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RESUMEN

La proteína denominada bll4781 pertenece a la bacteria de suelo Bradyrhizobium diazoefficiens (USDA 110),

rizobio de importancia agronómica por su capacidad de fijar N atmosférico en las raíces de leguminosas. La

secuencia de esta proteína presenta una longitud de 100 aa, no presenta regiones transmembrana y

presenta regiones desordenadas entre las posiciones 1-15 y 83-100, respectivamente. Se realizó una

búsqueda de homología por diversos métodos y programas, y se encontraron homólogos remotos con

estructura conocida, y sólo uno de ellos presentó la mayor significancia estadística, una proteína piruvato

dehidrogenasa perteneciente a la bacteria fotosintética Rhodopseudomonas palustris CGA009. Las

relaciones filogenéticas muestran mayor cercanía evolutiva con varias especies de Bradyrhizobium,

formando un clado de 8 especies donde se encuentra el representante de la proteína de estructura

conocida. Para predecir la posible función biológica de la proteína se realizó una búsqueda exhaustiva en

diferentes bases de datos realizando el seguimiento del nº EC, encontrando que la proteína de estudio

participa en las rutas metabólicas de la fermentación del acetato y metabolismo del piruvato, realizando la

posible función molecular de catalizar la reacción entre el piruvato y una molécula de ubiquinona, dando

como resultado acetato, ubiquinol y dióxido de carbono.
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INTRODUCCIÓN

La proteína denominada bll4781 pertenece a la bacteria de suelo Bradyrhizobium diazoefficiens (USDA 110),

rizobio Gram negativo capaz de fijar el N atmosférico en órganos especializados de las raíces de las

leguminosas denominados nódulos. La simbiosis rizobio-leguminosa es de gran importancia agronómica y

permite que la planta crezca con éxito en ausencia de fertilizantes nitrogenados suministrados de forma

externa. Esta bacteria, junto a otras de su misma especie, como por ejemplo Bradyrhizobium elkanii y

Bradyrhizobium japonicum (referidas conjuntamente como Bradyrhizobium spp.), forman parte del grupo

de microorganismos conocidos como PGPR (Plant growth-promoting rhizobacteria) debido a la propiedad

mencionada anteriormente. Gracias a esta propiedad, se utilizan como componentes principales de los

inoculantes para soja, los cuales hoy en día son ampliamente utilizados y la práctica de la inoculación está

ampliamente extendida.

El genoma de esta bacteria es un cromosoma circular de 9.105.828 bp de longitud que comprende 8317

posibles genes codificantes de proteínas, de los cuales el 52% muestra una secuencia similar a genes de

función conocida y un 30% a genes hipotéticos. El restante 18% no muestra una similitud aparente a los

restantes genes reportados.

El objetivo general de este trabajo es predecir la posible función biológica de la proteína en cuestión a partir

de conocer su posible estructura utilizando algunas de las herramientas brindadas durante el curso.
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MÉTODOS Y RESULTADOS

En particular, la secuencia de aminoácidos de la proteína bll4781 tiene una longitud de 100 aa. A

continuación se muestra la secuencia de aa de dicha proteína en formato FASTA:

>tr|Q89KW9|Q89KW9_BRADU Bll4781 protein OS=Bradyrhizobium diazoefficiens (strain JCM 10833 / BCRC
13528 / IAM 13628 / NBRC 14792 / USDA 110) OX=224911 GN=bll4781 PE=4 SV=1

MAGPKEQPLPPDVVTREDAVEILRVFVLDGGLSMAFQRAFEEPDMWGLLLVDLARHAARAYARESEYTEEDALSRILEMFQA
EIERPTDTGTTTPRGKGH

En la búsqueda de homólogos cercanos y remotos se hizo uso de los programas BLAST y PSI-BLAST, de la

base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information), así como de los programas HMMER

y HHpred, del servidor Toolkit.

Se realizó una primera búsqueda con BLAST con un parámetro de 1000 secuencias iniciales, descartando

aquellas secuencias con porcentajes de identidad menores al 30%, con lo cual quedaron establecidas 521

secuencias como posibles homólogos cercanos. A continuación, se realizó una búsqueda de homólogos

remotos por PSI-BLAST, también con un parámetro inicial de 1000 secuencias, arrojando en la primera

iteración un resultado de 765 secuencias, luego se realizaron 3 iteraciones más donde el programa

encuentra y añade secuencias con menos del 30% de identidad a partir de la tercera iteración. Para un

análisis de mayor sensibilidad, se utilizó el programa JACKHMMER (secuencia-profile) del EMBL-EBI,

encontrando 463 "matches" con significancia estadística en la primera iteración. La búsqueda se realizó por

base de datos de UniProt, con restricción por taxonomía (Eubacteria) y sin modificación de parámetros

numéricos preestablecidos. Por último, se utilizó el servidor Toolkit para correr el programa HHpred

seleccionando la base de datos del PDB, con el cual llegamos al grado de mayor sensibilidad (profile-profile)

en la búsqueda de homología remota. El programa encontró 27 "hits", de los cuales el primero de ellos tuvo

la mayor significancia estadística (E-value 7,9 e-35), Score (192,7) y porcentaje de Identidad (%76).

La distribución taxonómica de los resultados obtenidos por BLAST y PSI-BLAST muestra que el mayor

número de microorganismos representados corresponden a proteobacterias, más precisamente a

alfaproteobacterias, seguidas de gamma y betaproteobacterias, encontrándose como más distantes a

organismos como Calditrichaeota bacterium y un nemátode (Diploscapter pachys) (Figura S1).

Por otra parte se llevó a cabo la predicción de la estructura secundaria, utilizando los programas Quick2D

(Figura 1) y PSIPRED, de sus respectivos servidores online comparando sus resultados. Para visualizar si la

proteína posee segmentos transmembrana, se utilizó el servidor Phobius (Figura 2.a). Así mismo para

conocer las posibles regiones desordenadas, se utilizó el servidor IUpred2A (Figura 2.b). La búsqueda de

dominios se llevó a cabo mediante la base de datos de Pfam. La proteína en estudio presenta un dominio

que abarca desde la posición 6 a la posición 88 en la secuencia. El dominio se denomina DUF5076, y en la

base de datos mencionada se pueden observar las secuencias (153), las arquitecturas (3), las especies (128)

y las estructuras (4) asociadas al mismo.

Como se observa en la figura 2.a, la probabilidad asignada para conocer si la proteína posee segmentos

transmembrana es muy baja, y ocupa aproximadamente desde la posición 20 a 40 de la secuencia de aa. El

programa Quick2D al tener integrada la predicción de segmentos transmembrana, y al ser la probabilidad
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muy baja, no lo muestra. En la figura 2.b se puede observar que la secuencia presenta regiones más

desordenadas desde la posición 1 a 15 y desde la 83 a la 100, aproximadamente, como también lo muestra

en coincidencia el Quick2D.

Continuando con el análisis secuencial, para la realización del alineamiento múltiple, se seleccionaron 15

secuencias que se muestran en la Tabla S1. Para la realización del mismo se utilizó el programa MUSCLE, del

servidor EMBL-EBI.

Figura 1. Predicción de estructura secundaria por Quick2D.

Figura 2. Predicción de estructura secundaria y regiones desordenadas. a. Predicción de segmentos transmembrana

por Phobius. b. Predicción de regiones desordenadas según IUpred2A.
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En la Figura 3 se puede observar el resultado del alineamiento múltiple:

Figura 3. Alineamiento múltiple en formato CLUSTAL de la secuencia query y las seleccionadas.

Como se observa en la figura anteriormente presentada, en todas las secuencias fue necesario la

introducción de gaps para un correcto alineamiento. Por otra parte, 9 posiciones son idénticas entre todas

las secuencias, mientras que 13 son más o menos similares según el programa.

Por otro lado, a través del servidor Consurf se pudieron observar las variaciones de las posiciones, es decir,

de las menos conservadas a las más conservadas. En la figura S2 se presenta una imagen con la descripción

anterior.

En la etapa siguiente se obtuvo un modelo tridimensional utilizando el programa Modeller (Sali & Blundell,

1993). Para ello se buscaron secuencias homólogas a la query sequence que presentarán una estructura

conocida utilizando los programas BLAST y PSI-BLAST, HHpred y el programa FFAS03 (Fold & Function

Assignment) (Godzik Lab). De esta forma se obtuvo una secuencia template con 76% de identidad, un

E-value de 7,9 e-35 y un Score de 192,7 en el programa HHpred y 75% de identidad y un Score de -61.7 con el

programa FFAS03. El template utilizado corresponde al ID 3IC3 del PDB (Protein Data Bank), nomenclatura

que corresponde a una proteína de la bacteria fotosintética Rhodopseudomonas palustris CGA009, la cual

interacciona con 5 ligandos (beta-D-glucopiranosa, iones fosfato, sodio y potasio, y 1,2-etanodiol). El

alineamiento entre la query sequence y la secuencia de 3IC3 se llevó a cabo utilizando el programa T-Coffee

(Figura S3).

Para obtener un modelo estructural de la secuencia en estudio, se ejecutó el programa Modeller (versión

10.1), y se escogió como valor arbitrario un número de 5 modelos a obtener y evaluar. Para la visualización

de los mismos se utilizó el programa PyMol, se compararon y evaluaron los modelos por el potencial DOPE

antes y después del refinamiento de los loops y por el servidor ProSa (Wiederstein & Sippl, 2007). En la

figura S4 se muestra el diagrama para la evaluación global y local (perfil energético).

A continuación, se muestra el resultado del alineamiento entre el mejor modelo generado por Modeller y la

estructura del template junto a los ligandos (Figura 4). Se puede observar que las estructuras tienen alta

semejanza debido al alto grado de conservación de la secuencia. A su vez, para clasificar estructuralmente a

la proteína se realizó una búsqueda en la base de datos CATH, obteniéndose la siguiente clasificación a nivel

Superfamilia: CATH Superfamily 3.30.2370.10 (putative pyruvate dehydrogenase). Para predecir la posible

función biológica de la proteína estudiada, a partir de la información secuencial y estructural, se realizó una
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búsqueda exhaustiva en diferentes bases de datos para tener una aproximación a conocer la respuesta a la

pregunta de ¿qué función cumple esta proteína? La búsqueda se basó en el seguimiento del nº EC (Enzyme

Commission), el cual para la proteína estudiada según el servidor Expasy es el 1.2.2, que refiere a enzimas

oxidorreductasas actuantes sobre donantes de grupos aldehídos u oxo con citocromo como aceptor.

Sin embargo, en otras bases de datos como BRENDA, IUBMB Enzyme Nomenclature, IntEnz y Gene

Ontology (GO), este EC se muestra como nº 1.2.5.1, con el nombre aceptado de piruvato deshidrogenasa

(quinona), donde el cambio se produce en que la enzima actúa sobre donantes de grupos aldehídos u oxo

con una quinona o componente similar como aceptor, participando en las rutas metabólicas de la

fermentación del acetato y metabolismo del piruvato, realizando la posible función molecular de catalizar la

siguiente reacción:

piruvato + ubiquinona + H2O = acetato + CO2 + ubiquinol

Figura 4. Modelo propuesto para la proteína bll4781 de Bradyrhizobium

diazoefficiens. Se realizó el modelado por homología utilizando el

programa Modeller y la proteína 3IC3 (PDB) como template. Las figuras

se obtuvieron utilizando el programa PyMol.

Finalmente, se realizó un estudio filogenético con el objetivo de conocer las relaciones y distancias

evolutivas entre las secuencias (especies) seleccionadas para tal fin. Como primer paso para la realización

del árbol filogenético, se realizó un alineamiento múltiple entre la secuencia de la proteína de estudio y las

secuencias homólogas seleccionadas en BLAST (16 secuencias en total). Se utilizó el servidor T-Coffee para

la realización del mismo y para evaluar su calidad. En la figura S5 se observa el alineamiento múltiple

obtenido en T-Coffee.

Para la construcción del árbol filogenético se hizo uso del programa PhyML 3.1, utilizando bootstrap para el

soporte de los nodos (100 replicantes), y utilizando como árbol inicial un árbol construido por BioNJ

(Neighbor-Joining). El mejor modelo evolutivo para la construcción del árbol fue WAG (Whelan & Goldman)

según el programa ModelTest (paquete HYPHY) considerando un número de 4 categorías de velocidades de

sustitución para la gamma distribution. En la siguiente figura (Figura 5) se observa el árbol filogenético

obtenido, con los nombres de las respectivas especies, nodos, y longitud de ramas.

46



CONCLUSIONES Y DISCUSIÓN

La proteína bll4781 perteneciente a la bacteria de suelo Gram negativa Bradyrhizobium diazoefficiens

presenta una longitud de 100 aa en su secuencia. Al realizar una búsqueda de homólogos, el mayor

porcentaje de los mismos presentan longitudes de secuencia muy similares y el dominio DUF5076, de

función desconocida. Con el programa HHpred, se encontró que el primer hit presentó la mayor

significancia estadística y el porcentaje de identidad más alto (%76). Esta búsqueda se realizó contra la base

de datos del PDB y la secuencia y estructura asociada demuestra que pertenece a la proteína

homotetrámero piruvato dehidrogenasa de la bacteria fotosintética Rhodopseudomonas palustris CGA009.

A partir del alineamiento realizado entre el target y la secuencia del template se puede observar un alto

grado de conservación, lo que se demuestra en las imágenes del modelado por homología realizado en el

programa Modeller.

Figura 5. Árbol filogenético de 16 secuencias homólogas a la proteína bll4781. El árbol fue obtenido utilizando PhyML 3.1 y visualizado en

FigTree.

La mayor porción de la proteína no presenta regiones desordenadas, las mismas se observan desde las

posiciones 1 a 15 y 83 a 100, respectivamente. Así mismo, esta proteína carece de regiones transmembrana.

En las relaciones filogenéticas, se observa que Bradyrhizobium diazoefficiens comparte estrecha relación

con Bradyrhizobium yuanmingense ya que divergieron en conjunto a partir de su ancestro común,

formando parte de un clado más divergente y diverso junto a Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium

erythophlei, Bradyrhizobium sp. Tv2a-2, Lactobacillus crispatus, Tardiphaga y Rhodopseudomonas palustris.

Ante la ausencia de datos que puedan confirmar la función de la proteína estudiada, se le asignó la posible

función molecular de catalizar la reacción química entre el piruvato y ubiquinona dando como producto

final acetato, ubiquinol y dióxido de carbono.
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