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RESUMEN 

Las bacterias xerotolerantes o resistentes a la desecación intracelular, juegan un papel esencial 

en la rizosfera de las plantas., uno de los mecanismos para sobrevivir con éxito en ambientes 

extremos es la síntesis de trehalosa, un disacárido 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 realizó el análisis de un alineamiento múltiple de 

secuencias de fosfatasas creado con Clustal Omega y el modelado por homología con SWISS-

MODEL, generamos un modelo tridimensional de la fosfatasa de Escherichia coli, basándonos 

en las coordenadas atómicas, de la estructura de la fosfatasa de Salmonella typhimurium, 

depositada en el PDB, además de proponer mutaciones, que nos permitieron conocer más de 

la funcionalidad de los aminoácidos en el sitio activo de la enzima. Este conocimiento permitirá 

generar mutantes más activas que la enzima silvestre, que produzcan más trehalosa. Estas 

nuevas mutantes, serán clonadas en cepas bacterianas promotoras de crecimiento vegetal que 

no son xerotolerantes, las cuales permitirán producir plantas de interés comercial. 
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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 that are not xerotolerant and will allow to produce plants of commercial interest. 
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1.- INTRODUCCIÓN  

1.1- Bacterias benéficas 

Los microorganismos en la rizosfera (zona de interacción única y dinámica entre raíces 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 producción 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 producción de cultivos. Actualmente se han generado y 

comercializado como inoculantes, demostrando que son capaces de reducir la cantidad de 

fertilizantes químicos y agroquímicos disminuyendo de manera simultánea la contaminación de 

suelos y mantos acuíferos (Rumjanek et al., 1993; Guzmán et al., 2012). 

En México hay empresas que producen y comercializan biofertilizantes como: Biofábrica Siglo 

XXI y Biosustenta, estas empresas han aplicado las características metabólicas versátiles de 

las rizobacterias (fijación de nitrógeno, producción de fitohormonas como auxinas y etileno) 

promotoras del crecimiento vegetal aisladas en América para la formulación de inoculantes 

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

Las PGPB son capaces de colonizar el sistema radicular de las plantas o su entorno más 

cercano y se clasifican en 3 tipos: Tipo 1 pueden colonizar el tejido de la planta formando 

nódulos,bacterias simbióticas (Rhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium, 

Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Frankia, Azoarcus, Achromobacter, Burkholderia y 

Herbaspirillum ), Tipo 2 se hospedan en estructuras internas de planta conocidas como 

bacterias endófitas (Azocarus sp. Gluconacetobacter diazotrophicus) y Tipo 3 se encuentran 

cerca del sistema radicular de 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-

Montaño et al., 2014). Diversas bacterias promotoras de crecimiento han sido empleadas para 

inocular semillas, tubérculos o raíz, siendo capaces de colonizar la raíz estimulando el 

crecimiento y rendimiento de cultivos (Changway et al., 1989), demostrando el aumento de 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gluconacetobacter
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/azospirillum
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/azoarcus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/azotobacter
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacillus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/burkholderia
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/herbaspirillum
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nitrógeno, fósforo y niveles de algunos minerales que ponen a disponibilidad de la planta 

(Bashan y Holguín, 1997). 

Los microorganismos promotores de crecimiento de plantas son definidos por 3 características 

Figura 1: Son capaces de colonizar la raíz o la rizosfera, sobreviven y se multiplican en el micro-

hábitat asociado a la superficie de la raíz 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 asociación simbiótica con la raíz 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: ácido 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), fijación 

biológica de nitrógeno (FBN) (Boddey y Dobereiner, 1995) y de manera indirecta inhiben a los 

microorganismos patógenos, mediante la producción de sideróforos (agente quelante  para 

secuestrar hierro en presencia de otros metales y reducirlo) (Scher y Baker 1982) y al inducir el 

sistema de resistencia (ISR por sus siglas en inglés: Induced Systemic Resistence produced by 

rhizobacteria) en la planta (Lugtenberg y Kamilova,  2009). 
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Figura 1. Mecanismos de promoción de crecimiento en plantas por bacterias. 

Se conoce un gran número de bacterias de vida libre o asociativa que fijan Nitrógeno, pero solo 

algunas de ellas destacan por su potencial como biofertilizantes o promotoras de crecimiento, 

la mayoría 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 absorción de nutrientes como nitrógeno, fósforo y potasio, además de servir 

como biocontrol de hongos fitopatógenos 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 asimilación de algunos nutrientes: el fósforo en el suelo se puede 

encontrar como compuesto inorgánico en complejo con aluminio (Al3+), hierro (Fe3+), 

manganeso (Mn2+) y calcio (Ca2+), o como compuesto orgánico como  nucleótidos, 

fosfoproteínas, fosfolípidos, en estas formas no están totalmente disponibles para la planta, 

pero estos pueden convertirse, por algunas rizobacterias, en fosfatos dibásicos y monobásicos, 
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que son formas asimilables para las raíces de las plantas; las principales especies activas en 

esta conversión pertenecen a los géneros Pseudomonas, Bacillus y Mycobacterium (Alexander 

1981, Todeschini et al., 2018, Hollensteiner et al., 2017, Pandey y Gupta, 2020). 

Las bacterias que ejercen biocontrol, producen metabolitos secundarios que son excretados 

localmente y eliminan de forma natural a los fitopatogenos como hongos, e insectos (Bloemberg 

y Lugtenberg., 2001), entre las moléculas secretadas se encuentran el ácido fenazina-1-

carboxilico, pioluteorina, pirrolnitrina y diacetilfloroglucinol (Couillerot et al., 2013), entre las 

bacterias que realizan esta función 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, está asociada a la capacidad que presentan para detectar y 

reaccionar a cambios en el medio ambiente., Cualquier perturbación en el medio ambiente, que 

reduce la tasa 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 osmótico, 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 (Kempf y Bremer, 1998). 

 

1.3- Estrés por desecación 

La desecación es la pérdida de agua en las células de manera intracelular. Una definición 

cuantitativa de la desecación 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 

definición se considera que existen dos tipos de desecación las cuales pueden ser total o 

parcial, en esta última el metabolismo de la célula no se detiene (Alpert, 2005). 
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La tolerancia a desecación se define como la habilidad de un organismo de soportar la 

eliminación de hasta el 95% de su agua y reanudar el metabolismo normal después de la 

rehidratación (Crowe et al., 1992). La desecación impone una serie de tensiones como: 

hiperosmolaridad, hiperoxidación, mal plegamiento y agregación de proteínas (Franca et al., 

2005), estas tensiones tienen el potencial de dañar componentes esenciales como ADN (Ácido 

desoxirribonucleico), proteínas y membranas (Herrero et al., 2009). Existen algunos factores 

implicados en la tolerancia a la desecación como modificaciones a lipopolisacáridos o LSP 

(componente mayoritario de carbohidratos y lípidos de las membranas bacterianas), formación 

de biofilm (matriz protectora compuesta por exopolisacárido, lípidos y DNA extracelular) 

(Chakrabortee et al., 2007), se ha observado que la tolerancia a desecación de algunos 

organismos es promovida por la adición o síntesis de azúcares no reductores, como: trehalosa, 

sucrosa (Laura Abisaí Pazos-Rojas et al., 2019), así como proteínas hidrofílicas (tienen afinidad 

por el agua como artemina, proteína 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 (García, 2011). 

El mecanismo de tolerancia a la desecación Figura 2, muestra que en esta situación de estrés 

la pérdida de agua en las células tolerantes se equilibra debido a las interacciones reversibles 

con otras moléculas (Rebechi et al., 2007). De esta manera las biomoléculas y estructuras están 

protegidas, conservando su conformación nativa después de la rehidratación (Wolkers et al, 

2000). 
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Una de las estrategias de supervivencia a la desecación, es la acumulación de azúcares no 

reductores como trehalosa (Clegg, 2001), estos azúcares tienen la función de proteger a las 

biomoléculas. 

 

Figura 2. Mecanismos generales de tolerancia a desecación , modificado al idioma español de 

Lebré et al., 2017. 

Por otra parte la variabilidad en el desempeño de las bacterias PGPB, se debe a factores 

ambientales que afectan su crecimiento como: las características y composición del suelo, la 

flora microbiana. Uno de los factores que más 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 interacción con las plantas (Vilchez y Manzanera, 2011). El 

contenido de agua en el suelo, está asociado con la disponibilidad de nutrientes y con la 

aireación del suelo (Griffin 1981), variaciones ante cambios de estaciones y condiciones 
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climáticas (Van Gestel et al, 1993), algunos estudios de suelo indican que la humedad de suelo 

óptima, para procesos microbianos aerobios se encuentra entre 50-60% de humedad (Linn y 

Doran, 1984) y el suelo por debajo de estas condiciones, limita los procesos microbianos 

(Papendick y Campbell, 1981).  

1.4- Trehalosa 

La trehalosa, es un disacárido formado por dos moléculas de glucosa unidas por enlaces 

glucosídicos α (1->1) involucrando los grupos OH de los dos carbonos anoméricos Figura 3. 

Figura 3. Formula de la trehalosa, enlace α (1-1).  

Este disacárido, es producido por células procariotas (sin núcleo) y eucariotas (con núcleo), su 

producción esta frecuentemente asociada a estrés fisiológico como shock osmótico, en donde 

la trehalosa forma una matriz anti-deshidratación que tiene propiedades estabilizantes (Singer 

et al, 1998); se ha sugerido que la trehalosa puede proteger macromoléculas biológicas y evitar 

su destrucción (Tapia y Koshland, 2014, Tapia et al., 2015). Existen 3 vías en que ciertos 

organismos pueden sintetizar trehalosa ¨in vivo¨: 1) Por medio de la enzima trehalosa sintasa 

que convierte maltosa a trehalosa por transglicosilación, 2) Por medio de la enzima trehalosa 

fosforilasa que sintetiza trehalosa a partir de una molécula de β-glucosa 1- fosfato y una 

molécula de glucosa (Kizawa et al 1995) y 3) La vía más común de la trehalosa sintasa y 

trehalosa fosfatasa Figura 4. 
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Figura 4. Mecanismo de síntesis de la trehalosa por medio de las enzimas trehalosa-6-fosfato 

sintasa y trehalosa 6 fosfato fosfatasa para generar una molécula de trehalosa. 

La trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS) y la trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP), la sintasa toma la 

UDP-glucosa y la une a la molécula de glucosa-6-fosfato, formando trehalosa-6-fosfato (Tre6P), 

este sustrato lo toma la fosfatasa y lo hidroliza en trehalosa y Pi Figura 5 (Kaasen et al, 1992). 

Figura 5. Mecanismo de reacción de la trehalosa, imagen traducida al español de Harvey et al., 

2020. 
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Los genes que codifican para la biosíntesis de trehalosa están distribuidos en diferentes 

organismos en la naturaleza (Kosar et al., 2019; Sethi et al., 2018; Elbein, 1974). 

Partícularmente 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 operón (grupo de genes co-regulados con funciones relacionadas) que codifica para la 

síntesis de trehalosa (otsBA), es inducido por varios factores: shock osmótico (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 

metabólicamente activa) (Hengge-Aronis et al., 1991) y por la desecación (Van, 1989). 

El operón otsBA de E. coli ha sido utilizado por la ingeniería genética, para incrementar la 

tolerancia a estrés en plantas (Garg et al, 2002). 

1.5- Alineamiento múltiple 

La bioinformática (aplicación de herramientas computacionales para el análisis de gran cantidad 

y diversidad de datos biológicos), ha mostrado un gran avance, principalmente desde que el 

área de la genómica (estudio de los genomas de diferentes microrganismos y organismos) 

creció tanto que generó una cantidad de datos biológicos que no podrían ser analizados de 

forma manual. La manipulación rápida y adecuada de estos datos ha sido posible gracias al 
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desarrollo y aplicación de software (soporte lógico de un sistema informático) de comparación 

y análisis de datos de una manera más rápida, además han sido gratuitos y al igual que el 

acceso a la información almacenada en las bases de datos virtuales (Nute et al., 2019). 

Con las secuencias obtenidas experimentalmente es posible realizar alineamientos múltiples de 

secuencias (MSA), para ello se requieren: las secuencias primarias de las proteínas. En este 

trabajo se utilizaron las enzimas fosfatasas, las cuales fueron empalmadas por los programas, 

desde la región amino terminal (N-ter) hasta su  extremo carboxilo terminal (C-ter) (Bawono et 

al., 2017; Blanco y Blanco, 2017). El MSA (Alineamiento múltiple de secuencias) tiene un papel 

importante en la investigación biológica, entre sus  aplicaciones incluye la detección de 

homología (similitud de organismos debido a un ancestro común) (Yong Wang et al., 2009), 

para predicción de estructura y función (Cuff y Barton, 2000), la identificación de dominios 

(unidad básica de la proteína que puede plegarse por sí misma) y familias de proteínas (grupo 

de proteínas 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 información  de búsquedas de 

homología en bases de datos para generar alineamiento múltiple extendido (Simossis y 

Heringa, 2005); MUSCLE es un programa informático para crear múltiples alineaciones de 

secuencias de proteínas, el algoritmo incluye la estimación de distancia rápida, alineación 

progresiva y refinamiento (Edgar, 2004); T-Coffee, es un programa de alineación de múltiples 

secuencias, la característica  principal es que te permite combinar los resultados obtenidos con 

varios métodos de alineación, es un programa que puede manejar secuencias de proteínas y 

DNA, y también está la opción de descargarlo (Bawono et al., 2017). Estas herramientas 

bioinformáticas, y la gran capacidad de almacenamiento de información en bases de datos 

virtuales  han permitido avances en la tecnología de la información, además de que estas bases 

de datos, se actualizan continuamente con nuevas secuencias genómicas disponibles 

universalmente (Villas-Boas et al., 2020). En el contexto actual de la pandemia provocada por 

el virus SARS-CoV-2, se usó el análisis de secuencias múltiples para reconstruir el árbol 

filogenético del SARS-CoV-2, empleando genomas completos de coronavirus y de esta manera 

representar su relación evolutiva (Singh et al., 2020), con todo lo mencionado con anterioridad, 
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lograron comprender el origen del virus, a partir de un análisis comparativo de datos genómicos 

del nuevo virus con otros de la misma familia, sugiriendo así su origen por selección natural 

(proceso a través del cual los organismos mejor adaptados desplazan a los menos adaptados). 

1.6- Modelado de proteínas por Swiss Model (Web-Based Integrated Service Dedicated to 

Protein Structure Homology Modelling). 

La estructura tridimensional de las proteínas proporciona información valiosa sobre su función, 

en general esta es esencial para una comprensión integral de los sistemas biológicos. Debido 

al progreso continuo de las metodologías para determinar las estructuras 3D de las 

macromoléculas (proteínas, ácidos nucleicos, carbohidratos, etc.) a nivel atómico como: la 

Difracción de rayos X sobre cristales de proteínas, (Günther et al., 2021; Huxford, 2013; Su et 

al., 2016; Vénien-Bryan et al., 2017), resonancia magnética nuclear o RMN (el análisis 

tridimensional de las proteínas en solución usando la información de los núcleos de los átomos 

sometidos a campos magnéticos) (Ishima & Torchia, 2000) y Crio-Microscopía Electrónica o 

CRYO-EM (tipo de microscopía electrónica que determina la estructura tridimensional de las 

proteínas a nivel atómico a temperaturas criogénicas) (Binshtein & Ohi, 2015). Toda esta gran 

cantidad de información estructural, generada por las técnicas mencionadas con anterioridad, 

es depositada en el banco de datos de proteínas o PDB (Protein Data Bank) (Berman et al., 

2002) que hasta hoy en día 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 información, permitiendo la generación de modelos estructurales a 

nivel atómico, de secuencias de aminoácidos de proteínas de las cuales no existe una estructura 

tridimensional en el PDB. Los investigadores de biología estructural, son capaces de generar 

modelos tridimensionales, a partir de la secuencia primaria de aminoácidos, generando nuevos 

modelos basados en homología, utilizando la información 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 más de 25 años, tiene una 

biblioteca de templados o plantillas, que se actualiza continuamente de acuerdo a las 
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estructuras depositadas en el PDB, además, proporciona estimaciones de calidad en varias 

etapas del proceso de modelado, una vez que se obtiene el modelo, la función de QMEAN 

evalúa su calidad del modelo a escala global y local (Benkert et al, 2011). SWISS-MODEL es 

uno de los modeladores, más utilizados actualmente por los científicos estructurales, para la 

generación de modelos tridimensionales basados por homología, presentando ventajas como: 

generación de modelos tridimensionales en poco tiempo, coloca los puentes disulfuro (si tiene 

la proteína en cuestión), permite ver las estructuras cuaternarias y muestra gráficos de alta 

calidad a diferencia de otros modeladores como I-TASSER (Iterative 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 parámetros de un campo de fuerza a todos los átomos de la proteína en una 

caja de agua virtual, tomando en cuenta el Buffer y pH para simular las condiciones en las que 

se encontraría la proteína globular en solución (S. Kim et al., 2017).  

Los archivos de salida de CHARMM-GUI son tomados por el último programa de este proceso, 

llamado GROMACS (GROningen Machine for Chemical Simulations), el cual, mediante ciclos 

de simulación, quita los choques estéricos que pudieran presentar algunos átomos en los 

nuevos modelos, llevando a la estructura a un mínimo energético de la proteína cercano a la 

estructura nativa que es la biológicamente funcional (Pronk et al., 2013). Finalmente, los 

modelos generados, son visualizados en programas como: PyMOL (sistema de visualización 

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

Debido a las características de las bacterias PGPB, se han realizado varios esfuerzos para 

poder utilizar estos microorganismos como biofertilizantes, siendo esta una de las alternativas 

más prometedoras para la agricultura, cada año se incrementa la utilización de estos, a menudo 

con el fin de reducir la utilización de productos químicos en la agricultura (Malusá y Vassilev 

2014). 

Los biofertilizantes a base de PGPB, no han sido ampliamente aceptados por los agricultores, 

debido a que frecuentemente es difícil reproducir sus efectos benéficos en el campo. Es 

evidente que, si un inoculante microbiano no se produce en su fórmula (formulaciones con uno 

o más 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 Ecología Molecular Microbiana del Centro de Investigaciones en Ciencias 

Microbiológicas, perteneciente al Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autónoma 

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 

promoción de crecimiento para plantas de interés agrícola y/o biorremediación. La formulación 

promueve el crecimiento de plantas de maíz, papa, fresa, maní entre otras de interés agrícola. 

Las bacterias de la presente formulación se adhieren y 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 

aplicación de estos microorganismos aún está 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 climáticas, variedad de cultivos, 
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el genotipo de la bacteria, la efectividad del aislado de bacteria, la inoculación apropiada del 

inoculante (Bashan et al, 2014). 

El diseño de la formulación, es complejo ya que las bacterias miembros de esta mezcla deben 

coexistir sin ningún antagonismo (capacidad de un microorganismo para inhibir el desarrollo de 

otros microorganismos de su comunidad) entre ellas, además cada bacteria elegida debe 

aportar diferentes habilidades, para promover el crecimiento de plantas seguido por 

biorremediación (proceso biotecnológico que utiliza microorganismos, hongos, plantas o las 

enzimas derivadas de ellos para recuperar un medio ambiente alterado por contaminantes a su 

condición natural).  

Otra característica 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 individual o como 

inoculante monoespecie (formulación con una sola especie de microorganismo). 

Pseudomonas putida KT2440 

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

diferentes tipos de suelo, agua, hojas, raíces de plantas, piel y tejidos de algunos animales (Galli 

et al, 1992). 

La capacidad de Pseudomonas, de colonizar una amplia variedad de ambientes reside, no solo 

en su capacidad de adherirse a partículas sólidas (Duque et al, 1993) sino también a su 

movilidad y versatilidad metabólica, ya que utiliza compuestos de carbono, azufre y fosforo 

(Leisinger, 1983). 

Pseudomonas putida KT2440, es usada como modelo en estudios de biodegradación, su 

versatilidad metabólica ha sido crucial para que KT2440 se adapte a múltiples nichos 

(condiciones ambientales, físicas y bióticas, en las cuales una especie, puede vivir y 

perpetuarse exitosamente) (Martínez et al 2002), algunos estudios indican que KT2440 es 

eficiente en la colonización de la rizosfera de plantas de interés agron ómico (Molina et al, 2000). 

Sin embargo, a pesar de estas cualidades, su actividad se ve a afectada por factores limitantes 

como el pH, salinidad, disposición de nutrientes y de agua (Pazos-Rojas et al., 2007). 
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Se han estudiado adaptaciones bioquímicas durante la deshidratación en organismos 

anhidrobióticos, los cuales son capaces de sobrevivir a periodos de desecación mediante un 

fenómeno conocido como anhidrobiosis (Gusev et al., 2010). La anhidrobiosis o tolerancia a la 

desecación, 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 fisiológico normal (Alpert, 2005), se ha dirigido especial atención 

al papel que juegan los azúcares no reductores principalmente el disacárido trehalosa. 

Por ejemplo la levadura Saccharomyces cerevisiae, al acercarse a la fase estacionaria, empieza 

a acumular trehalosa, que se correlaciona con la habilidad de tolerar la desecación, durante la 

fase logarítmica, las levaduras que contienen baja cantidad de trehalosa muestran poca 

supervivencia frente a la desecación, durante la fase logarítmica se puede inducir a la células a 

sintetizar trehalosa, por medio de choque térmico y se vuelven resistentes a los efectos dañinos 

durante la desecación. 

Por otra parte, las mutantes que perdieron la habilidad de sintetizar o exportar trehalosa, no son 

resistentes a la desecación, esto sugiere que tanto la trehalosa intracelular como extracelular 

son requeridas.  

In vitro se sabe que trehalosa, es necesaria para prevenir o disminuir el daño a moléculas 

biológicas o membranas durante la desecación, se ha propuesto que la trehalosa y moléculas 

similares remplazan el agua estructural o que los azúcares forman “vidrio orgánico” que 

encapsula moléculas, minimiza el movimiento de moléculas y por tanto inhibe la fusión de 

membranas, la desnaturalización de proteínas, la difusión de radicales libres, se sabe que bajo 

condiciones hiperosmóticas muchas bacterias tienden acumular solutos compatibles incluyendo 

la trehalosa. 

Esta característica, podría ser explotada para mejorar la tolerancia a la desecación, se sabe 

que para que las cianobacterias (organismo procariote que realiza la fotosíntesis oxigenada) 

resistan desecación extrema, producen solutos a nivel intracelular y una gran cantidad de 

exopolisacárido (polisacáridos microbianos secretados en el ambiente circundante) (Demoulin 

et al., 2019), la mayoría de las cianobacterias desérticas producen material extracelular, una 

característica que constituye bases para la tolerancia a condiciones ambientales extremas, se 
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sabe que cianobacterias acumulan trehalosa (disacárido 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 desecación (Sakamoto et al, 2009). 

En un estudio realizado en Escherichia coli, se demostró que al modificar un grupo de enzimas 

relacionadas con la producción de trehalosa por evolución dirigida, la modificación al azar por 

PCR propensa a error de los genes que conforman el operón de las proteínas sintetasa y 

fosfatasa la cual fue, seguida de una selección para incrementar la producción de trehalosa 

(Xiaondue et al, 2001). 
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JUSTIFICACIÓN   

Debido al creciente interés por reducir el uso de productos agroquímicos 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 producción de las plantas cultivadas y algunas 

actúan 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 

más afectado por sequías. Algunas bacterias son más resistentes a la desecación y la trehalosa 

es un disacárido que evita la pérdida de agua de manera intracelular. La trehalosa 6 fosfato 

fosfatasa es una enzima involucrada en la síntesis 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 análisis de 

alineamiento de secuencias múltiple a partir de Clustal Omega y modelado por homología por 

SWISS-MODEL. Basados en el análisis de estructuras depositadas en el banco de datos o PDB, 

podremos proponer y analizar mutantes que pudieran mejorar las propiedades cinéticas de la 

enzima en cuestión. Con todo lo anterior, en un futuro se clonarán los genes de esta fosfatasa 

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

Podremos generar modelos por homología de la trehalosa fosfatasa de Escherichia coli, 

basados en estructuras reportadas en el PDB, aunado al análisis de múltiples secuencias de 

aminoácidos, nos permitirá generar mutantes in silico en el sitio activo de la enzima para hacer 

su análisis estructural. 
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Objetivos 

Objetivo general  

Realizar por SWISS MODEL modelos por homología de la enzima trehalosa fosfatasa y 

mutantes, involucrada en la producción de trehalosa y la desecación en bacterias. 

 

Objetivos particulares   

1. Hacer un modelo por homología de la trehalosa fosfatasa de Escherichia coli por medio 

del servidor SWISS-MODEL. 

 

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

GROMACS.  

 

3. Analizar el 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 múltiples de secuencias para evaluar mutaciones en aminoácidos    

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

 

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

alineamiento multiple por medio del servidor SWISS MODEL. 

 

7. Minimizar la energía de los modelos obtenidos por medio de los programas CHARMM-

GUI y GROMACS. 

  

8.  Analizar los modelos obtenidos con CHARMM-GUI y GROMACS por medio del 

visualizador PyMOL. 
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9.   Dar una explicación estructural de los diferentes modelos de la fosfatasa de E. coli y sus    

mutantes en el sitio activo de la enzima analizadas por GROMACS, con las estructuras 

seleccionadas del PDB. 
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METODOLOGÍA 

Búsqueda de secuencias completas de trehalosa fosfatasa 

En esta sección se describen las estrategias computacionales utilizadas para llevar a cabo esta 

investigación. Comenzamos obteniendo la secuencia de aminoácidos de la trehalosa fosfatasa 

de Escherichia coli de la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

con numero de acceso WP_000114139. Dicha secuencia se utilizó como secuencia referencia 

(Query) en una búsqueda mediante Blast de proteínas (https://blast.ncbi .nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

en diferentes microorganismos y organismos, el cual proporciona información sobre la cobertura 

de las secuencias y 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 múltiple de secuencias, del que obtuvimos 

el porcentaje de conservación de cada posición Figura 7. 

 

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

alineamiento múltiple con Clustal Omega y T-Coffee. 
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Modelado de proteínas por SWISS-MODEL. 

Modelado por homología 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 proteínas nos da información valiosa sobre su función, el 

predictor de estructuras SWISS-MODEL, nos permite generar modelos estructurales basados 

en homología de estructuras de proteínas depositas en banco de datos o PDB, generando 

modelos en formato PDB o coordenadas atómicas, una vez que se obtiene el modelo Figura 8, 

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

 

 

Figura 8. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados por SWISS-MODEL 

para generar un modelo tridimensional basado en homología de la fosfatasa de E. coli. 

Las coordenadas atómicas generadas por SWISS-MODEL son utilizadas por el programa 

CHARMM-GUI, para asignar a cada átomo los parámetros de un campo de fuerza CHARMM-
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35 y agregar los átomos de hidrógeno al modelo generado por el servidor SWISS-MODEL, 

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

como el archivo con la topología (.top) Figura 9.  

 

Figura 9. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados por CHARMM-GUI para 

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

fosfatasa de E. coli. 

 

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

para generar el modelo final, el cual fue sometido a múltiples ciclos de minimización de energía, 

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

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

visualizador PyMOL (Mooers, 2020). 
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Figura 10. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados para generar el modelo 

de la fosfatasa de E. coli en GROMACS. 

 

 

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

 

Con el análisis de las secuencias de las fosfatasas por Clustal Omega y T-Coffee seleccionamos 

las mutaciones naturales que estén presentes en las fosfatasas de aquellas especies que 

tengan cambios en los aminoácidos del sitio activo. Las mutaciones fueron colocadas en la 

secuencia de la trehalosa fosfatasa de Escherichia coli en las posiciones D20N, D22E y K125R 

basadas en los cambios del sitio activo del alineamiento múltiple. Para la generación de estos 

modelos utilizamos a SWISS-MODEL formando nuevos PDBs o coordenadas atómicas Figura 

11.  
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Figura 11. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados por SWISS-MODEL 

para generar los modelos de las mutantes (D20N, D22E y K125R) de la trehalosa fosfatasa de 

E. coli. 

 

Las coordenadas atómicas generadas por SWISS-MODEL fueron utilizadas por el programa 

CHARMM-GUI para asignar a cada átomo los parámetros del campo de fuerza CHARMM-35 y 

adicionar los átomos de hidrógeno a los modelos generados por el servidor SWISS-MODEL 

produciendo un nuevo modelo para cada mutante en formato compatible con GROMACS (.pdb, 

.gro, .psf), así como el archivo con la topología (.top) Figura 12.  
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Figura 12. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados por CHARMM-GUI, 

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

 

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

para generar los modelos finales, los cuales fueron sometidos a múltiples ciclos de minimización 

de energía 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. 

 

 

Superposición 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 código de PDB: 6UPD y 6UPE, respectivamente. La superposición de los 

modelos con las estructuras, se llevaron por medio del visualizador PyMOL usando la función 

cealign, la cual indica los valores de la raíz de la desviación cuadrática media o RMSD (Root-

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

Búsqueda de secuencias completas de trehalosa fosfatasa 

Iniciamos la búsqueda de las secuencias en formato FASTA de la enzima trehalosa 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 aminoácidos de la trehalosa fosfatasa 

de Escherichia coli en el protein BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  Mediante los 

programa de alineamientos multiples Clustal Omega (Sievers y Higgins, 2018) y T-Coffee 

(Notredame et al., 2000) obtuvimos información sobre la cobertura de las secuencias y los 

porcentajes de identidad con respecto al templado Figura 14. 

 

Figura 14. Alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos 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. 
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De las 45 secuencias analizadas en este alineamiento la secuencia de la trehalosa fosfatasa de 

Salmonella thyphimurium es la que presenta el mayor porcentaje de identidad (73.68%) a la 

secuencia de E. coli Figura 14. 

 

Modelado de proteínas por SWISS-MODEL. 

Modelado por homología 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 homología generando un modelo de la fosfatasa de 

Escherichia coli, utilizando como templado la estructura cristalográfica depositada en el PDB de 

trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium con trehalosa en su sitio activo, código de PDB: 

(6UPD) (Harvey et al., 2020) Figura 15.  

Figura 15. Vista lateral de la estructura de la trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium 

código de PDB (6UPD), formada por un dominio Rossmann Fold en el centro están las hebras 

beta rodeadas por alfa hélices (color verde), la trehalosa está en color morado, se muestran los 

extremos N y C-terminal (letras negras), los aminoácidos del sitio activo los aminoácidos ácidos, 
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aminoácidos ácidos (color rojo), los polares (amarillo) y los básicos (azul) los iones de Mg2+ 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 difracción de rayos X a una resolución de 2.05 Å 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 Mg2+ y Cl- código 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 generado de 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 0 y -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 generó un modelo de la fosfatasa de E. coli con la molécula de trehalosa 

en el sitio activo de la enzima, la coloración del modelo en azul marino en su mayoría, dado por 
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el QMEAN, indica una buen ajuste de la secuencia de E. coli Figura 16 a la estructura molde 

de Salmonella typhimurium código de PDB (6UPD).  

En SWISS-MODEL los valores en la evaluación de estructuras o Structure Assesmment (Figura 

16) indica que hay un buen acuerdo entre los ángulos  (phi) y  (psi) del modelo generado y 

valores reportados previamente, como se puede observar en el gráfico de Ramachandran (las 

zonas sombreadas corresponden a los valores observados en hebras-β y hélices-α) Figura 17. 

 

 

Figura 17. Modelo tridimensional de la trehalosa-fosfatasa de Escherichia coli, el dominio 

Rossmann Fold en color azul 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 atómicas 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 átomo los 

parámetros correspondientes del campo de fuerza CHARMM-35 y agregar los átomos de 

hidrógeno al modelo generado por SWISS-MODEL produciendo un nuevo modelo en formato 

compatible con GROMACS (.pdb, .gro, .psf) y el archivo de topología 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 a la fosfatasa de E. coli rodeada por los iones de Mg2+ y Cl- 

(esferas en color gris y azul)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 los iones de 

Mg2+ y Cl-. 
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El modelo de fosfatasa generado por CHARMM-GUI presenta un dominio Rossmann Fold (color 

cian, representación cartoon), unida a una molécula de trehalosa de (color anaranjado, 

representación de palo o stick). Este modelo ésta dentro de una caja de agua que tiene 150mM 

de buffer MgCl2 pH 8 mostrando los átomos de Mg2+ y Cl- (color verde), donde se modificó el 

tamaño de los átomos de Cl- para poder diferenciarlos de los de Mg2+ Figura 19.   

 

 

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 Mg2+ 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 eliminar los choques estéricos o clashes que presente el modelo de 

CHARMM-GUI, el cual fue sometido a 1000 ciclos de minimización generando el modelo más 

estable del potencial energético negativo Tabla 1.  
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Tabla 1. Muestra el número 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. 

Figura 20. Diagrama de los procedimientos computacionales realizados 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 aminoácidos del sitio activo en colores (amarillos, rojos y 

verdes), la molécula de trehalosa (anaranjado) y el ion Mg2+ es esfera (verde) generado por 

GROMACS y visualizado por PyMOL. 

Aminoácidos del sitio activo de trehalosa fosfatasa de E. coli y el análisis de los mismos 

aminoácidos en el resto de las secuencias de fosfatasas de microorganismos y 

organismos. 

 

Identificamos 44 secuencias de fosfatasas en diferentes microorganismos: bacterias 

(Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, etc) y organismos como: plantas (Arabidopsis 

thaliana, Oryza sativa, etc), entre otros utilizando como secuencia templado la secuencia de 

aminoácidos de la trehalosa fosfatasa de Escherichia coli en el protein BLAST. Mediante los 

programas de alineamientos múltiples como: Clustal Omega (Sievers y Higgins, 2018) y T-

Coffee (Notredame et al., 2000), obtuvimos la cobertura y la identidad de las secuencias Figura 

22. 
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Figura 22. Alineamiento múltiple de la trehalosa fosfatasa de E. coli con 44 fosfatasas de 

diferentes microorganismos y organismos realizados por Clustal y T-Coffee, se destacan los 

aminoácidos del sitio activo (D20, L21, D22, S60, E123, K125 y K175) marcados con triángulos 

(color azul marino), adicionando al final de cada secuencia de fosfatasa los valores de cobertura, 

identidad y códigos de acceso en el NCBI. 

 

En el alineamiento múltiple de las secuencias de la trehalosa fosfatasa de E. coli y de las 44 

fosfatasas de diferentes microorganismos y organismos, identificamos los aminoácidos del sitio 

activo: D20, L21, D22, S60, E123, K125 y K175, los cuales están conservados en la mayoría 

de las secuencias analizadas en este trabajo, sin embargo de manera interesante para el caso 

de la levadura Schizosaccharomyces pombe: SpTPS5 presenta una mutación en solo uno de 

los aminoácidos del sitio activo y se encuentra localizada en la posición del Asp 20 cambiado a 

Asn (D20N), lo cual implica la eliminación de una carga negativa. La otra secuencia que 

consideramos en este alineamiento que presenta otra mutación muy interesante, se encuentra 

en otro aminoácido del sitio activo y en este caso está presente en el hongo: E. gossypii-3 la 

mutación está en la posición del Asp 22 mutado a Glu (D22E) y aquí hay una conservación de 

carga negativa, además de un -CH2- más en la cadena lateral del Glu. 

 

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

 

Con el análisis 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-3 y K125R 

(mutación propuesta para mantener la carga positiva pero cambiar el grupo amino por un grupo 

guanidinio en su cadena lateral). Para la generación de estos modelos utilizamos a SWISS-

MODEL formando nuevos PDBs o coordenadas atómicas 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 atómicas (D20N PDB, D22E PDB y K125R PDB) generadas por SWISS-

MODEL, fueron utilizadas por el programa CHARMM-GUI asignando parámetros de un campo 

de fuerza CHARMM-35 a átomos o grupos de átomos y colocando los átomos 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 archivos de 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 minimización eliminando los impedimentos estéricos Tabla 2. 
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Tabla 2. Muestra el número 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 aminoácidos del sitio activo en colores (amarillos, 

rojos y azules), la molécula de trehalosa (anaranjado), la mutación D20N (amarillo) generado 

por GROMACS y visualizado por PyMOL. 

 

Figura 27. Acercamiento de los aminoácidos del sitio activo de la mutante D22E del Modelo 

tridimensional de la Trehalosa fosfatasa de Escherichia coli, el dominio Rossmann Fold (color 

rosa), los aminoácidos del sitio activo en colores (amarillos, rojos y azules), la mutación D22E 

(rojo) generado por GROMACS y visualizado por PyMOL. 

 

 



61 

 

 

Figura 28. Acercamiento de los aminoácidos del sitio activo de la mutante K125R del Modelo 

tridimensional de la Trehalosa fosfatasa de Escherichia coli, el dominio Rossmann Fold (color 

amarillo metálico), los aminoácidos del sitio activo en colores (amarillos, rojos y azules), la 

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

 

Superposición 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 trehalosa y con inhibidor denominadas por 

su código de PDB: 6UPD y 6UPE   respectivamente (Harvey et al., 2020). La superposición de 

los modelos con las estructuras, se llevaron por medio del visualizador PyMOL utilizando la 

función cealign que produce los valores de la raíz de la desviación cuadrática media o RMSD 

(Root-Mean-Square Deviation). El valor de RMSD generado por PyMOL que presentó la 

superposición de la estructura de la                                                                                                  fosfatasa 

de Salmonella typhimurium (6UPD), con el modelo de la fosfatasa de E. coli generado por 

GROMACS fue de 0.082395 sobre 240 resíduos Figura 29. 
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Figura 29.  Superposición 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 aminoácidos del sitio activo en colores 

(amarillo, rojo y azul), la molécula de trehalosa (anaranjado), los átomos de Mg2+ y Cl- esferas 

(verde) generado por PyMOL. 

 

Los valores de RMSD para los modelos generados por GROMACS de las mutantes D20N 

(RMSD= 0.529726 sobre 240 resíduos), D22E (RMSD= 0.085752 sobre 240 resíduos) y K125R 

(RMSD= 0.437797 sobre 240 resíduos) de la trehalosa fosfatasa de E. coli con las estructuras 

depositadas en el PDB de la trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium con trehalosa 

código de PDB: 6UPD. 
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DISCUSION  

Las bacterias han podido adaptarse a diferentes tipos 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 Termófilos por ejemplo (Thermotoga marítima (Noll, 2013), 

Methanococcus jannaschii, (Kim y Whitman, 2014), etc, las que son capaces de vivir a 

temperaturas por debajo de los 5°C o Psicrófilos (Flavobacterium (Chauhan et al., 2015), 

Marinomonas ( Liu et al., 2019), etc, las que son capaces de vivir a altas concentraciones de 

sal o Halófilos (Halanaerobium praevalens (Ivanova et al., 2011) y Orenia metallireducens (Dong 

et al., 2016) etc). Los microorganismos extremófilos presentan características bioquímicas y 

metabólicas que les han permitido vivir en hábitats poco comunes, resultando ser 

microorganismos muy interesantes para el desarrollo de nuevos procesos biotecnológicos, 

médicos, bioquímicos, industriales, agrícolas etc.  

En esta tesis se realizó el estudio de las bacterias resistentes a la desecación intracelular o 

Xerófilos (Escherichia coli, Streptomyces asenjonii (Goodfellow et al., 2017), Arthrobacter sp. Y 

Bacillus sp. (Maza et al., 2019)), las cuales desempeñan un papel clave en la rizosfera de las 

plantas proporcionando un mejor crecimiento y desarrollo de las plantas que las contienen en 

sus raíces Figura 1. Los microorganismos en la rizosfera (zona de interacción única y dinámica 

entre raíces de las plantas y 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 síntesis de 

trehalosa (Figura 3), un disacárido que reduce la pérdida de agua de manera intracelular 

protegiendo de esta forma todas las funciones que dirigen la vida de la bacteria. Partícularmente 

en esta tesis trabajamos con la bacteria Escherichia coli (Figura 6), la cual presenta varios 

mecanismos para la síntesis de trehalosa, el mecanismo que abordamos en este trabajo de 

tesis utiliza las enzimas trehalosa-6-fosfato sintasa y trehalosa 6 fosfato fosfatasa para generar 

una molécula de trehalosa y fosforo inorgánico Figura 4. La trehalosa es capaz de generar con 

sus grupos OH (presentes en sus anillos glucopiranósidos) interacciones no covalentes tipo 

enlaces de hidrógeno con las moléculas de agua que la rodean Figura 3, formando redes 

cristalinas o vítreas  (Olsson et al., 2016) que reducen de manera importante la pérdida de agua 

de manera intracelular, una ventaja adaptativa que presentan los microrganismos 



64 

 

xerotolerantes de los que no lo son, los cuales simplemente no sobreviven ante estas 

condiciones extremas de la desecación.  

Constantemente hay un progreso de las metodologías para determinar las estructuras 3D de 

las macromoléculas (proteínas, ácidos nucleicos, carbohidratos, etc), a nivel atómico como: La 

Difracción de rayos X (Determina la estructura tridimensional de las proteínas utilizando los 

Rayos X sobre cristales de estas macromoléculas) (Günther et al., 2021; Huxford, 2013; Su et 

al., 2016; Vénien-Bryan et al., 2017) resonancia magnética nuclear o RMN (Ishima y Torchia, 

2000) (Determina la estructura tridimensional de las proteínas en solución usando la información 

de los núcleos de los átomos sometidos a campos magnéticos) y Crio-Microscopía Electrónica 

o CRYO-EM (Binshtein & Ohi, 2015) (Determina la estructura tridimensional de las proteínas 

sometidas a temperaturas criogénicas utilizando los Rayos X). Toda esta gran cantidad de 

información estructural, formada por las técnicas mencionadas con anterioridad es depositada 

en el banco de datos de proteínas o PDB (Protein Data Bank)(Berman et al., 2002) que hasta 

hoy Julio del año 2021 tiene 179548 estructuras depositadas. 

Con el enorme desarrollo del poder de computo a nivel  mundial, se han generado super 

computadoras capaces de manejar una gran información y obtener resultados en menor tiempo, 

conforme pase el tiempo esto continuará mejorando 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 información, permitiendo generar modelos estructurales a nivel atómico 

a partir de la secuencia de aminoácidos de las proteínas de las cuales no existe su estructura 

tridimensional depositada en el PDB. Con la ayuda de diferentes programas de modelado de 

proteínas  por ejemplo I-TASSER (Zheng et al., 2019), PHYRE (Kelley et al., 2015), etc, los 

investigadores de biología estructural son capaces de generar modelos tridimensionales a partir 

de la secuencia primaria de aminoácidos generando nuevos modelos basados en homología 

utilizando la información de las estructuras depositadas en el PDB que tengan un porcentaje de 

identidad según el programa empleado (Baig & Khaleeq, 2020; Chandrakanth et al., 2020; 

Sarkar & Saha, 2020; Vargas-Jaimes et al., 2021).  
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Debido a la ausencia de una estructura depositada en el PDB de la trehalosa-6-fosfato fosfatasa 

de Escherichia coli y del hecho de que podemos generar un modelo estructural basado en 

homología, nuestro trabajo toma gran relevancia. 

Utilizamos el servidor SWISS-MODEL (Waterhouse et al., 2018) ya que presenta varias 

características importantes: usa un porcentaje de identidad de al menos 30% entre tu secuencia 

y el templado del PDB para generar el modelo atómico, es de acceso libre, es pionero en el 

campo del modelado automatizado desde hace más de 25 años, la función de QMEAN evalúa 

la calidad del modelo a escala global y local (Benkert et al, 2011). La información 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 átomos de la proteína en una caja de agua virtual hidratando 

la molécula generada por el programa CHARMM-GUI, adicionando los átomos de hidrogeno 

(que no son puestos por la Cristalografía y Difracción de Rayos X), además adicionas el buffer 

y pH simulando las condiciones en las que se encontraría la proteína globular en solución, 

generando un nuevo modelo (S. Kim et al., 2017). Los archivos de salida de CHARMM-GUI de 

este nuevo modelo son tomados por el último programa de este proceso llamado GROMACS 

(GROningen Machine for Chemical Simulations), el cual mediante ciclos de simulación, es 

capaz de quitar los choques estéricos que presentan algunos átomos en el nuevo modelo, 

pudiendo afectar los análisis estructurales en la interpretación del modelo final, el cual se 

encuentra en el mínimo energético de la proteína o la estructura nativa que es la biológicamente 

funcional (Pronk et al., 2013). Finalmente, los modelos generados por SWISS-MODEL, 

CHARMM-GUI y GROMACS fueron visualizados por PyMOL (sistema de visualización 

molecular), analizando las regiones estructurales de interés (Mooers, 2020; Cheng y Li, 2020). 

El mismo procedimiento fue generado para las mutantes de trehalosa fosfatasa.   

Los modelos generados por los predictores basados en homología 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 función en 

presencia ausencia de sustratos o inhibidores, importantes para el funcionamiento de muchas 

proteínas, como se ha observado en otros sistemas: Betalactamasas (enzima capaz de inactivar 

antibióticos de la familia de los betalactámicos) (Dellus-Gur et al., 2015), Triosa fosfato 
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isomerasa (enzima glucolitica que cataliza la interconversion en tre Dihidroxiacetona fosfato y 

Gliceraldehído 3-fosfato) (Lee et al., 2017), presencia de átomos de Cu2+ (Lacasas) (enzimas 

pertenecientes al grupo de oxidasas de cobre azul) (Kallio et al., 2011), presencia de iones 

como Mg2+ y Zn2+ Fosfatasas alcalinas (Holtz et al., 1999), Mg2+ (Taq polimerasa) (DNA 

polimerasa termoestable) (Kropp et al., 2018), presencia de carbohidratos (Anticuerpos) 

(glucoproteínas para la defensa del huésped) (Bharathkar et al., 2020), etc.  Ya que podemos 

analizar si existen estas proteínas solas o con complejos en el PDB. Para que un modelo tenga 

mayor impacto en la investigación es fundamental que existan o se realicen varios experimentos 

por diferentes técnicas como: Dispersión dinámica de luz o DLS (mide los oligómeros de una 

proteína con alto grado de pureza en solución), cromatografía de afinidad por tag de Histidinas 

(purifica proteínas por cromatografía de afinidad), cromatografía de exclusión molécular (purifica 

proteínas por peso molecular), electroforesis en geles de SDS-PAGE (separa proteínas por 

carga negativa y nos permite ver el grado de pureza), Difracción de rayos X (determina la 

estructura tridimensional de una proteína a nivel atómico contenida en un cristal), etc, para que 

el modelo generado este apoyado por estos datos experimentales. En esta tesis realizamos la 

generación de un modelo de la fosfatasa de E. coli y al mismo tiempo usamos dos estrategias 

para la generación y validación de los modelos de sus mutantes en el sitio activo. Para la 

generación del modelo por SWISS-MODEL de la trehalosa fosfatasa de E. coli se utilizó la 

estructura de la trehalosa fosfatasa depositada en el PDB código: (6UPD) presente en 

Salmonella typhimurium en complejo con la molécula de trehalosa, la estructura de Salmonella 

typhimurium presentó características 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 difracción de rayos X a una resolución de 2.1 Å su estado de oligomerización es 

un monomérico y existen estructuras de la fosfatasa sin trehalosa, en complejo con trehalosa o 

con inhibidor, todas estas características 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 

generación de los modelos finales, los cuales tienen todos sus átomos incluyendo los de 

hidrógeno, que no pone la difracción de rayos X, además en los modelos finales de GROMACS 

ya no presentan sus aminoácidos impedimentos estéricos o malas rotaciones en sus cadenas 
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laterales, lo cual fue logrado a través de varios pasos de minimización, hasta llegar a la 

conformación energéticamente más estable, se pueden realizar los análisis estructurales con 

las estructuras depositadas en el PDB de la trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium con 

trehalosa y con inhibidor códigos de PDB: (6UPD) y (6UPE) respectivamente.  

Para la generación de los modelos de las mutantes de fosfatasa la primera estrategia fue hacer 

un análisis en Clustal Omega de múltiples secuencias de fosfatasa de diferentes especies para 

analizar la presencia de mutaciones en los aminoácidos del sitio activo seleccionadas de 

manera natural. Durante la busqueda de las secuencias de la trehalosa fosfatasa en formato 

FASTA en el NCBI (National Center for Biotechnology Information), identificamos 44 secuencias 

de fosfatasas en diferentes microorganismos: bacterias (Salmonella typhimurium, Klebsiella 

pneumoniae, Cronobacter sakazakii, etc) (número de acceso de Genbank o ver el número de 

acceso en la Figura 22) y organismos como: plantas (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, etc), 

entre otros. Analizamos los aminoácidos que componen el sitio activo: D20, L21, D22, S60, 

E123, K125 y K175, los cuales están conservados en la mayoría de las secuencias del 

alineamiento Figura 22, de manera importante para el caso de la levadura 

Schizosaccharomyces pombe: SpTPS5 su fosfatasa presenta una mutación en solo uno de los 

aminoácidos del sitio activo y está localizada en la posición del Asp 20 cambiado a Asn (D20N), 

lo cual implica la perdida de una carga parcial negativa presente en el Asp, esta mutacion 

entonces implica que  no se estabiliza la carga positiva del ion Mg 2+ y se disminuye la actividad 

enzimática, de manera importante la pérdida del aminoácido que hace el ataque nucleofílico 

formaría una enzima inactiva (Thammahong et al., 2017), la otra secuencia en este alineamiento 

que presenta otra mutación muy relevante se encontró en otro aminoácido del sitio activo y en 

este caso está presente en el hongo: E. gossypii-3 la mutación ocurrió en la posición del Asp 

22 mutado a Glu (D22E) y aquí hay una conservación de carga negativa y la generación de un 

-CH2- presente en el Glutámico o E. También generamos una mutación en otro aminoácido del 

sitio activo: Lys 145 por Arg (K145R) en donde hay una conservación de carga positiva y la 

generación 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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parámetros de cada servidor, utilizando como templado la estructura de la fosfatasa de 

Salmonella typhimurium con trehalosa código de PDB: (6UPD), en esta estructura presentamos 

los aminoácidos del sitio activo que involucran la unión con el disacárido Figura 30. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Vista lateral de la estructura de la trehalosa fosfatasa de Salmonella typhimurium 

código de PDB (6UPD), formada por un dominio Rossmann Fold en el centro están las hebras 

beta rodeadas por alfa hélices (color verde), la trehalosa está en color morado, se muestran los 

extremos N y C-terminal (letras negras), los aminoácidos del sitio activo están en color rojo, 

amarillo y azul, los iones de Mg2+ y Cl- 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 rodeadas por -hélices (dominio CORE), 

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

COREC CAP 
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dominios se encuentra situada la molécula de trehalosa, están los aminoácidos del sitio activo: 

D20, L21, D22, S60, E123, K125 y K175 (los aminoácidos negativos en color rojo, los polares 

en amarillo y los positivos en color azul), también destacan los iones de Mg2+ y Cl- 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 resíduos esto refleja que son muy 

similares estructuralmente Figura 31. 

 

Figura 31.  Superposición 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 aminoácidos del sitio activo en colores 

(amarillo, rojo y azul), la molécula de trehalosa (anaranjado), los átomos de Mg2+ y Cl- esferas 

(verde) generado por PyMOL. 

 

Al realizar la superposición de la estructura de Salmonella con los modelos de las mutantes 

generadas de la fosfatasa de E. coli, el análisis para la primera mutante de Asp 20 cambiado a 

Asn (D20N) Figura 29, este es el aminoácido que hace el ataque nucleofílico sobre el grupo 

fosfato de la Trehalosa-6-fosfato, el cual al ser mutado en E. coli probablemente daría una 

enzima inactiva, esto fue demostrado en la fosfatasa de hongos (Thammahong et al., 2017). La 
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mutación puntual de D20N implica la pérdida de una carga parcial negativa presente en el Asp 

que no tiene la Asn. 

 

 

 

 

  

Figura 32. Superposición de la estructura de Salmonella código: 6UPD con el modelo de la 

mutante D20N a), y un acercamiento de los aminoácidos del sitio activo en colores (amarillos, 

rojos y azules) de ambas enzimas, la molécula de trehalosa (anaranjado), la mutación D20N 

(amarillo) en letras negras as visualizadas por PyMOL en b). 

Al realizar la superposición de la estructura de Salmonella con el modelo de la segunda 

mutación puntual, fue el Asp 22 por Glu (D22E) Figura 33, aunque es una mutación conservada 

ya que involucra aminoácidos negativos, la presencia de un -CH2- de más en la cadena lateral 
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(grupo R) en el Glutámico o E, le permitiría un mejor acercamiento con los átomos 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.  Superposición 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 aminoácidos del 

sitio activo en colores (amarillo, rojo y azul), la molécula de trehalosa (anaranjado), los átomos 

de Mg2+ y Cl- esferas (verde) generado por PyMOL a) y b) un acercamiento de los aminoácidos 

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

Al realizar la superposición de la estructura de Salmonella con el modelo de la tercera mutación 

puntual en el sitio activo de la fosfatasa de E. coli, en la Lys 125 por Arg (K125R) Figura 34, en 

donde hay una conservación de carga positiva y la generación del grupo guanidinio, este grupo 



72 

 

presente en la cadena lateral de la R, podría formar nuevas interacciones con átomos de la 

molécula de trehalosa, también se ha demostrado que esta mutación ha sido probada en los 

sitios activos de otras enzimas encontrando que incrementan la Km o la V max (Allert y Baltzer, 

2002; Schepens et al., 2000; Silva-Junior et al., 2007; Wu et al., 2018). 

 

  

Figura 34.  Superposición 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 aminoácidos 

del sitio activo en colores (amarillo, rojo y azul), la molécula de trehalosa (anaranjado), los 

átomos de Mg2+ y Cl- esferas (verde) generado por PyMOL a) y b) un acercamiento de los 

aminoácidos del sitio activo desacando la K125R (color azul) letras negras. 

Con el continuo crecimiento del PDB, así como de los modeladores como: SWISS-MODEL esta 

combinación ha sido muy exitosa para el análisis funcional de muchas estructuras de proteínas 

y modelos basados en homología de las mismas (Baig y Khaleeq, 2020; Chandrakanth et al., 

2020; Sarkar & Saha, 2020; Vargas-Jaimes et al., 2021). Esto nos permitió generar en esta tesis 

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

información valiosa que debería ser demostrada de manera experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



74 

 

CONCLUSIONES 

 

1.Generamos un modelo tridimensional por SWISS-MODEL basado por homología 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 lámina 

beta rodeada por hélices alfa y en el sitio activo está unido a una molécula de trehalosa. 

2. Realizamos un alineamiento múltiple de secuencias de aminoácidos de las fosfatasas de 

diferentes microorganismos (bacterias) y organismos (plantas, hongos, etc), pudiendo encontrar 

mutaciones en aminoácidos que componen el sitio activo de la enzima. 

3. La mutación de D20N podría afectar el funcionamiento de la enzima debido a la perdida de 

la carga negativa que presenta el ácido Aspártico (D) en su cadena lateral , la cual estabiliza la 

carga positiva del ion magnesio (Mg2+), como se observa en la estructura de Salmonella 

typhimurium códigos de PDB (6UPD y 6UPE).  

4. La mutación de D22E podría mantener o mejorar la actividad de la enzima, debido a un 

carbono de más, presente en la cadena lateral del Glutámico (E), manteniendo la carga negativa 

que presenta el Aspártico (D) en su cadena lateral, como se observa en la estructura de 

Salmonella typhimurium código de PDB (6UPD). 

5. La mutación de K145R podría mantener o mejorar la actividad de la enzima, debido a que los 

átomos de su cadena lateral de la Arg o R podrían 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. Diseñar y clonar los genes de la trehalosa fosfatasa de Escherichia coli y sus mutantes, en 

plásmidos de expresión con colas de Histidinas en cepas de E. coli. 

2. Purificación de las enzimas por diferentes cromatografías, analizar el grado de  pureza en 

Geles de SDS-PAGE 12% con DTT y cuantificación de la concentración de proteína. 

3. Medir in vitro la actividad enzimática de trehalosa fosfasa silvestre en la producción de 

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

4. Clonar los genes de Escherichia coli de las enzimas sintetasa y fosfatasa, esta última silvestre 

o 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 gene y caracterizar la proteína. 
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