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Resumen

Las malas practicas durante la actividad agricola ocasionan que se acumule nutrientes en
la superficie del agua, generando floraciones de algas nocivas causadas por cianobacterias. Esto
afecta gravemente a la salud de las comunidades cercanas a cuerpos de agua dulce. Las
cianobacterias que mas producen floraciones de algas nocivas son las del género Microcystis,
estas producen una hepatotoxina conocida como microcistina, las cuales son degradadas por la
enzima microcistinasa (mlr). En base a esto, es posible disefiar un biosensor que detecte la
presencia de microcistina en muestras de agua mediante la expresion de genes reporteros. Para
esto se realizd alineamientos multiples de secuencias (MSA) de los segmentos de ADN de la
enzima microcistinasa, y a su vez el modelamiento de proteinas del gen mlrA de la misma, para
el posterior disefio de primers en Benchling. Por lo que, se pudo concluir que el gen mirA de la
microcistinasa es capaz de ser inducido por la microcistina, ademas de que los primers disefiados
poseen regiones altamente conservadas.

Palabras Clave: Cianobacterias, Floraciones, Microcistina, Microcistinasa, Biosensor.



Abstract

Poor practices during agricultural activity cause nutrients to accumulate on the water
surface, generating harmful algal blooms caused by cyanobacteria. This seriously affects the
health of communities near bodies of fresh water. The cyanobacteria that most produce harmful
algal blooms are those of the Microcystis genus. These produce a hepatotoxin known as
microcystin, which is degraded by the enzyme microcystinase (mir). Based on this, it is possible
to design a biosensor that detects the presence of microcystin in water samples through the
expression of reporter genes. For this, multiple sequence alignments (MSA) of the DNA
segments of the microcytinase enzyme were carried out, and in turn the protein modeling of the
mirA gene of the same, for the subsequent design of primers in Benchling. Therefore, it was
possible to conclude that the microcystinase mirA gene is capable of being induced by
microcystin, in addition to the fact that the designed primers have highly conserved regions.

Keywords: Cyanobacteria, Blooms, Microcystin, Microcytinase, Biosensor.
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1.1 Introduccion

Ecuador es un pais agricola, y exporta diversos productos como cacao o banano, sin
embargo, estas actividades pueden traer efectos colaterales como la contaminacion por
nutrientes a los cuerpos de agua, este exceso de nutrientes como nitrogeno y fosforo promueve
la proliferacion de cianobacterias, las cuales pueden causar dafio a la salud humana (Gémez et
al., 2020).

Las cianobacterias han persistido a lo largo de los afios debido a su alta capacidad
adaptativa, tales como la presencia de mucilagos para cuidarse de depredadores y de estructuras
multiples que les permiten flotar, estas estructuras son conocidas como aerotopos. Asi mismo,
las cianobacterias son capaces de resistir la escasez de nutrientes y soportar altas temperaturas
(entre 70° y 73°C); no obstante, un ambiente dptimo, buena disponibilidad de nutrientes, alta
radiacion solar y un clima entre 25° y 30°C son favorables para su proliferacion masiva. Cuando
existe una excesiva cantidad de cianobacterias se produce un fenémeno llamado bloom, el cual
germina cuando hay floraciones algales nocivas (FAN), que se caracterizan por un cambio de
color en la superficie del agua, y se pueden producir tanto en aguas estancadas como en rios y
arroyos (Echenique, 2022). Ciertas especies de cianobacterias pueden producir toxinas llamadas
cianotoxinas, que se pueden acumular facilmente en cuerpos de agua. Dentro de estas
cianotoxinas, se destaca a la microcistina, producida por cianobacterias del género Microcystis,
donde el consumo de agua contaminada por esta toxina conlleva al desarrollo de cancer hepético
(Moreno, 2023).

Existen bacterias que sintetizan una enzima conocida como microcistinasa compuesta
por un complejo o cluster de genes (mIrABCD) (Dexter et al., 2021), los cuales son capaces de

degradar a la microcistina. Estudios sugieren que la expresion de esta enzima no es constitutiva,



lo que quiere decir que solo se expresa si es inducida por la presencia de microcistina (Lezcano
et al., 2018). Con base a lo anterior, se puede disefiar un biosensor que use como material
bioldgico la enzima de la microcistinasa, de esta forma, por medio de ingenieria genética se
puede combinar el gen de la microcistinasa con el de una proteina fluorescente como GFP. De
esta manera, si se produce una reaccion colorimétrica se puede deducir que la microcistinasa

reconocié la microcistina.

1.2 Descripcion del Problema

Este proyecto esta realizado en conjunto con el Centro de Aguas y Desarrollo Sostenible
(CADS) y tiene como objetivo una mejora en el saneamiento de muestras de agua, debido a que
se ven en algunos casos afectados por toxinas producidas por cianobacterias, lo que conlleva a
enfermedades gastrointestinales, hepaticas, entre otras. Se busca elaborar un sistema biol6gico
mediante el uso de pldsmidos que detecte la presencia de microcistina. La presencia de la
cianotoxina se detectard mediante un gen reportero. Para ello, se empleardn las herramientas
bioinformaticas necesarias que permitan localizar la presencia de la microcistina, junto al disefio
de primers para la clonacion de las regiones promotoras usadas posteriormente en los plasmidos,

para la elaboracion del biosensor.

1.3 Justificacion del Problema

Unos de los grandes problemas que han afectado a la salud humana a lo largo de los afios es
la calidad del agua. Existen varios parametros que determinan si el agua se encuentra en las
condiciones adecuadas para el consumo humano; sin embargo, se desconoce mucho acerca de la
deteccion de microcistinas en cuerpos de agua, las cuales causan graves afectaciones al

organismo que van desde enfermedades hepéticas hasta casos extremos como el desarrollo de



cancer hepatico y colon. Ante esta situacion, es necesario crear un sistema bioldgico que ayude
en la deteccion de estas toxinas.
1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Disefiar un biosensor que detecte la presencia de microcistina en muestras de agua
mediante la expresion de genes reporteros.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Identificar regiones promotoras de los genes involucrados mediante el uso de
herramientas bioinformaticas en la sintesis de microcistinasa.

2. Determinar regiones conservadas de los genes involucrados mediante la alineacion de
alineamientos multiples.

3. Generar modelamientos de las proteinas de la microcistinasa para observar los sitios de
anclaje.

1.5 Marco teérico

1.5.1 Cianobacterias y Cianotoxinas

Las cianobacterias son microorganismos fotosintéticos con una gran capacidad de
adaptacion que les permite colonizar distintos ecosistemas. Estos microorganismos habitan rios,
estanques, lagos, arroyos y océanos, forman parte del fitoplancton y pueden formar simbiosis
con plantas acuéaticas o liquenes (Palacio Gémez et al., 2019), prefieren lugares con mayor
intensidad luminica y nutrientes como nitrégeno y fosforo; sin embargo, también son capaces de
sobrevivir en ambientes con condiciones extremas gracias a su habilidad de fijar nutrientes.
Algunos géneros de cianobacterias producen metabolitos toxicos denominados cianotoxinas, lo

que provoca cambios en la apariencia y composicion de los cuerpos de agua, como un aumento



de pH, transparencia, color, entre otros. Las cianotoxinas se pueden clasificar en hepatotoxinas,
que son aquellas que afectan el sistema gastrointestinal y las neurotoxinas que afectan el sistema

neuromuscular (Salomon et al., 2020).

1.5.2 Microcistina

El exceso de cianobacterias en cuerpos de agua es perjudicial debido principalmente a
gue son capaces de producir microcistinas, las cuales son hepatotoxinas capaces de afectar la
calidad del agua dulce. Uno de los grupos de cianobacterias capaces de producir microcistinas
son las del género Microcystis, estas tienen la habilidad de soportar altas temperaturas, asi como
grandes cantidades de intensidad luminica, se acumulan en la superficie de los cuerpos de agua y
habitan a niveles bajos debido a su funcion regulatoria y migratoria.

En Ecuador se conocen especies como: Microcystis aeruginosa, Microcystis
wesenbergii, Microcystis viridis, ademas, otras como: Planktothrix agardhii, Anabaena flos-
aquae, y algunas del género Nodularia (Moreno, 2023). La toxicidad de estas cianobacterias
depende de variables como su concentracion en la muestra a analizar y de su estructura quimica.
Segun la estructura de la cianotoxina se pueden determinar seis variantes de microcistina (MC),
las cuales son:

e MC-LR: Microcystin-Leucine-Arginine

e MC-RR: Microcystin-Arginine-Arginine
e MC-YR: Microcystin-Tyrosine-Arginine
e MC-LY: Microcystin-Leucine-Tyrosine

e MC-LW: Microcystin-Leucine-Tryptophan

e MC-LF: Microcystin-Leucine-Phenylalanine



Diversos estudios sefialan a MC-LR como la mas perjudicial debido a que afecta
gravemente al higado, asi mismo puede ser precursora de un cancer hepatico y de colon (Gajer

Wasersztein et al., 2020).

1.5.3 Microcistinasa (mlr)

Antes de entrar en lo que son las microcistinasas, es necesario tener en cuenta que las
microcistinas hepatotoxicas tienen una estructura ciclica como se puede ver en la Figura 1, que
les permite resistir diversos agentes quimicos y enzimaticos para evitar su degradacion por
proteasas; no obstante, en 1996, fue identificada la bacteria Sphingomonas sp (ACM-3962)
capaz de degradar microcistina, esta realiza un proceso de degradacién en 3 partes, por medio de
enzimas que se denominan microcistinasas (Sun et al., 2021).

Una de ellas es la enzima mlrA que se encarga del rompimiento del anillo molécula,
seguida por mlrB responsable de la elaboracidn del tetrapéptido y, por ultimo, la mirC que le
corresponde la hidrdlisis de los productos. Estas enzimas conforman el cluster mlr formado por
4 genes (A, B, C y D), siendo el altimo el mirD, que se sugiere cumple una funcion
transportadora de la microcistina a través de la membrana (Dziga et al., 2012). La enzima mlrA
es clave en todo este proceso de catélisis, y es candidata para ser usada como material biol6gico
para empezar el procedimiento de deteccion de microcistinas. Este método de deteccion se
puede considerar como un proceso econémico, dado que, experimentalmente se pueden obtener
células enteras que codifiquen para el gen mirA mediante la clonacién de ADN (Sun et al.,

2021).



Figura 1

Estructura de la microcistina

X Y
MC-RR Arginin Arginin
MC-YR Tryptophan Arginin
MC-LR Leucin Arginin
MC-LA Leucin Alanin

Nota. Figura obtenida de la Agencia Catalana de Seguridad Alimentaria (2023).

En un estudio realizado en Japdn en el 2011, se investigd acerca de los factores que
inducen a la expresion del gen y se concluy6 que el cluster mlirABC se expresa en presencia de
microcystin-LR (MC-LR), la que es una variante de la microcistina (Shimizu et al., 2011) Se
analizo también la estructura de MC-LR, como se observa en la Figura 2, la cual es ciclo-(D-
Ala-L-Leu-D-MeAsp-L-Arg-Adda-D-Glu-Mdha), donde se observé que Adda (&cido amino-3-
metil-2,6-espiranodien-1-il) esta involucrada en la comunicacion célula-célula (Pellicer et al.,

2007).



Figura 2
Estructura y metabolismo de la Microcistina LR mediante la accion enzimatica de MIrA, MIrB
y MiIrC
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Nota. Figura obtenida de Researchgate (2019).
1.5.4 Factores de transcripcion

Los factores de transcripcion son proteinas que se unen al ADN, con el fin de modificar
la expresion génica, mediante la unién a regiones promotoras que permite activar o desactivar la

expresion de genes, esto para cumplir funciones como controlar las rutas metabdlicas, asi como



el crecimiento y respuestas a situaciones de estrés como la falta de nutrientes (Merino et al.,
2020).
Dentro de las cianobacterias se encuentran distintos factores de transcripcion tales como:
e Factor de transcripcion NtcA: Participa en la regulacion de genes del
metabolismo del nitrdgeno, ademas ayuda en la adaptacién en caso de escases del
nutriente.
e Factor de transcripcion PhoB: Este factor estd encargado de regular el
metabolismo del fosforo, asi como la adaptacion en caso de escasez.
e Factor de transcripcion LexA: Este factor ayuda en la fotosintesis y procesos que
dependan de la intensidad luminica.
e Factor de transcripcion sigma: Este factor regulatorio es especifico para
cianobacterias y pueden regular la expresién de genes relacionados al

crecimiento, cambios de temperatura y respuesta al estrés (Jose et al., 2009).
1.5.5 Biosensores

Los biosensores son herramientas biotecnoldgicas capaces de transformar la informacion
del material bioldgico en sefiales faciles de interpretar, ya sea un cambio de color, una emisién
de luz, entre otras cosas. En la actualidad, los biosensores son usados en diversas areas como el
control de calidad de los alimentos, en andlisis médicos, ya que pueden realizar un monitoreo
continuo. Entre los componentes del biosensor se tienen electrodos para la conductividad
eléctrica; bioreceptores que interactian con el material biologico a analizar, los que pueden ser
enzimas, anticuerpos entre otros; transductores que convierten la sefial quimica en una sefial
cuantificable, hay de tipo Optico, eléctrico, entre otros. Los biosensores pueden tener 3

clasificaciones: por los receptores, si se usan enzimas son biosensores cataliticos, por



anticuerpos son biosensores inmunoldgicos y biosensores de acidos nucleicos si se usa ADN.
También se clasifican segun los transductores en biosensores Opticos, piezoeléctricos, térmicos o
calorimétricos; y por ultimo segun su area de aplicacion, se tienen biosensores médicos, clinicos,
ambientales y comerciales (Song et al., 2021).

Actualmente se estan desarrollando biosensores que utilizan las células completas en
lugar de enzimas, estos se conocen como Whole Cell Biosensors (WCB). Estos pueden ser
modificados genéticamente para producir una sefial detectable, por ejemplo, una sefial
colorimétrica. Entre las principales ventajas de su uso esta que pueden ser disefiados

especificamente para un compuesto (Ahmed et al., 2014).
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2. Metodologia
2.1 Estructura del biosensor: fase bioinformatica

Para lograr disefiar el biosensor fue necesario definir los pasos bioinforméticos que se

realizaron, antes de pasar a la fase experimental (Figura 3)

Figura 3

Fase bioinformatica del biosensor
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usando Benchling
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El primer paso que se sigui6 para disefiar el biosensor fue buscar los organismos que
tienen presente el gen mirA, para lograr esto se utilizé el codigo de acceso de este gen, el cual es
“AF411068” (Bourne, 2001), en la base de datos del Centro de Informacion Nacional de
Biotecnologia (NCBI). Se selecciond 4 organismos, descritos en la Tabla 1. Los criterios de
seleccion de los organismos fue presentar el genoma completo en la base de datos NCBI, y tener

un alto valor de similaridad con la secuencia base.



Tabla 1

Cepas de interés cuyos genomas se usaron en el analisis bioinformatico

Cepas de interés Cadigos de acceso
Sphingosinicella microcystinivorans B9 DNA, complete genome AP018711.1
Novosphingobium sp. THN1 chromosome, complete genome CP028347.1
Sphingopyxis sp. YF1 chromosome, complete genome CP033204.1
Sphingopyxis sp. USTB-05 chromosome, complete genome CP084712.1

2.2.1 Genome viewer y Benchling

Se seleccion6 Unicamente a los organismos con genomas completos, puesto que si se
consideraban los genomas parciales no se iba a obtener la secuencia completa y al momento de
buscar los factores de transcripcién o regiones promotoras se podria estar dejando fuera alguno
de ellos. La idea fue indagar los genomas completos con el cllster entero por cada organismo.
Las secuencias fueron obtenidas gracias a un Blast de nucleétidos dentro del Gen Bank del
NCBI. Dentro de cada opcidn de los genomas de los organismos, con ayuda de la herramienta de
Genome Viewer se visualizé el fragmento donde estaba presente el gen mlrA, el cual fue la
referencia principal para tomar una longitud de 2,000 pares de base (pb) antes de que empiece la
region del gen A junto con todo el fragmento de este (aproximadamente 1,000 pb) tomando en
total 3,000 pb en sentido de 5’ a ‘3. Esto se realizd para cada uno de los 4 organismos mediante

Benchling version 2.0, el cual es util para editar secuencias.



2.3 Deteccion de regiones codificantes y promotoras

Para detectar las regiones codificantes (CDS) y promotoras, se utilizaron los softwares
bioinformaticos: Bacterial Promotor Prediction Program (BPROM) y Neural Network Promoter
Prediction (BDGP) (Avila, 2022). Para las regiones codificantes se tomé en cuenta la longitud
mas larga de la region codificante empezando con el coddn de iniciacion (ATG) y finalizando
con algin codon de terminacion (UAA, UAG, UGA) de cada organismo. Posteriormente,
utilizando los softwares antes mencionados, se colocé toda la secuencia completa otorgando las

posibles regiones promotoras dentro del fragmento de ADN seleccionado.
2.4 Alineacién maultiple de secuencias (MSA)

Dentro del software bioinformatico de Benchling, se procedio a realizar 2 alineamientos
multiples entre todas las secuencias: uno con todas las regiones codificantes de las cepas y otra
con todas las regiones promotoras de los organismos. Asi mismo, se realizaron otros
alineamientos multiples usando el software bioinforméatico de T-Coffee version 9.03 para ello,
las secuencias de los organismos se tradujeron a proteinas y se convirtieron a formato FASTA
para asi poderlas cargar en este software. Ademas, para corroborar los alineamientos obtenidos,

Se utilizé también el software bioinformatico de ClustalW version 2.0.6.
2.4.1 Weblogo

Se elaboraron 2 weblogos con las secuencias de aminoacidos de los alineamientos

multiples: uno con todas las regiones codificantes y otro con las regiones promotoras posibles.
2.5 Disefio de primers

Una vez realizados los alineamientos multiples, se procedié a disefiar los primers en

sentido forward y reverse para las secuencias que se utilizaron usando Benchling, enfocando el



disefio en los resultados de las alineaciones realizadas y en las condiciones Optimas que se

describen en la Tabla 2.

Tabla 2

Condiciones de los primers

Temperatura

Longitud

61.7°C-62.4°C

18-25 nucledtidos

2.6 Modelamiento de proteinas

Se utilizé el software bioinformatico Swiss-Model versién 2.9, colocando la secuencia del

organismo traducida en formato FASTA. De esta manera, se pudo construir un modelamiento de

la estructura tridimensional de la proteina para determinar los sitios de anclaje y las funciones de

esta. Para el modelo no se consider6 la opcion del AlphaFold, sino aquellas que mejor describian

a cada proteina.

2.7 Estructura del biosensor: disefio completo del biosensor

Figura 4
Disefio del biosensor
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3. Resultados y analisis

Dentro del genoma completo de cada organismo se tomé en cuenta la porcion del gen
mirA (barra roja), se pudo determinar que los demas genes presentes del complejo (B, C y D) se
encontraban cerca de la region seleccionada, por lo que se tuvo cuidado con los sentidos de

orientacion al tomar cada secuencia.
Figura 5

Novoshpingobium sp. THN1 chromosome, complete genome
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Una vez que se obtuvo las porciones del genoma completo de cada cepa, fueron
trasladadas a Benchling. Se procedié a determinar las posibles regiones promotoras de cada
cepa, para ello, se coloc6 cada genoma en los programas Neural Network Promoter Prediction y
BPROM) con la opcion de Prokaryotic model y los demas parametros por defecto. Los

resultados se podran visualizar en las Figuras 6y 7.

Figura 6
Determinacion de posibles promotores de Sphingosinicella microcystinivorans B9

DNA utilizando Neural Network Promoter Prediction

Promoter predictions for 1 prokaryotic sequence with score cutoff 0.80 (transcription start shown in larger font):

Promoter predictions for seq0 :

Start tnd Score Promoter Sequence
119 164 0.87 YYC'YOYTGA(((YYY(MY(.‘.Y(YGGJ\AYG'YCG((YG;(;GGTA'GG
140 185 0.96 TCATCTGOAATGTTCOGC TOAGGGTATGGOAGAATCGAMCAATOCO66AG
188 23 .86 AGTTTOTCAGICAGCOACC TTTAGTARMK TTTTATOTAC YOG GATCCTG
39 7 0.9 -'-(AY!676&(66((-\7(-'-667(("-(6'?(&YYAY((MCAC:((YAYJ(G

529 574 0.82 TGCTTCCTTGTCTTCTTCOCGC TCACCOGGATGATGTGGG T TCAGACCTA



En base a los resultados de las posibles regiones promotoras obtenidas, se selecciono las 2
primeras puesto que su posicién de longitud iba de acuerdo con la region codificante de la cepa
de Sphingosinicella microcystinivorans B9 DNA, las demas no se tom6 en cuenta porque

sobrepasaban la region codificante y las regiones promotoras no estarian presentes en ese rango.

Figura7
Determinacion de posibles promotores de Sphingosinicella microcystinivorans B9 DNA

utilizando BPROM
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La figura 7 muestra la posicién de algunos fragmentos de posibles regiones promotoras, es
importante verificar la posicion de la longitud y que concuerde con la regién codificante de la
cepa con la que se trabajo, ademas de que cuando hay un alto score quiere decir que aquel
fragmento es més confiable de seleccionar.

BPROM (Figura 7) indico las posiciones -10 y -35, las cuales dan indicios de los posibles
promotores ubicados dentro de la secuencia analizada. Ademas, otorga las posibles posiciones
de los factores de transcripcion. Todo lo anterior indicado se lo visualiza de mejor forma en la

Figura 8.



Figura 8
Sphingosinicella microcystinivorans B9 DNA, complete genome con su region codificante y

promotor marcados
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Una vez identificadas las regiones promotoras, codificantes y los factores de transcripcion
se procedio a realizar dos alineamientos multiples entre todas las regiones codificantes de las
cepas y entre todas las regiones promotoras de las mismas para observar las regiones mas
conservadas; en este caso se hizo de 2 maneras, por el mismo Benchling y por ClustalW (en este
ultimo método se debe primero transformar a proteinas para poder alinearlas), como se puede
observar en las Figuras 9, 10 y 11.

Figura 9
Alineacion multiple de todas las cepas dentro del software bioinformatico Benchling
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En esta figura se puede apreciar varias partes del alineamiento con una alta region de
conservacion de sus nucleétidos respectivos, lo que indica que el gen mirA presente en estos

organismos cumple una funcién bioldgica similar.

Figura 10
Alineacion mdltiple de las regiones codificantes por medio de ClustalW (regiones altamente

conservadas por el asterisco que es el indicador)
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En este alineamiento multiple se observa que gran parte de region traducida de los
organismos presenta un nivel muy elevado de conservacion, en donde se pueden encontrar los

sitios activos de las enzimas y los lugares de acoplamiento de los receptores proteicos.



Figura 11

Alineacion multiple de los promotores por medio de ClustalW

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

APB13711.1_117420-118646 - AGUUUGUCAGGCAGCGGCCUUUAG - UAAGCUUUUAUGUGCUGGCGAUCC
CPB23347.1_3243500-3244454  CUAUCUGAAAUGUU-CUGCUGACAG-AACGGGAGAAUUGAACCAUGCEGEG
(P233204.1|_4884891-4085986 -------- AAUGUU - - AGCUGAAAGGAACGGCAGAAUUGAAUCAUGLGGEG

CPP84712.1|_3895416-3896529 (GAUCUGAAAUGUU--AGCUGAAAGGAACGGGAGAAUUGAAUCAUGCGGE

AP218711.1_117420-118646 JEEENE G
CPB28347.1_3243500-3244454 A-------- G
CP233204.1|_4084891-4085986 AGUUUGUCAA
CP84712.1|_3895416-3896529 A-------- G

Para una mayor apreciacion se realizd weblogos, los cuales permitieron visualizar en
mayor tamafo las regiones conservadas (véase Figuras 12, 13 y 14) de los promotores (en este
caso se debe mantener la secuencia de ADN y no transformarla a proteina) y de las regiones

codificantes de todas las cepas respectivamente.

Figura 12

Weblogo de los promotores de las cepas

wabloga bertiskey sdu



Figura 13

Weblogo de los promotores de las 4 cepas

wablogo berkeley adu

Figura 14
Weblogo de las regiones codificantes de las 4 cepas

44

En el weblogo obtenido se visualiza una alta conservacion, mientras mas grande es la
letra de aminoécidos, mayor region de conservacion tendra. Por lo que, el weblogo es altamente
conservado para las regiones codificantes de las 4 cepas.

Los primers que se disefiaron especificamente cerca de las regiones promotoras, de los
factores de transcripcion, y cerca de la region codificante tuvieron una longitud de 25

nucleotidos, en sentido tanto de 5’a 3’ como de 3 a 5 (Figura 15).



Figura 15

Disefio de primers en Benchling
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Figura 16

Modelamiento de la proteina A del organismo Sphingosinicella microcystinivorans

Se logré modelar la proteina A (Figura 16) utilizando el Swiss-Model de los organismos
antes mencionados, en donde se observa la estructura proteica tridimensional apreciando los
sitios de anclaje, y el como las hebras traspasan las paredes membranales. Ademas, los
alineamientos multiples de la misma proteina (Figura 17) A presenta regiones sumamente

conservadas.



Figura 17

Alineamientos de la proteina A del organismo Sphingosinicella microcystinivorans
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4.1 Conclusiones y recomendaciones

4.1.1 Conclusiones

Los alineamientos multiples tanto de las regiones codificantes como de las posibles
regiones de los promotores tuvieron regiones altamente conservadas.

Se disefiaron primers para clonar las regiones promotoras conservadas, para ser
clonadas en un plasmido delante de la proteina marcadora GFP y evaluar la expresion
por medio de fluorescencia.

Es importante reconocer las posibles regiones promotoras constitutivas ya que solo
se deben activar en ciertas condiciones, como por ejemplo cuando se lo exponga a
microcistina, junto a los factores de transcripcion que ayudan en este proceso.

El modelamiento de la proteina mirA de la cepa Sphingosinicella microcystinivorans
tuvo varios sitios de anclaje, y también se observa que parte de su estructura atraviesa
las paredes celulares, lo que indica su potencial funcion al momento de actuar en la

degradacion.

4.1.2 Recomendaciones

Es recomendable modelar las otras proteinas del gen B y C de la microcistinasa para

poder analizar de mejor forma la funcién de degradacion de la microcistina.

Se deberia realizar mas alineamientos multiples con mas herramientas bioinformaticas

entre los generadas para comprender més a profundidad sus funciones en base a su estructura.

Se recomienda continuar con la fase experimental del disefio del biosensor (Figura 4)

puesto que se cumplio en este trabajo la parte bioinformatica (Figura 3). EI trabajo de

laboratorio

se realizara con la cepa  Sphingosinicella  microcystinivorans.
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