado las caracteristicas metabdlicas versatiles de
las rizobacterias (fijacion de nitrogeno, produccion de fitohormonas como auxinasy etileno)
promotoras del crecimiento vegetal aisladas en América para la formulacion de inoculantes

bacterianos. (Molina-Romero et al., 2015).

Las PGPB son capaces de colonizar el sistema radicular de las plantas o su entorno mas
cercano y se clasifican en 3 tipos: Tipo 1 pueden colonizar el tejido de la planta formando
ndédulos,bacterias simbioticas (Rhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium,
Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Frankia, Azoarcus, Achromobacter, Burkholderia y
Herbaspirillum), Tipo 2 se hospedan en estructuras internas de planta conocidas como
bacterias endofitas (Azocarus sp. Gluconacetobacter diazotrophicus) y Tipo 3 se encuentran
cerca del sistema radicularde las plantas también conocidas como bacterias de vida libre, entre
las cuales son: Azospirillum, Azoarcus, Azotobacter, Bacillus polymyxa, Burkholderia,
Gluconoacetobacter, Herbaspirillum) (Kloepper et al., 1989., Santoyo et al., 2016., Pérez-
Montafio et al., 2014). Diversas bacterias promotoras de crecimiento han sido empleadas para
inocular semillas, tubérculos o raiz, siendo capaces de colonizar la raiz estimulando el

crecimiento y rendimiento de cultivos (Changway et al., 1989), demostrando el aumento de
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nitrégeno, fosforo y niveles de algunos minerales que ponen a disponibilidad de la planta
(Bashan y Holguin, 1997).

Los microorganismos promotores de crecimiento de plantas son definidos por 3 caracteristicas
Figura 1: Son capaces de colonizarlaraiz o larizosfera, sobreviven y se multiplican en el micro-
habitat asociado a la superficie de la raiz en competencia con otros microrganismos y
finalmente, promueven el crecimiento de la planta. Las bacterias promotoras de crecimiento,
pueden ser de vida libre o en asociacion simbidtica con la raiz de la planta. Los mecanismos
por los cuales promueven el crecimiento, son de manera directa al producir o cambiar las
concentraciones de algunos reguladores de las plantas tales como: &cido indol acético
(hormona vegetal), citosinas (bases nitrogenadas) y etileno (hormona en forma de gas
producida de forma natural por todos los vegetales) (Arshad y Frankerberger, 1993), fijacion
biolégica de nitrégeno (FBN) (Boddey y Dobereiner, 1995) y de manera indirecta inhiben alos
microorganismos patdégenos, mediante la produccion de sideroforos (agente quelante para
secuestrar hierro en presencia de otros metales y reducirlo) (Schery Baker 1982) y al inducir el

sistema de resistencia (ISR por sus siglas en inglés: Induced Systemic Resistence produced by
rhizobacteria) en la planta (Lugtenbergy Kamilova, 2009).
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Figura 1. Mecanismos de promocién de crecimiento en plantas por bacterias.

Se conoce un gran numero de bacterias de vida libre o asociativa que fijan Nitrégeno, pero solo
algunas de ellas destacan por su potencial como biofertilizantes o promotoras de crecimiento,
la mayoria de estos microorganismos se encuentran interactuando con la rizosfera. Entre los
organismos en la rizosfera, se tiene evidencia de que algunas especies de Pseudomonas
incrementan la absorcion de nutrientes como nitrégeno, fésforo y potasio, ademas de servir
como biocontrol de hongos fitopatdgenos y producir fitohormonas en la rizosfera, lo cual
promueve el crecimiento en las plantas (Di Benedetto et al., 2017; Efthimiadou et al., 2020). La
rizosfera también mejora la asimilacién de algunos nutrientes: el fésforo en el suelo se puede
encontrar como compuesto inorganico en complejo con aluminio (Al3"), hierro (Fe3Y),
manganeso (Mn?*) y calcio (Ca?"), o como compuesto organico como nucledtidos,
fosfoproteinas, fosfolipidos, en estas formas no estan totalmente disponibles para la planta,
pero estos pueden convertirse, por algunas rizobacterias, en fosfatos dibasicos y monobasicos,
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gue son formas asimilables para las raices de las plantas; las principales especies activas en

esta conversion pertenecen alos géneros Pseudomonas, Bacillus y Mycobacterium (Alexander
1981, Todeschini etal., 2018, Hollensteiner etal., 2017, Pandeyy Gupta, 2020).

Las bacterias que ejercen biocontrol, producen metabolitos secundarios que son excretados
localmentey eliminan de forma natural a los fitopatogenos como hongos, e insectos (Bloemberg
y Lugtenberg., 2001), entre las moléculas secretadas se encuentran el acido fenazina-1-
carboxilico, pioluteorina, pirrolnitrina'y diacetilfloroglucinol (Couillerot et al., 2013), entre las
bacterias que realizan esta funcién destacan las del genero Burkholderia (Tenorio Salgado et
al., 2013) y Streptomyces venezuelae (Morales-Garcia et al., 2001).

1.2- Estrés bacteriano

La supervivencia de las bacterias, estd asociada a la capacidad que presentan para detectar y
reaccionar a cambios en el medio ambiente., Cualquier perturbacién en el medio ambiente, que
reduce latasa de crecimiento e impacte negativamente en la supervivencia del microorganismo
se denomina estrés y genera cambios adaptativos transitorios, los cuales les permiten hacer
frente a estas condiciones desfavorables como: escasez en nutrientes, estrés osmaotico, estrés
oxidativo, cambios bruscos de temperatura, entre otros (Roquette et al., 1998). Como parte de
la defensa a estas condiciones la célula puede acumular compuestos para proteger

macromoléculas y membranas (Kempfy Bremer, 1998).

1.3- Estrés por desecacion

La desecacion es la pérdida de agua en las células de manera intracelular. Una definicion
cuantitativa de la desecacion total es la pérdida de agua hasta alcanzar 0.1 g de agua por cada
gramo de masa seca, lo que genera que el metabolismo celular se detenga. Con base a esta

definicidén se considera que existen dos tipos de desecacion las cuales pueden ser total o
parcial, en esta Gltima el metabolismo de la célulano se detiene (Alpert, 2005).
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La tolerancia a desecacion se define como la habilidad de un organismo de soportar la
eliminacién de hasta el 95% de su agua y reanudar el metabolismo normal después de la
rehidratacién (Crowe et al., 1992). La desecacion impone una serie de tensiones como:
hiperosmolaridad, hiperoxidacion, mal plegamiento y agregacion de proteinas (Franca et al.,
2005), estas tensiones tienen el potencial de dafiar componentes esenciales como ADN (Acido
desoxirribonucleico), proteinas y membranas (Herrero et al., 2009). Existen algunos factores
implicados en la tolerancia a la desecaciéon como modificaciones a lipopolisacaridos o LSP
(componente mayoritario de carbohidratosy lipidos de las membranas bacterianas), formacién
de biofilm (matriz protectora compuesta por exopolisacéarido, lipidos y DNA extracelular)
(Chakrabortee et al., 2007), se ha observado que la tolerancia a desecacion de algunos
organismos es promovida por la adicidén o sintesis de azlUcares no reductores, como: trehalosa,
sucrosa (Laura Abisai Pazos-Rojas et al., 2019), asi como proteinas hidrofilicas (tienen afinidad
por el agua como artemina, proteina Hps12 por sus siglas en ingles Heat shock protein 12)

(Crowe et al., 1992, Hibshman et al., 2020), estas moléculas reemplazan el agua y estabilizan
macromoléculas (Garcia, 2011).

El mecanismo de tolerancia a la desecacion Figura 2, muestra que en esta situaciéon de estrés
la pérdida de agua en las células tolerantes se equilibra debido a las interacciones reversibles
con otras moléculas (Rebechiet al., 2007). De esta manera las biomoléculasy estructuras estan

protegidas, conservando su conformacién nativa después de la rehidratacion (Wolkers et al,
2000).
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Una de las estrategias de supervivencia a la desecacion, es la acumulacion de azucares no

reductores como trehalosa (Clegg, 2001), estos azucares tienen la funciéon de proteger a las
biomoléculas.

Aumento en la

?’:::ni‘.sr Adaptaciones en la membrana
ANy
proteinas de

Incremento de dcidos grasos saturados
Incremento de isomerizacion cis-trans
Uansporte Incremento en la proporeion de
fosfolipidos con carga negativa

' .

Aumento de ROS

Plantas: disminucion de
fotosintesis y fijacion de
didxido de earbono

Figura 2. Mecanismos generales de tolerancia a desecacion, modificado al idioma espafiol de
Lebré et al., 2017.

Por otra parte la variabilidad en el desempefio de las bacterias PGPB, se debe a factores
ambientales que afectan su crecimiento como: las caracteristicas y composicién del suelo, la
flora microbiana. Uno de los factores que mas limita el efecto de las bacterias PGPB, es la
disponibilidad de agua en el ambiente, si el agua es escasa, los microorganismos pueden morir
en los primeros momentos de la interaccién con las plantas (Vilchez y Manzanera, 2011). El
contenido de agua en el suelo, esta asociado con la disponibilidad de nutrientesy con la

aireacion del suelo (Griffin 1981), variaciones ante cambios de estaciones y condiciones
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climaticas (Van Gestel et al, 1993), algunos estudios de suelo indican que lahumedad de suelo
Optima, para procesos microbianos aerobios se encuentra entre 50-60% de humedad (Linny
Doran, 1984) y el suelo por debajo de estas condiciones, limita los procesos microbianos
(Papendicky Campbell, 1981).

1.4- Trehalosa

La trehalosa, es un disacarido formado por dos moléculas de glucosa unidas por enlaces
glucosidicos a (1->1) involucrando los grupos OH de los dos carbonos anoméricos Figura 3.

Figura 3. Formula de latrehalosa, enlace a (1-1).

Este disacarido, es producido por células procariotas (sin nucleo)y eucariotas (con nucleo), su
produccion esta frecuentemente asociada a estrés fisiologico como shock osmético, en donde
la trehalosa forma una matriz anti-deshidratacién que tiene propiedades estabilizantes (Singer
etal, 1998); se ha sugerido que latrehalosa puede proteger macromoléculas bioldgicas y evitar
su destruccion (Tapia y Koshland, 2014, Tapia et al., 2015). Existen 3 vias en que ciertos
organismos pueden sintetizar trehalosa “in vivo™ 1) Por medio de la enzimatrehalosa sintasa
gue convierte maltosa a trehalosa por transglicosilacion, 2) Por medio de la enzima trehalosa
fosforilasa que sintetiza trehalosa a partir de una molécula de B-glucosa 1- fosfato y una

molécula de glucosa (Kizawa et al 1995) y 3) La via mas comun de la trehalosa sintasa y
trehalosa fosfatasa Figura 4.
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Glucosa

Célula \1/

L 4

Glucosa
Glucosa-6-P
Trehalosa 6-Fosfato Sintasa UDP-Glucosa
OtSA W

Trehalosa-6-P

Trehalosa 6-Fosfato fosfatasa
OtsB ¢

Trehalosa

Figura 4. Mecanismo de sintesis de la trehalosa por medio de las enzimas trehalosa-6-fosfato
sintasay trehalosa 6 fosfato fosfatasa para generaruna molécula de trehalosa.

La trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS) y la trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP), la sintasa toma la
UDP-glucosay launealamoléculade glucosa-6-fosfato, formando trehalosa-6-fosfato (Tre6P),
este sustrato lo toma la fosfatasay lo hidroliza en trehalosay Pi Figura 5 (Kaasen et al, 1992).

oJP\ JOH
/\[ j UDP- glucosa
2.
T6PS 0P~ o._ .0
HO™ “1OH

QH

glucosa 6-fosfato trehalosa 6-fosfato trehalosa

Figura 5. Mecanismo de reaccién de latrehalosa, imagen traducida al espafiol de Harvey et al.,
2020.
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Los genes que codifican para la biosintesis de trehalosa estan distribuidos en diferentes

organismos en la naturaleza (Kosar et al., 2019; Sethi et al.,, 2018; Elbein, 1974).
Particularmente en Escherichia coli (E. coli) Figura 6.

Figura 6. Escherichia coli es una bacteria Xerotolerante, imagen tomada de Dennis Kunkel
Microscopy, Science Photo Library.

El operén (grupo de genes co-regulados con funciones relacionadas) que codifica para la
sintesis de trehalosa (otsBA), es inducido por varios factores: shock osmético (Giarver et al.,
1988), calor extremo (De Virgilio et al., 1994), frio extremo (Kandror et al., 2002), al entrar en
fase estacionaria (etapa en la que cesa el crecimiento pero la célula permanece

metabdlicamente activa) (Hengge-Aronis etal., 1991) y por ladesecacién (Van, 1989).

El operén otsBA de E. coli ha sido utilizado por la ingenieria genética, para incrementar la
tolerancia a estrés en plantas (Garg et al, 2002).

1.5- Alineamiento maultiple

La bioinformatica (aplicacion de herramientas computacionales parael andlisisde gran cantidad
y diversidad de datos bioldgicos), ha mostrado un gran avance, principalmente desde que el
area de la genémica (estudio de los genomas de diferentes microrganismos y organismos)
crecio tanto que generd una cantidad de datos biolégicos que no podrian ser analizados de

forma manual. La manipulacion rapida y adecuada de estos datos ha sido posible gracias al
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desarrollo y aplicacion de software (soporte 16gico de un sistema informatico) de comparacion
y analisis de datos de una manera mas rapida, ademas han sido gratuitos y al igual que el
acceso a lainformacion almacenada en las bases de datos virtuales (Nute et al., 2019).

Conlas secuencias obtenidas experimentalmente es posible realizar alineamientos mualtiples de
secuencias (MSA), para ello se requieren: las secuencias primarias de las proteinas. En este
trabajo se utilizaron las enzimas fosfatasas, las cuales fueron empalmadas por los programas,
desde la region amino terminal (N-ter) hasta su extremo carboxilo terminal (C-ter) (Bawono et
al., 2017; Blancoy Blanco, 2017). EI MSA (Alineamiento multiple de secuencias) tiene un papel
importante en la investigacion biolégica, entre sus aplicaciones incluye la deteccién de
homologia (similitud de organismos debido a un ancestro comun) (Yong Wang et al., 2009),
para prediccion de estructura y funcion (Cuff y Barton, 2000), la identificacién de dominios
(unidad basica de la proteina que puede plegarse por si misma) y familias de proteinas (grupo

de proteinas relacionadas evolutivamente) (George y Heringa, 2002; Yan Wang et al., 2021).

Existen diferentes métodos para el MSA como: PRALINE (por sus siglas en inglés PRofile
ALIgNEment) es un servidor para MSA capaz de integrar informacién de busquedas de
homologia en bases de datos para generar alineamiento multiple extendido (Simossis y
Heringa, 2005); MUSCLE es un programa informatico para crear multiples alineaciones de
secuencias de proteinas, el algoritmo incluye la estimacién de distancia rapida, alineacion
progresiva y refinamiento (Edgar, 2004); T-Coffee, es un programa de alineacion de multiples
secuencias, la caracteristica principal es que te permite combinarlos resultados obtenidos con
varios métodos de alineacion, es un programa que puede manejar secuencias de proteinas y
DNA, y también esta la opcién de descargarlo (Bawono et al.,, 2017). Estas herramientas
bioinformaticas, y la gran capacidad de almacenamiento de informacion en bases de datos
virtuales han permitido avances en latecnologia de lainformacién,ademas de que estas bases
de datos, se actualizan continuamente con nuevas secuencias genomicas disponibles
universalmente (Villas-Boas et al., 2020). En el contexto actual de la pandemia provocada por
el virus SARS-CoV-2, se uso el andlisis de secuencias multiples para reconstruir el arbol
filogenéticodel SARS-CoV-2, empleando genomas completos de coronavirus y de esta manera

representar su relacion evolutiva (Singh etal., 2020), con todo lo mencionado con anterioridad,
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lograron comprender el origen del virus, a partir de un analisis comparativo de datos gendmicos
del nuevo virus con otros de la misma familia, sugiriendo asi su origen por seleccién natural
(proceso a través del cual los organismos mejor adaptados desplazan alos menos adaptados).

1.6- Modelado de proteinas por Swiss Model (Web-Based Integrated Service Dedicated to
Protein Structure Homology Modelling).

La estructura tridimensional de las proteinas proporciona informacion valiosa sobre su funcion,
en general esta es esencial para una comprension integral de los sistemas bioldgicos. Debido
al progreso continuo de las metodologias para determinar las estructuras 3D de las
macromoléculas (proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos, etc.) a nivel atbmico como: la
Difraccion de rayos X sobre cristales de proteinas, (Glntheret al., 2021; Huxford, 2013; Su et
al., 2016; Vénien-Bryan et al., 2017), resonancia magnética nuclear o RMN (el anélisis
tridimensional de las proteinas en solucion usando lainformacion de los nucleos de los atomos
sometidos a campos magnéticos) (Ishima & Torchia, 2000) y Crio-Microscopia Electronica o
CRYO-EM (tipo de microscopia electrénica que determina la estructura tridimensional de las
proteinas a nivel atbmico a temperaturas criogénicas) (Binshtein & Ohi, 2015). Toda esta gran
cantidad de informacion estructural, generada por las técnicas mencionadas con anterioridad,
es depositada en el banco de datos de proteinas o PDB (Protein Data Bank) (Berman et al.,
2002) que hasta hoy en dia tiene 176247 estructuras depositadas.

Debido al gran desarrollo del poder de las computadoras, con forme pasa el tiempo y la
creciente facilidad de acceso a bases de datos como el PDB, surge el modelado estructural
como otra valiosa fuente de informacion, permitiendo la generacion de modelos estructurales a
nivel atbmico, de secuenciasde aminoacidos de proteinas de las cuales no existe unaestructura
tridimensional en el PDB. Los investigadores de biologia estructural, son capaces de generar
modelos tridimensionales, a partir de la secuencia primaria de aminoacidos, generando nuevos
modelos basados en homologia, utilizando la informacion de las estructuras depositadas en el
PDB, que tengan un porcentaje de identidad en secuencia arriba de 30%. El programa predictor
de estructuras de acceso libre SWISS-MODEL (Waterhouse et al., 2018, Benkert et al., 2011),
pionero en el campo del modelado automatizado desde hace mas de 25 afios, tiene una

biblioteca de templados o plantillas, que se actualiza continuamente de acuerdo a las
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estructuras depositadas en el PDB, ademas, proporciona estimaciones de calidad en varias
etapas del proceso de modelado, unavez que se obtiene el modelo, la funcion de QMEAN
evallasu calidad del modelo a escala global y local (Benkert et al, 2011). SWISS-MODEL es
uno de los modeladores, mas utilizados actualmente por los cientificos estructurales, para la
generacion de modelos tridimensionales basados por homologia, presentando ventajas como:
generacion de modelos tridimensionales en poco tiempo, coloca los puentes disulfuro (si tiene
la proteina en cuestion), permite ver las estructuras cuaternarias y muestra graficos de alta
calidad a diferencia de otros modeladores como I-TASSER (lterative Implementation of
Threading ASSEmbly Refinement) (Zheng et al., 2019) y Phyre2 (Protein Homology/analogY
Recognition Engine V 2.0) (Kelley et al., 2015). El modelo generado por SWISS MODEL, puede
ser utilizado por el programa CHARMM-GUI (Chemistry and HARvard Molecular Mechanics)
para: asignar los parametros de un campo de fuerza a todos los &tomos de la proteina en una
caja de aguavirtual, tomando en cuenta el Buffery pH para simularlas condiciones en las que
se encontraria la proteina globularen solucién (S.Kim et al., 2017).

Los archivos de salida de CHARMM-GUI son tomados por el tultimo programa de este proceso,
llamado GROMACS (GROningen Machine for Chemical Simulations), el cual, mediante ciclos
de simulacion, quita los choques estéricos que pudieran presentar algunos &tomos en los
nuevos modelos, llevando a la estructura a un minimo energético de la proteina cercano a la
estructura nativa que es la biolégicamente funcional (Pronk et al., 2013). Finalmente, los
modelos generados, son visualizados en programas como: PyMOL (sistema de visualizaciéon

molecular), analizando las regiones estructurales de interés (Mooers, 2020; Chengy Li, 2020).
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ANTECEDENTES

Debido a las caracteristicas de las bacterias PGPB, se han realizado varios esfuerzos para
poder utilizar estos microorganismos como biofertilizantes, siendo esta una de las alternativas
mas prometedoras para la agricultura,cada afio se incrementala utilizacion de estos, a menudo
con el fin de reducir la utilizacion de productos quimicos en la agricultura (Malusa y Vassilev
2014).

Los biofertilizantes a base de PGPB, no han sido ampliamente aceptados por los agricultores,
debido a que frecuentemente es dificil reproducir sus efectos benéficos en el campo. Es
evidente que, si un inoculante microbiano no se produce en su formula (formulaciones con uno
0 mas microorganismos contenidos es un acarreador) o aplica adecuadamente, los beneficios

del biofertilizante no pueden ser adquiridos (Vassilev et al., 2015).

Inoculante multiespecies o INOCREP.

En el laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana del Centro de Investigaciones en Ciencias
Microbiologicas, perteneciente al Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autonoma
de Puebla (BUAP), se cuenta actualmente con un inoculante multiespecies, denominado
INOCREP el cual contiene 6 cepas bacterianas diferentes: Azospirillum brasilense Sp7,
Burkholderia unamae MTI641, Pseudomonas putida KT2440, Sphingomonas sp. OF 178,
Gluconoacetobacter diazotrophicus PAI 5 y Bradyrhizobium sp. MS22, con capacidad de
promocion de crecimiento para plantas de interés agricola y/o biorremediacion. La formulacion
promueve el crecimiento de plantas de maiz, papa, fresa, mani entre otras de interés agricola.
Las bacterias de la presente formulacion se adhiereny colonizan las plantas de forma adecuada

mediante sus propias capacidades.

A pesar de que existen diversos reportes sobre las ventajas de usar PGPB en cultivos, la

aplicaciéon de estos microorganismos aun esta poco explorada.

Las formulaciones de PGPB no siempre tiene el efecto deseado (Dobbelaere et al, 2001), la
capacidad de los microorganismos en campos de cultivo, depende de diferentes factores que

limitan su efectividad por ejemplo: el tipo de cultivo, condiciones climaticas, variedad de cultivos,
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el genotipo de la bacteria, la efectividad del aislado de bacteria, la inoculacion apropiada del

inoculante (Bashan etal, 2014).

El disefio de la formulacion, es complejo ya que las bacterias miembros de esta mezcla deben
coexistir sin ningun antagonismo (capacidad de un microorganismo para inhibir el desarrollo de
otros microorganismos de su comunidad) entre ellas, ademas cada bacteria elegida debe
aportar diferentes habilidades, para promover el crecimiento de plantas seguido por
biorremediacién (proceso biotecnoldgico que utiliza microorganismos, hongos, plantas o las
enzimas derivadas de ellos para recuperar un medio ambiente alterado por contaminantes a su
condicion natural).

Otra caracteristica importante de un inoculante multiespecies es que la mezcla de bacterias da

mejores resultados que los que resultan de solo utilizar una bacteria en forma in dividual o como
inoculante monoespecie (formulacion con una sola especie de microorganismo).

Pseudomonas putida KT2440

Bacterias del género Pseudomonas, han sido aisladas de diferentes habitats incluyendo

diferentestipos de suelo,agua, hojas, raices de plantas, piely tejidos de algunosanimales (Galli
et al, 1992).

La capacidad de Pseudomonas, de colonizar una amplia variedad de ambientes reside, no solo
en su capacidad de adherirse a particulas sélidas (Duque et al, 1993) sino también a su
movilidad y versatilidad metabdlica, ya que utiliza compuestos de carbono, azufre y fosforo
(Leisinger, 1983).

Pseudomonas putida KT2440, es usada como modelo en estudios de biodegradacion, su
versatilidad metabdlica ha sido crucial para que KT2440 se adapte a mdultiples nichos
(condiciones ambientales, fisicas y bidticas, en las cuales una especie, puede vivir y
perpetuarse exitosamente) (Martinez et al 2002), algunos estudios indican que KT2440 es
eficiente en la colonizacion delarizosfera de plantas de interés agron 6mico (Molina et al, 2000).
Sin embargo, a pesar de estas cualidades, su actividad se ve a afectada por factores limitantes

como el pH, salinidad, disposicion de nutrientes y de agua (Pazos-Rojas et al., 2007).
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Se han estudiado adaptaciones bioquimicas durante la deshidratacion en organismos
anhidrobidticos, los cuales son capaces de sobrevivir a periodos de desecacién mediante un
fenémeno conocido como anhidrobiosis (Gusev et al., 2010). La anhidrobiosis o tolerancia a la
desecacion, se define generalmente como la capacidad que posee un organismo, para perder
agua intracelular hasta llegar a un equilibrio con un ambiente seco, y posteriormente al ser
hidratado recuperar su estado fisiologico normal (Alpert, 2005), se ha dirigido especial atencién

al papel que juegan los aztcares no reductores principalmente el disacarido trehalosa.

Porejemplo lalevadura Saccharomyces cerevisiae, al acercarse alafase estacionaria,empieza
a acumulartrehalosa, que se correlaciona con la habilidad de tolerar la desecacion, durante la
fase logaritmica, las levaduras que contienen baja cantidad de trehalosa muestran poca
supervivencia frente ala desecacion, durante la fase logaritmica se puede inducir ala células a
sintetizar trehalosa, por medio de choquetérmico y se vuelven resistentes a los efectos dafiinos

durante la desecacion.

Por otra parte, las mutantes que perdieron la habilidad de sintetizar o exportar trehalosa, no son
resistentes a la desecacién, esto sugiere que tanto la trehalosa intracelular como extracelular

son requeridas.

In vitro se sabe que trehalosa, es necesaria para prevenir o disminuir el dafio a moléculas
biolégicas 0 membranas durante la desecacién, se ha propuesto que la trehalosa y moléculas
similares remplazan el agua estructural o que los azucares forman “vidrio organico” que
encapsula moléculas, minimiza el movimiento de moléculas y por tanto inhibe la fusién de
membranas, la desnaturalizacion de proteinas, la difusion de radicales libres, se sabe que bajo
condicioneshiperosméticas muchas bacteriastienden acumular solutos compatiblesincluyendo
la trehalosa.

Esta caracteristica, podria ser explotada para mejorar la tolerancia a la desecacién, se sabe
gue para que las cianobacterias (organismo procariote que realiza la fotosintesis oxigenada)
resistan desecacion extrema, producen solutos a nivel intracelular y una gran cantidad de
exopolisacérido (polisacaridos microbianos secretados en el ambiente circundante) (Demoulin
et al., 2019), la mayoria de las cianobacterias desérticas producen material extracelular, una

caracteristica que constituye bases para la tolerancia a condiciones ambientales extremas, se
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sabe que cianobacterias acumulan trehalosa (disacarido no reductor formado por 2 moléculas

de glucosa) no solo en el citoplasma sino también en la matriz extracelular como mecanismo
de tolerancia a la desecacion (Sakamoto et al, 2009).

En un estudio realizado en Escherichia coli, se demostré que al modificar un grupo de enzimas
relacionadas con la produccion de trehalosa por evolucion dirigida, la modificacion al azar por
PCR propensa a error de los genes que conforman el operon de las proteinas sintetasa y

fosfatasa la cual fue, seguida de una seleccién para incrementar la produccion de trehalosa
(Xiaondue etal, 2001).
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JUSTIFICACION

Debido al creciente interés por reducir el uso de productos agroquimicos se han buscado
nuevas alternativas para la agricultura, una de ellas es el uso de bacterias promotoras de
crecimiento, se sabe que estas aumentan la produccion de las plantas cultivadas y algunas
actian como biorremediadores. La desventaja en el uso de estas bacterias es que cuando el
agua disminuye algunas especies bacterianas mueren, es por ello que resulta necesario
desarrollar una estrategia para que las PGPB sean viables y eficientes en un mundo cada vez
mas afectado por sequias. Algunas bacterias son mas resistentes a la desecaciény la trehalosa
es un disacarido que evita la pérdida de agua de manera intracelular. La trehalosa 6 fosfato
fosfatasa es una enzima involucrada en la sintesis de trehalosa, por lo cual en este trabajo
generamos modelos tridimensionales de la enzima Trehalosa fosfatasa de la bacteria
Escherichia coli, un microorganismo xerotolerantes, y sus mutantes por medio del analisis de
alineamiento de secuencias multiple a partir de Clustal Omega y modelado por homologia por
SWISS-MODEL. Basadosen elandélisisde estructuras depositadas en el banco de datos o PDB,
podremos proponer y analizar mutantes que pudieran mejorar las propiedades cinéticas de la
enzimaen cuestion. Con todo lo anterior, en un futuro se clonaran los genes de esta fosfatasa

en bacterias que no son xerotolerantes, las cuales son importantes en la rizosfera.
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Hipotesis

Podremos generar modelos por homologia de la trehalosa fosfatasa de Escherichia coli,
basados en estructuras reportadas en el PDB, aunado al anélisis de multiples secuencias de
aminoacidos, nos permitirhd generar mutantes in silico en el sitio activo de la enzima para hacer

su analisis estructural.
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Objetivos
Objetivo general
Realizar por SWISS MODEL modelos por homologia de la enzima trehalosa fosfatasa y

mutantes, involucrada en la produccion de trehalosa y la desecacion en bacterias.
Objetivos particulares
1. Hacer un modelo por homologia de la trehalosa fosfatasa de Escherichia coli por medio

del servidor SWISS-MODEL.

2. Minimizar la energia de los modelos obtenidos con los programas CHARMM-GUI y
GROMACS.

3. Analizarel modelo generado por CHARMM-GUI y GROMACS por medio del visualizador

PyMOL.
4. Buscar los genes de la trehalosa fosfatasa en diferentes microorganismos y
organismos.

5. Realizar alineamientos multiples de secuencias para evaluar mutaciones en aminoacidos

del sitio activo de la enzima en cada una de las secuencias seleccionadas.

6. Realizar modelos por homologia de las mutaciones seleccionadas durante el

alineamiento multiple por medio del servidor SWISS MODEL.

7. Minimizar la energia de los modelos obtenidos por medio de los programas CHARMM-
GUl y GROMACS.

8. Analizar los modelos obtenidos con CHARMM-GUI y GROMACS por medio del
visualizador PyMOL.
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9. Dar unaexplicacién estructural de los diferentes modelos de la fosfatasa de E. coliy sus
mutantes en el sitio activo de la enzima analizadas por GROMACS, con las estructuras

seleccionadas del PDB.
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METODOLOGIA

Busquedade secuencias completas de trehalosa fosfatasa

En esta seccion se describen las estrategias computacionales utilizadas para llevar a cabo esta
investigacion. Comenzamos obteniendo la secuencia de aminoacidos de la trehalosa fosfatasa
de Escherichia colide labase de datos del NCBI(National Center for Biotechnology Information)
con numero de acceso WP_000114139. Dicha secuencia se utiliz6 como secuencia referencia
(Query) en unabusqueda mediante Blast de proteinas (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi)
en diferentes microorganismosy organismos, el cual proporcionainformacién sobrela cobertura
de las secuenciasy los porcentajes de identidad con respecto al templado. Se seleccionaron
las secuencias con un porcentaje de identidad de 13-73 % con respecto a la secuencia de
referencia. Mediante el programa Clustal Omega (Sievers y Higgins, 2018) y T-Coffee
(Notredame et al., 2000) generamos un alineamiento multiple de secuencias, del que obtuvimos

el porcentaje de conservacion de cada posicion Figura 7.

I Iustal O m e a ‘ MSVKRVLRKTIRKEKEENRVTEPLTETPELSAKY AWFFDLDGTLAEIKPHPDQVVVPDNILOGLOLLATASDGALALISGRSMVELDALAKPYRFPLAG
VHGAERRDINGKTHIVHLPDAIARDISYQLHTVIAQYPGAELEAKGMAF ALHYRQAPQHEDALMTLAQRITQIWPOMALQQGKCVVEIKPRGTSKGEA

1AAFMQEAPFIGRTPYFLGDDLTDESGFAVVNRLGGMSVKIGTGATOASWRLAGVPDYVWSWLEMITTALOQKRENNRSDDYESFSRS!

Multiple Sequence Alignment

Figura 7. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados para realizar el

alineamiento multiple con Clustal Omegay T-Coffee.
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Modelado de proteinas por SWISS-MODEL.

Modelado por homologia de la trehalosa fosfatasa de Escherichia coli.

A partir de la estructura de una trehalosa fosfatasa de (estructura en el PDB con el mayor
porcentaje de identidad con respecto a la secuencia de la trehalosa fosfatasa de E. coli)

generamos un modelo de la trehalosa fosfatasa de Escherichia coli.

La estructura tridimensional de las proteinas nos da informacion valiosa sobre su funcion, el
predictor de estructuras SWISS-MODEL, nos permite generar modelos estructurales basados
en homologia de estructuras de proteinas depositas en banco de datos o PDB, generando
modelos en formato PDB o coordenadas atdbmicas, unavez que se obtiene el modelo Figura 8,

la funcion de QMEAN evalua la calidad del modelo a escala global y local (Benkert et al, 2011).

Start a New Modelling Project @

SWISS-MODEL [l Start Modeliing [ S
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|

Build Models @ B Templates 50 [K == Search For Templates

Model 01 +

p— Structure Assessment [
eenarme ) QMEAN  m—) — 52 SOH

Untitled Project; mogeior: & & x
— Formato PDB o coordenadas atomicas

2
)

Figura 8. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados por SWISS-MODEL
para generar un modelo tridimensional basado en homologia de la fosfatasa de E. coli.
Las coordenadas atomicas generadas por SWISS-MODEL son utilizadas por el programa

CHARMM-GUI, para asignar a cada atomo los parametros de un campo de fuerza CHARMM-
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35 y agregar los atomos de hidrogeno al modelo generado por el servidor SWISS-MODEL,

produciendo un nuevo modelo en formato compatible con GROMACS (.pdb, .gro, .psf), asi

como el archivo con la topologia (.top) Figura 9.
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Figura 9. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados por CHARMM-GUI para

generar un modelo tridimensional con campos de fuerza y los atomos de hidrogeno de la

fosfatasade E. coli.

Los archivos de salida que genera CHARMM-GUI son utilizados por el programa GROMACS

para generar el modelo final, el cualfue sometido a maltiples ciclos de minimizacién de energia,

eliminandolos choques estéricos. Finalmente, GROMACS nos genera el modelo final, para el

cual corresponde la menor energia Figura 10. Todos los modelos fueron analizados por el

visualizador PyMOL (Mooers, 2020).
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Figura 10. Diagrama de los procedimientos computacionalesrealizados para generar el modelo
de la fosfatasa de E. coli en GROMACS.
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]

Modelado por homologia de las mutantes de la trehalosa fosfatasa de Escherichia coli.

Conelanalisisdelassecuenciasdelas fosfatasas por Clustal Omegay T-Coffee seleccionamos
las mutaciones naturales que estén presentes en las fosfatasas de aquellas especies que
tengan cambios en los aminoacidos del sitio activo. Las mutaciones fueron colocadas en la
secuenciade latrehalosa fosfatasa de Escherichia coli en las posiciones D20N, D22E y K125R
basadas en los cambios del sitio activo del alineamiento multiple. Para la generacion de estos
modelos utilizamos a SWISS-MODEL formando nuevos PDBs o coordenadas atdmicas Figura
11.
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Figura 11. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados por SWISS-MODEL
para generarlos modelos de las mutantes (D20N, D22E y K125R) de la trehalosa fosfatasa de

E. coli.

Las coordenadas atomicas generadas por SWISS-MODEL fueron utilizadas por el programa
CHARMM-GUI para asignar a cada atomo los parametros del campo de fuerza CHARMM-35y
adicionar los atomos de hidrégeno a los modelos generados por el servidor SWISS-MODEL
produciendoun nuevo modelo para cada mutante en formato compatible con GROMACS (.pdb,
.gro, .psf), asi como el archivo con la topologia (.top) Figura 12.
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para generar los modelos de las mutantes D20N, D22E y K125R.

TH v vemarm e o

. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados por CHARMM-GUI,

Los archivos de salida que genera CHARMM-GUI son utilizados por el programa GROMACS

para generarlos modelos finales, los cualesfueron sometidos a multiples ciclosde minimizacion

de energia eliminando los choques estéricos. Finalmente, GROMACS nos genera el modelo

final de cada mutante Figura 13. Todos los modelos fueron analizados por el visualizador

PyMOL (Mooers, 2020).
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Figura 13. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados para generar los
modelos de las mutantes D20N, D22E y K125R de trehalosa fosfatasa de E. coli por medio de
GROMACS.

Superposicién de los modelos de trehalosa fosfatasa de E. coli con las estructuras de la

trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium.

Los modelos generados por GROMACS de la trehalosa fosfatasa de E. coli y de sus mutantes
en las posiciones D20N, D22E y K125R, fueron comparados con las estructuras depositadas
en el PDB de la trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium con trehalosa y con inhibidor
denominadas por su cédigo de PDB: 6UPD y 6UPE, respectivamente. La superposicion de los
modelos con las estructuras, se llevaron por medio del visualizador PyMOL usando la funcion
cealign, la cual indicalos valores de la raiz de la desviacion cuadratica media o RMSD (Root-

Mean-Square Deviation) con valores muy cercanos a cero.
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RESULTADOS

Busquedade secuencias completas de trehalosa fosfatasa

Iniciamos la busqueda de las secuencias en formato FASTA de la enzimatrehalosa fosfatasa
en el NCBI (National Center for Biotechnology Information) Figura 22, identificando secuencias
de fosfatasas en diferentes microorganismos: bacterias (Salmonella typhimurium, Klebsiella
pneumoniae, Cronobacter sakazakii, Xanthomonas campestris, etc), y organismos como:
plantas (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, etc), entre otros. Utilizando como secuencia de
referencia, consulta o templado (Query) la secuencia de aminoacidos de la trehalosa fosfatasa
de Escherichiacoli en el protein BLAST (https:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Mediante los
programa de alineamientos multiples Clustal Omega (Sievers y Higgins, 2018) y T-Coffee
(Notredame et al., 2000) obtuvimos informacién sobre la cobertura de las secuenciasy los

porcentajes de identidad con respecto al templado Figura 14.

Cobertura #identidad

1.E.coli -PFICR---- ---TIVFL SCTAV VNRLG-—=== —========= —======c M SVEIG----- reiolswell ncvenfusWll EMITTALQ-Q  100% 100

2.5. typhimurium R---- ---I3VEV A WHAG-—--- —==--—=—=-= ——-=—=-- 1 SVE=----- VGE(QRRWRM ESVEDYWRW EQINYEQOEQ 100% 73.68
3.R. solanacearum ~IALFZ 8 WL OSSE ER VMTLG-—--= —===-===== ————--- W SIRY--—-- MCPSCOREWRY PDAALEDWS anlaRRAc--  <100% 41.04
4.X. axonopodis 'G3DA ANRLG-—--- —-——-——==== ——————== W svxﬂ D---- RACHISARFRV TPDEH.:.I" ORNE - <100% 37.65
5.X.campestris =~ -AFACR---- --=T VEV 1 WL EEC QL ANRLG-—=== —========= —======c W 5v1¥ D---- RAQDARFRV SCTAMUSAWME DRSAHTA--- <100% 36.44
6.R.palustris -PFRGR---- ---RSIFT |l SRUIMSTVSAT MPELR-—--- —-—--——-—-= —————=-- L APSfs-———- RYSELTSGHF DE mﬁm A AN--  <100% 34.41
7.M. japonicum -AFRCR---- ---R VFL rSiaNG ET VNELD-—-== —========= —======= 1 SVRIKP---- Qcsiialpsafl AcvDAALAWS DEMSRSET-- <100% 33.98
8.B.diazoefficiens -PFRGR---- ---R3LFT 2 DM ———— —————————= ———————— L arsfic-———- RREMGVNGHF D snipe.x A PR--- <100% 32.11
9.C.diphtheriae -RPSVI---- ---—-LFL 8l WL BNG AV LOCND-—=-= —========= —=—====== v GIKYcA---- -COLCETVRE ESIDRCOFM SSMADARSAA  <100% 27.39
10.6.sulfurreducens ---------- -CARALFV |B NSV -RL GDEAI----- —-===-===== ——======- F GIRgEN---- SGGSABRYFI RGODEMAPLM DEILAVL--- <100% 27.35
11.Streptomyces sp. - ---SDCVF L LVCSCSSEVT ELAERADLVV Dol P ivs younRLC--  <100% 26.47
12.M.leprae -HHAGTQV S ASIMJICL NDA VRHTD----- —=---—==== —==—= vz 1 eTWRETER: wRE[IABLETR DS SEFT ER#MAROLSDT <100% 26.45
13.A.gambiae -FCVDW---5 ERIKITYL - ------RATF RVTNSQ---I IK-p.oEE :-s'msw.cr KWVERHFMRR ~ 95% 26.42
14.D.melanogaster -FGVDW---N ERIKIIYV - ------ERTF RVTSSD---I VE-{ABDH E'STDS“YT KWVERHFMGR  95% 26.02
15.M. thermautotrophicus ---------- DVSSAVYL EVENSARFEV ¥ Isr—:w.nn- RALE-- -~ <100% 25.97
16.M. tuberculosis -PHS---- S APLVIIYL DR AALFE@ DS ARUPEFT DRMEROLREE  <100% 25.62
17.atTPPI A.thaliana -LCFGEN---T NNVE VYL --F PED.DASYS| QDS # RRVEWKOMD <100% 25.31
18.8.coelicolor = —-—-—--—- L DAASVLFA ELRKRADVEV PG AcWHVATM aadanRLA--  <100% 25.10
19.atTPPC,A.thaliana -LCIRE---5 EDVIVYL -T IKEfvRsYsH oD sg i ERWVEWEEQT <100% 25.00
20.0sTPPC,0.sativa -LGFAD---C TNVI3VYT -Y PRDONASYSIA QFLiA Fi# LRVEWERLS <100% 24.49
21.M.avium -RRS---- S CALT VYL DR2 AALFMM DS ERAMEFT ERMADOLER: <100% 24.48
22.T.volcanicum -GK.\SAHFRV NDYSEMREVI} KLMLNN-REE <100% 24.37
23.atTPPJ,A. thaliana -7 pKD.sRsvsH oprefMund CRIVEWKOMD <100% 23.75
24.Corynebacterium sp -GD.(ARKTRV DDVDH\Y=IF EXMLYERMQY <100% 23.69
25.atTPPD,A.thaliana -LCFAN---8 NDVIIYI --I EPEE .SATYSH OECSE(CETM ORMVEWKQMS <100% 23.65
26.0sTPPE,O. sativa -LGLHD---S ENVIJTYT -V PKE.EAFYSHl RD .S F- —-IMFLVRWE <100% 23.65
27.E.gossypii-2 KIDENVSKDE LPDFLLCL --2 SKK VAKNEW TE O 8 cL#vCDVSLE  95% 23.36
28.atTPPE,A. thaliana -LGYDN---C TDVEGIYT -Y BAKE NASYSM OE DI Fi# ER#VEWKOSR 97% 23.33
29.0STPPF,0.sativa -LCFAN---C GDVM_ VYL -C PED NASYSH oD i LRAVEWKRKS <100% 23.08
30.5pTPS3, 5. pombe QILSSYPEDS LPSFIFCA -D KELSIADWCI AD| a\vmz ----ADLANF <100% 22.97
31.C.efficiens -EPTEV--== -===- IFT -CE[IAAKTRI DSIDD@CTME EERLYERQQH <100% 22.88
32.atTPPF,A. thaliana -LGLSN---K DDLIZIYT -1 PRESNAFYS@ RDs F WAKLE <100% 22.82
33.0sTPPB,A.sativa -LEYEG---R NNVE .IYT -V PKE[(ANSYTM RE S F TKING  <100% 22.67
34.atTPPH,A.thaliana =LGYAN---C TDVELLYI -F PEKESASYSI® O DI F WEQOLR <100% 22.63
35.atTPPA,A. thaliana -LGLNN---C EDVIjIYV -V PEDSNAFYSH RO Fi# KSIOVTWERSM <100% 22.41
36.T.acidophilum —=-------- --RBAIIZ -CEfJHAKFEV ADYIEMRKIM KFIEMLOVOE <100% 22.18
37.atTPPG,A.thaliana -LGLSN---N DEFIJJIFT 1yss---v PRESNAFYS@ RO[ls Pl KTVEWCKME 21.95
38.8pTPS2, 8. pombe RILK---RSC SVDEVECA S---C SHHIDDN--- SDANEWENV] : 21.66
39.0sTPPD, 0. sativa -LELDD---5 ETVI[II¥T 3 -v prRsSEEFrMl ReSEQVILE 21.40
40.SpTPS5, 5. pombe AN N SVIAW ANKS SSF TVSMGVG--- -- HERKAYT DGIPSFENVE Nsifc: - <100% 20.74
41.ALTPSE,A. thaliana QEPSFAKYY{ DDTTEIVRLM HGMASVIDQI <100% 17.86
42.SpTPS4, S. pombe G DYDFIFRASN | -n.- VVEFTF SVQYSEHG NSMEDARS SGVEG EKVYSACLUS <100% 17.86
43.E.gossypii-3 YNSVDDTE S TPAHSPAVSP VMIPVNSSLA MSPSTAASKT PSARIEE RSTSRV EFVCVT---G TSSPVLEPLF QSINELAKKG DLEYGYTVAY 97% 15.49
44.8cTPS3, 5. cerevisiae  YH--——- S V SPIDNS---- RISLSRTSSS MSVONNERH- —----—-—-= —--—= FQNQV DEVCVS-—- 'LF KLVEQEVEKN NLEFCYTILY <100% 15.18
45.5cTSL1,5.cerevisiae  YH----- SAS DPLDTSSG-- QIGNIQTPSQ QNPSDOEQQP PASPQIV-—-- -----SMNHI DFACVS--- " KLVNDEASEG QVEAGHAIVY <100% 13.33

Figura 14. Alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de la trehalosa fosfatasa
de diferentes microorganismos y organismos, comparados con la secuencia de la trehalosa
fosfatasa de Escherichia coli, destacando la cobertura y el porcentaje de identidad realizados

por T-Coffee.
42



De las 45 secuenciasanalizadas en este alineamientola secuenciade latrehalosa fosfatasa de
Salmonella thyphimurium es la que presenta el mayor porcentaje de identidad (73.68%) a la

secuenciade E. coli Figura 14.

Modelado de proteinas por SWISS-MODEL.
Modelado por homologia de la trehalosa fosfatasa de Escherichia coli.

En el PDB hay varias estructuras depositadas de trehalosa fosfatasa con un alto porcentaje de
identidad a la secuencia que presenta la trehalosa fosfatasa de Escherichia coli, lo cual es
importante para el modelado por homologia generando un modelo de la fosfatasa de
Escherichia coli, utilizando como templado la estructura cristalografica depositada en el PDB de
trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium con trehalosa en su sitio activo, codigo de PDB:
(6UPD) (Harvey et al., 2020) Figura 15.

(6UPD)

Rossmann Fold =—

Trehalosa

Figura 15. Vista lateral de la estructura de la trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium
cbdigo de PDB (6UPD), formada por un dominio Rossmann Fold en el centro estan las hebras
beta rodeadas por alfa hélices (color verde), la trehalosa esta en color morado, se muestran los

extremos N y C-terminal (letras negras), los aminoacidos del sitio activo los aminoacidos acidos,
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aminodacidos acidos (color rojo), los polares (amarillo) y los basicos (azul) los iones de Mg?*y

Cl-son esferas de color verde, visualizados por PyMOL.

La estructura tridimensional de la trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium, fue resuelta
por medio de la difracciéon de rayos X a unaresolucion de 2.05 A mostrando un plegamiento
Rossmann fold, formado por hebras beta en el centro rodeadas por alfa hélices, en el sitio activo
ésta presente una molécula de trehalosa y los iones de Mg?* y Cl- cédigo de PDB (6UPD)
(Harvey et al, 2020). El porcentaje de identidad que presenta con la trehalosa fosfatasa de E.
coli fue de 73.68%.

El modelo generadode la fosfatasa de E. coli por SWISS-MODEL, nos dio un valor de QMEAN=
-0.65 lo cual califica muy bien al modelo (la calidad aceptable para los modelos se encuentra
entre Oy -4.0) Figura 16.
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Figura 16. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados por SWISS-MODEL,

para generar el modelo de la trehalosa fosfatasa de E. coli.

SWISS-MODEL nos gener6 un modelo de la fosfatasa de E. coli con la molécula de trehalosa

en el sitio activo de la enzima, la coloracion del modelo en azul marino en su mayoria, dado por
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el QMEAN, indicaunabuen ajuste de la secuenciade E. coli Figura 16 a la estructura molde
de Salmonella typhimurium cédigo de PDB (6UPD).

En SWISS-MODEL los valores en la evaluacién de estructuras o Structure Assesmment (Figura
16) indicaque hay un buen acuerdo entre los angulos [ (phi) y [J (psi) del modelo generadoy
valores reportados previamente, como se puede observar en el grafico de Ramachandran (las

zonas sombreadas corresponden alos valores observados en hebras-f y hélices-a) Figura 17.

Trehalosa

Figura 17. Modelo tridimensional de la trehalosa-fosfatasa de Escherichia coli, el dominio
Rossmann Fold en colorazul marino, se observa la molécula de trehalosa en color gris con rojo,
se marcan con letras negras las regiones amino y carboxilo terminal generado por SWISS-
MODEL.

Las coordenadas atdémicas del modelo de fosfatasa de E. coli en formato PDB generadas por
SWISS-MODEL, fueron usadas por el programa CHARMM-GUI, para asignar a cada atomo los
parametros correspondientes del campo de fuerza CHARMM-35 y agregar los atomos de
hidrogeno al modelo generado por SWISS-MODEL produciendo un nuevo modelo en formato
compatible con GROMACS (.pdb, .gro, .psf) y el archivo de topologia Figura 18. Se observa el

modelo de la fosfatasa (azul y amarillo) dentro de una caja de agua, en color rojo se encuentran
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las moléculas de agua que hidratan ala fosfatasa de E. coli rodeada por los iones de Mg?*y CI-

(esferas en color gris y azul)
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Figura 18. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados por CHARMM-GUI,
para generar el modelo de la trehalosa fosfatasa de E. coli, en su caja de agua con losiones de
Mg?*y CI-.
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El modelo de fosfatasa generado por CHARMM-GUI presenta un dominio Rossmann Fold (color
cian, representacion cartoon), unida a una molécula de trehalosa de (color anaranjado,
representacion de palo o stick). Este modelo ésta dentro de una caja de agua que tiene 150mM
de buffer MgCl2 pH 8 mostrando los atomos de Mg?*y CI- (color verde), donde se modificé el
tamafo de los atomos de Cl- para poder diferenciarlos de los de Mg?* Figura 19.

Trehalosa

Figura 19. Modelo tridimensional de la Trehalosa-fosfatasa de Escherichia coli, en color cian el
dominio Rossmann Fold, la trehalosa en color anaranjado, las esferas en color verde son los

iones de Mg?* y Cl- generados por CHARMM-GUI y visualizado por PyMOL.

Los archivos de salida que genera el programa CHARMM-GUI, fueron empleados por el
programa GROMACS para eliminarlos choques estéricos o clashes que presente el modelo de
CHARMM-GUI, el cual fue sometido a 1000 ciclos de minimizacion generando el modelo mas

estable del potencial energético negativo Tabla 1.
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1000 in

1tial Energy

Maximum force o OES e+l2 on atom 317
Norm of force

Tabla 1. Muestra el namero de ciclos utilizados, el potencial energético del modelo de la
trehalosa fosfatasa de E. coli analizados por el programa GROMACS.

El diagrama muestra los procedimientos computacionales realizados para generar el modelo
final de la trehalosa fosfatasa de E. coli por medio de GROMACS Figuras 20 y 21.

X

GROMACS .-
FAST. FLEXIBLE. FREE. by

'

Archivos de salida

Figura 20. Diagrama de los procedimientos computacionalesrealizados para generar el modelo
final de la trehalosa fosfatasa de E. coli por medio de GROMACS.
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Figura 21. Modelo tridimensional de la Trehalosa-fosfatasa de Escherichia coli, en color ciano
el dominio Rossmann Fold, los aminoacidos del sitio activo en colores (amarillos, rojos y

verdes), la molécula de trehalosa (anaranjado) y el ion Mg?* es esfera (verde) generado por
GROMACS y visualizado por PyMOL.

Aminoacidos del sitio activo de trehalosa fosfatasa de E. coliy el analisis de los mismos
aminoacidos en el resto de las secuencias de fosfatasas de microorganismos y
organismos.

Identificamos 44 secuencias de fosfatasas en diferentes microorganismos: bacterias
(Salmonellatyphimurium, Klebsiellapneumoniae, etc) y organismos como: plantas (Arabidopsis
thaliana, Oryza sativa, etc), entre otros utilizando como secuencia templado la secuencia de
aminodcidos de la trehalosa fosfatasa de Escherichia coli en el protein BLAST. Mediante los
programas de alineamientos multiples como: Clustal Omega (Sievers y Higgins, 2018) y T-

Coffee (Notredame et al., 2000), obtuvimos la coberturay laidentidad de las secuencias Figura
22.

50



1.E.coli

2.5. typhimurium
3.R.solanacearum
4.X.axonopodis
5.X. campestris

6.R.palustris
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Figura 22. Alineamiento multiple de la trehalosa fosfatasa de E. coli con 44 fosfatasas de
diferentes microorganismos y organismos realizados por Clustal y T-Coffee, se destacan los
amino@cidos del sitio activo (D20, L21, D22, S60, E123, K125y K175) marcados con tridngulos
(colorazulmarino), adicionando al final de cadasecuenciade fosfatasalos valores de cobertura,
identidad y codigos de acceso en el NCBI.

En el alineamiento multiple de las secuencias de la trehalosa fosfatasa de E. coli y de las 44
fosfatasas de diferentes microorganismos y organismos, identificamos los aminoacidos del sitio
activo: D20, L21, D22, S60, E123, K125 y K175, los cuales estan conservados en la mayoria
de las secuencias analizadas en este trabajo, sin embargo de manera interesante para el caso
de la levadura Schizosaccharomyces pombe: SpTPS5 presenta una mutacion en solo uno de
los aminoacidos del sitio activo y se encuentra localizada en la posicion del Asp 20 cambiado a
Asn (D20N), lo cual implica la eliminacion de una carga negativa. La otra secuencia que
consideramos en este alineamiento que presenta otra mutacion muy interesante, se encuentra
en otro aminoacido del sitio activo y en este caso esta presente en el hongo: E. gossypii-3 la
mutacion esta en la posicion del Asp 22 mutado a Glu (D22E) y aqui hay una conservacion de
carga negativa, ademas de un -CHz- mas en la cadena lateral del Glu.

Modelado por homologia de las mutantes de la trehalosa fosfatasa de Escherichia coli.

Con el analisis de las secuencias de las fosfatasas por Clustal Omega, seleccionamos las
mutantes en el sitio activo de la trehalosa fosfatasa de Escherichia coli en las posiciones D20N
presente en la levadura S. pombe TPS5; D22E presente en el hongo E. gossypii-3y K125R
(mutacién propuesta para mantenerla carga positiva pero cambiar el grupo amino por un grupo
guanidinio en su cadena lateral). Para la generacién de estos modelos utilizamos a SWISS-
MODEL formando nuevos PDBs o coordenadas atomicas Figura 23.
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Figura 23. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados por SWISS-MODEL,
para generar los modelos de las mutantes (D20N, D22E, K125R) de la trehalosa fosfatasa de
E. coli.

Las coordenadas atdmicas (D20N PDB, D22E PDB y K125R PDB) generadas por SWISS-
MODEL, fueron utilizadas por el programa CHARMM-GUI asignando parametros de un campo
de fuerza CHARMM-35 a atomos o grupos de atomos y colocando los atomos de hidrogeno a
los modelos generados por el servidor SWISS-MODEL, produciendo un nuevo modelo para
cada mutante en formato CHARMM-GUI Figura 24.
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Figura 24. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados por CHARMM-GUI,

para generar los modelos de las mutantes D20N, D22E y K125R.

Los archivosde salida que genera CHARMM-GUI (D20N PDB, D22E PDB y K125R PDB) fueron
utilizados por el programa GROMACS para generar los modelos finales, los cuales se

sometieron a 1000 ciclos de minimizacion eliminando los impedimentos estéricos Tabla 2.
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Tabla 2. Muestra el nimero de ciclos utilizados y el potencial energético de cada modelo de la

trehalosa fosfatasa de E. coli (D20N, D22E, K125R) analizados por el programa GROMACS.

GROMACS nos genera el modelo final de cada mutante Figura 25. Todos los modelos fueron

analizados por el visualizador PyMOL (Mooers, 2020).
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Figura 25. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados para generar los
modelos de las mutantes D20N, D22E y K125R de trehalosa fosfatasa de E. coli por medio de

GROMACS.

Los modelos generados por GROMACS de las mutantes D20N, D22E y K125R de trehalosa
fosfatasa de E. coli Figuras 26, 27 y 28.
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Figura 26. Sitio activo de la mutante D20N de la Trehalosa fosfatasa de Escherichia coli, el

dominio Rossmann Fold (color amarillo), los amino&cidos del sitio activo en colores (amarillos,
rojos y azules), la molécula de trehalosa (anaranjado), la mutacién D20N (amarillo) generado
por GROMACS vy visualizado por PyMOL.

(

Figura 27. Acercamiento de los aminoé&cidos del sitio activo de la mutante D22E del Modelo
tridimensional de la Trehalosa fosfatasa de Escherichia coli, el dominio Rossmann Fold (color

rosa), los aminoacidos del sitio activo en colores (amarillos, rojos y azules), la mutacion D22E
(rojo) generado por GROMACS vy visualizado por PyMOL.
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Figura 28. Acercamiento de los aminoéacidos del sitio activo de la mutante K125R del Modelo
tridimensional de la Trehalosa fosfatasa de Escherichia coli, el dominio Rossmann Fold (color
amarillo metélico), los aminoacidos del sitio activo en colores (amarillos, rojos y azules), la

mutacion K125R (azul) generado por GROMACS y visualizado por PyMOL.

Superposicién de los modelos de trehalosa fosfatasa de E. coli con las estructuras de la

trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium.

Los modelos generados por GROMACS de la trehalosa fosfatasa de E. coli y de sus mutantes
D20N, D22E y K125R, fueron comparados con las estructuras depositadas en el PDB de la
trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium con trehalosay con inhibidor denominadas por
su codigo de PDB: 6UPD y 6UPE respectivamente (Harvey et al., 2020). La superposicion de
los modelos con las estructuras, se llevaron por medio del visualizador PyMOL utilizando la
funcidén cealign que produce los valores de la raiz de la desviacion cuadratica media o RMSD
(Root-Mean-Square Deviation). El valor de RMSD generado por PyMOL que presento la
superposicion dela estructurade la fosfatasa
de Salmonella typhimurium (6UPD), con el modelo de la fosfatasa de E. coli generado por
GROMACS fue de 0.082395 sobre 240 residuos Figura 29.
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Figura 29. Superposicion de la estructura de la trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium
PDB: 6UPD (verde), con el modelo tridimensional de la Trehalosa-fosfatasa de Escherichia coli
(cyan), el dominio Rossmann Fold (verde-cyan), los aminodacidos del sitio activo en colores
(amarillo, rojo y azul), la molécula de trehalosa (anaranjado), los atomos de Mg?* y ClI- esferas
(verde) generado por PyMOL.

Los valores de RMSD para los modelos generados por GROMACS de las mutantes D20N
(RMSD=0.529726 sobre 240 residuos), D22E (RMSD=0.085752 sobre 240 residuos) y K125R
(RMSD= 0.437797 sobre 240 residuos) de la trehalosa fosfatasa de E. coli con las estructuras
depositadas en el PDB de la trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium con trehalosa
cédigo de PDB: 6UPD.
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DISCUSION

Las bacterias han podido adaptarse a diferentestipos de ambientes, por ejemplo las que viven
en los ambientes extremos, entre las que destacan aquellas que son capaces de sobrevivir a
altas temperaturas o Termofilos por ejemplo (Thermotoga maritima (Noll, 2013),
Methanococcus jannaschii, (Kim y Whitman, 2014), etc, las que son capaces de vivir a
temperaturas por debajo de los 5°C o Psicroéfilos (Flavobacterium (Chauhan et al., 2015),
Marinomonas ( Liu et al., 2019), etc, las que son capaces de vivir a altas concentraciones de
sal o Halé6filos (Halanaerobium praevalens (lvanovaetal., 2011) y Orenia metallireducens (Dong
et al., 2016) etc). Los microorganismos extremofilos presentan caracteristicas bioquimicasy
metabdlicas que les han permitido vivir en habitats poco comunes, resultando ser
microorganismos muy interesantes para el desarrollo de nuevos procesos biotecnoldgicos,
médicos, bioquimicos, industriales, agricolas etc.

En esta tesis se realiz0 el estudio de las bacterias resistentes a la desecacion intracelular o
Xerofilos (Escherichia coli, Streptomyces asenjonii (Goodfellow et al., 2017), Arthrobacter sp. Y
Bacillus sp. (Maza et al., 2019)), las cuales desempefian un papel clave en la rizosfera de las
plantas proporcionando un mejor crecimiento y desarrollo de las plantas que las contienen en
sus raices Figura 1. Los microorganismos en la rizosfera (zona de interaccion Gnicay dinamica
entre raices de las plantasy microorganismos del suelo), cumplen un papel fundamental en el
mantenimiento de la fertilidad del suelo (Yadav et al, 2015). Uno de los mecanismos por el cual
estas bacterias han sido exitosas ante los ambientes extremos es mediante la sintesis de
trehalosa (Figura 3), un disacarido que reduce la pérdida de agua de manera intracelular
protegiendo de esta forma todas las funciones quedirigen lavidade la bacteria. Particularmente
en esta tesis trabajamos con la bacteria Escherichia coli (Figura 6), la cual presenta varios
mecanismos para la sintesis de trehalosa, el mecanismo que abordamos en este trabajo de
tesis utiliza las enzimas trehalosa-6-fosfato sintasay trehalosa 6 fosfato fosfatasa para generar
unamolécula de trehalosay fosforo inorganico Figura 4. La trehalosa es capaz de generar con
sus grupos OH (presentes en sus anillos glucopiranésidos) interacciones no covalentes tipo
enlaces de hidrogeno con las moléculas de agua que la rodean Figura 3, formando redes
cristalinaso vitreas (Olsson et al., 2016) quereducen de manera importante la pérdida de agua
de manera intracelular, una ventaja adaptativa que presentan l|os microrganismos
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xerotolerantes de los que no lo son, los cuales simplemente no sobreviven ante estas
condiciones extremas de la desecacion.

Constantemente hay un progreso de las metodologias para determinar las estructuras 3D de
las macromoléculas (proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos, etc), a nivel atbmico como: La
Difraccion de rayos X (Determina la estructura tridimensional de las proteinas utilizando los
Rayos X sobre cristales de estas macromoléculas) (Glintheret al., 2021; Huxford, 2013; Su et
al., 2016; Vénien-Bryan etal., 2017) resonancia magnética nuclearo RMN (Ishima y Torchia,
2000) (Determina la estructuratridimensional de las proteinas en solucién usando lainformacion
de los nucleos de los atomos sometidos a campos magneéticos) y Crio-Microscopia Electronica
0 CRYO-EM (Binshtein & Ohi, 2015) (Determina la estructura tridimensional de las proteinas
sometidas a temperaturas criogénicas utilizando los Rayos X). Toda esta gran cantidad de
informacidn estructural, formada por las técnicas mencionadas con anterioridad es depositada
en el banco de datos de proteinas o PDB (Protein Data Bank)(Berman et al., 2002) que hasta

hoy Julio del aflo 2021 tiene 179548 estructuras depositadas.

Con el enorme desarrollo del poder de computo a nivel mundial, se han generado super
computadoras capaces de manejar unagran informacion y obtenerresultados en menortiempo,
conforme pase el tiempo esto continuaramejorando y aunado a la creciente facilidad de acceso
a las bases de datos como el PDB, surge el modelado estructural de las macromoléculas como
otra valiosa fuente de informacion, permitiendo generar modelos estructurales a nivel atdmico
a partir de la secuencia de aminoacidos de las proteinas de las cuales no existe su estructura
tridimensional depositada en el PDB. Con la ayuda de diferentes programas de modelado de
proteinas por ejemplo I-TASSER (Zheng et al., 2019), PHYRE (Kelley et al., 2015), etc, los
investigadores de biologia estructural son capaces de generar modelos tridimensionales a partir
de la secuencia primaria de aminoacidos generando nuevos modelos basados en homologia
utilizando la informacion de las estructuras depositadas en el PDB que tengan un porcentaje de
identidad segun el programa empleado (Baig & Khaleeq, 2020; Chandrakanth et al., 2020;
Sarkar & Saha, 2020; Vargas-Jaimes et al., 2021).
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Debidoa laausenciadeunaestructuradepositada en el PDB de la trehalosa-6-fosfato fosfatasa
de Escherichia coli y del hecho de que podemos generar un modelo estructural basado en
homologia, nuestro trabajo toma gran relevancia.

Utilizamos el servidor SWISS-MODEL (Waterhouse et al.,, 2018) ya que presenta varias
caracteristicas importantes: usaun porcentaje de identidad de al menos 30% entre tu secuencia
y el templado del PDB para generar el modelo atdmico, es de acceso libre, es pionero en el
campo del modelado automatizado desde hace mas de 25 afios, la funcion de QMEAN evalla
la calidad del modelo a escala globaly local (Benkert et al, 2011). La informacién generada de
las coordenadas iniciales de SWISS-MODEL, es utilizada por el programa: CHARMM-GUI
(Chemistry and Harvard Molecular Mechanics) (S. Kim et al., 2017), utilizando el campo de
fuerza CHARMM-35 de todos los atomos de la proteina en una caja de agua virtual hidratando
la molécula generada por el programa CHARMM-GUI, adicionando los atomos de hidrogeno
(que no son puestos por la Cristalografia y Difraccion de Rayos X), ademas adicionas el buffer
y pH simulando las condiciones en las que se encontraria la proteina globular en solucién,
generando un nuevo modelo (S. Kim etal., 2017). Los archivos de salidade CHARMM-GUI de
este nuevo modelo son tomados por el ultimo programa de este proceso llamado GROMACS
(GROnNingen Machine for Chemical Simulations), el cual mediante ciclos de simulacién, es
capaz de quitar los choques estéricos que presentan algunos atomos en el nuevo modelo,
pudiendo afectar los analisis estructurales en la interpretacion del modelo final, el cual se
encuentraen el minimo energéticode la proteina o la estructura nativaque es la biol6gicamente
funcional (Pronk et al., 2013). Finalmente, los modelos generados por SWISS-MODEL,
CHARMM-GUI y GROMACS fueron visualizados por PyMOL (sistema de visualizacion
molecular), analizando las regiones estructurales de interés (Mooers, 2020; Chengy Li, 2020).
El mismo procedimiento fue generado para las mutantes de trehalosa fosfatasa.

Los modelos generados por los predictores basados en homologia no solo nos generan
modelos estructuralmente muy similares a los plegamientos que tienen las estructuras
depositadas de las cuales fueron originados, sino también podemos analizar su funcién en
presencia ausencia de sustratos o inhibidores, importantes para el funcionamiento de muchas
proteinas, como se ha observado en otros sistemas: Betalactamasas (enzima capaz de inactivar

antibidticos de la familia de los betalactamicos) (Dellus-Gur et al., 2015), Triosa fosfato
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iIsomerasa (enzima glucolitica que cataliza la interconversion entre Dihidroxiacetona fosfato y
Gliceraldehido 3-fosfato) (Lee et al., 2017), presencia de atomos de Cu?* (Lacasas) (enzimas
pertenecientes al grupo de oxidasas de cobre azul) (Kallio et al., 2011), presencia de iones
como Mg?* y Zn?* Fosfatasas alcalinas (Holtz et al., 1999), Mg?* (Taq polimerasa) (DNA
polimerasa termoestable) (Kropp et al., 2018), presencia de carbohidratos (Anticuerpos)
(glucoproteinas para la defensa del huésped) (Bharathkar et al., 2020), etc. Ya que podemos
analizar si existen estas proteinas solas o con complejos en el PDB. Para que un modelo tenga
mayor impacto en lainvestigacion esfundamental que existan o se realicen varios experimentos
por diferentes técnicas como: Dispersion dinamica de luz o DLS (mide los oligdmeros de una
proteina con alto grado de pureza en solucidn), cromatografia de afinidad portag de Histidinas
(purificaproteinas por cromatografia de afinidad), cromatografia de exclusion molécular (purifica
proteinas por peso molecular), electroforesis en geles de SDS-PAGE (separa proteinas por
carga negativa y nos permite ver el grado de pureza), Difraccion de rayos X (determina la
estructura tridimensional de una proteina a nivel atbmico contenida en un cristal), etc, para que
el modelo generado este apoyado por estos datos experimentales. En esta tesis realizamos la
generacion de un modelo de la fosfatasa de E. coli y al mismo tiempo usamos dos estrategias
para la generacion y validacion de los modelos de sus mutantes en el sitio activo. Para la
generacion del modelo por SWISS-MODEL de la trehalosa fosfatasa de E. coli se utilizo la
estructura de la trehalosa fosfatasa depositada en el PDB cddigo: (6UPD) presente en
Salmonella typhimurium en complejo con la molécula de trehalosa, la estructura de Salmonella
typhimurium presentd caracteristicas muy importantes como: un porcentaje de identidad de
secuencia muy alto de 72.93 %, una cobertura de 0.83, el método por el que fue resulta la
estructura fue difraccion de rayos X a unaresolucion de 2.1 A su estado de oligomerizacion es
un monomericoy existen estructuras de la fosfatasa sin trehalosa, en complejo con trehalosa o
con inhibidor, todas estas caracteristicas son muy importantes y nos permitieron generar un
buen modelo en SWISS-MODEL de la trehalosa fosfatasa de E. coli y de sus mutantes, los
modelos generados fueron tratados por los programas CHARMM-GUI y GROMACS para la
generacion de los modelos finales, los cuales tienen todos sus atomos incluyendo los de
hidrogeno, que no pone la difraccion de rayos X, ademas en los modelos finales de GROMACS

ya no presentan sus aminoacidos impedimentos estéricos 0 malas rotaciones en sus cadenas
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laterales, lo cual fue logrado a través de varios pasos de minimizacion, hasta llegar a la
conformacién energéticamente mas estable, se pueden realizar los analisis estructurales con
las estructuras depositadas en el PDB de la trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium con
trehalosay con inhibidor cédigos de PDB: (6UPD)y (6UPE) respectivamente.

Para la generacién de los modelos de las mutantes de fosfatasa la primera estrategia fue hacer
un analisis en Clustal Omega de multiples secuencias de fosfatasa de diferentes especies para
analizar la presencia de mutaciones en los aminoacidos del sitio activo seleccionadas de
manera natural. Durante la busqueda de las secuencias de la trehalosa fosfatasa en formato
FASTA en el NCBI (National Centerfor Biotechnology Information),identificamos 44 secuencias
de fosfatasas en diferentes microorganismos: bacterias (Salmonella typhimurium, Klebsiella
pneumoniae, Cronobacter sakazakii, etc) (nimero de acceso de Genbank o ver el numero de
acceso en la Figura 22) y organismos como: plantas (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, etc),
entre otros. Analizamos los aminoacidos que componen el sitio activo: D20, L21, D22, S60,
E123, K125 y K175, los cuales estdn conservados en la mayoria de las secuencias del
alineamiento Figura 22, de manera importante para el caso de la levadura
Schizosaccharomyces pombe: SpTPS5 su fosfatasa presenta una mutacién en solo uno de los
aminodacidos del sitio activo y esta localizada en la posicién del Asp 20 cambiado a Asn (D20N),
lo cual implica la perdida de una carga parcial negativa presente en el Asp, esta mutacion
entoncesimplicaque no se estabiliza la carga positiva delion Mg 2*y se disminuye la actividad
enzimatica, de manera importante la pérdida del aminoacido que hace el ataque nucleofilico
formaria unaenzimainactiva(Thammahongetal., 2017), la otra secuenciaen este alineamiento
gue presenta otra mutacion muy relevante se encontr6 en otro aminoacido del sitio activo y en
este caso esta presente en el hongo: E. gossypii-3 la mutacion ocurrié en la posicién del Asp
22 mutado a Glu (D22E) y aqui hay una conservacion de carga negativay la generacion deun
-CH2- presente en el Glutamico o E. También generamos una mutacién en otro aminoacido del
sitio activo: Lys 145 por Arg (K145R) en donde hay una conservacion de carga positiva y la
generacion del grupo guanidinio.

Una vez obtenidas y seleccionadas las mutaciones del alineamiento multiple la segunda
estrategia fue generar los modelos para cada mutante de la trehalosa fosfatasa de E. coli
empleando los servidores: SWISS-MODEL, CHARMM-GUI y GROMACS evaluando sus
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parametros de cada servidor, utilizando como templado la estructura de la fosfatasa de
Salmonellatyphimurium con trehalosa codigo de PDB: (6UPD), en esta estructura presentamos
los aminoacidos del sitio activo que involucran la union con el disacéarido Figura 30.

Rossmann Fold  =m———

f———————~
COREC CAP

Figura 30. Vista lateral de la estructura de la trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium
cédigo de PDB (6UPD), formada por un dominio Rossmann Fold en el centro estan las hebras
beta rodeadas por alfa hélices (color verde), la trehalosa esta en color morado, se muestran los
extremos N y C-terminal (letras negras), los aminoacidos del sitio activo estan en color rojo,
amarillo y azul, los iones de Mg2*y CI-son esferas de color verde, los dominios Core y Cap
(flechas azul), visualizados por PyMOL.

La estructura tridimensional de la fosfatasa de Salmonella typhimurium es un plegamiento
Rossmann Fold, formado en el centro por hebras [J[Jrodeadas por [I-hélices (dominio CORE),

a la derecha se encuentran 4 hebras-L] rodeadas por 2 [1-hélices (dominio CAP), entre ambos

68



dominios se encuentra situada la molécula de trehalosa, estdn los aminoé&cidos del sitio activo:
D20, L21, D22, S60, E123, K125y K175 (los aminoacidos negativos en color rojo, los polares
en amarillo y los positivos en color azul), también destacan los iones de Mg?* y CI- en la
estructura. Al calcular el RMSD de esta estructura con el modelo de la fosfatasa de E. coli
generada por GROMACS nos dio 0.082395 sobre 240 residuos esto refleja que son muy

similares estructuralmente Figura 31.

Figura 31. Superposicion de la estructura de la trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium
PDB: 6UPD (verde), con el modelo tridimensional de la Trehalosa-fosfatasa de Escherichia coli
(cyan), el dominio Rossmann Fold (verde-cyan), los aminoacidos del sitio activo en colores
(amarillo, rojo y azul), la molécula de trehalosa (anaranjado), los atomos de Mg?* y CI- esferas
(verde) generado por PyMOL.

Al realizar la superposiciéon de la estructura de Salmonella con los modelos de las mutantes
generadas de la fosfatasa de E. coli, el andlisis parala primera mutante de Asp 20 cambiado a
Asn (D20N) Figura 29, este es el aminoacido que hace el ataque nucleofilico sobre el grupo
fosfato de la Trehalosa-6-fosfato, el cual al ser mutado en E. coli probablemente daria una

enzimainactiva, esto fue demostrado en la fosfatasa de hongos (Thammahong etal., 2017). La
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mutacion puntual de D20N implica la pérdida de una carga parcial negativa presente en el Asp

gue notiene la Asn.

Figura 32. Superposicion de la estructura de Salmonella codigo: 6UPD con el modelo de la
mutante D20N a), y un acercamiento de los aminoacidos del sitio activo en colores (amarillos,

rojos y azules) de ambas enzimas, la molécula de trehalosa (anaranjado), la mutacion D20N
(amarillo) en letras negras as visualizadas por PyMOL en b).

Al realizar la superposicion de la estructura de Salmonella con el modelo de la segunda
mutacion puntual,fueel Asp 22 por Glu (D22E) Figura 33, aunque esunamutacion conservada

ya que involucra aminoacidos negativos, la presencia de un -CH2- de méas en la cadena lateral
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(grupo R) en el Glutamico o E, le permitiria un mejor acercamiento con los atomos de la
trehalosa, formando interacciones a menor distancia, existen varios reportes de estas mismas
mutaciones presentes en los sitios activos de varias enzimas de otros organismos y ésta

demostrado que se mejora la Km o la Vmax (Fiser et al., 1996; Hou et al., 2001; Kukreja et al.,
2007; Perelle et al., 1996; Wojciechowski y Kantrowitz, 2003).

Figura 33. Superposicion de la estructura de la trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium
PDB: 6UPD (verde), con el modelo tridimensional de la mutante D22E de la Trehalosa-fosfatasa
de Escherichia coli (violeta), el dominio Rossmann Fold (verde y violeta), los aminoacidos del
sitio activo en colores (amatrillo, rojo y azul), la molécula de trehalosa (anaranjado), los atomos
de Mg?* y CI- esferas (verde) generado por PyMOL a) y b) un acercamiento de los amino&cidos

del sitio activo destacando la mutacion D22E (color rojo) letras negras.

Al realizar la superposicion de la estructura de Salmonella con el modelo de la tercera mutacion
puntual en el sitio activo de la fosfatasa de E. coli, en la Lys 125 por Arg (K125R) Figura 34, en

donde hay una conservacion de carga positiva y la generacion del grupo guanidinio, este grupo
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presente en la cadena lateral de la R, podria formar nuevas interacciones con atomos de la
molécula de trehalosa, también se ha demostrado que esta mutacién ha sido probada en los
sitios activos de otras enzimas encontrando que incrementan laKmo la V max (Allert y Baltzer,
2002; Schepensetal., 2000; Silva-Junioretal., 2007; Wu et al., 2018).

Figura 34. Superposicion de la estructura de la trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium
PDB: 6UPD (verde), con el modelo tridimensional de la mutante K125R de la Trehalosa-
fosfatasa de Escherichia coli (oro), el dominio Rossmann Fold (verde y oro), los aminoéacidos
del sitio activo en colores (amarillo, rojo y azul), la molécula de trehalosa (anaranjado), los

atomos de Mg?* y ClI- esferas (verde) generado por PyMOL a) y b) un acercamiento de los
aminoacidos del sitio activo desacando la K125R (color azul) letras negras.

Con el continuo crecimientodel PDB, asi como de los modeladores como: SWISS-MODEL esta
combinacién ha sido muy exitosa para el analisis funcional de muchas estructuras de proteinas
y modelos basados en homologia de las mismas (Baig y Khaleeq, 2020; Chandrakanth et al.,
2020; Sarkar & Saha, 2020; Vargas-Jaimes et al., 2021). Esto nos permitié generar en esta tesis

un andlisis estructural basado en estructuras depositadas en el PDB y asi como la generacién
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de modelos de la fosfatasa de E. coli silvestre y tres mutantes, las cuales generaron una

informacion valiosa que deberia ser demostrada de manera experimental.
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CONCLUSIONES

1.Generamos un modelo tridimensional por SWISS-MODEL basado por homologia de la
trehalosa fosfatasa de Escherichia coli, a partir de la estructura depositada en el PDB de

Salmonella typhimurium PDB (6UPD), que presenta un plegamiento Rossmann Fold de lamina
beta rodeada por hélices alfay en el sitio activo esta unido a una molécula de trehalosa.

2. Realizamos un alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos de las fosfatasas de
diferentes microorganismos (bacterias) y organismos (plantas, hongos, etc), pudiendo encontrar
mutaciones en aminoacidos que componen el sitio activo de la enzima.

3. La mutacién de D20N podria afectar el funcionamiento de la enzima debido a la perdida de
la carga negativa que presenta el acido Aspartico (D) en su cadena lateral, la cual estabiliza la

carga positiva del ion magnesio (Mg?*), como se observa en la estructura de Salmonella
typhimurium cédigos de PDB (6UPD y 6UPE).

4. La mutacion de D22E podria mantener o mejorar la actividad de la enzima, debido a un
carbonode mas, presente en la cadenalateral del Glutamico (E), manteniendolacarga negativa
gue presenta el Aspartico (D) en su cadena lateral, como se observa en la estructura de
Salmonella typhimurium codigo de PDB (6UPD).

5. La mutacién de K145R podria mantener o mejorar la actividad de laenzima, debido a que los
atomos de su cadenalateral de la Arg o R podrian formar nuevas interacciones no covalentes
con los grupos OH de la molécula de trehalosa manteniendo la carga positiva que presenta la
K145.
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PERSPECTIVAS

1. Diseflary clonarlos genes de la trehalosa fosfatasa de Escherichia coli y sus mutantes, en

plasmidos de expresién con colas de Histidinas en cepas de E. coli.

2. Purificacion de las enzimas por diferentes cromatografias, analizar el grado de pureza en

Geles de SDS-PAGE 12% con DTT y cuantificacién de la concentracién de proteina.

3. Medir in vitro la actividad enzimatica de trehalosa fosfasa silvestre en la produccion de

trehalosa con respecto a la produccion de la trehalosa que generen las mutantes.

4. Clonarlosgenesde Escherichiacolide las enzimas sintetasay fosfatasa, esta Ultima silvestre
0 mutante, en cepas bacterianas que no son xerotolerantes.

5. Analizar y comparar el crecimiento de las plantas que tengan las nuevas cepas

xerotolerantes, con el crecimiento de las plantas con cepas que no son xerotolerantes.
6. Generar el modelo de la doble mutante D22E y K125R.

7. Clonar su geney caracterizar la proteina.
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