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RESUMEN
A. brasilense es una bacteria clasificada como PGPR (rizobacteria promotora del

crecimiento vegetal), la cual se caracteriza por producir compuestos que le
permiten interactuar con las raices de las plantas promoviendo de esta forma su
crecimiento. Dentro de los compuestos mayoritariamente producidos por la
bacteria se encuentra la auxina acido indol 3 acético (AlA), una hormona vegetal
capaz de regular procesos fisioldgicos importantes tanto en la bacteria como en
las plantas con las que interactla, esto a través de efectos directos o indirectos.
En Azospirillum, existen diferentes vias de biosintesis del AlA, siendo la principal,
aguella en la que participa la enzima indol piruvato descarboxilasa codificada por
el gen ipdC. Si bien se conocen factores ambientales que regulan la biosintesis
del AIA, existen muy pocos estudios sobre los mecanismos de regulacién a nivel
transcripcional de este gen. En el laboratorio de la interaccion bacteria planta, a
través de ensayos de cromatografia de afinidad y MALDI-TOF se identificd en A.
brasilense Sp7 la presencia de dos proteinas unidas a la region promotora
denominadas como LibR y MibR. Mutantes de los genes que codifican para estas
proteinas provoco una disminucién en la cantidad de AIA producido, asi como
en el nivel de expresién del gen ipdC. El presente trabajo constituye un
acercamiento a la biologia de la proteina MibR. En la parte experimental, se
establecieron las condiciones de purificacion de la proteina y por otro lado, se
realizaron analisis in silico en los cuales se gener6é un modelo tridimensional de
la proteina MibR la cual consistente de 6 a-hélices y 2 B-plegadas con un dominio
HTH que va del aminoacido 50 al 150. Debido a que esta proteina forma parte
de la familia MarR, y a través de la plataforma I-TASSER se identificaron tres
proteinas de otros géneros bacterianos con la que se comparte una identidad
entre el 23 y el 31%, sin que exista a la fecha cristales de proteinas de esta
familia en Azospirillum. Ademas, de identificar en el genoma 15 proteinas mas
de la familia MarR. A través de una busqueda bibliografica de miembros de esta
familia, se encontrd que la mayoria (20) son represores de la transcripcion, cinco
son activadores y so6lo dos poseen funcion dual. Todas poseen Unicamente 3
tipos de plegamiento (6 o-hélices y 2 B- plegadas, 6 o-hélices y 3 B- plegadas o
7 o-hélices y 3 B- plegadas). La mayoria de estas proteinas poseen ligandos
aromaticos que se unen utilizando puentes de hidrogeno e interacciones de Van

der Waals.



INTRODUCCION

Biologia de Azospirillum brasilense
El género Azospirillum pertenece a la familia de las Rhodospirillaceas, que

incluye a las a-proteobacterias de forma bacilar con flagelos peritricos, aerobias,
catalasa y oxidasa positivas que son capaces de utilizar varias fuentes de
carbono como: glucosa, lactato, succinato, fructosa, malato, piruvato y fumarato
(Zhou et al., 2009). Dicho género abarca 28 especies (de acuerdo con el sitio
LPSN (List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature),
www.bacterio.net/azospirillum.html, fecha de consulta: 2021) dentro de las

cuales, A. brasilense destaca por ser una de las mas estudiadas.

Azospirillum brasilense posee hasta 7 replicones, su genoma va de los 6.7 a 7.6
mega bases y exhibe un contenido de G+C de 68% (Wisniewski et al., 2012).
Esta bacteria forma parte de un grupo de organismos conocido como PGPRs
(rizobacterias promotoras del crecimiento de la planta) dada su capacidad para
la fijacion de nitrégeno en asociacion con las raices (Steenhoudt y Vanderleyden
2000), asi como la produccion de hormonas importantes para el crecimiento,
tales como las auxinas, cuya produccién es la mas importante en términos

cuantitativos (Zimmer y Bothe 1988).

Las auxinas son compuestos que influyen en el desarrollo de las plantas, el
crecimiento y la formacién de raices, ademas, su uso es rutinario en la industria
agricola para el crecimiento de cultivos vegetales in vitro y en plantaciones.
Dentro de este grupo, la auxina natural mas importante es el acido indol acético
(AIA) (Patten y Glick 1996; Castillo et al., 2005).

El acido indol acético como molécula sefial en A. brasilense
El AIA regula procesos relacionados con el crecimiento de las plantas en

diferentes estadios de su desarrollo tales como: embriogénesis, organogénesis
de raices (Benkova et al., 2003), desarrollo del tejido vascular (Mattsson et al.,
2003), senescencia, la interaccion planta-patégeno (Kazan y Manners, 2009) y
la respuesta al estrés abidtico (Wang et al., 2010), entre otros. Con respecto a
los procesos del desarrollo, el AIA participa en el mecanismo de transporte de

auxinas de célula a célula en respuesta a sefiales ambientales (Kepynski y



Leyser, 2005, Teale et al., 2006), también siendo importante para la generacion
de los meristemos primaros y auxiliares (Weijers y Jurgens, 2005). Por otro lado,
se conoce que el AlA en plantas es capaz de regular diferentes genes, los cuales
incluso poseen sus propios factores de transcripcion inducidos por auxinas (Abel
y Theologis, 1996).

El AIA también puede ser producido por una amplia variedad de bacterias desde
aguellas que viven en el suelo, hasta marinas, enddfitas y cianobacterias entre
otras (Sergeeva et al., 2002). En estas bacterias AIA participa en diferentes
procesos de su fisiologia, por ejemplo: en la respuesta a estrés, en la produccién
de biopelicula y exopolisacéaridos en Bradyrhizobium japonicum y Escherichia
coli (Donati et al., 2013; Bianco et al., 2006). También puede actuar como factor
de virulencia en organismos como Agrobacterium tumefaciens en donde funge
como inductor de tumores en plantas, sin embargo, en la mayoria de los casos,
esta molécula actia como uno de los mecanismos con los que las bacterias son
capaces de asociarse con las plantas de manera mutualista promoviendo con
ello su crecimiento, tal es el caso de rizobacterias como A. brasilense
(Thomashow et al., 1984).

El AIA funciona como molécula sefial en rizobacterias al permitir la expresion de
genes que participan en procesos de catabolismo e incluso en la sintesis del
mismo (Donati et al., 2013; Puyvelde et al., 2011). Este ultimo hecho se ha
demostrado en mutantes productoras de infimas cantidades de AIA de B.
japonicum y A. baldaniorum, en las cuales esta molécula actia como inductor,
provocando una disminucién en la expresion de 39 genes de proteinas
ribosomales, mientras que se promueve un aumento en la expresion de otros
genes, entre los que aparece la enzima indol piruvato ferrodoxin oxidorreductasa
gue se sugiere, podria estar implicada en el metabolismo de AIA en otros
modelos bacterianos (Mai et al., 1994; Bianco et al., 2009; Puyvelde et al., 2011;
Donati et al., 2013). En A. brasilense Sp 7, esta molécula regula la expresion del
gen ipdC que participa en la sintesis del mismo metabolito (Van de Broek et al.,
1999; Malhotra y Srivastava, 2008)



Sintesis de AIA en Azospirillum spp.

La produccion de dicho metabolito en las bacterias depende del pH, la
oxigenacion, la concentracion de su precursor triptéfano en el medio y la fase de
crecimiento (Omay et al., 1993). Especificamente, A. brasilense produce 24
pg/ml de AIA en medio con fuente de nitrdgeno y triptéfano; hecho que le ayuda
a mantener también su interaccion con las raices de las plantas (Jijon et al.,
2017).

A través del uso de técnicas de biologia molecular, se ha identificado la
existencia de 4 vias encargadas de la sintesis de AIA en A. brasilense
dependientes de triptéfano: la via del acido indol-3-piravico (IPyA), la via del indol
3-acetonitrilo (IAN), la via de la indol-3-acetamina y la via de la triptamina, asi
como una via independiente de triptofano (Prinsen et al., 1993, Costacurta &
Vanderleyden, 1995, Carrefio-Lépez et al, 2000, Duca & Glick, 2020).

Via del indol-3-acetonitrilo (IAN)
El indol 3 acetonitrilo es sintetizado en dos vias: en la primera, la actividad

nitrilasa lo deshidrata para generar indol 3 acetamida y ésta se transforma en
AlA gracias a una acetamida hidrolasa. Mientras en la segunda puede
transformarse directamente en AIA mediante la accién de una nitrilasa (Patten et
al., 2012; Idiris et al., 2007) (Figura 1).

Via de la indol-3-acetamida (IAM)
El Trp es transformado en indol 3 acetamida por la accién de dos enzimas, una

monooxigenasa y una indol acetamida hidrolasa que lo convierte en AIA
(Pollmann et al., 2006) (Figura 1).

Via del acido indol-3-piruvico (IPyA)

La via del acido indol -3- piruvato (IPyA) es considerada como la mas importante.
Esta ruta se divide en tres etapas: primero, el precursor triptofano es
transformado en acido indol-3-piruvico mediante una aminotransferasa, luego,
ocurre una descarboxilacion que conlleva a la formacion del indol-3-acetaldehido
por la enzima indol piruvato descarboxilasa y finalmente, es oxidado por una

deshidrogenasa para formar AlA (Spaepen et al., 2008) (Figura 1).
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Figura 1. Rutas de sintesis de AIA en bacterias. En color verde se sefiala la via IPyA a la que
pertenece la enzima PPDC resaltada en el circulo rojo (Imagen obtenida de la modificacién de
Jijén, 2017).

El gen ipdCy la sintesis de AIA
La enzima indol piruvato descarboxilasa, codificada por el gen ipdC, es

considerada como la mas importante para la ruta biosintética del AlA debido a
que las mutaciones generadas en los homdlogos de ipdC, dentro del género
Azospirillum provocan la disminucion de mas del 50% en la produccion de AIA
(Spaepen et al., 2008). Especificamente en A. brasilense Sp7, la mutacion de
ipdC deriva en una disminucion del 75% del metabolito de interés en
comparacién con la cepa silvestre. Mientras que en A. brasilense Sp 245 (A.
baldaniorum), el gen de interés contribuye con el 90% de la produccion de AlA
(Carrefio et al., 2000; Malhotra y Srivastava, 2008).

Estudios in silico realizados en A. brasilense Sp 245 mostraron que el gen ipdC,
se encuentra flanqueado por los genes iaaC y gltX, en donde el primero codifica
para la proteina iaaC inhibidora de la sintesis de AIA (Malhotra y Srivastava,
2008), y el segundo una glutamato tRNA ligasa (Vande Broek et al., 2005,
Rothballer et al., 2005); hecho del que se destaca que existe una transcripcion
conjunta de los genes iaaC e ipdC aunque ambos poseen su promotor propio
(Vande Broek et al., 2005).

|g



El gen ipdC de A. brasilense Sp7 (no. de acceso en GenBank AMK58_RS11560)
tiene una longitud de 1,638 pb y se encuentra de forma divergente al gen gltX
(AMK58 RS11555), el cual codifica para una proteasa dependiente de ATP.
Entre estos dos genes se encuentra una region intergénica de 250pb, la cual
presenta distintos elementos en cis que resultan interesantes en el estudio de la
regulacion de este gen, entre ellos se observa un sitio de unién a ribosoma, un
probable sitio de unién a %4, una secuencia denominada “elemento de respuesta
a auxinas” (AuxRE), que en plantas resulta esencial para la activacion del
promotor y que ademas es inducida por AIA (Vande Broek et al., 2005; Jijén,
2017): y, finalmente, una secuencia palindromica de 20 nucle6tidos, que sugiere
su posible papel en la union de elementos en trans que pudieran intervenir en la

regulacién de dicho gen (Figura. 2).

glutamate--tRNA ligase indolepyruvate/phenylpyruvate hypothetical
AMK58_RS11555 decarboxylase protein

AMKS8 RS11560 AM
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I I
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GACGGACATGCGGGCATCATTCGAAAGTCGGGACAGGGCGGCAGTCGTAGCACGCCGCGCGCCGGTCCGA

565

AAGACGCCCATCAGGCGCCGCGGGGTCTATCGCGTTCGGCGCCCGATCGCTCTCCCACCCCTCCACAATTTC
Repeticion invertida Probable caja 6% AuxRE '*;1

CGGCGCATATGGATTGTTTCGAATGAAACAATTCTTGCGCGGAGCGGTGGCGGAGGCGATGCTGTCCCCCT

-——--

GTGCGGGTI'ITCGGCCCGCGAAACCTATI‘GGAACGGGAGAG[ iGGCCATGAAGCTGGCCGAAGCCIJTGCTG

CGCGCGCTGAAGGATCGCGGCGCACAG

Figura 2. Contexto genético de ipdC. Se amplia la region intergénica del gen ipdC en donde
se observan sus elementos en cis (Jijon, 2017).

La transcripcion del gen ipdC, se ve afectada por factores como: la formacion de
biopelicula en organismos emparentados con Azospirillum (Hamilton et al.,
2009), mientras que en A. brasilense Sp7 esta se ve potenciada conforme el
aumento de la densidad celular, alcanzando su maximo en la fase estacionaria;
hecho que coincide con la acumulacién de AIA en el medio. Ademas, se ha
demostrado que la expresion del mismo, también incrementa al adicionar AIA 'y
otras auxinas sintéticas exogenas al medio de cultivo; aunque no lo hace con la
adiciéon de triptéfano (Trp) (Carrefio et al., 2000).También se ha observado la

participacion de proteinas en trans como TyrR la cual se sabe que participa como



regulador positivo del gen ipdC en Enterobacter cloacae UW5 (Ryu y Patten,
2008) mientras que en otros organismos como E.coli, regula la transcripcion de
genes implicados también en el metabolismo de aminoacidos aromaticos (Pittard
et al., 2005).

Antecedentes directos

En el laboratorio de interaccion bacteria planta, Jijon en 2017 comenz6 a estudiar
la regulacién genética del gen ipdC en A. brasilense Sp7 a través del andlisis de
la posible participacion del regulador transcripcional tyrR el cual se habia
hipotetizado, podria estar involucrado en su regulacién genética, sin embargo, al
construir una cepa mutada en el gen tyrR, ésta no ejercié ningun efecto o cambio
en la transcripcion del gen ipdC. Debido a este hecho, se llevé a cabo un analisis
mas detallado de la secuencia de la secuencia invertida encontrada dentro de la
region promotora del gen ipdC; para ello, se realizé un ensayo de cromatografia
de afinidad utilizando la region promotora del gen marcado con biotina y puesto
a interactuar con un extracto proteico de A. brasilense Sp7 crecido previamente
en un medio MMAD con malato y triptéfano (100ug/ml). Los resultados se
observaron en un gel SDS-PAGE en el que se ven cuatro proteinas con los
tamafos de: 155.3, 73.8, 56.5y 18.2 kDa (Figura 3) las cuales, al ser analizadas
por MALDI-TOF fueron identificadas como: la subunidad 3 de la RNA polimerasa,
una poliribonucleétido nucleotidiltransferasa y reguladores transcripcionales de
las familias LUuxR y MarR. Para fines del estudio, estas ultimas fueron nombradas
como LibR (LuxR-like indole-3-acetic acid biosynthesis regulator) y MibR (MarR-
like indole-3-acetic acid biosynthesis regulator). Una de las caracteristicas mas
notables de éstas dos proteinas es la presencia de dominios de unién a DNA del
tipo hélice-vuelta-hélice; hecho que apoyé su posible papel como reguladores
transcripcionales del gen ipdC, asi como su posible participacion en la sintesis
de AIA en la bacteria (Jijon, 2017).
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Figura 3. SDS- PAGE que muestra 4 proteinas que se unen a la regién promotora del gen
ipdC. Las proteinas identificadas por cromatografia de afinidad tienen un peso aproximado de:
155.3, 73.8, 56.5 y 18.2 kDa. (Obtenido de Jijon, 2017).

LibR como miembro de |la familia de reguladores transcripcionales
LuxR

Los miembros de esta familia fueron descritos por primera vez en Vibrio fischieri
como reguladores de la transcripcion de genes de bioluminiscencia, ademas, se
sabe que estos reguladores se encuentran implicados en el sistema de
senalizacion de “quorum sensing” en gran parte de bacterias Gram (—) como P.
aeruginosa, V. ficheri y A. tumefaciens, modelos en los que los reguladores de
esta familia se unen al ADN mediante la estimulacién de su sitio autoinductor.
Los miembros de esta familia de reguladores poseen un dominio REC, que
generalmente es distintivo de los reguladores de sistemas de doble componente
(Galperin, 2006) en los cuales, sefiales del entorno son detectadas por una
cinasa histidinica que fosforila al dominio REC de su regulador de respuesta
induciendo un cambio conformacional en dicho regulador favoreciendo o
impidiendo su unién a secuencias especificas de ADN (Plate y Marletta, 2013;
Jijon, 2017).

Jijén en 2017 determiné que el gen libR, posee 645pb y se encuentra dentro del
plasmido ABSP7_P1 de A. brasilense Sp7, este se encuentra flanqueado por
una posible acil-CoA deshidrogenasa y una posible inosina 5 monofosfato

deshidrogenasa, contexto que comparte con otros miembros del género



Azospirillum. Respecto a la proteina LibR, esta contiene 214 amino&cidos con
masa molecular de 23.5KDa, en su extremo amino terminal presenta un dominio
receptor de fosfato de la histidin cinasa relacionada con el mismo, tipico de
proteinas que forman parte del sistema de doble componente, mientras que el
extremo carboxilo terminal presenta un dominio de unién a ADN hélice- vuelta-
hélice (HTH) que es caracteristica de los miembros de la familia LuxR (Figura
4a). Ademas, se conoce que el modo de accion del dominio REC es a través de
la fosforilacién de uno de sus residuos Asp para permitir la unién del dominio
HTH al ADN (Leoni et al., 2003). Por su parte, LIbR posee un residuo Asp54, el
cual pudiera ser el sitio de fosforilacién, de acuerdo con estudios realizados en
otros reguladores transcripcionales (Leoni et al., 2003). En cuestion de su
estructura terciaria, Jijon en 2017 también determiné a través de un alineamiento
multiple entre homélogos de esta proteina en Azospirillum, que su posible

conformacion estaria dada por 10 alfa hélices y 5 betas plegadas (Figura 4b).
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Figura 4. Dominios y estructura que conforma a la proteina LibR de A. brasilense Sp 7. a)
LibR tiene una longitud de 214 aminoacidos, presenta un dominio REC del aminoéacido 1 al 115
y un dominio HTH del aminoéacido 151 al 2018. b) Estructura primaria y terciaria de las proteinas
MibR, FIcA y la proteina con cédigo AMK58RS03795 de A. brasilense Sp7 y NarL de E. coli. Las
espirales verdes representan las alfas hélices y las flechas son las betas plegadas. Se muestra
en rojo el residuo fosforilable de Asp (Tomado de Jijén 2017).
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La proteina MibR como miembro de |la familia de reguladores
transcripcionales MarR

Los reguladores de esta familia fueron descritos en E. coli como reguladores de
la transcripcion dentro del proceso de resistencia a multiples antibioticos, se
encuentran distribuidos en bacterias y arqueas actuando como activadores o
inhibidores de la transcripcion al unirse a regiones palidrémicas de 16 a 20pb
(Perera y Grove, 2010) aunque su unién también puede darse en secuencias
degeneradas, hecho por el cual no se le ha establecido una secuencia de union
especifica (Rouanet et al., 2004). Aunado a esto, se sabe que las secuencias de
unién suelen posicionarse cercanas o sobrelapadas con el promotor, por lo que
la union con el regulador termina blogueando el acceso de la ARN polimerasa,
represion conocida como impedimento estérico, uno de los mecanismos mas

comunes de represion en bacterias (Martin et al., 1995).

Una caracteristica importante de la mayoria de los reguladores transcripcionales
MarR es que requieren de la unién a ligandos especificos que les permiten la
asociacion o disociacion con el ADN para modular la expresion génica. Algunos
de estos ligandos pueden ser metabolitos derivados de las mismas vias
biosintéticas que son a su vez reguladas por el mismo regulador transcripcional

al que se unen (Zhu et al., 2013).

El AIA en bacterias puede mediar la expresion de genes actuando como ligando
de reguladores de la transcripcién de las familias MarR, participando en el
catabolismo de AIA al inactivar genes que regulan la biosintesis del mismo
metabolito y también en los que controlan el catabolismo de AIA mediante la
unién directa con estos, sin embargo, dicha union también puede inhibirse al
afiadir AIA, de manera que el regulador pierde la capacidad de unirse con el ADN
(Shu et al., 2015).

Por su parte, el gen mibR, fue encontrado en el cromosoma de A. brasilense Sp7
asi como en otros miembros del género Azospirillum. Este gen posee 495pb y
codifica para una proteina de 164 a.a. con masa molecular de 18.2KDa. Esta, de
acuerdo con estudios bioinformaticos utilizando la plataforma SMART, se sabe

que posee un solo dominio HTH (Figura 5a) y su estructura terciaria, arrojada



por la plataforma Phyre2, es de 6 alfa hélices y 2 beta plegadas (Figura 5b) (Jijon,
2017).
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Figura 5. Dominios y estructura que conforma a la proteina MibR de A. brasilense Sp 7. a)
Dominio HTH presente en MibR. b) Estructura primaria y terciaria de la proteina en donde las
espirales verdes representan las alfas hélices y las flechas son las betas plegadas. En el
alineamiento se incluye a PcaV de Streptomyces coelicolor y MarR de Escherichia coli. (Tomado
de Jijon 2017).

El papel de las proteinas MibR y LibR en la regulacion del gen ipdC

en A. brasilense Sp7

Jijon en 2017, obtuvo mutantes de los genes libR y mibR, presentes en el
plasmido 1 y cromosoma respectivamente, asi como una mutante en ambos
genes. Estas mutantes fueron denominadas como AlibR::KmR en el caso de la
mutante libR, AmibR::KmR en el caso de la mutante mibR y AlibR::KmR
AmibR::GmR en el caso de la mutante doble. Posteriormente, fueron evaluadas
en ensayos de RT-gPCR para identificar el efecto sobre la expresion del gen
ipdC. Los resultados mostraron que, en presencia de triptéfano, la expresion del
gen ipdC disminuy6é 5 veces en la mutante del gen libR, mientras que en la
mutante del gen mibR la disminucién no fue estadisticamente significativa, sin
embargo, eliminar ambos genes derivé en la disminucion de la expresion del gen
ipdC en un orden de 7 veces con respecto a la cepa silvestre (Figura 6) (Jijon,
2017).
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Figura 6. Nivel de expresién del gen ipdC en las mutantes libR, mibR y doble mutante con
respecto ala cepa silvestre Sp7 crecidas en MMAB con malato (Jijén, 2017).

En el mismo trabajo, se confirmo la participacion de los reguladores MibR y LibR
en la produccién de AlA, al determinar la cantidad producida del metabolito por
las 3 mutantes mediante HPLC; no observandose algun cambio significativo para
la mutante en mibR a comparacién de la cepa silvestre. Mientras que la
produccion se ve claramente alterada para las mutantes en libR y la doble

mutante, con una disminucién de 31% y 51%, respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Produccién de AIA por cepas de A. brasilense Sp7 en MMAB con malato a
diferentes tiempos de crecimiento (Tomado de Jijon, 2017).



Derivado de los resultados obtenidos por Jijon en 2017, se sabe que las
proteinas LibR y MibR podrian fungir como reguladores de la transcripcion del
gen ipdC. De esta manera, se ha propuesto que ambos reguladores podrian
competir por el sitio de union al promotor ipdC en respuesta a sefiales intra o

extracelulares aun desconocidas.

En el laboratorio de interaccién bacteria planta se propuso un modelo hipotético
para describir la regulacién mediada por las proteinas MibR y LibR con base en
las caracteristicas propias de cada miembro. En este modelo se sugiere que,
durante la fase exponencial de crecimiento de A. brasilense Sp7, MibR se une al
promotor en ausencia de AIA activando la expresion del gen ipdC en bajos
niveles. Estos niveles de expresion pudieran deberse a que esta proteina no
interactia de manera adecuada con el factor sigma debido a que carece del
dominio de unién o°* para activar en gran medida la tasa de expresion (Figura
8a). Al inicio de la biosintesis de AIA en esta fase, el aumento en la concentraciéon
de este metabolito permite su union a MibR, lo que deriva en un cambio
conformacional que hace a este regulador disociarse de la regiobn promotora,
permitiendo asi la union de LibR en su estado fosforilado (Figura 8b), logrando
que éste interactie fisicamente con el factor o°* activando la expresion de ipdC
a una mayor tasa cuando la densidad celular alcanza la fase estacionaria de

crecimiento (Figura 8c) (Jijon, 2017).

Los resultados obtenidos previamente por Jijén en 2017, han generado gran
informacion respecto a la participacion de las proteinas MibR y LibR en la
regulacion transcripcional del gen ipdC en Azospirillum brasilense Sp7, por lo
gue en el presente trabajo, nos centramos en la purificacion de la proteina MibR
para en un futuro ser utilizada en ensayos de retardo electroforético, que
permitan poner a prueba la interaccién de esta proteina con la region intergénica
de ipdC. Asi mismo, se hizo uso de herramientas bioinformaticas que permitieran

obtener mas informacion con respecto a la naturaleza de la proteina MibR.
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Figura 8. Modelo propuesto de la participacion de las proteinas MibR y LibR en la

regulacién de la transcripcion del gen ipdC en A. brasilense Sp7. a) Fase exponencial
temprana, b) fase exponencial tardia y c) fase estacionaria del crecimiento (Jijon 2017).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El 4&cido indol acético es una de las fitohormonas de mayor relevancia debido a

su papel en el desarrollo y crecimiento de las plantas. A la fecha se conocen
diversos factores ambientales que regulan la expresion de esta fitohormona, sin
embargo, se desconocen los mecanismos que participan en la regulacion
transcripcional del gen ipdC el cual codifica para la enzima indol piruvato
descarboxilasa, que dentro de la via IPyA, es considerada la enzima principal en
la biosintesis de esta fitohormona. En este sentido, la region promotora del gen
ipdC contiene distintos elementos que podrian participar en su regulaciéon, de
entre los que destaca una secuencia palindrémica repetida, la cual sugiere la
participacion de elementos en trans, como la proteina MibR. Esta proteina ha
demostrado participar en la regulacion de la expresion del gen ipdC, debido a
que la mutante por eliminacion del gen mibR mostré una disminucién de la
biosintesis del AlA, asi como de la expresion del gen ipdC. Con base en estos
datos, es necesario identificar el mecanismo por el cual esta proteina participa
en la regulacion transcripcional del gen ipdC. MibR pertenece a la familia de
reguladores transcripcionales MarR, los cuales requieren de la union a un ligando
para llevar a cabo su funcion, por lo cual en el Laboratorio de Interaccion bacteria
planta se ha propuesto que AIA pudiera unirse a MibR y asi participar en su
regulacion, sin embargo, esta posibilidad aun debe explorarse. Finalmente, es
necesario realizar ensayos que nos permitan poner a prueba la interaccién entre
la region promotora y MibR, para lo cual se requiere purificar a la proteina MibR

en grandes cantidades.
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JUSTIFICACION

Durante mucho tiempo, el estudio de bacterias promotoras de crecimiento
vegetal (conocidas como PGPR), ha resultado ser de enorme interés debido a
los multiples beneficios que genera su inoculacion en las raices de las plantas.
Dentro de estos beneficios, la produccion de fitohormonas como el acido indol
acético ha tomado gran relevancia por su papel en la agroecologia. Debido a lo
anterior, en este trabajo se propone ampliar el conocimiento respecto a los
mecanismos moleculares involucrados en la biosintesis de AlA, desde el punto
de vista de la regulacién transcripcional del gen ipdC y la participacion de una
proteina con posible funcion de regulador de la transcripcion. En este sentido, se
requiere contar con mayor informacion respecto a la naturaleza proteica de MibR
a travées de su analisis con herramientas bioinforméticas, que sugieran
mecanismos de accion y nos permitan apoyar el modelo de accion propuesto

para MibR y su interaccion con elementos presentes en el promotor del gen ipdC.



HIPOTESIS
La proteina MibR participa en la regulacion del gen ipdC de Azospirillum

brasilense Sp7 a través de su interaccion con acido indél acético (AIA).

OBJETIVO GENERAL

Ampliar la informacion sobre la participacion de la proteina MibR en la regulacion

de la expresion del gen ipdC de Azospirillum brasilense Sp7.

OBJETIVOS PARTICULARES

Estandarizar las condiciones de purificacion de la proteina MibR.

Analizar el contexto genético del gen mibR e identificar genes que codifiquen

proteinas homoélogas putativas.
Realizar docking molecular entre la proteina MibR y AlA.

Identificar funciones, mecanismos de accion, conformacion y ligandos de

miembros de la familia MarR en A. brasilense Sp7 y otros géneros bacterianos.



METODOS

Construccion pGEXGST-mibR

La construccion pGEXGST-mibR esta constituida por la secuencia codificante de
mibR (495pb) en el vector de expresiéon pGEXGST (5460pb), de tal manera que
se obtiene la proteina de fusion GST-MibR (GST fusionada al extremo N-
terminal de MibR) con un peso aproximado de 43 KDa. Esta construccion esta
albergada en E.coli BL21 para generar cultivos que permitan expresar a la
proteina para su posterior purificacién (Jijon 2017).

Condiciones de cultivo

La cepaE. coli BL21-mibR fue sembrada a partir de un stock en glicerol en placas
de LB con 100ug/ml de ampicilina (amp) y se dej6é en incubacién a 37° durante
la noche. A partir de las colonias presentes, se seleccion6 una para realizar un
precultivo en 5 ml de LB con 100ug/ml de amp y se dejo a 37° toda la noche a
150rpm. Al dia siguiente, se tomo un volumen de 250 ul y se colocaron en 25 ml
de LB complementado con 100ug/ml de ampicilina y se incubd a 37° con 150

rpm hasta alcanzar una DOe00=0.5.

Induccion de la cepa E. coli BL21-mibR

Para generar la induccion de la expresion de la proteina MibR-GST, se agrego
al cultivo isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a una concentracion final
de 0.1mM durante 3 horas a 150 rpm. La induccion se realizé en tres diferentes
temperaturas: 16°, 30° y 37°. En estos ensayos, se consideraron controles que
consistieron en cultivos de la cepa BL21-mibR a los cuales no se les colocé
IPTG, de tal manera que permitieran comparar los resultados entre las cepas

inducidas y no, para identificar la correcta induccion.

Lisis bacteriana

Los paquetes celulares se obtuvieron al colocar los cultivos en tubos conicos,
centrifugar a 10,000 rpm durante 10 min y eliminar el medio. Dichos paquetes se
resuspendieron en buffer de lisis (Tris/NaCl 50mM, EDTA 5mM, PMSF 0.15mM
y B-mercaptoetanol 1mM), se incubaron en hielo 10 min y se procedi6 a sonicar



3 ciclos de encendido y apagado de 15" cada uno a una amplitud del 40%. El
lisado celular se observo al microscopio para corroborar que la lisis se hubiese
realizado correctamente. Finalmente, se centrifugé 15 min a 4° a 12,000rpm. El
sobrenadante se pasé a un tubo nuevo eppendorf de 1.5 ml y la pastilla se
descarto.

SDS-PAGE

Se hicieron geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 10% para observar a la
proteina GST-MibR la cual tiene un peso aproximado de 43 KDa. Los geles
fueron tefidos con azul de Coomassie de acuerdo a Schagger (2006), en una

proporcion 1:1 de buffer de carga con las muestras.

Purificacién de la proteina.

Utilizando 200 ul de perlas de agarosa glutation en proporcién 1:1 con su buffer
de almacenamiento en la columna de afinidad, se agregé un mililitro de PBS
buffer 1X para equilibrar la resina (3X), posteriormente, se agrego el extracto
protéico obtenido, el cual después de pasar por la resina fue colectado (extracto
total no unido). Se realizaron lavados con 1.5 de PBS 1X cada uno. Finalmente,
se realizaron elusiones de la proteina de interés con buffer de elucion (10 mM
glutation reducido en 50 mM de Tris-HCI pH 8.0). La purificacion se realizé para

la proteina GST-MibR y para el control de GST sola.

Cuantificacion de la proteina.

La proteina fue cuantificada utilizando el método de Bradford (Bio-Rad Protein
Assay Kit) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Analisis bioinformaticos

I-TASSER (lterative Threading ASSEmbly Refinement)

La plataforma I-TASSER se utiliz6 para generar el modelo tridimensional de la
proteina MibR en su forma de monémero. La plataforma en linea I-TASSER
predice estructuras y funciones de proteinas, generando modelos
tridimensionales de alta calidad a partir de secuencias de aminoacidos. Los

resultados consisten en deducciones a partir de un consenso con las mejores
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coincidencias estructurales de modelos preexistentes en bases de datos. En esta
plataforma se toman en cuenta distintos valores: C-Score, que indica que tan
bueno es el modelo generado de acuerdo con su similitud con las plantillas de
referencia. Este valor va de -5 a 2, y entre mas cercano sea el valor a 2, indica
que es mas parecido a las plantillas, y por lo tanto tiene mayor validez. RMSD:
Este valor indica el grado de desviacion que tiene la posicion de los atomos del
modelo generado contra el o los modelos de referencia, entre mas cercano a 0
el modelo presentard menos desviacion de distancia entre los atomos del modelo
usado como plantilla y el modelo generado por homologia. TM-score: Indica la
similitud entre la estructura generada y la estructura de referencia, entre mas

cercano es el valor a 1, el parecido sera mayor. I-TASSER server for protein

structure and function prediction (zhanggroup.orq)

SWISS-MODEL

Esta plataforma se utiliz6 para generar el modelo de homodimero de MibR ya
que SWISS-MODEL es una plataforma que predice la estructura de una
secuencia de aminoacidos por modelado por homologia, permitiendo analizar la
calidad de la estructura generada, prediciendo la probable funcion que posee la
proteina de interés e incluso predecir la posible interaccién al ligando con base
en la plantilla utilizada. Las resoluciones de los distintos cristales disponibles se
encuentran en rangos que indican la calidad: Muy buen cristal (1-2 A), buen
cristal (2.0-2.5 A), cristal aceptable (2.5 — 3.0 A) y cristal no tan confiable (3 A o
mayor), de tal manera que los cristales a utilizar como plantilla son los que
presenten menor valor de A. Asi mismo, en esta plataforma se debe tener en
cuenta, que la plantilla debe de contar con un minimo del 25% de identidad con
respeto a la secuencia que estamos trabajando, por lo que a mayor sea éste, es
mejor. De los modelos que se proporcionan se eligio aquel que tuviera los valores
GMQE y QMEANDisco mas cercanos a 1, que determinan la calidad de la
estructura. SWISS-MODEL (expasy.orq)



https://zhanggroup.org/I-TASSER/
https://zhanggroup.org/I-TASSER/
https://swissmodel.expasy.org/

UCSF CHIMERA

Es un programa extensible para la visualizacion interactiva y el andlisis de
estructuras moleculares y datos relacionados, incluidos mapas de densidad,
ensamblajes supramoleculares, alineaciones de secuencias, resultados de
acoplamiento, trayectorias y conjuntos conformacionales. Se pueden crear
imagenes y peliculas de alta calidad. A partir de ello, se lograron observar y

resaltar areas relevantes de cada modelo de la proteina MibR. UCSF Chimera

Home Page

CLUSTAL OMEGA

Consiste en una plataforma en linea que permite una alineacién de secuencias
multiples de tres 0 mas secuencias juntas, obteniendo resultados eficientes y
precisos. El “Clustal Consensus” (ultima linea del alineamiento), incluye alguno
de los siguientes caracteres: a) Asterisco (*); indica que en dicha posicidn los
residuos son 100% idénticos, b) dos puntos (:); indican posiciones en las que se
han realizado sustituciones conservativas y ¢) punto (.); indica sustituciones
menos conservativas. Clustal Omega < Multiple Sequence Alignment < EMBL-
EBI

MULTIPLE ALING SHOW

Esta plataforma utiliza alineamientos multiples obtenidos en otros programas,
con el objetivo de resaltar la conservacion y/o similitud de residuos. Esta
plataforma permite establecer el porcentaje de identidad que se busca, a la cual

se le asigna un color determinado para su identificacion. Multiple Align Show

(bioinformatics.orq)

RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology)

Para analizar el contexto genético de la proteina MibR, asi como la busqueda de
las proteinas homoélogas a MibR en A. brasilense Sp7, se utiliz6 la plataforma
RAST, a partir del genoma completo cargado previamente en dicha plataforma
por miembros del laboratorio de interaccion bacteria-planta. RAST permite
realizar una anotacion rapida y automatizada de genomas de bacterias basada

en una tecnologia de subsistemas, asignando un posible rol funcional a cada uno


https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.bioinformatics.org/sms/multi_align.html
http://www.bioinformatics.org/sms/multi_align.html

de los genes anotados de acuerdo a su propia matriz de datos. RAST Server -
RAST Annotation Server (nmpdr.orq)

SMART (Simple Modular Architecture Research Tool)

Permite la identificacion y anotacion de dominios y el andlisis de arquitecturas de
los mismos. Estos dominios estan ampliamente anotados con respecto a las
distribuciones filogenéticas, la clase funcional, las estructuras terciarias y los
residuos funcionalmente importantes. Cada dominio del SMART se identifica
mediante un nimero de acceso Uunico, lo que proporciona referencias estables
para otras bases de datos de dominios y estd vinculado a los dominios
correspondientes en Pfam y PROSITE. SMART: Main page (embl.de)



https://rast.nmpdr.org/
https://rast.nmpdr.org/
http://smart.embl.de/

RESULTADOS EXPERIMENTALES

Induccion de la expresién de |la proteina MibR-GST

Para establecer las mejores condiciones de induccion en la expresion de la
proteina MibR-GST, se coloc6 0.1 mM de IPTG a los cultivos y después de tres
horas de incubacion se realiz6 un SDS-PAGE para observar la temperatura a la
gue se obtenia una mayor expresion. Los resultados mostraron que a 30° y 37°

se dan las mejores condiciones de induccién (Figura 9).
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Figura 9. Analisis por SDS PAGE al 10% de la inducciéon de la proteina MibR-GST a
temperaturas de 30°y 37°. En el carril 1 se encuentra el control sin inducir a 16°, en el carril 2
la induccién a 16°, los carriles 4 y 5 corresponden con el control y la induccién respectivamente
a 30°, mientras que los carriles 8 y 9 son el control y la induccién a 37°. En el carril 6 se observa
el marcador de peso molecular (Biorad).

Se optd por utilizar la induccién a 30° dada la facilidad que representa esta

condicién para el uso de las incubadoras del laboratorio.

Purificacion de la proteina MibR-GST.
La purificacion de la proteina MibR-GST se realiz0 a través de columnas de

afinidad empleando perlas de agarosa acopladas a glutation como se describe
en material y métodos. En la imagen 11 se muestra el analisis en SDS-PAGE,
en donde se observa en el carril 1 el extracto proteico que no se unié a las perlas,
en el carril 2 al 6 se muestran cinco eluidos en donde es evidente la presencia
de una doble banda en el tamafio aproximado de 43 KDa, que corresponde al
peso molecular esperado, siendo el eluido 5 el que contiene una mayor cantidad

de la proteina purificada. En el carril 8 se observa la proteina que aun esta unida



a las perlas y la cual no fue eluida. En el carril 7 se muestra el marcador de peso

molecular.
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=

Figura 10. Proteina MibR-GST. Carril 1: Extracto no unido a perlas. Carril 2-6: Elusiones con
glutation reducido. Carril 7: marcador de peso molecular (Biorad). Carril 8: perlas.

Una vez purificada la proteina, se procedié a cuantificar obteniéndose en un

primer ensayo un total de 5 pg/yl.

Las condiciones de purificacion de la proteina MibR-GST identificadas en este
trabajo, seran utilizadas en un futuro para realizar ensayos de retardo en la
movilidad electroforética (EMSA), que permita comprobar la interaccion de la
proteina MibR a la region promotora del gen ipdC.

Purificacion de la etigueta protéica GST
Con la idea de realizar posteriormente ensayos de EMSA, se usé el plasmido

pGEX4.1 transformado en la cepa BL21, para purificar a la proteina GST y
utilizarlo como control negativo que pueda indicar si la union de la proteina MibR
con el ADN es legitima. Para ello, se indujo la expresion de la proteina GST con
0.1mM de IPTG en medio LB durante 3 h a 37°. En la figura 11a se muestra el
analisis en SDS-PAGE al 10% de la induccién de la proteina la cual tiene un
peso aproximado de 25 KDa. Posteriormente, se purific6 a la proteina GST
usando 10mM de glutation reducido (Figura 11b). Después de hacer la
cuantificacion de la proteina total se obtuvo una cantidad neta de 100yg/yl.
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Figura 11. SDS PAGE al 10% de la Induccién y purificaciéon de la proteina GST. A) Induccién
con 0.1mM de IPTG Carril 1: MPM (Biorad), Carril 2: vacio, carril 3: ET (extracto total) inducido,
carril 4;: ET no inducido. B) Purificacion de la proteina GST. Carril 1: MPM, Carril 2, 3 y 4:
corresponden a las elusiones 1, 2 y 3, respectivamente.

RESULTADOS BIOINFORMATICOS

Proteina MibR
La proteina MibR, esta codificada por el gen WP_051140036.1 localizado en el

cromosoma de A. brasilense Sp7. Es una proteina de 164 aminoacidos, con un
peso molecular aproximado de 18.2 KDa (Figura 13 A). A través de la plataforma
I-TASSER se obtuvo el modelo tridimensional de la proteina MibR, la cual esta

constituida por 6 alfas-hélices y dos betas plegadas (Figura 13 B).
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Figura 12. Estructura de la proteina MibR (WP_051140036.1) de A. brasilense Sp7. A)
Secuenciade aminoacidos de la proteina MibR con una longitud de 164 aminoacidos. B) MibR
esta constituida por seis alfa-hélices y dos beta plegadas identificadas por colores, C-score=-
1.31 y RMSD=7.7 +4.3A y un TM-score fue de 0.55+0.15

MibR se ha clasificado previamente como miembro de la familia MarR por la
presencia del dominio hélix-turn-hélix (HTH) que sugiere la unién con el ADN,
otorgandole una posible funcion como regulador transcripcional. Para identificar
dicho dominio, se realiz6 un analisis con la plataforma SMART, la cual predice el

dominio HTH de 100 aminoacidos de longitud, del aminoacido 50 al 150.



Posteriormente, el dominio HTH se ubicd en la estructura tridimensional de MibR
utilizando la plataforma SMART para la prediccion del dominio y el software
Chimera para su visualizacion, observando que el dominio abarca la mayor parte
de la proteina, solo dejando fuera casi en su totalidad a las hélices 1y 6 (Figura
14).

Figura 13. Dominio HTH de la proteina MibR de A. brasilense Sp7. La seccién coloreada en
azul corresponde al dominio HTH caracteristico de reguladores de la transcripcién el cual se
predice segun la plataforma SMART de 100 aminoacidos de longitud abarcando la totalidad de
las alfa hélices 2, 3, 4 y 5, incluidas las dos betas plegadas.

Los miembros de la familia MarR realizan sus funciones a través de
homodimeros, que les permiten unirse a secuencias palidrémicas,
semipalindromicas o repeticiones invertidas, por lo que para evaluar si esta
caracteristica se comparte también con la proteina MibR, se llevd a cabo un
modelado tridimensional de la misma mediante el uso de la plataforma SWISS
MODEL. ElI modelo del homodimero de MibR se realizé utilizando como plantilla
el cristal de la proteina CouR (ID: 6c9t) de Rhodopseudomonas palustris con una
resolucion de 2.07A obtenida por cristalografia de rayos X. En la imagen 15, se
pueden observar los sitios de dimerizacion entre los 2 monémeros de MibR

encontradas en las hélices 1,5y 6.



Figura 14. Modelo tridimensional del homodimero de MibR. El cristal empleado para el
modelado fue el de CouR cuyo cristal tiene un valor de 2.0A, asi como un valor de IDEN= 33.96%
con respecto de MibR y GMQE=0.61. Los sitios de unién entre los mondmeros de la proteina
MibR se localizan en la alfa hélice 1, coloreadas en verde para cada mondmero y las alfa-hélices
5y 6 coloreadas en azul.

|dentificacion de proteinas homologas a MibR
Para identificar proteinas homologas a MibR que permitieran conocer mas sobre

sus estructuras, ligandos y funciones y con ello incluso, identificar posibles
proteinas cristalizadas en unién a AlA, a partir de los resultados con la plataforma
I-TASSER, se identificaron las 10 proteinas presentes en la base de datos de
proteinas (PDB) que tuvieran la similitud estructural mas cercana a partir de los
valores de TM-score (Tabla 1). Los resultados mostraron distintos datos de
interés, entre ellos, que no se encuentran aun en PDB, proteinas cristalizadas
miembros de la familia MarR del género Azospirillum ni tampoco miembros de
esta familia en unién a AIA. Dentro de estas diez proteinas identificadas en PDB
destaca la presencia de los reguladores PcaV, HucR, CouR y SIyA ya que
constituyen los reguladores transcripcionales mejor caracterizados dentro de la
familia MarR. Por otro lado, en la busqueda de las proteinas con mayor similitud
estructural se tomé en cuenta que los valores de TM-score fueran lo mas
cercanos a 1y para el caso del andlisis con respecto a MibR, el mayor valor de
TM-score es de 0.798 con respecto a la proteina RdhR de Dehalococcoides
mccartyi y el menor valor el de la proteina AbsC de Streptomyces coelicolor con
0.739; sin embargo todos los valores indican una buena similitud en cuanto a

plegamiento de MibR con sus respectivos moldes, al ser todos mayores a 0.5y



mas cercanos a 1. Por su parte, los valores de RMSD indicaron una buena
calidad en la estructura dado que el menor valor encontrado fue de 1.35 para la
proteina 2NNN de Pseudomonas aeruginosa y el mayor valor fue de 2.58 para
HucR de Deinococcus radiodurans, recordandose que los mejores valores son
considerados como los mas cercanos al cero y menores a 5. Con respecto al
porcentaje de identidad entre las secuencias (IDENa), se observa que las de
mayor valor corresponden a PcaV con 32%, CouR con 31%, BpsR con 30%,
2NNN con 29% vy finalmente Sco3205 y SlyA con 23%, mientras que las
restantes mantienen una identidad por debajo del 20% (tabla 1).

# NoIr)n bre, dela organismo M- RMSD IDENa
roteina Score
1 RdhR Dehalococcoides mccartyi 0,798 1,83 13%
2 PcaV Streptomyces coelicolor 0,785 1,69 32%
3 BpsR Bordetella bronchiseptica 0,781 1,80 30%
4 Sco3205 Streptomyces coelicolor 0,769 1,85 23%
5 HucR Deinococcus radiodurans 0,761 2,58 19%
6 2NNN Psendomonas aernginosa 0,758 1,35 29%
7 CouR Rhodopsendomonas palustris 0,757 2,02 31%
8 SlyA Salmonella tiphimurinm 0,756 1,48 23%
9 MarR Peptoclostridinm difficile 0,750 2,23 19%
10 AbsC Streptomyces coelicolor 0,739 2,36 20%

Tabla 1. Proteinas con mayor similitud estructural con la proteina MibR presentes en PDB.
Los resultados de I-TASSER arrojan a la proteina RdhR de Dehalococcoides mccartyi, como el
mejor molde para la elaboracion del modelo tridimensional de la proteina MibR. TM-score (con
rango del 0 al 1) y RMSD (con rango del 0 al 5); valores los cuales indican buena calidad en el
alineamiento estructural con MibR.

Una de las caracteristicas mas notables de la familia MarR, es que entre sus
miembros existe una baja conservacion a nivel de estructura primaria, lo que se
comprobd en un alineamiento multiple de secuencias de tipo global entre los
miembros de la familia MarR obtenidos en la plataforma de I-TASSER y MibR,
utilizando las plataformas Clustal Omega y Multiple Aling Show buscando un
100% de identidad, sin embargo, el alineamiento fue casi nulo (datos no
mostrados). Posteriormente, se realizé un alineamiento local con el dominio HTH

tomando en cuenta una identidad o similitud del 80%. En la figura 16, se observa
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el nivel de conservacion presente en residuos hidrofébicos como fenilalanina (F),
leucina (L), isoleucina (1), valina (V) y alanina (A) de las betas plegadas y en
todas las alfa hélices exceptuando la numero 1. Para la mayoria de los miembros
de la familia MarR se propone un rol como represores de la transcripcion, en los
cuales en el dominio HTH se encuentra también el sitio de union al ligando, el
cual compite con el DNA para generar una separacion entre ellos, permitiendo la
expresion del gen. En este sentido, debido a que estas proteinas tienen distintos
ligandos es de esperarse una baja conservacion de los aminoacidos en dicha

region.
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Figura 15. Alineamiento del dominio HTH entre MibR y las 10 proteinas mas parecidas a
ella segln su estructura terciaria en la plataforma I-TASSER. Se realizé la busqueda con
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80% de identidad.

Debido a la baja identidad a nivel de estructura primaria de las proteinas de la
familia MarR, se seleccionaron aquellas con los mejores valores de identidad de
acuerdo con latabla 1, los cuales son mayores o iguales al 30%. De esta manera,
se incluyeron las proteinas PcaV de S. coelicolor con 32%; CouR de R. palustris
con 31% y BpsR de B. bronchiseptica con 30% y en el cual se observa una mayor

conservacion de aminoacidos en la estructura de las alfa hélices y las beta

plegadas, los cuales en su mayoria también son hidrofébicos (Figura 17).
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Figura 16. Alineamiento del dominio HTH de MibR y 3 miembros de la familia MarR cristalizados.

Andlisis estructural de las proteinas CouR, BpsR y PcaV vs MibR

Una de las caracteristicas de los miembros de la familia MarR es su baja similitud
y conservacion en secuencias de aminoacidos, sin embargo, a nivel
tridimensional éstas mantienen una mayor relacion respecto a su estructura
terciaria. En este estudio, se indag6 acerca de la estructura de cada una de las
tres proteinas con mayor similitud en cuanto a su estructura terciaria con MibR

depositadas en la base de datos PDB (PcaV, CouR y BpsR).

De manera general, estas tres proteinas comparten con MibR las siguientes
caracteristicas: a) contienen en su estructura 6 alfa hélices y 2 beta plegadas a
excepcion de PcaV que tiene 3, b) forman homodimeros y c) participan en el
catabolismo de compuestos aromaticos. Este Gltimo dato, es de gran interés
debido a que hemos propuesto que MibR, para llevar a cabo sus funciones,
podria unirse a AIA molécula que en su estructura contiene un anillo bencénico

caracteristico de los compuestos aromaticos.

La proteina PcaV pertenece a la actinobacteria S. coelicolor tiene un peso

molecular de 157 a.a (7 aminoacidos menos que MibR) y sus valores de TM-
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score y RMSD fueron de 0.785 y 1.69 respectivamente, los cuales indicaron un
buen alineamiento con respecto de MibR. Se conoce que el ligando de PcaV es
el protocatecuato (Davis 2013), molécula que contiene de un anillo aromatico en
su estructura similar al anillo indol del AIA (Figura 18a). Los aminoacidos que
participan en la union entre PcaV con su ligando se encuentran en las hélices 1,
2y 5, siendo estos la H21, W25, S35, Y38, A39, 1110, M113 y N114 tal como se
observa en el alineamiento a nivel de estructura primaria y terciaria (Figura 18b
y 18c). De estos aminoacidos solo se encontrd similitud entre el W25 y la F de
MibR en esta posicion, la Y38 y A 39 que cambian por F y G respectivamente en

MibR y finalmente la Unica identidad encontrada fue en la posicion de la | 110.
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Figura 17. Alineamiento de la proteina MibR y PcaV. a) Estructura quimica del protocatecuato.
b) Alineamiento de las estructuras terciarias, en donde PcaV se muestra en café y MibR en azul,
se sefialan los amino4cidos que interactdan con el ligando en rojo. TM-score 0.785y RMSD 1.69
c) Alineamiento de la estructura primaria generado con la plataforma Clustal Omega y Multiple
align show.

La proteina CouR pertenece a la a-proteobacteria R. palustris, posee 187 a.a (23
aminoacidos mas que MibR) y sus valores de TM-score asi como RMSD son de

0.757 y 2.02 respectivamente, lo cual indica un buen alineamiento con MibR. Su

|g



ligando es el P-cumaroil Co-A (Figura 19a) un ligando de gran tamafo en
comparacion con las proteinas analizadas, por lo que el estudio de los
aminoacidos de CouR que interactian con dicho ligando es analizado con
cuidado solo para conocer el papel que cumplen dentro de la interaccion. Asi, se
logré determinar que los aminoacidos que participan son: Phe-63, lle-103, Thr76
y Asn 107 los cuales se encuentran distribuidos a lo largo del alfa hélice nimero
1, 2 y 4, tal como se muestra en el alineamiento tanto a nivel de estructura
terciaria, como primaria (Figura 19b y 19c). El alineamiento realizado entre
ambas proteinas muestra que los aminoacidos de CouR que participan en la
unién con su ligando, Phe63, Thr76, 1le103 y Asn107, si bien se conservan para
MibR en el residuo 63, 76 y 103, cambia por una Thr de la misma familia de
aminoacidos en el residuo 107; de tal manera que esta proteina mostro la mayor

conservacion en el nimero de aminoacidos que interactdan con su ligando.
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Figura 18. Alineamiento de la proteina MibR y CouR. a) Estructura quimica del P- cumaroil
Co-A. b) Alineamiento de las estructuras terciarias, en donde CouR se muestra en café y MibR
en azul, en donde se sefialan los aminoacidos que interactdan con el ligando en rojo. TM-score
0.757 y RMSD 2.02 c) Alineamiento de la estructura primaria generado con la plataforma Clustal
Omega y Multiple align show.

Finalmente, la proteina BpsR de la B-proteobacteria B. bronchiseptica, tiene
valores TM-score y RMSD de 0.781 y 1.80 respectivamente, los cuales indican
la confianza del alineamiento realizado con MibR, posee 195 a.a (31
aminoacidos mas que MibR) y realiza su funcién como regulador transcripcional
relacionado al estrés dentro de la bacteria a través de su union con el ligando
acido 6 hidroxipiridina 3 carboxilico (Figura 20a). En cuanto a su estructura, se
sabe que los aminoacidos que llevan a cabo su interaccién con el ligando son:

Tyrl5, His23, Arg26 y la His 32, los cuales se encuentran a lo largo del alfa hélice
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namero 1 y que no se observan conservados en el alineamiento entre las

proteinas MibR y BpsR a excepcion de R26 (Figura 20b y 20c).

MibR - =-=-=-=--=--=-=---- - -~ MTIJIIBPIPENP SPBl- -RRTROQRAAK S G 22
BpsR MGHHHHHHHHHHSSGHIDMDPESHENS LIMVLEFQGP HMEPNS QD 40

MibR M APMGEd- - - - L PN L NEE Y NJRPNO VAV E Q SPSMOENMANAS PHD MM 58
BpsR L DMAPRIG P Y HF S HLpEONY ORHV A I|SONOITRNP D S K LM 80
i 3G O FleV Lp@il T K E NERGpf S DILIEESIANAG I DS T N2 V
BpsR ARNORN VAN C A RSSING) G PN C S DVENSY2AMA I D[JA T NANGC V
SN GERY T RPND SPAN DRSNS Y ARRR A S piole] - Kol L. pdR I Q AHD 138
PN KR A VISIH DR A PENK V LAATIH T ioieI R A PVASHM VB E AEQ I T 160
MibR KESUV K DS AEHQ A QRSN D F IRl T B R P
BpsR QENMMF GGEN P AR V ARSAY T RRmsgs M S] D P

QS

LV

G--=-=---=--- 164

DDLVGRQSDS 195

Figura 19. Empalme de estructuras entre MibR y BpsR. A) Estructura del é&cido 6
hidroxipiridina 3 carboxilico. B) Alineamiento de la estructura terciaria de la proteina BpsR en
café y la MibR en azul, en donde se sefialan los aminoacidos que interactian con el ligando en
rojo. TM-score= 0.781 y RMSD= 1.80 c) Alineamiento de la estructura primaria de las proteinas
MibR y BpsR generado con la plataforma Clustal Omega y Multiple align show.

Tras el alineamiento realizado entre ambas proteinas, se puede observar que los
aminoécidos de BpsR que participan en la unién con su ligando, no estan
conservados en la proteina MibR a excepcion de R26, mientras que T15 no se

encuentra en la proteina de interés (Figura 20c).

Busqueda de genes codificantes para proteinas homalogas a

MibR en el genoma de A. brasilense Sp7
Se hizo un andlisis del genoma completo de A. brasilense Sp7, previamente

cargado a la plataforma RAST (Rapid annotation using Subsystem Technology)

por Cuatlayotl en 2020, con la finalidad de identificar genes codificantes de
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proteinas homélogas a MibR, lo cual resulté en la coincidencia de 19 genes de
acuerdo con el método de alineamiento que utiliza la plataforma. Posteriormente,
las secuencias de aminoacidos de estos genes fueron analizados en la base de
datos del NCBI para conocer su codigo a la par de analizarlas con la plataforma
SMART para confirmar la presencia del dominio HTH caracteristico de los
miembros de la familia MarR lo que permitio tener al final un total de 15 proteinas
ademas de MibR (Tabla 2), debido a que tres de ellas no contenian el dominio
HTH y una de ellas no contenia la secuencia completa. En este grupo de
proteinas y con respecto a MibR, hay cuatro con mayor tamafio (174, 175, 180 y
177aa), mientras que once son mas pequefas, teniendo la mas pequefia 22
aminoacidos menos que MibR. En promedio, estas proteinas tienen una longitud
de 160 aa y el dominio HTH de 101 aa. En el caso de las proteinas con el ID
WP_035670890.1 y WP_035674181.1 se identific6 una regién de baja
complejidad, lo cual indica que, ademas de poseer el dominio que permite la
unién de las proteinas con el ADN, es posible que estas también posean una
funcion adicional e incluso una estructura terciaria extra, ya que se conoce que
estas regiones pueden formar alfa hélices e incluso beta plegadas que confieren
una funcion especifica en células procariotas por ejemplo, la de promover
movimientos moleculares en sistemas TonB/TolA, entre otras muchas funciones
(Brewer, 1990; Ntountoumi et al., 2019).
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Cadigo NCBI

WP_051140036.1
(MibR)

WP_035675085.1

WP_035673531.1

WP_051140205.1

WP_051140473.1

WP_035679514.1

WP_035679951.1

WP_035670890.1

WP_035678360.1

WP_051140780.1

WP_035676861.1

WP_035674181.1

WP_035679196.1

WP_014240398.1

WP_035680630.1

WP_035670909.1

Longitud de la Rango de aa del

, dominio HTH y su Esquema
proteina en aa .
longitud
50-150 €D
1 4 MARR
6 101 aa _ ]
35-135 'MT:RJ
146 101 aa
174 47-147 )
101 aa
" 18-118 ¢
101 aa
160 48-148 &
101 aa
152 30-130 e
101 aa
151 32-132 iy
101 aa
175 42-142 G )~
101 aa . )
38-139 ¢ HTH
158 102 a1 e )
158 33-134 ¢
102 aa
157 32-130 Ginee
99 aa
- HTH
180 51%355 'MARR _j'
aa
177 >1-156 (MH::R
106 aa
28-128 hiyd )
157 MARR
> 101 aa
HTH
160 29-130 ' MARR)
102 aa
19-123 [
- MARR _
146 105 aa

Tabla 2. Proteinas homélogas a MibR en el genoma de A. brasilense Sp7.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_035675085.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=R4DZ9ZM2016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_035673531.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=R4DSZM6P01N

A partir de estos mismos resultados se evaluaron tres caracteristicas que, de
acuerdo con la literatura (Will y Fang, 2020) estan presentes en algunas
proteinas de la familia MarR: a) el gen que codifica para ellas se encuentre en
un operon, b) el gen en cuestidon se encuentre divergente de otro y c) que exista
algun transportador en su contexto genético. Asi, aunque estas caracteristicas
no se encuentran en todos los miembros MarR, este analisis nos permitio
conocer cuales de estas caracteristicas estan presentes en los genes que

codifican a proteinas homélogas a MibR en el genoma de A. brasilense Sp7.

De los 15 genes analizados (tabla 3), se hallaron 12 genes presentes en posibles
operones (WP_051140205.1, WP_051140473.1, WP_035679514.1,
WP_035679951.1, WP_035670890.1, WP_035678360.1, WP_051140780.1,
WP_035674181.1, WP_035679196.1, WP_014240398.1, WP_035680630.1,
WP_035670909.1), considerando aquellos que tienen el mismo sentido de la
transcripcion, a pesar de que aun no se conoce la naturaleza de todos los genes
encontrados en sus contextos genéticos, por lo que se tendria que realizar
analisis mas a profundidad y con otras plataformas que pudieran definir si se
trata o no de un operon. En el caso del gen mibR, este no se encuentra formando
parte de un operén. Con este mismo analisis se identific6 que 6 genes
(incluyendo a mibR) se transcriben de forma divergente (WP_051140036.1,
WP_035675085.1, WP_035673531.1, WP_035676861.1, WP_035674181.1,
WP_035680630.1).

Finalmente, solo 8 (incluyendo a mibR) poseen transportadores celulares
cercanos en su contexto genético (WP_051140036.1, WP_035675085.1,
WP_051140205.1, WP_051140473.1, WP_035679514.1, WP_035670890.1,
WP_014240398.1, WP_035670909.1). Dichos transportadores forman parte de
diferentes familias entre las que se encontraron a los transportadores
dependientes de ATP del tipo ABC (ATP-binding cassette), BCR (Bacitracin ABC

transporter ) y MFS (The major facilitator superfamily).

Un hallazgo interesante fue que en el contexto genético de los genes que
codifican para las proteinas con ID’s: WP_051140780.1 y WP_035680630.1
muestran la presencia de otras proteinas homélogas a MibR cercanas entre

ellas.
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Una vez analizados los contextos genéticos de los genes que codifican para
proteinas homologas a la proteina MibR, se realiz6 un alineamiento multiple de
secuencias del dominio HTH en donde se logra corroborar la baja conservacion
de aminoacidos entre cada proteina incluso dentro de un mismo organismo que

es A. brasilense Sp7 (figura 21).
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Cadigo NCBI

WP_051140036.1
(MibR)

WP_035675085.1

WP_035673531.1

WP_051140205.1
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WP_035679951.1
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Tabla 3. Contexto genético de genes homdlogos de la proteina MibR en el genoma de A. brasilense Sp 7. En color rojo se muestran los genes homadlogos
a MibR, los genes en color verde y amarillo indican a las proteinas con las que se comparte una misma funcion, que podrian estar presentes en el mismo genoma
0 en otros.



las betas plegadas.

El mayor grado de conservacion se observa entre las hélices 4 y 5 incluyendo

WP_035670909.1 VRQDGPDSARQMAIMLQYLTDPPHTVRGAALNISKP 40
WP_014240398.1 DRIMGIQDEINN--VQSMILYNIGEDEMTVGEMTARGYYLGS 38
WP_035674181.1 ARGIDDSP——GQAMLNIGGEELSVRDLERGYYLGS 38
WP_035679196.1 SRESGIDDESP--VQVMMLMNISNGEISVRDMIERGYYLGS 38
WP_051140780.1 TLMAPLGMTSARWQVMGAMAEAGGGLPVSGEENRNMGLVRQ 40
WP_035680630.1 RLMEGLNMTSARWQVMGAMATLADRPLTAPQEENEAMGITRQ 40
WP_035678360.1 KVJAESGFSSSVISPMMLMNELGDGMRQRDPNEEMGVEGP 40
WP_051140205.1 LDDARLGTAGEARAVY—CRHPGSRQSVTHMWVEPM 39

MibR NAMSPHDMTPGQFGVIMP-KENEGLSQSDMESAVGIDRS 39
WP_035675085.1 DMBEGDSQMTPTQWGAMMVTI-RTERSLSQNQIMERLTFMDPA 39
WP_051140473.1 DAMTDFNTAPQWAAMMAAMM-YQHGPMSQIDMERSIAMDPA 39
WP_035670890.1 LYEKRFGMTIPEWRVEAVI-GGGETLSAGERENOQRTAMDKV 39
WP_035679514.1 AKMAGRGMTVAEWVVRDIY-YGQDGMAPSLIPNDRLGMTRG 39
WP_035673531.1 IRBIVDHGMSMGQWYFMRAM-WEEDGLTQREMSORVGMMEP 39
WP_035679951.1 PLMEALEMMTYPQYLAMLLM-WEQDGQTMKAMEERLLLDSG 39
WP_035676861.1 PLMDALGMTYPQYLVNIM-WREDGQTVGSEENOQLALESS 39
WP_035670909.1 AVTRADRSLLFKKRDVESVL QRTVK[YSVFLS 80
Wp_014240398.1 NVSYNKKMVENYGQERSH IS VRWRMSEK[YLDRE 78
WP_035674181.1 NASYNKHAVE Al€ RMSER[LKMCE 78
WP_035679196.1 NASYNKQEV D S[§ KMSPRIYLECE 78
WP_051140780.1 SVQRIADEMEAE[S OMTER[EYTAMEFE 80
WP_035680630.1 GAQKOQMNLMMMDE[ILEMDINR PNMSHENSPLYRMTATKRTFA 80
WP_035678360.1 SLVRLDSMEAAKLWEINRE ARDIIGAA K TIRHT DE[RDMLV 80
WP_051140205.1 TLVGFDRIME AR[LANVINE P DEJABNGAA K IO PTPQENE PIMAL 79

MibR TMVAVPSDRME SR N IASPEEKMMLD 79
WP_035675085.1 TTQGVRILRMVERNLWMEROPDIZOIMNR T SNUSIMT RAO SV S 79
WP_051140473.1 TMQGVMVRIIDR[YRALINS PD S LSRR N LWWRIJA D S[RRWVE 79
WP_035670890.1 QVSRAPISRMLD S[ELESLIRE SGA TIRNK A QN TIT P KPNL ABRY T 79
WP_035679514.1 AISKLADRMAAK|E PNy O TIHAMT PE[R APV P 79
WP_035673531.1 TTVTAMNNESERCDLMQINV RNJZYBIGAK VNES YT P K[ K AJSRA 79
WP_035679951.1 TLTPLKRIME GOLNTING RDIJAMEINTL. VRESHIT P O[T AMRE 79
WP_035676861.1 TLTPLMMKRMEAAKLEHIRTRNIJTNEROV IWSIT D QL AJMRS 79
WP_035670909.1 DFAELVVAAGAV----- APEPIMAVIRAEEE 105
WP_014240398.1 KISRMFERHLTALEKAGFSDEL ——————— 101
WP _035674181.1 ALRGLEAVRGEALIRTDEEAAD-------- 100
WP_035679196.1 RLRHMASVHSDGLIRTEGDSQDFEVTYR-- 106
WP_051140780.1 EASARWLALANTLVAGLAPG@HI-------- 102
WP _035680630.1 EADRRCGLWAADLGEALSEDAL-- - 102
WP_035678360.1 RVNTALNDVRRRLLEGASGP#HI-------- 102
WP_051140205.1 QVLEAFRNERESAMADLSAERI -------- 101

MibR ELIPRIQAHDKAMVKDLSAEMQO-------- 101
WP_035675085.1 TLLENATRAHHRTLDPLTPEHO-------- 101
WP _051140473.1 AAGPAIARAEAELTGRLSVD#R-------- 101
WP_035670890.1 EIVPLALAYERELTGALTEEM------—-- 101
WP _035679514.1 DLSALADRNDAEFFGHLDPAHR - - - 101
WP _035673531.1 DILPNVEEIEEAATQGIAPSIL-------- 101
WP_035679951.1 RATGLPERIAAAA--NCPLPPLAG------ 101
WP_035676861.1 RAGCLGDTLLRAS--GQSPDAL-------- 99

Figura 20. Alineamiento de la secuencia proteica de MibR y proteinas MarR encontradas
en el genoma de Azospirillum brasilense Sp7.



El alineamiento de las proteinas MarR de Azospirillum brasilense Sp7 fue
analizado tomando como punto de referencia tres miembros de la familia MarR
ya cristalizados y disponibles en el PDB que presentaran el mayor porcentaje de
identidad respecto a MibR (BpsR, PcaV y CouR), esto para conocer si alguno de
los amino&cidos en los que difieren en los alineamientos sugeriria sobre el modo
de accion de MibR o las proteinas MarR encontradas en el genoma de A.
brasilense Sp7. Asi pues, la hélice 2 de los miembros MarR de esta bacteria
poseen a los residuos L65 e 168 conservados mientras que el resto de
aminoacidos que si aparecen en el otro alineamiento (Q61, F62 y V64) no se
conservan, hecho que podria descartar a estos residuos como importantes para
mantener la estructura de MibR, también se observa la ausencia de conservacion
de G73 encontrado entre la hélice 2y 3, G80 de la hélice 3, G84 e 185 entre esta
hélice y la 4 en la que tampoco se ubica la T89, también se ausentan los residuos
R100y L101 entre dicha hélice y la beta numero 1, la cual resulta muy interesante
puesto que parece ser una estructura de gran importancia en los miembros MarR
de A. brasilense Sp7 ya que esta conservada la mayor parte de la misma pero
no lo es asi para las proteinas MarR mas parecidas en estructura terciaria a
MibR. Entre la beta 1 y la numero 2 se encontraron los mismos residuos
conservados con respecto al otro alineamiento a excepcién del aminoacido
R112, la beta 2 por su parte presenta los mismos aminoacidos conservados,
mientras que ya no se conserva la L126 en la hélice 5, finalmente, la hélice 6
tiene el mismo residuo conservado. Conforme a lo anterior hay que destacar que
el alineamiento de los miembros MarR en A. brasilense Sp7 coincidid en la
caracteristica de conservar gran cantidad de aminoacidos hidrofébicos a lo largo
de la estructura de cada proteina, sin embargo, también es notable la
conservacion de aminoacidos nuevos en estructuras interesantes como la beta
namero 1 con respecto de los primeros alineamientos y también hay que
destacar la ausencia de otros aminoacidos que en cambio, si se conservaron en
los miembros de la familia MarR de A. brasilense Sp7, lo cual nos abre camino
para deducir que estos aminoacidos no conservados, no son requeridos para

mantener la estructura terciaria de MibR.
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Identificacién de miembros de la familia MarR en A. brasilense ssp
y otros géneros bacterianos.

Después de llevar a cabo una busqueda de proteinas cristalizadas de la familia
MarR con AIA como ligando en el género Azospirilum y otros géneros
bacterianos, nos dimos cuenta de que, a la fecha, no se cuenta con este tipo de
informacion en el PDB, lo que limitd nuestra intencion de realizar analisis de
docking molecular entre MibR y AIA, por lo que se realiz6 una busqueda
bibliografica respecto a miembros de la familia MarR que permitiera identificar
caracteristicas respecto a sus ligandos, sus mecanismos de accion y estructura.
La informacién disponible de estas proteinas es muy variable, ya que de algunas
de ellas se conoce muy poco, sin embargo, la informacion encontrada se resume

en la presente seccion.

La revision bibliografica se realiz6 en las plataformas Pubmed y Scopus, de las
cudles se tomaron datos de 30 proteinas de la familia MarR de las que se cuenta
con informacion a la fecha. De éstas, 27 corresponden a bacterias y 3 a arqueas.
Estas proteinas corresponden a tres grupos principales: a) bacterias Gram+ en
donde se encontraron 11 proteinas distribuidas entre los phila Hadobacteria,
Cloroflexi, Firmicutes y Actinobacterias; b) bacterias Gram- en donde se
identificaron 16 proteinas pertenecientes a las a, B, y y-proteobacterias; v,
finalmente, solo 3 proteinas de Arqueas en donde 2 son del phylum

Crenarchaeota y una es Methanobacteria (figura 22).
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Figura 21. Proteinas identificadas en la busqueda bibliogréfica. Se incluyeron 27 proteinas de la familia MarR de bacterias y 3 Arqueas.



En la bibliografia, distintos autores clasifican a las miembros de la familia MarR en
3 distintos grupos, de acuerdo con el rol fisioldgico que cumplen: 1) proteinas que
participan en la respuesta al estrés ambiental, en donde se encuentran BpsR, HUcR,
OhrR, SarZ, RovA, MosR, PecS y SIlyA 2) proteinas que regulan factores de
virulencia, en donde se encuentran TcaR, FarR y ST1710; por ultimo, 3) proteinas
que regulan el catabolismo de compuestos aromaticos, en donde se encuentran
AbsC, MepR, MexR, BIdR, MarR, EmrR, CbhaR, HpaR, ExpG, BadR, HcaR,
MTH313, PcaV y CouR, siendo éstas ultimas dos, las proteinas que mostraron
mayor similitud tanto a nivel de estructura primaria como terciaria con MibR.
Mientras tanto, se dejaron a las proteinas RdhR, Sco3205, 2NNN, MarR de P.
difficile y CinR fuera de estos grupos al no encontrarse informacion acerca de sus
funciones. En esta clasificacion, considerando la participacion de la proteina MibR
en la regulacion del gen ipdC, la hemos colocado dentro del grupo de las proteinas

gue regulan el catabolismo de compuestos aromaticos (tabla 4).

Respuesta al estrés del Regulacion de factores de Regulacidn del catabolismo
ambiente virulencia de compuestos aromaticos

*BpsR eTcaR *AbsC
eHucR eFarR *MepR
*OhrR *ST1710 *MexR
eSarZ *BIdR
*RovA eMarR
*MosR eEmrR
*PecS *ChaR
oSIyA eHpaR
*ExpG
*BadR
eHcaR
*MTH313
ePcaV
eCouR
*MibR

Tabla 4. Clasificacion de las proteinas MarR de acuerdo con su rol fisiolégico.




Por otro lado, respecto a su funcién como reguladores de la transcripcion, se
identificO que 20 poseen una funcibn como reguladores negativos de la
transcripcion, mientras que BIdR, BadR, AbsC, ExpG y RovA que se reportan como
activadores de la transcripcion, mientras que TcaR es el Unico que presenta una

funcion dual (tabla 5).

Aunado al tipo de funcién que tienen, todas las proteinas encontradas cumplen su
funcion al formar homodimeros, necesarios para la interaccion con las secuencias
palindromes o semipalindromes presentes en las regiones promotoras de los genes
regulados, a excepcion de HcaR de Acinetobacter sp strain ADP1, la cual regula el

catabolismo de compuestos aromaticos en la forma de dimero, asi como tetramero.




Proteina
BpsR
B. bronchiseptica
HucR
D. radiodurans
SIyA
S. tiphimurium
PecS
D. dadantii
OhrR
X. campestris
SarZ
S. aureus
RovA
Y. enterocolitica
MosR
M. tuberculosis
TcaR
S. epidermitis
ST1710
S. tokodaii strain
7
FarR
N. gonorrhoeae
PcaV
S. coelicolor
CouR
R. palustris
AbsC
S. coelicolor
MepR
S. aureus
MexR
P. aeruginosa
BIdR
S. solfataricus
MarR
E. coli
EmrR
E. coli
CbhaR
C. testosteroni
HpaR
E.coli
ExpG
S. meliloti2011
BadR
R. palustris
HcaR
Acinetobacter sp.
Strain ADP1
CinR
B. fibrisolvens
Sco03205
S. coelicolor

funcién

represor
represor
represor
represor
represor
represor
Activador
Dual

Dual

Represor

Represor
Represor
Represor
Activador
Represor
Represor
Activador
Represor
Represor
Represor
Represor
Activador

Activador

Represor

Represor

Represor

Genes regulados

nicC y nic
hucR y dr1160

Inv

celZy pelL, hrpN, hrcC, hrpN y
hrcC

ahpC, ahpF, katA y oxyR
Hla
Inv
rpoB, rpmE

operén icaADBC
Gen ST1710

Operon farAB y gen mtrCDE
Pca
Operén p-cumarato
Operén SCO7681-92
mepA
MexAB-oprM
Ss02536
Operon marRAB
operon emrRAB

operon chaABC

operon cbaABC y operon hpa-
meta

operones exp

operon badDEFG
operon hcar

cinB

sc03204-sc03205

Tabla 5. Funciones asociadas a miembros de la familia MarR. En su mayoria actian como
represores, en menor cantidad como activadores y una con actividad dual.




Finalmente, no se encontré informacién completa acerca de la estructura terciaria
de 11 proteinas analizadas, sin embargo, de las 19 estructuras con las que si se
cuenta informacion se observaron tres tipos de plegamiento: la primera en donde
existen 6 a-hélices y 2 B-plegadas como MibR de A. brasilense, MarR de E.coli,
MepR, BpsR, ST1710 y CouR que a su vez es la proteina méas parecida a nivel de
estructura primaria y terciaria con MibR encontrada en el PDB; la segunda con 6
alfa hélices y 3 beta plegadas en donde se encuentran BIdR, Sco3205, MosR, PcaV
y MarR de P. difficile; y el tercer grupo con 7 a-hélices y 3 B-plegadas en donde solo
se encontrg a SlyA.

Respecto a la identificacion bibliografica de proteinas de la familia MarR
caracterizadas con su ligando (20 proteinas), los resultados se muestran en la tabla
6. En 11 casos han sido identificados también los aminoacidos que participan en su
unién y el tipo de interaccién que forman (Tabla 7). De las proteinas analizadas,
para PecS, SarZ, RovA, MosR y MexR no ha sido identificado un ligando. En todos
los casos se encontré6 que los ligandos de cada proteina contienen un anillo
bencénico (compuesto aroméatico), a excepcion de la proteina OhrR de
Xhantomonas cuyo ligando es el tert-butii hidroperoxido (tBOOH)
cumenehidroxidroperoxido, la proteina PcaV con el ligando acetato (ester), la
proteina HucR que se une al acido uUrico (compuesto heterociclico), AbsC con el
ligando etanediol (alcohol) y OhR que posee al ligando Terbutilhidroperoxido
(peroxido) (Figura 23). En este sentido, la presencia del anillo bencénico es un dato
interesante considerando que para MibR se ha propuesto al AIA como ligando.
Respecto a la interaccion de los ligandos y sus proteinas, la informacion disponible
es muy variable, sin embargo, se ha identificado que esta union se da en la regién
comprendida del dominio HTH y excepcionalmente fuera de él en la hélice nimero
1.




Estructura

Proteina del ligando Ligando
AbS.C ATOMELICOS acido 2 hidroxibenzdéico, etanediol
S. coelicolor un alcohol
BldR . aromaticos benzaldehido
S. Solfataricus
FarR - 4 n _ . L.
aromaticos Acido dihidroxibenzoico

N. gonorrhoeae

PCQV Aromaticos y protocatechuato, acetato y 4cido dihidroxibenzoico
S. coelicolor un ester
BpsR - L . D
B.bronchiseptica aromaticos acido 6 hidroxinicotinico
D ralg:i)((:jﬁrans heterociclico Salicilato y &cido Urico
CouR ” p-cumaronil-coA
R. palustris aromaticos
SIyA aromaticos acido dihidroxibenzdico
S.tiphimurium
OhR Aromaticos y tert-butil hidroperoxido, cumenehidroxidroperoxido
X. campestris un peroxido
SarZ S s
S aureus aminodcido cisteina
MarR - - . . .
E coli aromaticos salicilato, plumbagin, 2,4-hidrofenol, menadiona
EmrR aromaticos acido nalidixico, salicilato, protonoforos, m-clorofenil
E.coli hidrazona, 2,4- dinitrofenol,, bromuro de etidio
CbaR aromaticos 3-clorobenzoato, protocatehuato, acido 3-
C.testosteroni clorobenzdico
CinR aromaticos acido cinamico
B. fibrisolvens
HpaR aromaticos acido 4-hidroxifenil acetico, acido 3-hidroxifenil
E. coli acetico y acido 3-4- hidroxifenil acetico
BadR aromaticos benzoato, 4 hidroxibenzoato
R. palustris
. el . . ferulato, 3,4-dihidroxybenzoato, p-coumarato, y
Acinetobacter sp. Strain aromaticos Y T ’ ’
ADP1 vanillina
MTH313 aromaticos salicilato*
M.thermoautotrophicum
TcaR - .
S. epidermitis aromaticos salicilato
ST1710 o -
aromaticos salicilato

S.tokodaii strain 7
Tabla 6. Proteinas de la familia MarR y sus ligandos.
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Figura 22. Ligandos de las proteinas de la familia MarR




Proteina

Ligando

Estructura
del

Interaccién entre la proteinay su

ligando

BpsR

B. bronchiseptica

HucR
D. radiodurans

SIyA
S. tiphimurium

ST1710

S. tokodaii strain 7

PcaVv
S. coelicolor

CouR
R. palustris
MepR
S. aureus

MarR
E. coli

HcaR

Acinetobacter sp.

Strain ADP1

MTH313
M

thermoautotrophicum

OhrR
X. campestris

Acido 6-
hidroxinicotinico

Salicilato y acido
arico

Acido dihidro
xibenzobico

salicilato

protocatechuato,

acetato y acido
dihidroxi
benzoico

p-cumaronil-coA

Toxinas
catiénicas
salicilato,
plumbagin, 2,4-
hidrofenal,
menadiona

ferulato, 3,4-
dihidroxybenzoa
to, p-coumarato,

y vanillina

Salicilato

Tert-butil
hidroperoxido,
cumenehidroxi

droperoxido

ligando

aromaticos

Aromaticos

y
compuesto

heterociclic
o]

aromaticos

aromaticos

Aromaticos
y un ester

aromaticos

aromaticos

aromaticos

aromaticos

aromaticos

Aromaticos
y un
peroxido

hélices 1, 2 y 5 de un monémero y la
1 del otro mondémero. Y15, H23 y
R26 y H32. Interacciones por
puentes de H.

SAL-B. El ligando se une a W del a’y
A del a2.

Forman un enlace de Hy 2 de
vander walls.

El salicilato se une a Y37y Y111,
R20, K17 dentro de las beta 1y 2
gue forman el motivo wHTH.

El residuo H21 forma enlaces con el
grupo OH del ligando, H9 forma un
puente de H adicional. Posee
especificidad de ligando basada en
enlaces de hidrégeno con los grupos
OH de compuestos fendlicos.
Residuos de las alfa hélices 5 (F-63,
F-66, P-77 y F-80) y 1 (L-47 y Y-53).
L24, F27, 129, L37, L40, L100, F104,
F109 se unen a ligando
SAL-A hace contactos con T72 de la
hélice de reconocimiento y R86 del
ala. Forma puentes de H e
interacciones de Van der Vaalls
En las Beta plegadas H
95, G96 y R97.

Las hélices 1, 2 y 5 se unen a ligando
Arg26. El pocket de union tiene
residuos hidrofébicos que hacen
puentes de hidrogeno con el ligando.
En los pockets de unién se
encuentran residuos como Tyr19,
lle28, Leu32, Phe46, Phe68 y Leul2,
Serl8, Asp25, Arg26, Ser29 y Thr47.
SAL 1 entre la interface del dimero y
el dominio de union a ADN. El
salicilato forma interacciones ionicas
con K8 y R16 de la hélice 1.
hélice 4 y 3 forman puentes de H con
en ADN. Y36 y 47 son importantes
en el cambio de estructura para
liberar al ADN.

Tabla 7. Proteinas de la familia MarR, sus ligandos y su sitio de unioén.




DISCUSION

El interés por conocer mas a acerca de la regulacién genética concerniente a la
biosintesis del AlA, ha sido un tema de interés desde hace algunos afos dada la
importancia de esta molécula para la fisiologia de plantas y bacterias (Mohite, 2013;
Chandra et al., 2018; Alemneh et al., 2021). Dentro del grupo de las rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal, en el género Azospirillum existen pocos
estudios respecto a la expresion y regulacion transcripcional del gen ipdC que
codifica para una indol piruvato descarboxilasa, enzima importante para la sintesis
de hasta el 90% de la produccion total de AIA en la bacteria (Carrefio et al., 2000;
Malhotra y Srivastava, 2008). En este sentido, diferentes estudios han demostrado
que en la regién promotora del gen ipdC se encuentran diferentes elementos en cis
que podrian participar en la regulacion de su transcripcion. Entre estos sitios se
encuentra un elemento de respuesta a auxinas, dos repeticiones invertidas, un
probable sitio de union a ribosoma y una secuencia consenso de unién a o°* (Vande
Broek et al., 2005; Rothballer et al., 2005; Malhotra & Srivastava 2008).
Especificamente, en este trabajo se indag6 en el mecanismo mediante el cual una
proteina con posible funcién de regulador transcripcional y miembro de la familia
MarR, denominada MibR por su participacion en la biosintesis del AlA (Jijon, 2017),

y contribuir a la regulacién del gen ipdC en A. brasilense Sp7.

El gen mibR se encuentra localizado en el cromosoma de A. brasilense Sp7, lo que
coincide con lo descrito por Jijon-Moreno en 2017. Asi mismo, la prediccion de la
estructura terciaria de MibR reveld que esta constituida por 6 alfa hélices y 2 beta
plegadas, estructura determinada por el mismo autor a través de la plataforma
PHYRE?, mientras que en el presente trabajo fue predicha a través de la plataforma
I-TASSER, lo que permite comprobar dicha estructura a partir de dos plataformas
distintas. Se ha determinado que en algunos miembros de la familia MarR, se
pueden presentar diferentes plegamientos que incluso pueden tener un alfa hélice
extra, asi como una tercera beta plegada la cual consta de un solo aminoacido
(Alekshun et al., 2001). En este sentido, se debe ser muy minucioso en cuanto a la

utilizacion del modelo generado en las plataformas digitales partiendo de la




precision que éstas tengan para la prediccién de estructuras que se formen de un
solo aminoacido (Yang y Zhang, 2015). En el caso de I-TASSER los valores de
confianza reportados permiten tener mayor certeza en cuanto a la estructura global
de la proteina gracias al método de obtencion de sus modelos, el cual tiene su
fundamento en el uso de multiples moldes que permiten identificar aquellos mas
parecidos a la proteina de interés, no solo en homologia si no en estructura terciaria,
lo que resulta ventajoso en este caso, debido a que la proteina MibR, como otros
miembros de la familia MarR, mantienen una baja homologia incluso a nivel de

especie (Wilkinson y Grove, 2006).

El modelo obtenido mediante I-TASSER se generd a partir de un analisis exhaustivo
utilizando las mejores coincidencias entre las proteinas mas parecidas a nivel de
estructura terciaria con MibR, de tal manera que no se realiza un modelado por
homologia si no mas basado en la busqueda de proteinas con el mismo
plegamiento. Asi pues, se obtuvo el modelo con el mejor C-score = -1.31 el cual
toma en cuenta su rango de -5 a 2, de forma que se obtuvo un valor confiable para
el modelado de la proteina MibR, aunque, por otro lado, se obtuvo un valor RMSD
estimado de 7.7+4.3A (figura 12), lo cual apenas entra dentro del rango tomado en
cuenta como confiable para la estructura, el cual va del 0 al 5; sin embargo, esto
puede explicarse por el método de obtencion de cada valor dado que, si bien ambos
miden la calidad estructural basados en alineamientos con la estructura de los
péptidos utilizados como templados, el RMSD es altamente sensible a los errores
locales del alineamiento, mientras que el c-score toma en cuenta la convergencia
de mas parametros para el ensamblaje de la estructura, como lo es el TM-score, el
cual se considera bueno cuando es mayor a 0.5, y menor a 0.17. En el presente
modelo de MibR el TM-score fue de 0.55+0.15, lo que indica una topologia correcta
al tomar en cuenta los alineamientos de las distancias cortas entre proteinas en vez

de darle mas peso a las distancias grandes como lo hace el RMSD.

Con respecto a la prediccion de los dominios presentes en la proteina MibR se
determind la presencia del dominio HTH, lo cual coincide con lo ya reportado para




los miembros de la familia MibR, puesto que se ha determinado que cada monomero
posee un dominio HTH con un motivo wHTH (winged-helix-turn-helix) caracterizado
por la presencia de alfa hélices unidas a beta plegadas antiparalelas que son
conocidas como ala (Wintjens y Rooman, 1996; Religa et al., 2007; Perera 'y Grove,
2010), tal como se observa en el dominio HTH la proteina MibR.

La baja conservacion a nivel de estructura primaria obtenida como resultado de los
andlisis en I-TASSER, se explica por los mudltiples reportes que indican la
conservacion de aminoacidos menor al 30%, que es caracteristica de esta familia
de proteinas, lo que también explica la enorme versatilidad que tienen estos
reguladores para unirse a diversos ligandos, asi como la variedad de estimulos a
los que responden (Chang et al.,, 2013; Will y Fang, 2020). Mientras que los
aminoacidos que si se conservan se han relacionado con el mantenimiento del
plegamiento general de las proteinas MarR, basado en la constitucion de alfa
hélices y beta plegadas importantes para su unién con el ADN como lo es la region
del ala (beta plegadas) que promueve la union con el surco menor, el alfa hélice
namero 4 para el reconocimiento del surco mayor y la hélice 2 que permite una
mejor interaccion con el esqueleto de fosfatos (Hong et al., 2005; Rohs et al., 2009;
Zhu et al.,, 2017; Alekshun et al., 2001); ademas, se ha determinado que el
mantenimiento en los loops o giros de estas proteinas les confiere la flexibilidad que
requieren para poder cambiar su conformacion de manera que se modifique la forma
del dominio de dimerizacion conformado por las hélices 1, 5y 6, ademas de la 7 en

los casos que esta exista (Alekshun et al., 2001).

El modelo de MibR generado en I-TASSER fue util para analizar a esta proteina en
su forma de monomero, ademas de identificar proteinas homadlogas. Sin embargo,
el modelo generado con SWISS-MODEL permitio obtener un modelo de MibR mas
cercano a la manera en que actuan naturalmente los miembros de la familia MarR,
es decir en forma de homodimero, inicialmente con la finalidad de realizar docking
molecular dado que los programas para realizar dicho procedimiento requieren del
uso de modelos mas cercanos a la forma adoptada por la proteina en la naturaleza

y no solo como monomero (Krissinel, 2010). En este sentido, el modelo en forma de




homodimero obtenido en la plataforma SWISS-MODEL, como se indica en los
resultados (Figura 14), fue generado a partir de la proteina CouR de
Rhodopseudomonas palustris, esto debido a que fue el modelo que presenté mayor
homologia, sin embargo, esto no nos lo permitié, entre otras cosas, tener una
estructura modelada adecuada para realizar docking molecular ya que el molde en
cuestién se encuentra cristalizado en union con P-cumaroil Co-A, que a pesar de
ser un con anillo aromatico, posee un tamafio que excede por mucho al acido indol-
aceético, asi como es también un tioester que contiene en su estructura mas grupos
hidroxilo ademas de los ubicados en el anillo aromético, esto es importante puesto
gue se sabe que la especificidad de muchos ligandos de las proteinas MarR esta
dada en parte por los puentes de hidrogeno que forman con sus grupos hidroxilo,
este hecho estd comprobado para CouR pues se conocen varios sitios de unién con
puentes de hidrogeno, ademas de utilizar los grupos hidroxilo del 3- fosfato del
ligando. Por otro lado, la alfa hélice 1, que no pertenece al dominio HTH en CouR

es capaz de formar interacciones hidrofobicas con el ligando (Cogan et al., 2018).

En el alineamiento realizado para los 3 miembros méas parecidos a MibR (PcaV,
CouR y BpsR) con un 30% o mas de conservacion, se observaron diferencias en la
hélice 2 de dichas proteinas, al poseer un aminoacido similar extra, la hélice 3 tiene
un aminoacido conservado menos y en la beta 1 no tiene residuos conservados.
Conforme a esto se conoce que la hélice 2 hace multiples enlaces con el esqueleto
de fosfatos del ADN hecho por el que podria observarse una mayor conservacion
en los amino&cidos que conforman a las proteinas en cuestion (Will y Fang, 2020;
Gajiwala et al., 2000; Zheleznova y Brennan, 2001; van Aalten et al., 2001; Wojciak
et al., 2001).

La comparacién especifica entre MibR y las estructuras terciarias de las proteinas
PcaV, CouR y BpsR, resultd ilustrativa para conocer la posible forma de interaccion
de MibR con respecto a su ligando hipotético; el AlA. Asi pues, al comparar PcaV
con MibR se encontraron diferentes aminoacidos que, aunque no se conservan
como tal, si corresponden a la misma familia de aminoacidos entre una y otra
proteina, sin embargo, en la literatura correspondiente se menciona que, para que

la unién de su ligando protocatecuato se lleve a cabo de manera especifica es




totalmente fundamental la interaccion del residuo H21 que forma puentes de
hidrogeno con un grupo hidroxilo del ligando, grupo que a su vez resulta de vital
importancia por su posicion como sustituyente meta en la molécula de
protocatecuato dado que se ha determinado que al cambiar esta posicién en
moléculas derivadas de este ligando, la union se vuelve muy débil, dicho residuo se
encuentra ubicado en el alfa hélice nimero 1 que no es parte del dominio HTH en
PcaV, en tanto para MibR la His21 es sustituido por Valina que es un aminoacido
hidrofébico y, debido a lo anteriormente mencionado se puede descartar la
interacciéon de MibR con una molécula como el protocatecuato ya que si bien se
observan aminoacidos de la misma familia en las posiciones W25, Y38, A39 y la
1110, no existe identidad entre los otros 4 aminoacidos que forman la cavidad de
interaccién con el ligando en el caso de PcaV, por otro lado, algo interesante a
considerar es que, la hélice 1 es encargada de realizar las interacciones especificas
en esta proteina en la que se ha determinado ademas la funcion del residuo H9, no
conservado en MibR, el cual interactia con el segundo grupo hidroxilo del
protocatecuato lo cual también da especificidad a la interaccion (Davis et al., 2013).
En este sentido es importante entonces considerar la evaluacion de la posible
interaccién de aminoacidos que no se encuentren en el dominio HTH de MibR.
Finalmente, PcaV también es interesante al ser participante en el metabolismo de
compuestos aromaticos, asi como lo es MibR, ademas S. coelicolor es una bacteria
de suelo como A. brasilense Sp7, por lo que puede ser un buen punto de
comparacion para comenzar a dilucidar la funcion de la proteina de interés en este

estudio.

CouR de R. palustris es una a-proteobacteria de suelo que, al igual que A.
brasilense Sp7, es capaz de degradar compuestos aromaticos que puede obtener
de las plantas, lo que es interesante dado que es la proteina con mayor identidad a
nivel de estructura primaria y por lo tanto la proteina elegida como molde en la
plataforma SWISS-MODEL para realizar su modelado por homologia. Sin embargo,
aungue esta proteina parece ser un buen molde a elegir es dificil determinar si la
unién a su ligando el P-cumaroil Co-A, podria darnos luz para conocer la funcién de

MibR puesto que este ligando supera por mucho el tamafio del AlA por ello, el tipo




y numero de uniones con la proteina podrian diferir de manera importante aunque,
un aspecto interesante de CouR es que a pesar del hecho anterior, su conformacion
general no cambia entre el cristal que posee al ligando unido con respecto de aquel
que se observa unido al ADN (Cogan et al., 2018). De esta manera, se han
determinado interacciones con el ligando de CouR utilizando elementos de las
hélices 1, 2 y 4, de las cuales hay que destacar que solo la hélice 4 pertenece al
dominio HTH junto con ambas betas plegadas de la estructura de CouR y la hélice
3, conforme a este hallazgo es importante nuevamente considerar que las uniones
con el ligando de MibR podrian darse fuera del dominio HTH, asi como se observo
anteriormente en el caso de PcaV. En cuanto a las interacciones en especifico, se
sabe que T76 de CouR, que también se conserva en MibR, genera contactos
hidrofébicos con el beta fosfato del ligando, sin embargo el AIA no contiene un grupo
fosfato, por lo que puede descartarse alguna union de este tipo, por otro lado, el
otro aminoacido que se conserva en MibR es la F63 la cual es esencial para la unién
del ligando, pues se ha demostrado que una mutacion en el mismo afecta en gran
medida la unién dentro de la cavidad de interacciones hidrofébicas formadas por
CouR, por ello, seria interesante estudiar también la cavidad que interaccionaria
con el ligando sugerido para la proteina MibR en un analisis futuro de acoplamiento
molecular para saber si dicho aminoacido también pudiera ser importante para esta
proteina; con respecto a los residuo 1103 y N107, se sabe que aportan interacciones
poco especificas en el caso de CouR por lo que también pudiesen tener la misma
funcién en MibR, aunque en el caso de N107 podria no existir funcion puesto que el
mismo hace uniones con el esqueleto amida del P-cumaroil CoA, estructura quimica

que no se encuentra en el AIA (Cogan et al., 2018).

Al comparar a la proteina BpsR con MibR, encontramos que la bacteria B.
bronchiseptica de la que proviene BpsR no comparte la forma de vida rizobia de A.
brasilense, sino que es una bacteria que infecta el tracto respiratorio de humano,
ambas bacterias pertenecientes a clases taxonomicas distintas, por lo que es poco
probable encontrar conservado algiin aminoacido entre ellos ya que se sabe que
existe conservacion de aminoacidos que interactiian con el ligando 6 hidroxipiridina

3 carboxilico pero solo en miembros especificos de la clase beta-proteobacteria




(Booth et al., 2019; Camino, 2004). Lo anterior se refleja en que no se observan
aminoacidos conservados a excepcion de R26 que se sabe que genera un cambio
importante en la estructura general de BpsR, sin embargo, habra que considerar
con cuidado este aminoacido en analisis posteriores para saber si este pudiese ser
importante para MibR también. Tomando en consideracion la comparacion entre
MibR y las proteinas de la familia MarR disponibles en el PDB, es importante
recalcar la necesidad de contar con un cristal de alguna proteina de esta familia,
que sea cristalizada en unién al &cido indol acético, lo cual permitiria definir con
mayor precision y confianza a los aminoacidos que podrian participar en dicha
interaccidn a través de andlisis de docking molecular, ademas de aportar evidencias

gue sume a la propuesta de que AlA es el ligando de MibR.

En el trabajo doctoral realizado por Jijon Moreno en 2017, se demostré que en una
mutante por delecion del gen mibR, existia una ligera disminucién en la biosintesis
de AIA, asi como en la expresion del gen ipdC, lo que generod la pregunta respecto
a si en el genoma de A. brasilense Sp7 existen mas genes que codifiquen para
proteinas de este tipo, las cuales pudieran mitigar el efecto de la ausencia de MibR.
En este trabajo se encontraron 15 proteinas del tipo MarR codificadas en el genoma
de A. brasilense Sp7 a través de la plataforma RAST, la cual identifico 7 proteinas
mas de las que habia descrito Jijon utilizando el servidor BLAST. Estos resultados
podrian deberse a la constante actualizacion de las bases de datos. Algo que llama
la atencion es el hecho de que no se encontraron 4 de las 8 proteinas descritas por
Jijbn como posibles miembros MarR (WP_035670890.1, WP_079284972.1,
WP_035679514.1, WP_051140919.1), por lo cual se sugiere profundizar en esta
bldsqueda a través de otras plataformas como el conserved domains de NCBI, para

corroborar los datos obtenidos por RAST.

Por otro lado, de las proteinas halladas, solo 5 se encuentran dentro de posibles
operones mientras que el resto, como MibR no lo estan, mostrandose con ello la
gran variabilidad en cuanto a la posicion dentro de un contexto genético incluso a
nivel de especie; lo que de igual forma se evidencia en el caso de la posicién

divergente o en sentido contrario de la transcripcion de los genes codificantes para




proteinas del tipo MarR; acerca de esto, Wilkinson y Grove en 2006 destacan que
la mayoria de los miembros de esta familia son capaces de regular a los genes que
se encuentran dentro de los operones a los que pertenecen, asi como también que
pueden regular a genes codificados de forma divergente, aunque cabe resaltar que
también existen muchas excepciones a este comportamiento, hecho que nos
permite realizar hipétesis acerca de la forma de regulacion de cada gen marR
encontrado en A. brasilense Sp7, puesto que incluso en el caso de MibR, aunque
no pertenece a algun operén, se observa en una posicion divergente a otro gen, lo

que pudiese indicar su posible funcién en la regulacién del mismo.

Algunas de las proteinas MarR de A. brasilense Sp7 fueron encontradas cercanas
a transportadores celulares, diferentes autores sefalan que existen casos en los
que las proteinas MarR, con esta condicibn en su contexto genético, son
encargadas de la regulacion de dichos transportadores celulares, tal es el caso de
FarR de Neisseria gonorrhoeae, MepR de Staphylococcus aureus, MexR de
Pseudomonas aeruginosa e incluso MarR de E. coli, dado que las proteinas de esta
familia estan involucradas en la resistencia a multiples drogas (Arshad et al., 2016;
Choudhury et al., 2016; Lee et al., 2003; Folster y Shafer, 2005; Schindler et al.,
2013), sin embargo, también existen miembros MarR que no poseen
transportadores celulares cercanos sin que esto tenga alguna relevancia a nivel
biolégico, e incluso existen genes marR que, aunque se encuentren cerca de genes
codificantes para bombas de flujo, pueden no regular a dichas bombas como es el
caso de SlyA de Salmonella typhimurium (Will y Fang, 2020); lo que puede explicar
el que se hayan encontrado genes cercanos a bombas de flujo celular y genes que
no lo estan, esto es interesante porque incluso dentro de la misma bacteria estos
miembros parecen ser completamente diferentes entre si, corroborando que se
necesita mas investigacion acerca de dichas proteinas para saber si son capaces
de regular a los transportadores que poseen cerca o no, dado que se ha observado
también que las mutaciones generadas en miembros MarR afectan

significativamente la resistencia a antibiéticos (Air et al., 1995).




El hecho de encontrar a otros genes MarR cercanos unos de otros en su contexto
genético, ya ha sido observado en el operén marRAB y en el gen marC de E.coli,
en donde MarA y MarR son reguladores transcripcionales, que a su vez son
regulados por la proteina codificada por el gen marR (Martin y Rosner, 1995; Perera
y Grove, 2010); debido a ello habra que hacer mas andlisis acerca de los dos genes
marR encontrados cerca en el contexto genético en el genoma de A. brasilense Sp7,
dado que se sabe que las proteinas MarR que se encuentran divergentes a un
operén son encargadas por lo general de regularlo ademas de regularse asi
mismas, lo cual podria estar sucediendo en este caso (Pereray Grove, 2010).

En cuanto al alineamiento de las proteinas MarR encontradas en el genoma de A.
brasilense Sp7 hay que destacar que la mayor parte de los aminoacidos
conservados lo son también para las tres proteinas mas parecidas conforme a
estructura terciaria con MibR, dicha conservacion se ha reportado en la literatura
como importante para mantener el plegamiento de estas proteinas (Gajiwala y
Burley, 2000) sin embargo, también se observo la conservacion de aminoacidos que
solo se encontraron en las proteinas de A brasilense, especificamente en la beta
plegada 1, en donde se reconoce conservacion en la mayor parte de la estructura,
esto es interesante porque incluso entre los miembros MarR de la misma bacteria
estudiada, esta beta plegada también puede no conservarse, ejemplo de esto se
halla en las 8 proteinas MarR que posee Mycobacterium tuberculosis las cuales
muestran una conservacion de aminoacidos mucho mayor en las hélices nimero 5
y 6 (Gong et al., 2019), lo cual es de destacarse puesto que en A. brasilense estas
hélices son las que menos conservacion muestran. Con estas observaciones,
resulta interesante este cambio en la conservacion de aminoacidos en estructuras
especificas puesto que otro estudio publicado por Booth y su equipo de trabajo en
2019 demuestran que, en algunas bacterias homologas, en este caso que
comparten la misma clase taxondémica, pueden mostrar una estricta conservacion
de los aminoacidos que interactuan con el ligando siempre que tengan el mismo

gen regulado por la proteina MarR en cuestion (Jiménez et al., 2008 y 2011).




Es de esperarse el haber encontrado informacion muy variada y/o incompleta
acerca de las proteinas MarR que pueden unirse a distintos ligandos, dado que no
se han reportado cristales de mas proteinas, ni mucho menos que hayan sido
caracterizados con cada uno de sus ligandos, lo cual deja una brecha de estudio

grande para comprender mejor el modo de union de los miembros de esta familia.

Aunque las proteinas fueron agrupadas por funcién especifica ya sea de respuesta
a estrés, virulencia o catabolismo de compuestos aromaticos, hay una notable
preferencia de las mismas por la unién de moléculas arométicas, lo cual ya se ha
reportado para muchos miembros, por lo que se ha hipotetizado que el ligando
ancestral de estas proteinas pudiesen ser los carboxilatos aromaticos como lo son
en Arqueas, lo que también se puede corroborar en la informacién encontrada para
BIdR, MTH313y ST1710 (Will y Fang, 2020). Sin embargo, también se encontraron
proteinas que no poseen ligandos aromaticos, lo que tampoco es raro en esta
familia de reguladores ya que también se conoce que pueden modificar su actividad
por la unién de otras moléculas siempre que existan modificaciones covalentes
como la oxidacién de una cisteina, lo cual pudiera ocurrir en el caso de los
compuestos no fenodlicos encontrados. Los hallazgos acerca de los genes regulados
en operones por estas proteinas, asi como su funcibn como activadores o
represores también coincidié con lo reportado en la literatura (Perera y Groove,
2010; Davis et al., 2013; Booth et al., 2019; Stevenson et al., 2013; Bordelon et al.,
2006; Cogan et al., 2018; Dolan et al., 2011; Peng et al., 2017; Stevenson et al.,
2007)

El no encontrar sitios conservados de unién al ligando entre las proteinas
encontradas en esta revision, ha complicado el estudio de estos miembros. Esta
variacion en cuanto a los aminoacidos que interactian con su ligando ha permitido
gue los mismos se unan a una gran cantidad de compuestos distintos. Ademas, hay
gue analizar con cuidado los datos en los que se encontraron cristales MarR unidos
a salicilato dado que se ha visto que este no es el ligando natural de los miembros
MarR, por lo que al superponer a las proteinas unidas con dicho ligando y las no

unidas, no se observan cambios relevantes que puedan explicar coOmo estas




proteinas se disocian del ADN para cumplir su funcion (Saridakis et al., 2008;
Kumarevel et al., 2009; Perera y Groove, 2010). Por otro lado, el hecho de observar
en las proteinas ya descritas el mismo tipo de interacciones dentro de las que se
han encontrado los puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der W aals, puede
abrirnos paso a dilucidar como podrian funcionar este tipo de uniones en MibR, sin
embargo, es preciso analizar la unién de esta proteina con su ligando determinado
en condiciones de laboratorio o incluso realizando un modelado utilizando un cristal
gue ya posea unido al AlIA. Conforme a lo anterior, por ejemplo, se ha demostrado
la unién de la proteina LacR miembro de la familia MarR, con la molécula AlA, lo
que repercute en la uniébn de dicha proteina con su regiébn promotora en
Acinetobacter baumanni (Shu et al., 2015). Dicho estudio es interesante puesto que
apoya la hipétesis inicial de este trabajo en donde AlA podria actuar como ligando
de AIA en A. brasilense Sp7.

Ademas, fue interesante el encontrar proteinas que no utilizan las estructuras
comprendidas en su dominio HTH para unirse a sus ligandos, si no que se pueden
encontrar también aquellas que interactien con la hélice numero 1, que en este
trabajo se dejé en su mayor parte fuera de los alineamientos realizados con el resto
de miembros de la familia MarR a manera de dirigir la busqueda de aminoacidos
conservados que pudiesen unirse a ligando, sin embargo, estudios futuros pudieran
considerar también a esta hélice dada la importante participacion que puede tener
en la interaccién con los ligandos en proteinas de las que si se han caracterizado

cristales en la plataforma PDB.




CONCLUSIONES

e La proteina MibR tiene una estructura terciaria conformada de 6 a- hélices y
2 B- plegadas.

e Eldominio HTH de MibR va del aminoéacido 50 al 150, lo que representa toda
la estructura protéica excepto la mayor parte de las hélices 1y 6.

e A nivel de estructura primaria existe una identidad menor al 31% entre los
miembros identificados en la base de datos de proteinas.

e MibR comparte identidad con ciertos aminoacidos presentes en las alfa
hélices 1, 2, 4 y 5 de las proteinas CouR, PcaV y BpsR.

e Existen 15 posibles proteinas de la familia MarR codificadas en el genoma
de A. brasilense Sp7 y estas conservan aminoacidos de la beta plegada
namero 1.

e Las estructuras encontradas en la revision bibliografica poseen Unicamente
3 tipos de plegamiento consistentes en 6 o-hélices y 2 B- plegadas, 6 o-

hélices y 3 - plegadas y 7 o-hélices y 3 - plegadas.




PERSPECTIVAS

En el futuro se recomienda continuar con los analisis de interaccion entre la proteina
MibR y la regién intergénica del gen ipdC. Asi como probar si MibR tiene como
ligando al AIA, lo cual puede realizarse experimentalmente, a través de ensayos de
EMSA y/o de docking molecular, para lo cual seria necesario contar con una
proteina cristalizada en presencia de AIA. Por otro lado, se podrian realizar
alineamientos que incluyan la totalidad de la alfa hélice considerando lo observado
en la interaccién a los ligandos de otras proteinas de la familia MibR. Finalmente,
gueda por investigar la manera en que MibR puede interactuar en el promotor de

ipdC junto con LibR para complementar el mecanismo de regulacion del gen ipdC.
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