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RESUMEN
En nuestro pais son escasos los estudios bioinformaticos dedicados a la descripcion
funcional de proteinas de interés en procesos ecoldgicos importantes para el equilibrio
ecosistémico. El presente estudio fue esencialmente una revision bibliogréfica de
caracter aplicativo donde caracterizamos la proteina fluorescente GFP mediante
simulacion de distintos software bioinformaticos dada su activacion organismos del
género Acropora obteniendo asi mayor entendimiento del fendmeno fluorescente. Los
estudios moleculares basados en modelamientos in silico pueden acercarnos a
resultados reales esperados en experimentaciones in vivo al simular con gran exactitud
diversos mecanismos moleculares a celulares de sefializacién biolégica. En este estudio
se obtuvo la secuencia codificante para la proteina GFP en el género Acropora desde el
GenBank, asi como la similitud y cobertura de la misma por medio de la herramienta
BLAST. El analisis de aminoacidos se realiz6 en BioEdit, para su modelamiento se
ingreso dicha secuencia en el servidor Swiss Model obteniendo una estructura en 3D que
fue analizada en el software RasWin. A partir del analisis bibliografico adicional a la
informacion recabada con los softwares bioinformaticos se realiz0 una cascada de
sefializacion biologica de los mecanismos llevados a cabo en el organismo incidentes
para la activacién de la proteina. Identificamos una alta similitud entre los organismos
seleccionados para alineamiento y cobertura con relacion directa al anico dominio de
fluorescencia presentado en la proteina GFP que representa un 90% de su secuencia de
aminoacidos. El modelamiento arrojé datos de identidad secuencial de 97,05%, con una
resolucion de 1,80 A, GMQE de 0.95 y QMEANDIsCo de 0.91; indicios de alta calidad y
confianza del modelo. A partir de su estructura en la cascada de sefalizacién biologica
se logré comparar lo descrito por varios autores donde dicho fenébmeno activa su funcién
fotoprotectora y antioxidante suplementario siendo un indicador clave del estrés oxidativo
desencadenado a nivel molecular en los tejidos del organismo por alteraciones en los

rangos aceptables de las condiciones fisico — quimicas de su medio circundante.

Palabras clave: Bioinformatica, Modelamiento in silico, Proteina GFP, Blanqueamiento.



ABSTRACT
In our country there are few bioinformatic studies dedicated to the functional description of
proteins of interest in important ecological processes for ecosystem balance. The present
study was essentially a bibliographic review of an applicative nature where we characterized
the fluorescent protein GFP by means of simulation of different bioinformatic software given
its activation by organisms of the genus Acropora, thus obtaining a greater understanding of
the fluorescent phenomenon. Molecular studies based on in silico modeling can bring us
closer to the real results expected in in vivo experiments by simulating with great accuracy
various molecular and cellular mechanisms of biological signaling. In this study, the coding
sequence for the GFP protein in the genus Acropora was obtained from GenBank, as well
as its similarity and coverage using the BLAST tool. The amino acid analysis was performed
in BioEdit, for its modeling said sequence was entered in the Swiss Model server, obtaining
a 3D structure that was analyzed in the RasWin software. From the bibliographical analysis
additional to the information collected with the bioinformatic software, a biological signaling
cascade of the mechanisms carried out in the incident organism for the activation of the
protein was carried out. We identified a high similarity between the selected organisms for
alignment and coverage in direct relation to the only fluorescence domain presented in the
GFP protein that represents 90% of it's amino acid sequence. The modeling yielded
sequence identity data of 97.05%, with a resolution of 1.80 A, GMQE of 0.95 and
QMEAND:IsCo of 0.91; indications of high quality and confidence of the model. Based on its
structure in the biological signaling cascade, it was possible to compare what was described
by several authors where said phenomenon activates its photoprotective and
supplementary antioxidant function, being a key indicator of oxidative stress triggered at the
molecular level in the body's tissues by alterations in the ranges acceptable physical-

chemical conditions of its surrounding environment.

Keywords: Bioinformatics, In silico modeling, GFP protein, Bleaching.



1. INTRODUCCION
La Bioinformética es un campo de las ciencias computacionales que se encarga de
procesar informacion acerca de secuencias moleculares biolégicas aplicada a genes,
ADN, ARN, o proteinas. Es eficiente en la comparacion de patrones en secuencias
génicas y proteicas de diferentes organismos, de este modo se puede establecer
relaciones filogenéticas y descripciones de la funcionalidad de dichos genes y proteinas,

(National Human Genome Research Institute, 2021).

El modelamiento in silico presenta ante el investigador una gran ventaja al incluir una
variedad casi ilimitada de evaluacién de parametros al organismo de interés (Colquit et
al., 2011). Logrando asi que sus resultados sean mayormente aplicables al reducir los
costes de un estudio en laboratorio, asi como las implicaciones éticas que conllevarian
el control de las variables; en el campo ecoldgico podemos estudiar diversos fenomenos
biologicos ante la exposicion de escenarios desafiantes como los que vivimos

actualmente.

El cambio climatico afecta la dindmica de los océanos de diversas maneras,
principalmente la sinergia entre los parametros del medio y los organismos que alli
habitan, asi como a los servicios ecosistémicos que proporcionan a la humanidad. Uno
de los ecosistemas afectados son los arrecifes de coral que, estan sufriendo pérdidas en
su abundancia debido a la frecuencia y extension de eventos de blanqueamiento. En los
cuales, debido al aumento de la temperatura del agua de mar, incluso ligeramente por
encima de los maximos a largo plazo, se da una ruptura de la relacion simbidtica entre
los corales hospedadores y sus dinoflagelados fotosintéticos intracelulares de la familia
Symbiodiniaceae. Debido a que estos simbiontes proporcionan la mayor parte de la
energia requerida por el coral anfitrion, periodos prolongados de blanqueamiento pueden
eventualmente conducir a la muerte de la colonia, (Fuller et al., 2020). La fluorescencia
de los organismos autotrofos es utilizada para medir la eficiencia de un organismo
fotosintético con el estrés ambiental o artificial que se genere en su entorno, GFP es una
proteina de respuesta al estrés en los coralespuede usarse como un marcador sensible
del estrés por calor dado que la disminucién de la expresion génica precede al dafio del

fotosistema Il de los simbiontes de algas.



2. JUSTIFICACION

La alteracion de los rangos establecidos de parametros fisico — quimicos en el medio
marino por el cambio climatico representan una gran amenaza para el equilibrio sobre el
cual se basa el funcionamiento, la productividad y la biodiversidad de los ecosistemas
coralinos; los eventos de desprendimiento de zooxantelas y blanqueamiento del coral
crean altas tasas de mortalidad y pérdida de numerosas areas de arrecifes coralinos de
gran importancia a nivel ecolégico en los ecosistemas marino costeros. Diversos autores
describen un fendomeno fluorescente presentado en corales del género Acropora a nivel
mundial post blanqueamiento en el cual se activan pigmentos fotoprotectores del
huésped dada la pérdida del simbionte. Una descripcion minuciosa de los mecanismos
moleculares a celulares originados en el tejido del huésped nos brinda grandes
oportunidades en la conservacién (tomando en cuenta la importancia del tiempo de

recuperacion) de estos ecosistemas esenciales en el equilibrio biético del medio marino.

Los estudios moleculares basados en modelamientos in silico pueden acercarnos a
resultados reales esperados en experimentaciones in vivo por lo cual reducen costes de
personal, reactivos, equipos especializados y tiempo en laboratorio al brindarnos un
acercamiento a procesos de alta complejidad dados naturalmente a nivel molecular en

nuestro organismo de intereés.

En nuestro estudio se tomo en consideracion al género Acropora por su gran importancia
ecolégica como organismo formador de arrecife, asi como su presencia en parches
coralinos de las costas ecuatorianas y adicional al ser identificado dentro de los géneros
gue han presentado este fenomeno fluorescente de acuerdo a los estudios realizados

por diversos autores en los ultimos 10 afios

Mediante diversas herramientas bioinformaticas especializadas podemos obtener un
claro entendimiento de la proteina verde fluorescente (GFP); particularidades de su
secuencia, con su modelamiento las propiedades de la estructura plegada y el
mecanismo llevado a cabo para su activacioén con resultado en el fendmeno observable;
asi también cémo el medio circundante puede influir en la repoblacion del simbionte a

los tejidos del anfitrion o la muerte celular por inanicion.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General:
Caracterizar la proteina fluorescente GFP mediante simulacion de software
bioinforméticos frente su respuesta al blanqueamiento en organismos del género

Acropora obteniendo asi mayor entendimiento del fendmeno fluorescente.

3.2. Objetivos Especificos:

v' Obtener la secuencia codificante a la proteina GFP presente en el género
Acropora hallada en la base de datos del Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (NCBI) para analisis de su composicion y similitud de aminoéacidos.

v' Realizar un modelamiento de la estructura proteica GFP, con el servidor Swiss-
Model para contextualizar su funcionalidad en base a su estructura.

v' Expresar la activacién de la proteina fluorescente GFP en el género Acropora
incidente al evento fluorescente post blanqueamiento mediante una cascada de

sefializacion.



4. METODOLOGIA

Esta investigacion sera de indole formativa, teérica y aplicable al contextualizar el estado
actual de las comunidades arrecifales; relacionando las acotaciones de diversos autores
con los procesos genéticos. Esto, plasmado en el procesamiento de informacién génica
llevado a cabo por diferentes softwares bioinformaticos; los cuales pueden ser aplicados

y comprobados bajo condiciones de laboratorio.

La informacién bioinformatica sera desarrollada en una Laptop Acer con procesador Intel
Core i5 8va generacion en el navegador de Google Chrome. Se trabajara con la
informacion obtenida en la plataforma NCBI (National Center for Biotechnology

Information) y el servidor Swiss model.

Dentro de los diferentes software a utilizar podemos identificar diferentes etapas del

proceso investigativo con la informacion a recabar.

4.1. Obtencién de secuencia de la proteina GFP
Desde la base de datos de la plataforma NCBI (National Center for Biotechnology

Information) se seleccioné la secuencia codificante para la proteina GFP en el género
Acropora con ID: XP_029213387.1.

4.2. Analisis de composicién aminoacidica
Con el ID: XP_029213387.1 descargamos la secuencia en formato FASTA para realizar

un analisis con la ayuda del programa BioEdit donde hallamos datos del peso molecular
gue tiene nuestra proteina, asi como la composicién de aminoacidos; con este ultimo

podemos clasificarlos y tener una mejor comprension de su funcionalidad.

4.3. Alineamiento de secuencias de la proteina GFP presente en diferentes
especies del género Acropora.
Con la herramienta BLAST de la plataforma NCBI realizaremos el alineamiento de las
secuencias con coédigo de acceso (ID) XM _029357552.2 (Acropora millepora),
XM_015895658.1 (Acropora digitifera), AB626608.1 (Acropora tenuis), AY646066.1
(Acropora aculeus), EU498722.1 (Acropora eurystoma), AY646068.1 (Acropora robusta),
EU709806.1 (Acropora pulchra), AB128822.1 (Acropora sp.), por similitud y porcentaje



de alineacion de aminoacidos de la proteina GFP presente en organismos del Pyllum

Cnidaria, con interés en el género Acropora.

4.4. Modelamiento in silico de proteina GFP
La construccion de nuestro modelo por homologia en modo automatizado donde
Unicamente se requiere la secuencia de aminoécidos del servidor Swiss Model consté de

las siguientes etapas:

1. Identificacién de la(s) plantilla(s) estructural(es).

2. Alineacion de la secuencia objetivo y la(s) estructura(s) de la plantilla.

3. Construccion del modelo en el servidor Swiss Model a través de plantillas
adecuadas basadas en BLAST (Camacho et al., 2009) y HHblits (Steinegger et
al., 2019). Las plantillas resultantes se clasifican segun la calidad esperada de los
modelos resultantes

4. Evaluacioén de la calidad del modelo.

Estos pasos integran bases de datos actualizadas de secuencias y estructuras de
proteinas. Cada uno de los pasos anteriores se puede repetir de forma interactiva hasta

gue se logre un resultado de modelado satisfactorio, (Swiss Model, 2018).

En el servidor Swiss model se realizd6 el modelamiento por homologia de la proteina de
interés al buscar plantillas de alta similitud con la secuencia obtenida previamente en la
base de datos NCBI. La plantilla a ser escogida para nuestro modelo por cristalografia
de rayos X fueron aquellas con identidad secuencial mayor a 90 entre las secuencias
identificadas de las diferentes especies del género Acropora; con los datos desplegados
en el servidor pudimos evaluar su identidad, oligo estado, diametro y altura (A),
alojamiento del cromdéforo, hojas, barriles dominios y residuos para comprender la

funcionalidad de la estructura en el espectro visible de fluorescencia.

45. Cascadade sefalizacion
Mediante la aplicacion online BioRender creamos una demostracion grafica de los
procesos moleculares en la activacion de la proteina GFP; en la cual pudimos observar
distintas interacciones de respuesta en un micro sistema de Disfuncion inmune y

metabodlica; donde el estrés térmico — luminico activa a través de una ruta metabdlica un



mecanismo de defensa donde GFP emite fluorescencia cuando se excita a longitudes de
onda de 550 — 600nm para convertirlas en longitudes de onda mas largas, nuestro
anfitrion posee un conjunto defensivo de enzimas antioxidantes enddégenas como la
superéxido dismutasa que cataliza la conversion del anion superoxido en agua y H202,
catalasa que cataliza la descomposicion de H202 al agua y al oxigeno y peroxidasas
gue son proteinas oxidantes que consumen H202. Antioxidantes exdgenos, como
pigmentos carotenoides de simbiontes pueden verse abrumados durante el estrés por
temperatura extrema. Esto implica que estos antioxidantes bien caracterizados tienen
una limitacion fisiolégica, por lo que requieren una actividad depuradora suplementaria
de las proteinas locales, (Halliwell & Gutteridge, 1999; Sugumaran % Kanost 1993;
Dunlap et al., 2003; Mydlarz & Harvell, 2007). Es alli donde la proteina GFP también
actla como extintores de radicales de oxigeno; esto es particularmente Gtil debido a su
estabilidad y al hecho de que su croméforo se forma en una ciclacion autocatalitica que

no requiere un cofactor sino oxigeno que puede tomar de los radicales libres.



5. MARCO TEORICO

5.1. Rangos medio circundante en arrecifes coralinos

La alteracion de los rangos establecidos de parametros fisico — quimicos en el medio
marino por el cambio climatico representan una gran amenaza para el equilibrio sobre el
cual se basa el funcionamiento, la productividad y la biodiversidad; los corales, para
crecer y desarrollar colonias, requieren temperatura media superior a los 20°C,al
sobrepasar este rango (30-35°C), provocara el blanqueamiento de los organismos.
Asimismo, son sensibles a salinidades bajas, cuyos valores se acercan a 32 y pH del
agua entre 8,1 y 8,4. Los corales hermatipicos son clave en la construccién de los
ecosistemas arrecifales, gracias a la aportacion de carbonato calcico de sus esqueletos,
(Ribau, 2011).

5.2. Relacion simbidética coral anfitrion —dinoflagelado

Dada su endosimbiosis el coral anfitrion proporciona un entorno protegido a las
zooxantelas que, son integradas por ingestion directa; a través de la fotosintesis se
multiplican a continuacion en los tejidos del anfitrion, proveen mas del 95% de los
requerimientos nutricionales a la colonia hospedera mediante la translocacionintracelular
de los productos resultantes de la fotosintesis, como hidratos de carbono y lipidos,
sumado a la eliminacion de desechos metabdlicos y asimilacion - conservacion del
nitrogeno, nutriente limitante en estos ambientes. De esta manera los corales dirigensus
recursos hacia el crecimiento y construccion de su esqueleto como compensacion en
aguas oligotréficas, aunque limita su distribucion a la zona fética de la columna de agua.
Sin embargo, estos parecen preferir niveles bajos de luz o luz indirecta. (Bikerland,1997;
Muller & Parker, 1997; Oppen, 2007).

Algunas especies de coral suelen adquirir sus simbiontes por transmisién del progenitor
al ovocito. Sin embargo, mas del 70% de las especies de coral adquieren su simbionte

del medio ambiente al ser liberados los propagulos, (Baird, Guest & Willis, 2009).

Estos dinoflagelados pertenecientes a la familia Symbiodiniaceae, se encuentran en el
endodermo del coral anfitrién, en densidades altas (superiores a 106 cél/cm2).Su
anfitribn puede contener mas de una de las 16 especies existentes, otorgandoles cierta

flexibilidad en la ocurrencia de cambios ambientales, como generar un patrén



distinto de zooxantelas cuando estos se ubican a diferentes profundidades, (Ribau,
2011).

Presentan una serie de “sustancias fluorescentes”, de las cuales podemos mencionar la
clorofila que, aporta una fluorescencia roja, con picos cercanos a los 685y 735 nm, en
células gastrodérmicas, (Salih et al., 2000; Oppen, 2007). Otros pigmentos emiten
fluorescencia a longitudes de onda mas cortas, generalmente estan contenidos en las

células epiteliales del coral anfitrion (Kawaguti 1944; Logan et al. 1990; Mazel 1995).

5.3. Fisiologiadel coral anfitrion ante eventos estresantes
En un ambiente cambiante, los corales tienen la capacidad de aclimatacién y
fotoproteccidn en base a diversos mecanismos que incluyen estrategias de adaptacion a

largo plazo y respuestas a corto plazo, (Iglesias et al., 2004; McCabe et al., 2008).

A una luminosidad superior a su rango habitual tienen la capacidad de seleccionar el tipo
y cantidad entre sus simbiontes autoétrofos; contenido de pigmentos, ajuste de
complemento de filtros UV, aminoacidos similares a micosporinas (MAA) y moléculas
antioxidantes (Falkowski & Dubinsky 1981, Hoegh, Guldberg & Smith 1989, Iglesias,
Prieto & Trench 1994, Richier et al. 2005). Incluso después de eventos estresantes que
interrumpan la simbiosis, los dinoflagelados pueden volver a insertarse al mismo
huésped o a uno nuevo, permaneciendo fotoquimicamente funcionales (Soffer et al.,
2008; Yellowlees et al., 2008).

El fendmeno de blanqueamiento del coral es un notable indicio de estrés en relacion a
los parametros que estd proveyendo el medio circundante provocando dafio en las
membranas simbidticas que, a su vez, conducen al colapso de la simbiosis que culmina
en la expulsion de los simbiontes dandole el aspecto totalmente blanquecino al anfitrion;
originada por estrés oxidativo severo en el aparato fotosintético de los dinoflagelados y

provocando un dafio colateral, (Venn et al., 2008).

Es posible la absorcion de simbiontes nuevamente a los tejidos del anfitrion por parte de
los corales adultos, particularmente después de un periodo corto de estrés, como el

blanqueamiento, (Baker, 2001; Berkelmans & Oppen, 2006).



5.4. Superfamilia GFP

Los homdlogos de la proteina fluorescente verde son un grupo predominante de
pigmentos fluorescentes (FP) hospedadores responsables del espectro visible verde
(GFP), rojo (RFP) y cian (CFP) de varias especies de corales formadores de arrecifes
con la regulacién al alza de los FP determinada por su secuencia de aminoacidos; se
han identificado como una barrera protectora entre la dafiina radiacion ultravioleta (UV)
de la exposicidn solar y reflejan la luz visible infrarroja por lo cual disipan el exceso de
energia en longitudes de onda; al cambiar el entorno de luz en el tejido del coral,
resultando en la adecuacion luminica 6ptima para la fotosintesis; proteccion de la
magquinaria fotosintética logrando una funcién fotoprotectora de la esencial simbiosis,
(Takahashi et al., 2016; Palmer, Modi & Myldarz, 2009).

Estos FP se podrian diferenciar en dos grupos por su regulacion dependiente de la luz
siendo que, el grupo de umbral bajo contiene principalmente proteinas fluorescentes cian
expresadas en cantidades considerables a muy bajas intensidades de luz. En cambio
que, el grupo de umbral alto incluye proteinas fluorescentes verdes y rojas, asi como
cromoproteinas no fluorescentes, por lo cual se pueden detectar facilmente al contribuir
como marcadores Opticos intrinsecos en una evaluacion no invasiva de la condicién
fisioloégica de estos organismos en respuesta a diversas problematicas como heridas e
infestaciones con epibiontes/parasitos, estrés originado por cambios en su entorno y
demas patologias al tener un claro entendimiento de los determinantes que controlan su
expresion, (D’ Angelo et al., 2008; D’ Angelo et al., 2012; Roth & Deheyn, 2013).

Han sido agrupadas como superfamilia ya que tienen la misma forma y alta similitud en
su secuencia dado que, el ancestro de las proteinas fluorescentes era verde dentro de
la superfamilia de proteinas similares a GFP se presume que, tienen un ancestro en
comun mas cercano, sefialando una evolucion convergente de un sistema molecular
complejo a través de pequefias transiciones incrementales; dadas por una acumulacion
gradual de mejoras. Mdltiples eventos de esta diversificacion de color rojo/verde en
Montastraea cavernosa refleja una evolucién convergente de los diferentes pigmentos

en el espectro visible (Ugalde, Chang & Matz, 2014).



Es imprescindible recalcar que presentan altos niveles de expresion en el tejido de coral,
siendo excelentes indicadores de la salud de los arrecifes, agregando vital importancia
al conocimiento profundo de la regulacién de los pigmentos a partir de sus genes a

proteinas codificantes, (Oswald et al. 2007).

5.5. Proteina GFP

GFP es un representante de las proteinas fluorescentes antes mencionadas, en el afio
1995 fue clonada y expresada exdégenamente por primera vez en la medusa
bioluminiscente Aequorea victoria; puede usarse como un marcador sensible del estrés
por calor dada la disminucion de la expresion génica al dafio del fotosistema Il de los
simbiontes de algas. Consta de 238 aminoacidos; una estructura terciaria con diametro
de 24 Ay una altura de 42 A de 11 B-hebras (cintas) con bucles de interconexion del B-
barril; un croméforo suspendido de un a-hélice en el centro del barril (constituido por los
aminoéacidos 65, 66 y 67), un grupo quimico que absorbe y emite luz. Al hallarse
contenido puede protegerse de la inactivacion por oxigeno del ambiente externo,
(Zimmer, 2002). Se encuentra entre las proteinas reguladas positivamente del factor de
transcripcion de choque térmico con un alto costo metabdlico durante el blanqueo,
(Ricaurte et al., 2016)
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6. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

6.1. Analisis de composicion aminoacidica de la proteina GFP del género
Acropora
La secuencia de aminoacidos de estudio a ser modelada bajo el codigo de acceso en la

base de datos NCBI No. XP_029213387.1 esta conformada por 221 aminoacidos;
33.03% son hidrdfilos, 39.8% hidréfobos, 11.8% acidos y 14.9% basicos, identificamos a
glicina (10.4%) vy lisina (8.6%) los mas abundantes en la secuencia. Nuestra

secuencia de amino&cidos tiene un peso de 25848,36 kD. (Tabla 1) (Grafico 1).

Aminoacido  Abreviatura Letra Clasificacién NUmero Porcentaje
molecular
Cisteina Cys C Polares o hidréfilos 3 1.30%
Glicina Gly G Polares o hidréfilos 24 10.4%
Asparagina Asn N Polares o hidréfilos 7 3.03%
Glutamina Gin Q Polares o hidrofilos 8 3.46%
Serina Ser S Polares o hidréfilos 13 5.63%
Treonina Thr T Polares o hidréfilos 14 6.06%
Tirosina Tvr v Polares o hidréfilos, o
y aromatico ! 3.03%
: Apolares o
Alanina Ala A hidréfobos 11 4.76%
- Apolares o
Fenilanina Phe F hidréfobos 17 7.36%
Isolewci I | Apolares o o
soleucina e hidréfobos 12 5.19%
. Apolares o
Leucina Leu L hidréfobos 12 5.19%
o Apolares o
Metionina Met M hidréfobos 10 4.33%
. Apolares o
Prolina Pro P hidréfobos 12 5.19%
: Apolares o
Valina Val \% hidr6fobos 16 6.93%
Apolares o
Triptéfano Trp w hidréfobos, 2 0.87%
) aromatico
Acido aspartico Asp D Acidos 11 4.76%
Acido .-
glutamico Glu E Acidos 16 6.93%
Histidina His H Basicos 10 4.33%
Lisina Lys K Basicos 20 8.66%
Arginina Arg R Basicos 6 2.60%

Tabla 1. Descripcion de composicién aminoacidica contenida en la secuencia de la proteina GFP.
Autor: Bautista, N. (2022).
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y Amino Acid Composition: XP_029213387.1 GFP-like fluorescent chror p in amFP486 isof X3 [Acropora millepora] = I I:II x I
Protein: *P_029213387.1 GFP-like fluorezcent chromoprotein amFP48E izoform =3 [Acropora millepora)]

Length: 231 amino acids
Molecular weight: 25848,36 D altons

Amino Acid Composition

Mol %

Ala Cys Asp Glu Phe Ghy His lle Lys Leu Met Asn Pro Gin Arg Ser Thr “al Trp
Amino Acid

Grafico 1. Histograma de aminoacidos hallados en proteina GFP
Autor: BioEdit, 2022.

6.2. Similitud de secuencias entre diferentes especies del género Acropora.
Nuestra secuencia de interés con ID: XM_029357554.2 esta compuesta por 849
nucleodtidos, (Zimmer, 2002); el porcentaje de cobertura entre secuencias nos brinda
informacion acerca de la cantidad de nucleétidos que presentan. En el grafico 2 podemos
observar que, de las diferentes especies del género Acropora halladas en la base de
datos NCBI, la secuencia XM_044307739.1 perteneciente a Acropora millepora

compuesta de 837 nucleotidos se acerca mayormente a nuestra secuencia de interés.

Porcentaje de cobertura

Acropora sp.
Acropora pulchra
Acropora robusta

Acropora eurystoma
Acropora aculeus
Acropora tenuis
Acropora digtifera
Acropora millepora

200 400 600 800 1000

o

Gréfico 2. Porcentaje de cobertura GFP en diferentes especies de Acropora.
Autor: Bautista, N. (2022).
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De la misma manera, al comparar el porcentaje de similitud de identidad resultante del
alineamiento de nuestra secuencia de interés con diferentes especies del género
Acropora podemos observar que, la secuencia perteneciente a Acropora millepora
presenta un 99,87% de similitud. Cabe destacar que, en todas las especies observamos
un acoplamiento de identidad mayor a 90% que nos indica la funcionalidad compartida
de GFP en diferentes especies aludiendo que, dentro de la superfamilia de proteinas
similares a GFP presentan mas de un origen, apuntando una evolucién convergente de
un sistema molecular complejo a través de pequefias transiciones incrementales; dadas

por una acumulacién gradual de mejoras, (Ugalde, Chang & Matz, 2014) (Gréafico 3).

Porcentaje de similitud

Acropora millepora
Acropora digtifera
Acropora aculeus

Acropora eurystoma
Acropora robusta
Acropora sp.
Acropora pulchra
Acropora tenuis

86% 88% 90% 92% 94% 96% 98% 100%

Gréfico 3. Porcentaje de identidad GFP en diferentes especies de Acropora.
Autor: Bautista, N. (2022).
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6.3. Modelamiento in silico de la proteina GFP

De los modelos desplegados en el servidor Swiss Model se eligio el modelo con ID:
1gyo.1.A correspondiente a la proteina GFP en Acropora sp., obtenido bajo cristalografia
de rayos X con una resolucién de 1,80 A, GMQE de 0.95 y QMEANDIsCo de 0.91; estos
2 ultimos brindan una medicién general de la calidad del modelo entre 0 y 1, donde los
nameros mas altos indican una mayor calidad esperada. Asimismo, obtuvimos una
identidad secuencial de 97,05%, oligo estado monoémero (subunidad), diametro de 24 A
y una altura de 42 A, (Zimmer, 2002; Gonzalez, 2016) (Gréfico 4).

Modelos

Se construyeron los siguientes modelos (ver Materiales y métodos "Construccion de modelos”):

Modelo #02  Expediente construido con Oligo-Estado  ligandos GMQE QMEANDisCo Global

@’ AP ProMod3 3.2.1 mondmero Ninguna 0,95 m 0.05

identidad  Oligo- Encontrado Similitud

Modelo : QSQE Método Resolucion —_Rango Cobertura Descripcion
secuencial estado por secuencial
- proteina
1gyo.1A  97.05 mondmero 0.00 EXPLOSION radiografia 1,80 A 0,61 936 0.97 verde
fluorescente

Gréfico 4. Construccién del modelamiento in silico de proteina GFP
Autor: Swiss Model, 2022.

Como mencionamos anteriormente la identidad secuencial de 97,05% descrita en el
grafico 5 el analisis que nos refleja el servidor en cuanto a la secuencia de aminoacidos
ingresada para la construccion del modelamiento; se registra una confianza alta segun
los esquemas de color establecidos por el servidor Swiss Model; color naranja indica baja
confianza y color azul indica alta confianza de la alineacion de cada aminoacidocontenido
en la secuencia del modelo en creacién en base a las plantillas de las diferentes bases

de datos indicadas anteriormente.
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Gréfico 5. Alineamiento de la secuencia molde con la plantilla de la proteina GFP.
Autor: Swiss Model, 2022.

En el grafico 6 podemos observar la estructura 3D que nos arroja el servidor Swiss Model,
el software RasWin nos permitié interactuar a profundidad con la proteina, la cual
identificamos como terciaria dadas las atracciones presentes entre hélices alfa y hojas
plegadas (conformacion ), en base a lo anterior podemos diferenciar los componentes
de la proteina: Laminas plegadas B (color amarillo), hélices a (color puarpura), residuos
(color blanco), cromoforo con estructura quimica globular. Al girarla 90° la vemos asi (B),
alli resaltamos los residuos que forman el croméforo. En cuanto a la funcionalidad de la
proteina en base a dicha estructura; se ha reportado que, GFP solo emite fluorescencia
al formarse el croméforo y una vez que la hebra 11 un-barril se establece, producto del
propio plegamiento, (Zimmer, 200).

En este sentido, acoplando los resultados del grafico 7 con lo descrito por Zimmer (2002)
en cuanto a la estructura de la proteina GFP determinamos que, nuestra proteina de
interés tiene un solo dominio correspondiente al fendmeno de fluorescencia al igual que

los otros organismos de la superfamilia GFP.
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La geometria cilindrica de la GFP protege el cromoforo, haciéndolo notablemente
fotoestable y brillante, resistente al oxigeno reactivo, la luz, el pH y muchos agentes

desnaturalizantes (Tsien 1998).

A)

B)

Grafico 6. Modelamiento in silico de la proteina GFP en el género Acropora
A) Plano general de la estructura terciaria de la proteina.

B) Vista interna de la estructura; destaca cromoforo suspendido.

Autor: Bautista, (2022).

Dominios conservados en [lcl|Query_22565] Vista |Resuliados estandar | [

Secuencia de consulta local

Clasificacién de proteinas

Proteina que contiene dominio GFP (ID de arquitectura de dominio 10475070 )
Proteina que contiene el dominio GFP

Resumen grafico  [Ml mostrar opciones adicionales »

1 3 50 7 100 125 150 s 200 221
S T T T T T T S Sl S el A S Ty SO S SO SO SO T S A S ST ST S A S S S—S|

Query seq.
Specific hits
Superfanilies GFP superfamily

[ Buscar arquitecturas de dominio similares | [Refinar busqueda |

Lista de aciertos de dominio e
Nombre Adhesién Descripcion Intervalo valor E
[H GFFP pfam01353 Proteina verde fluorescente; 12-217 4.57e-60

Grafico 7. Dominio de la proteina GFP
Autor: Swiss Model, 2022.

Un aspecto esencial a destacar es la estructura central contenida en la cavidad del barril
denominada croméforo, esencial en el espectro fluorescente caracteristico de la proteina.
(Gréfico 8).

El cromoforo se crea espontaneamente a partir de los residuos Ser 65, Tyr 66 y Gly 67,
Su espectro de excitacibn muestra picos tanto a 396 como a 475 nm. La cavidad que lo
rodea tiene una gran influencia en sus caracteristicas espectrales.
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En la estructura terciaria GFP los aminoacidos ubicados en los alrededores del croméforo
median su fluorescencia; el despliegue de la proteina da como resultado la pérdida
completa de la emision de fluorescencia del croméforo, (Bartkiewicz et al., 2018).

Grafico 8. Estructura quimica croméforo proteina GFP
Autor: Protein Data Bank (PDB), 2022.

6.4. Cascadas de sefializacion

Tras obtener nuestro modelamiento de la proteina GFP y develar sus estructuras
podemos esquematizarla en el desencadenamiento del espectro fluorescente desde el
mecanismo de endosimbiosis, como su factor estresante térmico — luminico dispone al
organismo a la activacion de mecanismos fotoprotectores y con ello el entendimiento de

todos los factores asociados. (Grafico 9, 10, 11).

La coloracién del anfitrion no esta determinada por su simbionte, mas bien por pigmentos
protectores anti-UV que segregan los corales para protegerse de las intensas radiaciones
fuera de sus rangos de tolerancia. Las zooxantelas tienen una coloracion parda propia
de su clado, por tanto, sus altas densidades favorecen la coloracion marrén de los corales

y viceversa, (Grilli, 2005).

17



Endosimbiosis

3 factor estresante
Acropora sp. térmico - luminico

/v Soee N - Blanqueamiento tejido

f Al | . Expulsién simbionte‘—)

-

coral ) G Aok ¢

enfermo P . \3’, ‘@ i \
29
AcopoE 6p, Created in BioRender.com bio

Gréfico 9: Fendmeno de blanqueamiento de corales
Autor: Bautista, N. 2022.
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Los radicales de oxigeno se producen facilmente por una serie de vias y mecanismos,
incluidos los simbiontes de algas haciendo esencial la regulacion del estado redox de los
tejidos (capacidad de eliminar del organismo de sustancias nocivas). De las ROS
(especies reactivas de oxigeno), el peréxido de hidrogeno (H202) se atribuye
particularmente a la induccion del estrés oxidativo, ya que es la especie de oxigeno mas
estable y se difunde facilmente a través de las membranas biolégicas, (Downs et al.,
2002; Smith, Suggett & Barker, 2005; Leutenegger et al., 2007).

Para mitigar y regular la citotoxicidad de las ROS, los antozoos poseen un conjunto
defensivo de enzimas antioxidantes endogenas como la superéxido dismutasa que
cataliza la conversion del anion superdxido en agua y H202, catalasa que cataliza la
descomposicion de H202 al agua y al oxigeno y peroxidasas que son proteinas
oxidantes que consumen H202. Antioxidantes exdgenos, como pigmentos carotenoides
de simbiontes pueden verse abrumados durante el estrés por temperatura extrema. Esto
implica que estos antioxidantes bien caracterizados tienen una limitacion fisioldgica, por
lo que requieren una actividad depuradora suplementaria de las proteinas locales,
(Halliwell & Gutteridge, 1999; Sugumaran % Kanost 1993; Dunlap et al., 2003; Mydlarz
& Harvell, 2007).

Los antioxidantes son vitales para evitar peroxidacion de lipidos, la oxidacion de
proteinas, el dafio al ciclo celular del coral, la inhibicion de enzimas, el dafio a los acidos
nucleicos y la activacién de la via de la apoptosis. En condiciones extremas, como estrés
térmico prolongado las vias antioxidantes bien caracterizadas y conservadas, incluidas
la catalasa y la superoxido dismutasa, pueden verse abrumadas. Los pigmentos
fotoprotectores actian adicionalmente como antioxidantes suplementarios al eliminar el
peroxido de hidrogeno (H202) para prevenir/ayudar frente al estrés oxidativo en el tejido
de coral, (Kultz, 2005; Cornet, Biard & Moret, 2007; DeSalvo et al., 2008; Voolstra et al.,
20009).

En base al analisis planteado en el grafico 10, identificamos la ubicacion de nuestra
proteina en la respuesta de Disfuncion inmune y metabdlica; donde el estrés térmico —
luminico activa a través de una ruta metabdlica un mecanismo de defensa donde GFP

emite fluorescencia cuando se excita a longitudes de onda de 550 — 600nm para
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convertirlas en longitudes de onda mas largas, asi como también actlian como extintores
de radicales de oxigeno. Es particularmente util debido a su estabilidad y al hecho de
gue su croméforo se forma en una ciclacion autocatalitica que no requiere un cofactor
sino oxigeno que puede tomar de los radicales libres. Sin embargo, requiere un proceso

de maduracién que puede extenderse durante varios dias. (Gréfico 11)
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Grafico 11: Cascada de sefializacion de la proteina GFP en Acropora sp.

Autor: Bautista, N. 2022.
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7. CONCLUSIONES

La secuencia codificante a la proteina GFP en el género Acropora con ID:
XP_029213387.1 en la base de datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica
(NCBI) contiene 849 nucleétidos con un peso de 25848,36 kD, presenta una similitud
mayor al 90% respecto a identidad con A. aculeus, A. digtifera, A. eurystoma, A.
millepora, A. pulchra, A. robusta, A, sp, y A. tenuis, adicional dicha secuencia codifica un
total de 221 aminoéacidos lo cual nos indica la funcionalidad compartida en distintos

organismos representantes del género Acropora.

En el modelamiento de nuestra proteina de interés en el servidor Swiss Model se eligio
el modelo con ID: 1gyo.1.A correspondiente a la proteina GFP en Acropora sp., por
presentar una identidad secuencial de 97,05%, con una resolucion de 1,80 A, GMQEde
0.95 y QMEANDIsCo de 0.91; estos 2 ultimos valores son indicios de la calidad del
modelo al hallarse en un rango entre 0 y 1, donde los nimeros mas cercanos a 1 indican
una mayor calidad esperada. En el software RasWin identificamos su estructura como
terciaria dadas las atracciones presentes entre hélices alfa y hojas plegadas
(conformacion (); diferenciamos laminas plegadas [, hélices a, residuos y una estructura
contenida en el centro de la estructura formada a partir de residuos denominada
cromoforo; esencial en el espectro fluorescente caracteristico de la proteina, dada
especificamente por el dominio de fluorescencia caracteristico de las proteinas de la
superfamilia GFP la cual evolutivamente se ha visto adaptada a las necesidades y

desafios del ambiente.

Podemos esquematizar a nuestra proteina de interés mediante la representacion online
en el programa BioRender del desencadenamiento del espectro fluorescente desde el
mecanismo de endosimbiosis donde los organismos se ven expulsados de su anfitrion al
dejar su forma globular y tomando su forma de vida libre original, en todas nuestras
representaciones observamos como el factor estresante térmico — luminico dispone al
organismo a la activacion de diversos micro sistemas deliberados por diversas proteinas
de las cuales GFP actua primordialmente como fotoprotector al emite fluorescencia

cuando se excita a longitudes de onda de 550 — 600nm para convertirlas en longitudes
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de onda més largas para mantener la fundamental relacion con su endosimbionte.
También actia como antioxidante suplementario al captar los radicales libres de O2
hacia su croméforo y ayudar a los demas sistemas a estabilizarse; si el periodo de estrés
se ve alargado mas alla de la capacidad de recuperacion del organismo se activara la
via de la apoptosis por lo cual el futuro de los arrecifes de coral depende en gran medida

de estrategias de gestion que puedan promover su recuperacion y resiliencia.
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9. RECOMENDACIONES

Las herramientas bioinformaticas nos ofrecen una cantidad considerable de comandos a
ser aplicados y ajustados a nuestra molécula de interés; una correcta identificacion y
entendimiento de la base de los parametros que rigen dichos comandos es esencial,
dependiendo de cada herramienta o software a ser utilizado guiado a nuestras

necesidades.

Adicional a esto, son altamente confiables por ser comprobadas en numerosos estudios de
alto impacto; por lo cual para un correcto direccionamiento en la comprension del fenémeno
a ser descrito en el organismo, un escenario grafico nos brinda la oportunidad de aludir a la

actividad molecular; destacando una cascada de sefializacion.
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