XX Congreso Nacional de Biotecnologia y
Bioingenieria
11-15 de septiembre del 2023. Ixtapa Zihuatanejo, Guerrero

40

Aniversario

BIOINFORMATICA APLICADA — ANALISIS DE GENES, PROTEINAS Y
PANGENOMAS DE BACTERIAS Y EUCARIONTES

Pablo Vinuesa', Javier Rivera', Julio C. Valerdi Negreros'y Fulvia Stefany Argueta Zepeda".
'Centro de Ciencias Genomicas, Universidad Nacional Auténoma de México (CCG-UNAM),
Cuernavaca, Morelos, 62210, México, vinuesa@ccg.unammx, @pvinmex.

Palabras clave: Rab GTPasas, homologia profunda, interaccién Stenotrophomonas-Acanthamoeba

Introduccion. En afos recientes se han se generaron con mafft-dash®. El modelado

publicado una gran cantidad de herramientas
bioinformaticas muy sofisticadas, pero de facil
manejo, que son un recurso extraordinario para
el analisis de la estructura, funcién y evolucion
de genes, proteinas, genomas y pan-genomas.
Aqui presentamos unos ejemplos concretos de
aplicacion de una seleccion de estas
herramientas en un proyecto de investigacion
biolégica enfocado a descubrir y evaluar
funcionalmente genes requeridos para la
interaccion entre Stenotrophomonas maltophilia
Sm18 y la ameba de vida libre Acanthamoeba
terricola Neff (antes A. castellanii), un fagocito
profesional que preda bacterias por fagocitosis.
Si bien ambos especies cuentan con genomas
completos, su biologia estda pobremente
estudiada, particularmente en lo que respecta a
funciones requeridas para la interaccion
bacteria-hospedero. Los objetivos bioldgicos del
trabajo son: 1) definir el repertorio de las Rab
GTPasas (Rabs) y sus efectores, asi como
complejos de amarre (HOPS) y de fusion
(SNARESs) codificados en el genoma de A.
terricola y potencialmente asociados a la via
fagocitica de la ameba; 2) desarrollar
herramientas genéticas para estudiar la
interaccién y las caracteristicas fundamentales
de la vacuola que aloja a S. maltophilia (SmCV)
y 3) identificar loci genémicos de la bacteria
potencialmente involucrados en la interaccion, y
analizar funcionalmente una seleccién de ellos.

Metodologia. Para la reconstruccion in silico
de la via fagocitica de A. terricola se buscaron
homologos de proteinas de humano, levadura
y Dictyostelium discoideum involucradas en
ella, haciendo uso de métodos de inferencia
de homologia profunda basados en modelos
ocultos de Markov (HMMs; HMMERS3 y HH-
suite3) y de alineamientos de estructura-
estructura (FoldSeek'). Para la reanotacion de
la estructura de genes de A. terricola se us6
miniprot, como describimos recientemente?.
Alineamientos multiples guiados por estructura
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estructural de proteinas se realiz6 con
AlphaFold2 via ColabFold*. El despliegue de
estructuras y su superposicion se hizo con
PyMOL. Familias de homdlogos, pan-
genomas y genes especificos del linaje S.
maltophilia se identificaron con
GET_HOMOLOGUES?®. Andlisis filogendmicos
se realizaron con GET_PHYLOMARKERS?®.

Resultados. Andlisis filogenémicos de Rabs
identificaron a 11 paralogos de Rab7 en A.
terricola (Fig 1A), un marcador clave de
fagosomas maduros. Analisis estructurales
detallados mostraron que 83% de estos genes
codifican para Rabs no-canénicas (Fig. 1A).
Demostramos mediante analisis estructural

que la anotacién de varios de estos genes en
el genoma RefSeq de A. terricola es
incorrecta, corrigiéndola para Rab7A? (Fig.
1B-E).

Fig. 1. (A) Andlisis filogenémico de paralogos de Rab7 de
A. terricola y organismos de referencia. (B) Estructura de
RAB7A_HUMAN activada con GTP (PDB: 1T91), (C)
modelo AF de RAB7A_ACA, (D) modelado con ColabFold
de Rab7A con anotacion corregida, y su alineamiento sobre
1791 (E).
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Construimos nuevos plasmidos de expresion
para A. terricola® (Fig. 2A-B) y expresamos
una fusion MEGFP-Rab7A en trofozoitos de la
ameba (Fig. 2C-G), demostrando que la fusion
se localiza en la superficie de vacuolas (Fig
2F-G).

Fig. 2. (A-B) Nuevos plasmidos de expresion para
Acanthamoeba. (C) Modelado estructural con ColabFold de
la proteina de fusion mEGFP-Rab7A_ACA. (D-E) LCI de
trofozoitos transfectados con el plasmido vacio (A), o (F-G)
que expresan la proteina de fusion mEGFP-Rab7A (C).

Usando trazadores endociticos y fagociticos
fluorescentes demostramos que la fusion co-
localiza con compartimentos endociticos (Fig.
3A-D) y que S. maltophilia marcada in vivo
con pHrodo se aloja en fagosomas acidos,
Rab7A-positivos? (Fig. 2E-H).

Dextran 10000
Rhodamine B mEGFP-Rab7A

Sm18-pHrodo mMEGFP-Rab7A

.

Fig. 3. (A-D) Co-localizacién del trazador endocitico
dextrano, y (E-H) de células vivas de Sm18 tefiidas con
pHrodo Red, con vacuolas Rab7A-positivas de A. terricola.
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Desarrollamos nuevos mini-transposones Tn7
para marcar de manera estable a S.
maltophilia con mScarlet-12. Con la cepa
reportera Sm18::mScarlet-1 establecimos un
bioensayo de co-cultivo con trofozoitos de A.
terricola en microplacas de 96 pozos?, el cual
demostré que Sm18 replica en los trofozoitos,
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regresando al medio extracelular por una via
exocitica no litica®.

Resultados preliminares indican que para la
vida intracelular Sm18 requiere, entre otros,
un sistema de secrecion de tipo IV (T4SS) y
genes involucra-dos en homeostasis metalica
de Cu y Mn, como revelan bioensayos de co-
cultivo de trofozoitos de A. terricola con
mutantes de S. maltophilia en estos loci,
generadas con nuevos plasmidos que las
marcan simulta-neamente con proteinas
fluorescentes (en prep.).

Conclusiones. El uso de diversas
herramientas bioinformaticas modernas
permitioé reconstruir in silico la via fagocitica de
A. terricola con gran detalle, e identificar y
corregir la secuencia del ortélogo de Rab7A. Su
clonacién y expresion como proteina de fusion
mEGFP-Rab7A permiti6 descubrir que S.
maltophilia establece un nicho de replicacion
intracelular en vacuolas acidificadas Rab7A-
positivas (SmCV), regresando al medio
extracelular por una via exocitica no litica. S.
maltophilia es por tanto una bacteria que
interactia extensamente con la via fagocitica
de A. ferricola, permitiendo el desarrollo de
fagosomas maduros. Para ello requiere, entre
otros, de un T4SS y genes involucrados en
homeostasis metalica.
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