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Estudio in silico de la proteina fotosintética PsbO en la babosa

de mar Elysia sp. (Risso, 1818)

Autor: Baidal Aguirre Antonio Emanuel
Tutor: Blga. Galarza Tipan Janeth Isabel Ph.D.

RESUMEN.

Los estudios in silico son importantes debido a su ayuda en el modelamiento de
procesos biologicos e interaccidn de moléculas funcionales, convirtiéndose en
una extension de la experimentacion in vitro e in vivo. Los estudios de procesos
celulares in silico y modelamientos por homologia de proteinas son escasos en
el pais, ocasionando déficit de conocimiento en la composicion de los sistemas
biolégicos, riqueza de genes y proteinas presentes en especies con un bajo nivel
de exhibicién, como Elysia, los cuales obtienen genes que codifican proteinas
fotosintéticas desde macroalgas, como PsbO. Para este estudio se obtuvo la
secuencia de aminoacidos de PsbO en Elysia desde el GenBank, la similitud de
la misma por medio de la herramienta BLAST. Se descargé la secuencia de
PsbO en Elysiay se procedio al andlisis de aminoacidos en BioEdit, en el servidor
de Swiss-Model se consiguio el disefio 3D por medio del modelamiento por
homologia el cual indicé un indice QMEAN -2.31 y un indice global de
modelamiento de 0.58. Por ultimo, se realiz6 la cascada de sefalizacion
hipotética en la herramienta BioRender, indicAndonos que la proteina se
encuentra conservada en los organismos fotosintéticos y su activacion es similar

en estos.

Palabras claves: Fotosintesis, Elysia, PsbO, Técnicas moleculares in silico,

Swiss-model.



1. INTRODUCCION.

Los modelamientos in silico, se desarrollan a través de herramientas informaticas
para conocer procesos fisiolégicos o farmacologicos, convirtiéendose en una
extension de la experimentacion in vitro e in vivo; disminuyendo costos gracias
a su aumento exponencial en investigaciones (Colquitt, Colquhoun y Thiele,
2011). La bioinformatica ayuda a la identificacion de genes y proteinas a través
de herramientas versatiles, manejando regiones de secuencias de ADN o ARN
ya conocidas, permitiendo disefiar y probar modelos in silico con un alto nivel de
confianza (Jiménez y Chaparro-Giraldo, 2016). Asi mismo, estos modelamientos
permiten realizar simulaciones para entender la estructura atomica de proteinas
basandose en estructuras ya conocidas de la misma familia y sus mecanismos
de funcién celular, gracias a bases de datos arregladas segun algoritmos
(Contreras Moreira, 2011; Pérez Rodriguez, 2018).

La fotosintesis es uno de los procesos mas antiguos en el planeta, se desarrolla
de forma simple para obtener energia quimica a través de la solar. Los
organismos fotoautétrofos capturan la energia luminica, que junto al dioxido de
carbono y el agua son utilizados en la sintesis de carbohidratos y otras moléculas
organicas para almacenar energia (Karp, lwasa, y Marshall, 2015). Debido a esta
propiedad, los organismos fotoautotrofos elaboran su propio alimento,
conformando la base de la red tréfica y son esenciales para el flujo de energia
dentro de la misma (Jaime y Hernandez Almaraz, 2018). En este proceso se
emplean dos fotosistemas (PS): fotosistema | (PSI) y Il (PSII) (Markwell, Namuth,
y Hernandez-Rios, 2019). EIl fotosistema Il se encuentra en la membrana
tilacoidal realizando el proceso de oxidacién del agua, dentro de él se encuentran
varias proteinas formando subunidades periféricas que abarcan la membrana tal
es el caso de las PsbA, PsbB, PsbO, entre otras. (Adamiec, Misztal, Kosicka,
Paluch-Lubawa, & Lucinski, 2018; Sasi, Venkatesh, Daneshi, & Gururani, 2018;
Yamada et al., 2018; Pi et al., 2019). Siendo el gen PsbO codificador de la
proteina del mismo nombre importante en el estudio molecular del PSII de algas,
cianobacterias y plantas superiores, gracias a su tamafio (aproximadamente
33kDa) e importancia en funciones como: mantener el grupo de evolucion del
oxigeno OEE, estabilizar al complejo de iones manganeso y conformar el
esqueleto polipeptidico (Balsera, 2004; UniProtkB, 2018).



Para entender la fotosintesis es preciso emplear estudios que consideren las
estructuras y funciones de sistemas celulares en la sintesis de ADN, ARN y
proteinas, usando varias técnicas que se pueden combinar con métodos y
conceptos usados en genética y bioguimica (Cambra, 2019). En el caso de
estudios moleculares sobre la fotosintesis se han utilizado varias técnicas in
silico o realizadas en computadoras, que han permitido entender como los dos
centros de reacciones de luz y fotosistemas estan conectados para el transporte
de electrones (Stirbet et al., 2019).

Por otro lado, la fotosintesis se produce en microalgas, macroalgas y plantas
superiores; sin embargo, la documentacion cientifica demuestra que las babosas
de mar del superorden Sacoglossa obtienen genes fotosintéticos a traves de
transmision horizontal desde los plastidos de macroalgas y los incorporan en su
sistema digestivo, proceso conocido como cleptoplastia 0 mantenimiento
funcional de plastidos (Cartaxana et al.,, 2019). Esta caracteristica Unica de
realizar fotosintesis en un organismo heterétrofo ha conducido a que las babosas
Sacoglossas del género Elysia se conviertan en un punto de atraccion para la
investigacién sobre la cleptoplastia (Guzman, 2016; Rauch et al., 2017; de Vries
et al., 2015).

En Ecuador se ha venido estudiando a las babosas del género Elysia desde el
2012, mediante experimentos en cautiverio, inanicion o sin alimento, tomando en
cuenta su comportamiento, supervivencia, distribucién, abundancia, desarrollo
embrionario e identificacion por medio del gen 18S (Chavez Viteri, 2012;
Moreano Arroba, 2019; Reyes, 2014). Sin embargo, en el pais se observa que
no existen estudios donde se involucren a los genes o proteinas fotosintéticas
obtenidos por Elysia sp. (Género reportado para Ecuador). Siendo necesario
iniciar estudios a nivel molecular de estos genes y sus proteinas, por lo cual se
propone la presente tesina con el objetivo de analizar la proteina fotosintética
PsbO en la babosa de mar Elysia sp., aplicando técnicas moleculares in silico

gue conlleven a demostrar su presencia en este organismo heterotrofo.



2. JUSTIFICACION

Los estudios moleculares basados en modelamientos in silico, son poco
empleados en el pais, lo cual ocasiona pérdida de tiempo y reactivos, equivalente
a un mayor gasto econémico al momento de aplicar un estudio directamente en
el laboratorio sin tener conocimiento previo de los procesos celulares.
Tal es el caso de los estudios enfocados a especies con un bajo nivel de
exhibicién, pero, alto nivel de distribucion dentro de la zona intermareal rocosa
costera como lo es Elysia sp., siendo transcendental su estudio a nivel molecular
por la riqgueza de genes de importancia ecoldgica y su interacciéon a nivel
molecular en los procesos de fotosintesis gracias a los plastidos obtenidos a

través de su alimentacion.

En las Gltimas décadas, la comunidad cientifica ha demostrado la presencia de
organismos heterétrofos que realizan fotosintesis, entre estos se encuentran a
las babosas marinas del género Elysia que a través de la transferencia horizontal
de genes obtiene plastidos desde algas e integran en su genoma genes que a
su vez codifican proteinas fotosintéticas, por lo que se considera necesario el
estudio a nivel molecular de proteinas altamente estudiadas involucradas en la
fotosintesis de organismos fotoautdtrofos como la PsbO que, también se

encuentra en las babosas de mar del género Elysia.

Para el presente estudio, se consider6 a estas babosas de mar Elysia sp., por
ser un género que presenta caracteristicas fotosintéticas, especie que se
encuentra distribuida en zonas costeras rocosas del pais. Los genes y proteinas
involucradas en la fotosintesis que ameritan ser estudiados son varios, sin
embargo, se selecciond la proteina PsbO por estudios moleculares previos
dentro del genoma del género Elysia, por ser el de mayor tamafio dentro del
fotosistema Il y también por ser la encargada de disociar las moléculas de agua
para generar oxigeno molecular. Ademas, es el mejor conservado dentro de la
familia de los genes PsbO con un 40% de similitud en sus nucleétidos,
encontrandose en la mayoria de los organismos fotosintéticos (algas y plantas

superiores) sin importar la relacion filogenética que existan entre ellos.



Por medio de la bioinformatica se puede llegar a entender como la proteina PsbO
interactda con otras fotosintéticas, ademas de determinar su funcionamiento
dentro de Elysia sp. a través de la cascada de sefalizacion, verificar su similitud
con otras proteinas fotosintéticas de la misma familia y de su posterior disefio
virtual; enrigueciendo el conocimiento de esta proteina importante biolégica y
ecologicamente. El estudio de esta proteina se realizara por medio de técnicas
moleculares in silico, usando programas y herramientas bioinformaticas para

simular su estructura y el proceso bioldgico en el que intervienen.



3. OBJETIVOS.

3.1 Objetivo General

Caracterizar la proteina fotosintética PsbO de la babosa de mar Elysia sp.,
aplicando técnicas moleculares in silico para demostrar su presencia y activacion

en este organismo heterétrofo.

3.2 Objetivos especificos

o Obtener la secuencia de la proteina PsbO presente en Elysia sp.,
mediante la base de datos del Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica NCBI para analizar su composicion y similitud de
aminoécidos.

e Realizar un modelamiento de la proteina PsbO por homologia, con el
software Swiss-Model mediante una proteina molde para evaluar el grado
de similitud funcional.

e Interpretar la activacion de la proteina fotosintética PsbO en Elysia sp., y
su funcién en el proceso de la fotosintesis mediante una cascada de

sefalizacion.



4. MARCO TEORICO.

4.1 Bioinformatica y estudios In Silico

La bioinformética involucra varias disciplinas como la genética, biologia
molecular, estadistica, matemética e informética; resolviendo problemas con un
gran espectro de datos. Ayuda al analisis de secuencias de ADN, ARN y
proteinas en busca de pistas sobre su funcion, subproblemas como identificacién
de homdlogos, alineacion de secuencias multiples, secuencia de busqueda
patrones, analisis evolutivos, procesos fisiologicos y farmacolégicos
convirtiéndose en una extension légica de la experimentacion controlada in vitro,
y proporcionando ventajas a la experimentacion in vitro e in vivo (Can, 2014;
Colquitt et al., 2011). Un ejemplo de esto es el manejo de regiones de ADN o
ARN conocidas, que permiten disefiar y probar con un alto nivel de confianza los

modelos in silico (Jiménez y Chaparro, 2016).

4.2 Modelados de proteinas por homologia

Es un enfoque computacional para generar estructuras tridimensionales a partir
de técnicas predictivas en la cual se puede obtener una aproximacion de la
estructura atdbmica de una cadena polipeptidica, basandose en coordenadas
atomicas de estructuras conocidas de proteinas relacionadas llamadas plantillas
(Contreras-Moreira, 2011). Tomando en consideracion que la secuencia de la
proteina molde tiene que tener un porcentaje de identidad mayor al 30% de la
plantilla, lo que se obtiene mediante la alineacion de secuencias; también se
deben considerar los modelos que provengan de cristalizacion con rayos X >
2.2A ya que proveen de resultados con una mayor confiabilidad (Arnold et al.,
2006; Bitencourt-Ferreira y de Azevedo, 2019)

4.3 Bases de datos, herramientas en linea y software utilizados en el

trabajo.

La base de datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica, NCBI

(siglas en inglés), fue creada para ayudar a la biologia molecular moderna con



el fin de comprender el lenguaje de la naturaleza de las células, del cual de un
alfabeto de solo cuatro letras del ADN surge una sintaxis de procesos vitales,
siendo asi que el volumen de datos moleculares y sus patrones han llevado a
desarrollar herramientas de andlisis y bases de datos computarizadas (U.S.

National Library of Medicine, s.f.).

Dentro de esta base de datos se encuentran herramientas como el Basic Local
Alignment Search Tool o BLAST por sus siglas en inglés; ésta busca regiones
de similitud y las alinea, donde compara secuencias de nucleétidos o proteinas
dentro de una base de datos calculando las coincidencias a través de una
significancia estadistica. Asi mismo ayuda a inferir relaciones evolutivas y
funcionales entre secuencias e identificar miembros de familia de genes
(Camacho et al., 2009; Rédei, 2008). Esta herramienta es usada también por el
software BioEdit que edita el alineamiento de las secuencias, asi mismo este
software permite conocer el tamafio de la proteina, su composicion de una
manera especifica (Lai et al., 2020). La misma funcion desempefia en el servidor
de Swiss-Model, siendo una de las bases para el modelado por homologia de
proteinas el cual consta de cuatro pasos: 1) identificacion de plantillas
estructurales, 2) alineacién de la secuencia molde y la base, 3) construccion de
modelo y 4) evaluacién de la calidad del modelo (Arnold et al., 2006; Steinegger
et al., 2019; Swiss Model, s.f.).

4.4 Fotosintesis, fotosistema ll y proteina PsbO

La fotosintesis es uno de los procesos mas antiguos e importantes para el
planeta, en este se fabrican moléculas organicas que se utilizan como fuente de
energia. Durante este proceso las células usan el dioxido de carbono y la energia
solar para producir moléculas de oxigeno y azucar, siendo estas la base de otras
mas complejas como la glucosa. A su vez, estas a través de procesos de
respiracion utilizan el oxigeno y la glucosa para producir adenosin trifosfato
(ATP), y dioxido de carbono como desecho, impulsando asi el ciclo del carbono
y creando el oxigeno necesario para la respiracion de otros organismos (Karp
et al., 2015; Laurie Brenner, 2018; Soll y Schleiff, 2004).



Debido a esta propiedad, los organismos fotoautotrofos elaboran su propio
alimento, conformando la base de la red tréfica siendo esenciales para el flujo de
energia dentro de la misma (Jaime y Hernandez Almaraz, 2018).
Gracias a la evolucion, estos organismos fotoautotrofos pueden utilizar los
electrones del agua y transferirlos al nicotinamida adenina dinucleétido fosfato,
NADPH. Sin embargo, un solo fotdn no contiene energia suficiente para llevar al
electron al nivel de energia requerido en una sola etapa, por lo cual en este
proceso se emplean dos fotosistemas (PS): fotosistema | (PSI) y Il (PSIl), cada
uno conformado por un conjunto de pigmentos antena y un centro de reaccion
denominados P-680 y P-700 (Markwell etal., 2019). El fotosistema Il se
encuentra en la membrana tilacoidal realizando el proceso de oxidacion del agua;
dentro de él se encuentran varias proteinas formando subunidades periféricas
que abarcan la membrana tal es el caso de las PsbA, PsbB, PsbO, entre otras.
Proteinas tales como: PsbO, PsbP, PsbQ, PsbR PsbU y PsbV se encuentran
ubicadas en el lado luminial del nicleo de PSII, a estas se las conoce como
proteinas extrinsecas y se unen a las subunidades del PSIl (Adamiec, Misztal,
Kosicka, Paluch-Lubawa, y Lucinski, 2018; Sasi, Venkatesh, Daneshi, y
Gururani, 2018; Yamada et al., 2018; Pi et al., 2019).

La proteina PsbO es también conocida como OEE1 u OEC33 debido a su funcién
molecular, la cual es activar o potenciar la evolucion del oxigeno, MSP o
estabilizador del complejo manganeso, posee una masa molecular tedrica de
26.5 KDA. Esta proteina actia en el proceso biolégico de montaje y
estabilizaciéon del fotosistema Il y gracias a la homologia de proteinas de la
familia PsbO en diferentes organismos oxi-fotosintéticos (>40%) es muy
probable que estructuralmente sea similar en diferentes PSIl (Balsera, 2004;
UniProtKB, 2018).

4.5 Estudios moleculares de la fotosintesis.

Para estudios moleculares en la fotosintesis se han utilizado varias técnicas in
silico o realizadas en computadoras, proporcionando modelos matematicos de
la cinética del exciton y la captura en un sistema fotosintético, transicion de

estado o adaptacion de luz permitiendo entender el equilibrio y como los dos



centros de reacciones de luz y los complejos proteicos situados en membranas
de organismos autétrofos donde se agrupan los pigmentos fotosintéticos
(fotosistemas) estan conectados para el transporte de electrones (Stirbet et al.,
2019). Permitiendo conocer como esta proteina se activa y asi poder disefiar una

cascada de sefializacion.

4.6 Organismos fotosintéticos.

La fotosintesis se produce en microalgas, macroalgas y plantas superiores; sin
embargo, la documentacién cientifica demuestra que las babosas de mar del
superorden Sacoglossa obtienen genes fotosintéticos desde los plastidos de
macroalgas y los incorporan en su sistema digestivo; este proceso es conocido
como cleptoplastia o mantenimiento funcional de plastidos (Cartaxana et al.,
2019). Esta caracteristica Unica de realizar fotosintesis en un organismo
heterétrofo ha conducido a que las babosas Sacoglossas del género Elysia se
conviertan en un punto de atraccion para la investigacion sobre la cleptoplastia
(Guzman 2016; Rauch et al. 2017; de Vries et al. 2015).

Esta demostrado que los genes involucrados en la fotosintesis de las babosas
marinas pueden mantenerse funcionales hasta aproximadamente un afo en
algunas especies, y en otras se pierden a las dos semanas de haberlos ingeridos
(Cruz et al., 2015). Por ejemplo, en las babosas E. trisinuata, E. atroviridis y
Thuridilla sp. el tiempo de retencion es de pocos dias mientras que en E. viridis,
E. timida, E. crispata y Costasiella ocellifera es de algunas semanas o pocos
meses, siendo Plakobranchus occellatus y E. chlorotica las especies reportadas
con mayor duracion (hasta aproximadamente 9 meses) y funcionalidad de
cloroplastos (Cruz et al. 2015), indicando dentro de sus estudios que el tiempo
de funcionalidad de los plastidos puede variar dependiendo de su robustez,
mecanismos fisicos y moleculares aun no estudiado. Dentro de las especies
mencionadas se ha estudiado el genoma de E. chlorotica para determinar si
existe una transferencia horizontal de genes (HTG) desde el alimento
(macroalga) hacia el molusco, siendo asi los genes fotosintéticos PRK
(fosfororibuloquinasa) y PsbO, los méas estudiados (Rumpho etal. 2008;
Schwartz, Curtis, y Pierce 2014), sumandoseles a estos estudios los de la



interaccion entre la babosa y sus plastidos secuestrados (Rauch et al. 2017; Van
Steenkiste et al. 2019; Wagele, Museum, y Koenig 2016). La aplicacion de las
técnicas moleculares también se evidencian en la identificacién de especies de
babosas (Medrano et al., 2019; Oladi et al.,, 2018), filogenia y genética de
poblaciones (Richling et al., 2017; Saito et al., 2018).

4.7 Estudio del género Elysia en Ecuador.

Los estudios del género Elysia en el pais se han enfocado principalmente en la
especie Elysia diomedea obteniendo su identificacion molecular, distribucién,
comportamiento, abundancia y desarrollo embrionario. Tesis realizadas
demuestran que es capaz de vivir sin alimentarse hasta ocho semanas (Chavez
Viteri, 2012); se encuentra distribuida de norte a sur en la zona costera,
incluyendo Galapagos, siendo una de las especies de mayor abundancia para
las zonas rocosas de Santa Elena, especificamente en Ayangue y La Entrada,
considerandose como especie permanente para ambos lugares (Reyes, 2014).
Moreano (2019) indica que por medio de identificacion con el gen mitocondial
16S se logro identificar a tres poblaciones ubicadas en diferentes localidades
(Playa de Ballenita, Cabuya y Mompiche) como pertenecientes a la especie

Elysia diomedea.
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5. METODOLOGIA.

La investigacion realizada en este estudio fue de caracter formativo, teorico y
aplicable pues contextualiza un entorno real entre la teoria y la practica a través
de procesos llevados a cabo en herramientas informaticas (in silico), los cuales
pueden ser aplicados y comprobados en el laboratorio (in vitro).
Los procesos bioinformaticos se llevaron a cabo en una Laptop Dell con
procesador Intel Core i5 7ma generacién. Se descargo e instald el programa
BioEdit desde el navegador Google Chrome. En este ultimo se ingresé a la
pagina web del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica y realizé la
obtencion y el alineamiento de secuencia. Luego, en la pagina de Swiss-model

el modelamiento por homologia de la proteina.
5.1 Obtencion de secuencia de la proteina PsbO.

Se selecciond desde la base de datos del Centro Nacional de Informacion
Biotecnolégica (National Center for Biotechnology Information) o NCBI, la
secuencia correspondiente para el género Elysia con cédigo de acceso No.
ACF22980 (Anbn, 2019).

5.2 Andlisis de la composicion de aminoacidos.

Se descargo la secuencia No. ACF22980 en formato FASTA y se analizo en el
programa BioEdit, donde se obtuvo el peso molecular de la proteina,

composicién de aminoé&cidos y su clasificacion.

5.3.- Alineamiento de secuencias de la proteina PsbO presente en

Elysia sp. y organismos fotoautotrofos.

A través de la herramienta BLAST se obtuvieron secuencias con los cédigos de
acceso No. ABF5967.2 (Vaucheria litorea), BAJ61701.1 (Botrydium granulatum),
AAN11311.1 (Heterosigma akashiwo), TFJ80937.1 (Nannochloropsis salina),
CBN78902.1 (Ectocarpus siliculosus), XP_002291225.1 (Thalassiosira
pseudonana), BAG85210.1 (Chaetoceros gracilis), BAJ61709.1 (Chroomonas
caudata), OAE30235.1 (Marchantia polymorpha subsp. Ruderalis) vy
XP_001422458.1 (Ostreococcus lucimarinus), estas fueron seleccionadas por su

similitud y porcentajes de alineacion de aminoacidos (Rédei, 2008).
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5.4 Modelamiento por homologia de proteina.

El modelo por homologia se obtuvo desde el servidor SWISS-MODEL con su
modo automatizado en el cual se coloco el codigo de acceso de la proteina y se
buscaron plantillas con alta similitud (Arnold et al., 2006). Las plantillas fueron
identificadas por medio de BLAST 2.2.31 y HHblits 2.0.16, se clasificaron de
acuerdo a la calidad de los modelos resultantes (Camacho etal., 2009;
Steinegger et al., 2019). Se escogieron modelos de estructuras determinadas
por cristalografia de rayos X con una resoluciéon mayor a 2.2 A, en el mismo
servidor se evaluaron los parametros obtenidos como la identidad de la
secuencia molde con la problema, calidad global y local estimada obteniendo asi
la estructura 3D y comprender la funcionalidad de nuestra secuencia problema
(Guex, Diemand, y Peitsch, 2002).

5.5 Cascada de Senalizacion.

Para demostrar la activacion y funcion de la proteina se realiz6 en la aplicacion
en linea BioRender una cascada de sefializacion en la cual se observan las
interacciones de numerosas proteinas que ganan y/o pierden su actividad
biolégica mediante diversas modificaciones tales como fosforilacion,
desfosforilacion y translocacion intracelular, a partir de las siguientes
publicaciones: Un mapa de fosforilacion del complejo C2S2M2 del fotosistema |l
(Puthiyaveetil y Kirchhoff, 2013), Un mapa filogenético estructural para la
fotosintesis de cloroplasto (Allen et al., 2011), Andlisis de la estructura de la
proteina PsbO y sus implicaciones (De Las Rivas y Barber, 2004), Evidencia
transcriptomica de que la longevidad de los plastidos adquiridos en las babosas
fotosintéticas E. timida y Plakobranchus ocellatus no implica la transferencia
lateral de genes nucleares de algas (Wéagele et al., 2011), Un borrador del
ensamblaje del genoma de la babosa marina E chlorotica con energia solar (Cai
et al., 2019), y ElI comportamiento y un ciclo funcional de xantofilas mejoran los
mecanismos de foto regulacion en la babosa marina Elysia timida, alimentada

por energia solar (Jesus, Ventura, y Calado, 2010).

La activacion del gen que codifica la proteina se da luego que el fotén de luz
(P680) excite al complejo captador de luz LHC Il ocurriendo el ciclo de Joliot-Kok

en el cual por la absorcion de los fotones de luz se genera oxigeno y se extrae
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electrones del agua; y la fosforilacion del fotosistema Il en el cual la proteina
PsbO oxida al complejo de manganeso y disocia la molécula de agua, generando
oxigeno; al finalizar este proceso el fotosistema Il es fosforilado, accion en la cual

se disocian los super complejos y son reordenados gracias a la proteina PsbO.
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6. Analisis de los resultados

6.1 Analisis de la composicién de aminoéacidos de la proteina PsbO de

Elysiay su similitud con PsbO de diferentes especies.

La secuencia seleccionada para el modelamiento corresponde al codigo de
acceso No. ACF22980, la misma consta de 320 aminoacidos de los cuales el
37.5% son hidrofilos, 40% hidréfobos, 11.25% acidos y 11.25% basicos, siendo
los aminoacidos glicina (11.25%) de mayor frecuencia en la proteina seguido por
treonina (8.75%) vy lisina (8.13%) (Tabla 1) (Grafico 7). Su peso molecular de

34080,96 Daltons, con porcentaje molecular de aminoacidos.

Tabla 1 Porcentaje de composicion de aminoacidos de PsbO

%

Clasificacion Aminoécido Numero
molecular
Polares o hidrofilos Cisteina Cys C 2 0.63%
Polares o hidrdfilos Glicina Gly G 36 11.25%
Polares o hidrofilos Asparagina Asn N 12 3.75%
Polares o hidréfilos Glutamina Gln Q 10 3.13%
Polares o hidréfilos Serina Ser S 24 7.50%
Polares o hidréfilos Treonina Thr T 28 8.75%
Polares o hidrofilos, Tirosina Tyr Y 8 2.50%
aromatico
Apolares o hidréfobos Alanina Ala A 23 7.19%
Apolares o r]u_jrofobos, Fenilalanina Phe F 17 5.31%
aromatico
Apolares o hidr6fobos Isoleucina lle | 17 5.31%
Apolares o hidréfobos Leucina Leu L 25 7.81%
Apolares o hidréfobos Metionina Met M 6 1.88%
Apolares o hidréfobos Prolina Pro P 16 5.00%
Apolares o hidr6fobos Valina vVal VvV 24 7.50%
Apolares o hidrofobos, Triptofano Tp W 0 0.00%
aromatico
Acidos Acido aspartico Asp D 16 5.00%
Acidos Acido glutamico Glu E 20 6.25%
Bésicos Histidina His H 0 0.00%
Basicos Lisina Lys K 26 8.13%
Basicos Arginina Arg R 10 3.13%

Autor: Baidal A. 2021
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Se observa en el grafico 1 que la similitud y el porcentaje de cobertura de la
proteina PsbO de Elysia chlorotica con el alga Vaucheria litorea, es el mas alto,
esto debido a que de esta obtienen los plastidos mediante transferencia
horizontal de genes a través de la alimentacion, como lo indican Rumpho et al.,
2008 en el cual se encuentra una secuencia idéntica entre los genomas del
depredador y la presa; sin embargo, vemos como el porcentaje de cobertura
varia con el de otras especies de macro y microalgas, siendo mayor al 50% de
cobertura en la cadena de aminoacidos. En el caso del porcentaje de similitud
este varia hasta menos del 50% pero se mantiene dentro de estas diferentes
especies fotoautdtrofas, demostrando que la funcionalidad de las proteinas
codificadas seran similares, segun Balsera, 2004 PsbO en organismos oxi
fotosintéticos posee una gran homologia (>40%) haciendo probable que el
ndcleo estructural sea similar en diferentes PSII, sin embargo, la proteina se

encuentran en especies filogenéticamente separadas.

Porcentaje de similitud y cobertura de PsbO

Ostreococcus lucimarinus

Marchantia polymorpha subsp. ..
Chroomonas caudata
Chaetoceros gracilis
Thalassiosira pseudonana
Ectocarpus siliculosus
Nannochloropsis salina
Heterosigma akashiwo
Botrydium granulatum
Vaucheria litorea

0 20 40 60 80 100 120

% de similitud % de cobertura

Gréfico 1 Porcentaje de similitud y cobertura de PsbO
Autor: Baidal A., 2021
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6.2 Modelamiento de la proteina PsbO por homologia.

Se escogi6 el modelo de la estructura oxigeno envolvente del fotosistema Il para
un alga roja, por haber sido cristalizada con métodos de rayos-X, resolucion de
2.77 A, GMQE de 0.57 y QMEAN de -2.31 todos estos parametros dentro de los
rangos aceptables como se muestra en el grafico 2, sin embargo, la estimacién
de calidad de estructura cuaternaria es de 0 ya que no es posible la construccion

de un oligémero, debido a que esta es una subunidad.

Oligo-State @ Ligands @ GMQE €@ QMEAN @
. Monomer None 0.57 23110
B
% Global Quality Estimate Local Quality Estimate Comparison s
amean [EEL 7Tl 231
co  NEECT W *W”\M’”W Ea—
model 01« | AllAtom L. . . 227
S soivation [ . ] . Ml -0.84

torsion L 1. . 182

Template Seq ldentity Coverage Description

dyuu 1M 57.59% PHOTOSYSTEM Il MANGANESE-STABILIZING ~
POLYPEFTIDE, PSBO
Crystal structure of oxygen-evolving photosystem Il from a red alga

Assessment

Biounit Oligo State Hetero-20-mer
QSQE 0.00

Method X-ray, 277 A
Seq Similarity 0.47

Coverage 0.80

Range 70-319

Gréfico 2 Resultados del modelamiento de la proteina.
Autor: Swiss-Model, 2021.

El alineamiento de la secuencia molde con respecto a la plantilla cubre el 77%
de los aminoécidos, alineandose desde el aminoacido 71 al 318, se observan
sustituciones de aminoacidos dentro de este rango lo que nos da una similitud
del molde con la plantilla de 57%, Contreras-Moreira, 2011 indica que 40% de
similitud es el valor limite para construir un modelo general, sin embargo es muy
uatil para realizarlo, se deben considerar los sistemas de evaluacién de cada
herramienta de modelacién, como se ha realizado en este estudio tomando
varios de los factores de evaluacién para obtener un modelo de calidad en base

a su plantilla molde (Grafico 3).
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Gréfico 3 Alineamiento de la secuencia de la proteina molde con la plantilla.
Autor: Swiss-Model, 2021

Con el programa Swiss-model se encontraron 28 plantillas, de estas se
seleccionaron 6 con un indice de QMEAN mayor a -3.32; 2 plantillas
determinadas por micrografia electronica y 4 por cristalografia de rayos X con
resoluciones de 2.4 a 5.7 A, la identidad de las secuencias moldes con
porcentajes de identidad del 44.67% al 67.47%, cobertura del 76% al 82%;
estimacion de la calidad del modelo local (QMQE) de 0.5 a 0.59 y el estimado de

propiedades geométricas del -3.32 a -2.31 (Tabla 2).

Tabla 2 Resultados para las 3 plantillas para PsbO. Método EM = Micrografia electrénica, RX =

Rayos X.
Descripcion del molde v . % GMQE QMEAN Método
cobertura similitud
Estructura del PII en -8 50 0.59 231 EM
Chaetoceros gracilis
Estructura de cristal del
captador de oxigeno en un alga 80 a7 0.57 -2.31 R-X
roja
Estructura (;282 PSII-FCPII en 77 50 0.58 246 EM
diatomea

Autor: Baidal A., 2021

Se puede observar en el grafico 4 que las proteinas de la familia PsbO indiferente
de las especies de las que provienen, el modelado de estas plantillas son 80%
idénticas y se solapan tanto en las hélices a, laminas 8 y giros Q, demostrando
asi que su estructura se mantiene dentro de diferentes especies llegando a
cumplir la funcion especifica de estabilizar el ion manganeso y disociar las

moléculas de agua.

17



Grafico 4 A) Plantillas de la proteina sobrepuestas. B) Plantilla de la estructura del PSII-FCP
en Chaetoceros gracilis. C) Estructura de cristal del captador de oxigenos para un alga roja. D)
Estructura del C2S2 PSII-FCPII para diatomea.

Autor: Baidal A.. 2021

6.3 Cascada de sefalizacion.

Obtenido el modelamiento por homologia de la proteina PsbO, ayuda a la
comprension de la activacion y funcionamiento de la misma, siguiendo los
patrones de la fotosintesis normal, Wei et al., 2016 en su estudio con espinacas
mediante ensamblaje estructural de alta resolucibn con microscopia
crioelectrénica de una sola particula, presenta al supercomplejo del PSII-LHCII
menciona que las subunidades extrinsecas como PsbO son esenciales para
proteger los complejos manganesos asi mismo esta hipétesis se corrobora en
otros estudios realizados por Sasi et al,. 2018 & Yamada et al., 2018. Se tiene
gue el rayo de luz con un foton de 680 nm es el encargado de iniciar este

proceso, en el cual se activan los captadores de luz o Lhch, los mismos que
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desencadenan el ciclo de Joliot-Kok que consta de 5 estados desde el Soal Sa
en el cual 2 moléculas de agua son utilizadas libre 2 hidrogenos, luego los 20
junto a un H se unen a un manganeso cada una dejando libre H, un e* que carga
a P680 y e"dando paso a Si1 de la cual se obtiene un e* que carga a P680 y e
activando al estado Sz ocurriendo el mismo proceso. Sin embargo en este se
desprende la molécula de hidrogeno y cada manganeso se une al oxigeno por
medio de enlaces dobles activando sucesivamente los estados Ss y Ss, este
ultimo no desprende e* y libera Oz; asi mismo el fotén 680 excita y fosforila al
PSII, durante este proceso PsbO se encarga de oxidar el grupo manganeso y
disociar el agua para formar %2 molécula de oxigeno; a su vez se encarga de
disociar al super complejo de proteinas PSII para reparar las partes degradadas
por la fosforilacién; donando electrones al foton 680 pasa a 700 y activa al
fotosistema |, dando origen al Ciclo de Calvin, donde se fija una molécula de
CO2, dando como resultado dos moléculas de 3-fosfoglicerato, luego el mismo
es fosforilado por la enzima ATP sintetasa, resultando 1,3-difosfoglicerato,
posteriormente ocurre la etapa de reduccién en el cual el 1,3-difosfoglicerato es
reducido en un transporte de iones, resultando 2 Gliceraldehido-3-fosfato, en
donde al final de 6 ciclos se produce 12 Gliceraldehido-3-fosfato de los cuales
dos son usados para conformar una azdcar y grupos de fosfatos inorganicos (Pi),
mientras que los otros 10 Gliceraldehido-3-fosfato son reincorporados en la
etapa de regeneracion del Ciclo, con varios productos intermedios que son
incorporados en el estroma, después de la liberacién del tilacoides, productos
como ATP sintetasa y NADH que actta como transportador de
adenosintrifosfato, por otra parte el fosforo inorganico es transportado desde el
estroma hasta el ribosoma 70s por medio de NADHSs, en donde el grupo el grupo
fosfato servira de sustrato para la activacion del promotor de complejo de ARN
para la traduccion y sintesis de las proteinas y complejos enziméticos que se

encuentran inmersos en el proceso (Grafico 5).
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Grafico 5 Cascada de sefializacion de la proteina PsbO en Elysia diomedea.
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Grafico 6 1. Ciclo de Joliot-Klok 2. Ciclo de Calvin
Autor: Modificado en BioRender
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7. Conclusiones.

La secuencia de la proteina de PsbO de Elysia No. ACF22980 contiene 320 de
aminoé&cidos la misma que presenta una similitud mayor al 40% respecto a porcentaje
de cobertura, aportando a la teoria de que esta proteina es una de las mayores
conservadas dentro de las proteinas fotosintéticas de la familia PsbO, compartiendo el
100% de similitud y cobertura con la proteina PsbO de Vaucheria litorea No. ABF5967.2
alga de la cual se alimenta Elysia chlorotica como en la cual se realizaron los
primeros estudios de genes fotosintéticos; 97% de cobertura y 59,62% de
similitud con Chaetoceros gracilis No. BAG85210.1, sin embargo, con el
porcentaje de similitud se trataria de proteinas funcionalmente similares, pero

evolutivamente adaptadas segun sus necesidades.

El modelo de la proteina por homologia realizado en el software Swiss-Model a partir de
la estructura de PsbO en un alga roja, es confiable debido a que la estimacién de la
calidad del modelo local (QMQE) alcanzé el 0.57 con propiedades geométricas
(QMEAN) de -2.31, se escogio la plantilla por ser obtenida de cristalizacion por
rayos X, sin embargo este modelo no tenia una variacion con los modelos
obtenidos a través de la micrografia electronica los que presentaban valores de
QMQE de 0.5 a 0.59 y QMEAN no menores a -3.32 lo cual nos indican que son
modelos tedricamente aplicable, el porcentaje de similitud de la proteina base
con la molde fue de 0.4 lo que nos ayuda a inferir que la funcionalidad de esta
se mantiene en Elysia. No se encontraron modelos realizados de manera
tradicional (cristalografia por rayos X o micrografia electrénica) para Vaucheria
litorea solo una plantilla realizada por homologia, la cual fue descartada para el

disefno en este estudio.

La cascada de sefializacion de la proteina PsbO en Elysia sp. demuestra
hipotéticamente que la funcion y proceso que esta cumple es la misma con otros
organismos oxi-fotosintéticos, debido a lo expuesto en las anteriores
conclusiones, activandose a través del P680 ayudando asi a la ruptura de
moléculas de agua, estabilizar el grupo manganeso y encargarse de la
disociacion y asociacion del fotosistema I, demostrando su importante funcion
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dentro del proceso de la fotosintesis; sin embargo, hay que considerar que los
organismos estudiados hasta la fecha poseen distintos tiempos de funcionalidad
de plastidos lo que consideran Cruz et al., 2015 se debe a la fotoproteccion la
cual va ligada a esta proteina. Razén por la cual se recomienda aplicar este
estudio y comprobar sus resultados in vitro, la cual a su vez desencadenara otros
basados en las babosas Sacoglossas reportadas en Ecuador Elysia diomedea y
E. viridis, y las algas de las cuales obtienen los plastidos, ademas de sus

metabolitos secundarios.
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9. Anexos

Photosystem Il extrinsic protein O [Elysia chlorotica]

GenBank: ACF22980.1

LOCUS ACF22980 320 aa linear INV 24-NOV-2008
DEFINITION photosystem Il extrinsic protein O [Elysia chlorotica].
ACCESSION ACF22980
VERSION ACF22980.1
DBSOURCE accession EU621882.1
SOURCE  Elysia chlorotica (eastern emerald elysia)
ORGANISM Elysia chlorotica
Eukaryota; Metazoa; Spiralia; Lophotrochozoa; Mollusca; Gastropoda;
Heterobranchia; Euthyneura; Panpulmonata; Sacoglossa;
Placobranchoidea; Plakobranchidae; Elysia.
REFERENCE 1 (residues 1 to 320)
AUTHORS Rumpho,M.E., Worful,J.M., Lee,J., Kannan,K., Tyler,M.S.,
Bhattacharya,D., Moustafa,A. and Manhart,J.R.
TITLE Horizontal gene transfer of the algal nuclear gene psbO to the
photosynthetic sea slug Elysia chlorotica
JOURNAL Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 105 (46), 17867-17871 (2008)
PUBMED 19004808
REFERENCE 2 (residues 1 to 320)
AUTHORS Worful,J.M. and Rumpho,M.E.
TITLE Vaucheria litorea like-protein O of photosystem Il from Elysia
chlorotica
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 3 (residues 1 to 320)
AUTHORS Worful,J.M. and Rumpho,M.E.
TITLE Direct Submission

JOURNAL  Submitted (02-APR-2008) BMMB, University of Maine, 5735

Hitchner
Hall, Orono, ME 04469, USA
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..320

/organism="Elysia chlorotica"
/db_xref="taxon:188477"

Protein 1..320
/product="photosystem II extrinsic protein O"
/name="manganese stabilizing protein of photosystem II;
PsbO"

Region 9..318
/region_name="MSP"
/note="Manganese-stabilizing protein / photosystem II
polypeptide; cl23911"
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/db_xref="CDD:305068"

CDS 1..320

/coded_by="EU621882.1:1..963"
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1

}" Amino Acid Composition: ACF22980.1 photosystem || extrinsic protein O [Elysia chlorotica] - |O ﬁ
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Grafico 7 Histograma de proteinas encontradas en PsbO de Elysia chlorotica.
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