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RESUMEN

El objetivo del estudio fue identificar in silico las enzimas que participan en el proceso de
biosintesis de flavonoides y sus mecanismos de regulacion en Helianthus annuus. Se utilizo la
secuencia de aminoéacidos de cada una de las proteina decodificadas en la Kyoto encyclopedia of
genes and genoms, con la herramienta BLAST se identificaron regiones similares de las
secuencias con otras proteinas homologas, se obtuvieron las redes funcionales de interaccion
proteina-proteina utilizando la herramienta STRING, se determind la ubicacion de las enzimas
en la membrana celular con el portal web TMHMM, se predijo la estructura tridimensional de
todas las enzimas y los sitios de union a ligandos en los Bioinformatics web servers del Swiss
Institute of Bioinformatics y la Universidad de Reading respectivamente, también se calcul6 el
peso molecular y el punto isoeléctrico de las mismas. Las enzimas participantes en la biosintesis
de flavonoides identificadas en Helianthus annuus son: Chalcona sintasa, Chancona isomerasa,
Naringenina 3-dioxigenasa, Flavonol sintasa, Trans cinamato 4-monooxigenasa, Shikimato o-
hidroxicinamoiltransferasa, Cumaril shikimato 3’-monooxigenasa, Cafeoil-CoA-
metiltransferasa; 4 enzimas del metaboldn flavonoide: Dihidroflavonol 4-reductasa, Flavonoide
3"-monooxigenasa, Leucoantocianidina dioxigenasa, Leucoantocianidina reductasa. La
regulacion de la ruta biosintética de flavonoides en Helianthus annuus estd mediada por un
mecanismo a nivel transcripcional, donde ciertos genes codifican el proceso de la expresion
genética y otro a nivel fisioldgico que constituye un mecanismo de defensa ante condiciones de
estrés biotico o abidtico de la planta. Se concluye, por lo tanto que las enzimas que catalizan la
biosintesis de flavonoides en Helianthus annuus muestran relacion estructural y funcional con
otras de igual naturaleza, identificadas en diferentes especies. Se recomienda efectuar estudios

similares en plantas endémicas del Ecuador bajo técnicas in silico.

Palabras clave: <BIOQUIMICA>, <BIOINFORMATICA>, <IDENTIFICACION in silico >,
<BIOSINTESIS DE FLAVONOIDES>, < FACTORES DE REGULACION>, <GIRASOL
COMUN (Helianthus annuus)>, <METABOLON FLAVONOIDE>.
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SUMARY

The aim of this work was to identify in silico the enzymes participating in the biosynthesis process
of flavonoids and their regulatory mechanism in Helianthus annuus. The amino acid sequence of
each one of the decoded proteins in Kyoto encyclopedia of genes and genoms was used. Similar
regions of the sequences with other equivalent proteins were identified using BLAST. Fuctional
networks of protein-protein interaction were obtained using STRING. The enzymes in the cell
membrane were located using TMHMM. The tridimensional structure of all enzymes and the
ligand biding sites in Bioinformatics web servers of Swiss Institute of Bioinformatics and the
University of Reading respectively were predicted. The molecular weight and the isoelectric point
were calculated. The enzymes participating in the flavonoid biosynthesis identified in Helianthus
annuus were as follows: chalcone synthase, chancona isomerase, naringenin 3-dioxygenase,
flavonol synthase, Trans-cinnamate, 4-monooxygenase, 0- hydroxycinnamoyl transferase,
cumaroil shikimate 3’-monooxygenase, and caffeoyl-CoA- methyltransferase. The four enzymes
of the flavonoid metabolon were as follows: dihydroflavanol 4-reductase, flavonoid 3’-
monooxygenase, leucoanthocyanidin, dioxygenase, and leucoanthocyanidin reductase. The
flavonoid biosynthetic path in Helianthus annuus is regulated by a mechanism at transcriptional
level where certain genes code the process of gene expression and other one at a physiological
level being a mechanism of defense against conditions of biotic and abiotic stress of the plant. It
is concluded that the enzymes catalyzing the flavonoid biosynthesis in Helianthus annuus show a
structural and functional relationship with others of the same nature identified in different species.
It is recommended to carry out similar studies in endemic plants of Ecuador under techniques in
silico.

Key words: <BIOCHEMISTRY>, <BIOINFORMATICS>, <IDENTIFICATION in silico>,
<FLAVONOID BIOSINTESIS>, <REGULATORY FACTORS>, <COMMON SUNFLOWER
(Helianthus annuus)>, <FLAVONOID METABOLON>.
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INTRODUCCION

Los flavonoides son compuestos polifendlicos de bajo peso molecular distribuidos ampliamente
en el reino vegetal, cumplen diversas funciones biolégicas; fundamentalmente de proteccion.
Juegan un papel primordial en la interaccidn de las plantas con su entorno, la proteccion contra
agentes nocivos bioticos o abioticos, la radiacion UV; intervienen tambien en los procesos de
reproduccion al atraer polinizadores; algunos tipos de flavonoides pueden interactuar con otros

organismos simbidticamente, como bacterias y parasitos.(Mazza, 2018, p. 60)

Los flavonoides son investigados por sus propiedades terapéuticas; asi, presentan actividad
antidiarreica, antitumoral, contraceptiva, antiinflamatoria, espasmolitica, antibacteriana. Tiene
tambien un alto valor nutricional, por lo cual son consumidos como nutracéuticos. (Yang et al.,
2015, p. 94)

Estos metabolitos secundarios han sido estudiados desde diferentes enfoques: genéticos,
bioguimicos, médicos, moleculares, evolutivos etc., generandose la cuestion de cdmo se originan
y cémo evolucionan en el medio; de este modo surge el estudio de la expresion génica de los

factores involucrados tanto en la via biosintéticas asi como en su proceso de regulacion. (Szaszké
etal., 2017, p. 176)

El estudio genético del girasol, Helianthus annuus ha ido desarrollandose en los ultimos afios, la
decodificacion del codigo genético de la planta ha sido un alcance que permitié reconstruir su

historia evolutiva y explorar la diversidad genética. (Badouin et al., 2017a, p. 150)

El termino in silico hace referencia al trabajo experimental llevado a cabo enteramente en una
computadora, al simular procesos bioldgicos y de laboratorio utilizando algoritmos y modelos
matematicos desarrollados en una base de datos, donde no es necesaria la manipulacion de la
especie. Estos trabajos tienen un amplio campo de aplicacion; junto a los experimentos in vivo e

in vitro consolidan investigaciones de areas clinicas, genéticas, agricolas, etc. (Bastle et al., 2018a, p.
435)

Varios ensayos in silico llevados a cabo sobre los flavonoides alcanzaron relevancia; en el 2003
se identifico por primera vez laintervencion de Antocianidina reductasa como una de las enzimas

que participan en la ruta metabolica de biosintesis de flavonoides. (Grotewold, 2006, p. 200)



La caracterizacion gendmica de factores de trascripcion y genes responsables de la biosintesis de
flavonoides abrié un campo de oportunidades a la investigacion en nuevas especies, a fin de
encontrar rasgos similares o cambios que responden a divergencia de las especies.(Zhai et al., 2016,
pp. 1-2)

Un trabajo detallado de la ruta biosintética de los flavonoides fue el realizado en el 2012 en
Arabidopsis thaliana; donde decodificaron las enzimas del metabolismo de flavonoides.(Pandey et
al., 2015, p. 5)

Investigadores de la Universidad de Heidelberg en el 2016, detallaron el proceso de regulacion
de la sintesis de flavonoides utilizando Vitis vinifera, donde varios factores interactian
sinérgicamente para inhibir o estimular produccion de estos metabolitos secundarios. (Malacarne
etal., 20164, p. 8)

En base a lo expuesto, los objetivos que guiaron este proyecto de investigacion son: Identificar in
silico las enzimas que participan en el proceso de biosintesis de flavonoides y sus mecanismos de

regulacion en Helianthus annuus.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Fundamentacion tedrica y conceptual

1.1.1 Biosintesis de flavonoides

El metabolismo secundario de plantas da lugar a diversos compuestos, con diferentes estructuras
y funciones, los flavonoides son un tipo de compuestos fendlicos, denominados asi por derivarse

originalmente del fenol. (Garcia and Carril, 2011, pp. 129-130)

Un producto derivado de la ruta de las pentosas fosfatos es la Eritrosa 4-fosfato, al reaccionar
secuencialmente junto con el acido fosfoenolpirtvico producen el &cido shikimico, él conduce a
su vez a la sintesis de aminoacidos aromaticos y sus derivados, donde el mas importante para la
sintesis de flavonoides es la fenilalanina la cual al desaminarse da lugar a la formacién del &cido
cindmico; reacciones posteriores de hidroxilacion y otros sustituyentes forman los principales

precursores de los flavonoides, el &cido ferulico y el cido caféico. (Garcia and Carril, 2011, p. 132)

1.1.1.1 Flavonoides

Los flavonoides son productos del metabolismo secundario de las plantas, su estructura
corresponde a un compuesto poli fendlico hidroxilado; la palabra flavonoide engloba gran

cantidad de productos de origen natural, con un esqueleto de C6-C3-C6. (Weston and Mathesius, 2013,
p. 283)

Estos compuestos bioldgicamente activos desempefian multiples funciones; en la planta se
transportan por sus tejidos y se hallan dentro de la célula fotosintetizadora, involucrandose

directamente en procesos de proteccién y sefializacion. (Weston and Mathesius, 2013, p. 283)
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Figura 6-1: Clasificacion de flavonoides

Fuente: (G. Wang et al., 2014, p. 799)

1.1.1.2 Funcion de los flavonoides

Sus actividades van en dependencia de la naturaleza quimica de compuesto, de la clase, del grado

de hidroxilacién y polimerizacién, presencia de sustituyentes y conjugaciones. (Kumar and Pandey,
2013, p. 1)



La presencia de grupos hidroxilo confiere a la molécula efectos antioxidantes, por quelacion de
iones metalicos o por neutralizacion de radicales libres; al incorporarlos a la dieta humana brindan
proteccion al sistema cardiovascular, disminuyen la probabilidad de desarrollar enfermedades
neurodegenerativas asociadas con la edad, contribuye al fortalecimiento de la memoria en
personas mayores, son hepatoprotectores, antiinflamatorios, anticancerigenos, antivirales, entre

las actividades farmacoldgicas mas estudiadas. (Weston and Mathesius, 2013, p. 285)

En el tejido vegetal constituye un mecanismo de defensa anti oxidativo contra diferentes tipos de
estrés, tanto abi6tico como bidtico; dan coloracién a las flores y frutos de las plantas, su papel es
determinante en la polinizacién, son sintetizados para proteger a la planta contra agentes
infecciosos, para la proteccién contra la radiacion UV y el calor, regulan el crecimiento. (Kumar
and Pandey, 2013, p. 4)

1.1.2 Rutas de biosintesis de flavonoides

El origen de los flavonoides al igual que los demés compuestos fendlicos, consta de dos rutas, la
del acido malénico y la del acido shikimico, siendo la segunda la responsable de la biosintesis de

estos compuestos en plantas. (Garcia and Carril, 2011, p. 130)

Eritrosa 4-fosfato Acido
(Ruta Pentosas fosoenolpirdvico
fosfato) (Glicélisis)

Ruta del acido

shikimico Acetil Co-A

Acido gélico ‘

Fenilalanina ‘ Ruta del 4cido
maldnico
Taninos ‘ Acido cindmico ‘
hidrolizables
Fenoles Simples Flavonoides Fenoles diversos

Figura 7-1: Rutas biosintéticas de compuestos fenolico

Fuente: (Garcia and Carril, 2011, p. 130)



1.1.3 Enzimas

Son biomoléculas de origen proteico, constituidas por cadenas polipeptidicas que tienen como
funcion catalizar una reaccién quimica, son altamente especializadas para el sustrato especifico;
trabajan en condiciones Gptimas de temperatura, presién y pH, de manera individualizada o
formando complejos estructura-actividad en una misma ruta metabolica denominados

metabolones. (Voet and Voet, 2006, p. 473)

1.1.3.1 Clases de enzimas

Las enzimas se organizan segun el sustrato sobre el cual ejercen su funcion, asi las
Oxidoreductasas catalizan reacciones redox, las Transferasas permiten la transferencia de grupos
funcionales entre moléculas, las Hidrolasas rompen moléculas, las Liasas forman instauraciones,
las Isomerasas catalizan reacciones que incluyen isomerizacién y las Ligasas unen moléculas

empleando ATP. (Voet and Voet, 2006, p. 480)

1.1.4 Helianthus annuus

Helianthus annuus es una especie nativa de Canada, el sur de Estados Unidos y el norte de
Meéxico, actualmente se encuentra adaptada a diversos habitas y condiciones ambientales, tolera
ambientes de secos a himedos, a pH de suelo entre 5 y 8; crece de manera silvestre o cultivada
con muchos usos de sus semillas comestibles para la obtencion de aceite, empleada para el forraje

de animales como alternativa al combustible y como planta ornamental. (Heiser, 1978, p. 31)

Pertenece al Reino Plantae, Clase Magnoliopsida, al Orden de las Asterales, Familia Asteraceae;
con hojas alternas, 4 o 5 flores alternadas amarillas las cuales caen al madurarse las semillas; son

plantas anuales que pueden alcanzar los 3 m. de altura. (Heiser, 1978, p. 32)

IR h ¢

Figura 8-1: Helianthus annuus

Fuente: (Heiser, 1978, p. 28)
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El genoma del Helianthus annuus consiste en repeticiones largas y similares de nucleétidos y
aminodcidos, utilizando tecnologias SMRT (Single molecule real time secuencing), LTR (Long
terminal repeat) entre las mas difundidas; fue dilucidado para el uso en futuros proyectos de
investigacion que modifican la diversidad genética para mejorar los mecanismos de resistencia al
estrés bidtico y abiotico, asi como mejorar la calidad nutricional de los productos. (Badouin et al.,
2017b, pp. 148-151)

1.1.5 Flavonoides de Helianthus annuus

La via metabdlica de biosintesis de flavonoides ha sido mejor descrita en Arabidopsis thaliana,
Zea mays Yy Vitis vinifera, donde las sustancias bioactivas tienen un mismo paso inicial de
formacion del esqueleto béasico de los flavonoides a partir de la condensacion de una molécula de
p-cumaroil-CoA mas 3 moléculas de malonil-CoA, a partir de este punto los diferentes productos
se generan en dependencia de las enzimas que catalicen las reacciones segun las necesidades de

cada especie. (Petrussa et al., 2013a, p. 14952)
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Figura 9-1: Ruta biosintética de flavonoides en células vegetales

Fuente: (Petrussa et al., 2013a, p. 4)



Determinados flavonoides de Helianthus annuus han sido identificadas por ensayos en
laboratorios utilizando COg, cinco de ellos fueron descritos como los responsables de la actividad

bioldgica de estos metabolitos secundarios. (EI Marsni et al., 2015, p. 3)

Figura 10-1: Compuestos bioactivos de Helianthus annuus

Fuente: (EI Marsni et al., 2015, p. 6)

1.1.6 Metabolén

ER lumen

Phenylalanine Shikimic or

i Guaiacyllignin lignin
quinic acid
ER lumen
Quercetin Cytosol
(flavonol)
Phenylalanine Malonyl Kaempferol
CoA (flavonol)
~ ER lumen

\;roanthocyanidins Cytosol

2 g :
CoA Anthocyanins

ER lumen

e Isoflavonoids

Phenylalanine Malonyl
CoA

Current Opinion in Plant Blology

Figura 6-1: Metabol6n de sintesis de flavonoides
Fuente: (Jorgensen et al., 2005, p. 283)
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Se denomina metabolén al complejo multienzimético involucrado en una misma ruta biosintética,
el cual implica interacciones especificas entre varias enzimas solubles. En la Figura 6-1 se observa
las diferentes enzimas involucradas en la sintesis de diferentes metabolitos secundarios; se
muestran en rojo y azul las enzimas que participan en mdltiples ramas de diferentes rutas
metabolicas; las enzimas especificas para una ruta determinada tiene un color diferente, asi

tambien un metabolén consta de isoformas diferentes de una misma enzima.(Jsrgensen et al., 2005,
pp. 280-282)

Para la formacion del metaboldn, varias enzimas se ensamblan para formar el complejo
multienzimatico anclado a la membrana celular. En el caso del metabolon flavonoide se activa

ante condiciones de estrés bidtico o abiotico.(Petrussa et al., 2013b, pp. 2-3)

1.1.7 Biologia Molecular

Las bases de la Biologia Molecular han permitido describir el proceso por el cual la informacion
contenida en un gen se traduce a una proteina, al estar intimamente ligada con la genética, ha dado
las pautas necesarias para conocer los procesos de sintesis y regulacion de enzimas y proteinas a

nivel celular. (Watson, 20086, p. 8)

1.1.8 Cddigo genético

Es la organizacién de la informacion genética necesaria para la sintesis de proteinas, en tripletes

de nucledtidos de ARNm, denominados codones; cada triplete determina la sintesis de un

aminoacido. (Jiménez Garcia and Merchant, 2003, pp. 12—13)

1.1.9 Genoma

Es la totalidad de la informacion genética hereditaria de un organismo es decir, el ADN que se

encuentra contenido en un cromosoma, a manera de una base de datos natural, con instrucciones

para el desarrollo y funcionamiento del mismo. (Watson, 2006, p. 91)



1.1.10 Bioinformatica

Los ultimos avances de la Biologia Molecular y Tecnologias Gendmicas han acarreado la
necesidad de analizar y procesar grandes cantidades de datos, para convertirla en informacion
manejable; es ahi donde la Bioinforméatica toma un papel protagdnico en la resolucion de

problemas biol6gicos. (Fatumo et al., 2014, p. 2)

La Bioinformatica constituye un area de investigacion y participacion interdisciplinaria, donde
las tecnologias informaéticas confluyen con la ciencia bioldgica; nace de la necesidad de almacenar
y organizar secuencias de ADN gendmico, identificar en ellas intrones y exones, determinar las
condiciones para los procesos de transcripcién de un gen, detallar la estructura de una proteina

conocida y predecir la de una nueva en base a la secuenciacion de sus aminoacidos. (Mulder et al.,
2018, p. 3)

Segun el Weizmann Institute of Science de Israel define a la Bioinforméatica como el campo de la
ciencia que se encarga del manejo computacional de la informacidn genética contenida en el
ADN, ARN vy las proteinas, en base a una serie de algoritmos mateméticos y métodos

computacionales. (Lelieveld et al., 2016, p. 4)

1.1.10.1 Aplicaciones de la bioinformatica

La Bioinformatica al analizar cantidades inmensurables de informacion bioldgica, tiene un gran
campo de aplicacion, con trascendental importancia en la basqueda de avances genéticos en
medicina molecular, telemedicina, desarrollo de nuevos farmacos, estudio de mecanismos de
resistencia antimicrobiana, mejora de la calidad nutricional de plantas, estudios evolutivos,

estudios de cambio climaticos, creacidn de armas biolGgicas, etc. (Lelieveld et al., 2016, pp. 5-6)

1.1.11 Identificacion in silico

El termino in silico fue utilizado por primera vez 1989 por Pedro Miramontes, investigador de la
Universidad Autébnoma de México, para identificar su trabajo “Restricciones fisioquimicas
de acidos nucleicos y evolucién molecular”, el cual hace referencia al experimento bioldgico que

fue llevado a cabo enteramente en un computador. (Bastle et al., 2018b, p. 437)

La metodologia in silico tiene su aplicacion en la prediccién, validacion, simulacién y descripcion

de procesos bioldgicos, sin necesidad de disponer de la sustancia en estudio, ya que genera
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informacion, a partir de la informacion genética administrada por las redes bioinformaticas; en el
campo de la medicina es ampliamente utilizada para la prediccion de los efectos de toxicidad
sobre la salud humana; la precision del método puede ser comparable a alternativas de

experimentacién in vivo e in vitro. (Salinas and Lisbona, 2016, p. 49)

1.1.12 Base de datos

Es un sistema que guarda grandes cantidades de informacion, de manera estructurada y

organizada, almacenada en equipos remotos y que se comparte por medio de la red; el cual consta

de mecanismos que permiten compartir la informacién a maltiples usuarios a la vez. (Cabreraetal.,
2011, p. 33)

1.1.13 Kegg

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (http://www.genome.jp/ ) , es un sistema de base de
datos, para la interpretacion bioldgica de genes, genomas, rutas metabdlicas, enzimaticas y mas;
representadas en forma de mapas que muestran relaciones moleculares e interacciones; consta de
recursos de bases de datos adicionales para la interpretacién funcional y aplicacion experimental

de la informacion gendmica proporcionada. (Kanehisa et al., 2017, p. 354)

1.1.14 Blast NCBI

BLAST (Herramienta de busqueda de alineacion local béasica -

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ), permite identificar regiones similares de una
determinada secuencia de nucleétidos o proteinas, con la base de datos de secuencias disponible
en el portal NCBI; los resultados obtenidos pueden ser utilizados para inferir sobre las relaciones
funcionales de la estructura y procesos evolutivos; la eficacia de la alineacion se determina segln

el nivel de significancia de las coincidencias.(Madden, 2013, pp. 2-3)

Las proteinas descritas son en su mayoria de naturaleza modular, con uno o mas dominios, el
algoritmo Blast, esta4 programado para identificar estos dominios o tramos cortos de similitud en
las secuencias; la alineacién local hace referencia a la comparacion de las porciones de ARNm

gue puede ser alineado con una parte de ADN gendmico, pues al realizar una alineacién global
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de toda la secuencias, las similitudes encontradas serian menores. (Choudhuri and Kotewicz, 2014, p.
126)

1.1.15 TMHMM

Es una herramienta para la identificacion de hélices transmembranales en proteinas

(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/ ), basado en el algoritmo oculto desarrollado por

Anders Krogh y Erik Sonnhammer; muchas son proteinas integrales de membrana. (Choudhuri and
Kotewicz, 2014, p. 198)

1.1.16 String

Es una base de datos que identifica redes de interaccion proteina-proteina para una gran cantidad

de organismos (https://string-db.org/ ); las interacciones pueden mostrar relaciones directas

(fisicas) o indirectas (funcionales), siempre que sean biolégicamente significativas. (Szklarczyk et
al., 2017, p. 362)

Las predicciones se derivan de un andlisis sistematizado de coexpresion genética y de la deteccion

selectiva de sefiales compartidas a través del genoma. (Szklarczyk et al., 2017, p. 363)

1.1.17 Expasy

Es el portal Bioinformatico del SIB (Bioinformatics Resource Portal - https://www.expasy.org /),

el cual es un centro especializado en analisis de proteinas del Swiss Institute of Bioinformatics;
proporciona el acceso a diferentes bases de datos y softwares para el anélisis de secuencias de
nucledtidos y estructuras de proteinas. (Artimo et al., 2012, p. 587)

1.1.18 Protein Model Portal

Proporciona un método de homologia para la modelacibn de proteinas

(https://www.proteinmodelportal.org/ ), el modelo propuesto puede derivarse de una estructura
identificada experimentalmente o recurrir a modelos precalculados que se relacionen en el

proceso de evolucién, en este caso la calidad del modelo va en dependencia de la distancia
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evolutiva; la version actualizada del portal cuenta con 7,6 millones de estructuras.(Arnold et al.,
2009, p. 2)

Predice la estructura tridimensional de una secuencia de nucleétidos dada, basandose en los
resultados de la alineacion con una proteina de estructura conocida; este modelo comparativo

tiene amplia aplicacion en el campo biomédico. (Amold et al., 2009, p. 3)

1.1.19 Swiss model

Es un servidor web Bioinformatico de modelado comparativo

(https://swissmodel.expasy.org/interactive ), el cual propone una estructura tridimensional a una

secuencia diana, en base a plantillas de especies familiares determinadas experimentalmente.
(Bordoli et al., 2008, p. 3)
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Tipo y Disefio de Estudio

La investigacion realizada es pura basada en un disefio no experimental, enfoque cualitativo-

cuantitativo.

2.1.1 Unidad de analisis

Genoma de Helianthus annuus

2.1.2 Pablacién de estudio

Helianthus annuus

2.1.3 Tamafio de muestra

Totalidad del cédigo genético de Helianthus annuus

2.2 Lugar de investigacion
La presente investigacion no experimental se llevo a cabo en la biblioteca general de la Escuela

Superior Politécnica de Chimborazo, ubicada en el cantdon Riobamba de la provincia de

Chimborazo.

2.3 Materiales

Computador provisto del servicio de internet.
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2.4 Métodos

Helianthus annuus

(Genoma)
Kegg —» | Extraccion de la secuenciacion del codigo genético.
Alineacion de secuencias de nucleétidos con la base
BLAST L
de datos.
TMHMM ) Prediccion de hélices transmembranales
Expasy

Identifica redes de interaccion
STRING |,
proteina-proteina

Compute Calculo de: Punto isoeléctrico pl

pl/Mw Masa molecular Mw

Protein Model Portal

Estructura

Swiss MODEL [ 4| tridimensional

de proteinas

Bioinformatics

web servers Prediccion de

University of sitios de unién a

Reading ligandos

Figura 1-2: Esquema para la identificacion in silico de enzimas

Realizado por: Jesenia Tipanquiza. 2018
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2.4.1 Extraccién de datos del Genoma de Helianthus annuus

2.4.1.1 Accesion a la Base de datos Kegg

Buscar en el navegador el portal web de Kegg, y seleccionar las “Pathway Maps”

KEGG Pathway Maps

[ Brite menu | Download htext | Download json ]
KEGG pathway maps Y| | Go
vvyy One-click mode

¥ Metabolism
Glcbal rerview maps

no acids

nd metabolism

and vitamins

ids and polyketides
gecondary metabolites

A Y Y Y TYTYFYTYTYTYY

bicsynthesis

d biosynthesis

Figura 2-2: Busqueda de “Pathway Maps”
Fuente: (“KEGG PATHWAY:: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),” )

2.4.1.2 Busqueda de la ruta biosintética de flavonoides

En el buscador del portal Kegg, seleccionamos el organismo que deseamos encontrar: Helianthus

annuus

K[cc Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus {(common sunflower)

[ Pathway menu | Organism menu | Pathway entry | Download KGML | Show description | User data mapping ]

Helianw Y| Go 100% ¥

|FLAVONOID BIOZYNTHESIS |

et 3 Chimamoyl-Col Pinoeerbrin chaleone Pinocersbrin

nylpropano

bioeynthets &0 [23.174] 5516 -
11

‘

} O Clhayrsin,

w (5516} .o

| Isolicuiritigenin ‘\quumngem
| T
I [L1d1321]

‘ O 7.4 Diyedroy:

Figura 3-2: Seleccion del mapa de biosintesis de flavonoides de Helianthus annuus

Fuente: (“KEGG PATHWAY:: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower)
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2.4.1.3 Busqueda de la secuencia de aminoacidos de todas las enzimas

Una vez desplegado el mapa de la biosintesis de flavonoides, ir seleccionando una por una las

enzimas involucradas en la biosintesis de los diferentes flavonoides.

—% Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower)

[ Pathway menu | Organism menu | Pathway entry | Download KGML | Show description | User data mapping ]
Helianthus annuus (common sunflower) v | Go 100% v

| FLavonoD BiosynTHESIS |

= = Cummoy)‘CPumubna chakoye Pinocembrin
T J0] > I 1 »
l bm:y SP‘”B“' }- O 23.1.74 O 1L35.14] —CI
- IIMH‘O]
|£| [ 110878832, 11087945 89412 1414, 110895

%1 11

: 1141311 : 1 o TIOHOAMS. 1 1onendT), 11058012, TR0
|
| 231170 {3316 o—
| [sobquintigerin ‘khqumtgem
| B b
| 1141321
| © 7,4-Dihydroxy.
\ [ flwvone
O 3316 =0
| e
| Butein Butin
: O Chalcose 2-D-glucoside Isoflvomaid bicsynthesis ) p

Figura 4-2: Seleccion de la primera enzima involucrada en la biosintesis de flavonoides
Fuente: (“KEGG PATHWAY:: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),”

2.4.1.4 Obtencion de la secuencia de aminoéacidos de la enzima

Other DBs |[NCBI-GeneID: 1128878332
NCBI-ProteinID: XP_821932988

AL s5eq 488 aa AA seq DB search
MNHFQKVVHLETIRENQRAHGLATILATIGTANPSNYIMOQADYPDFYFRVTNSEHMVNLEN
KFKRICDNTMITKRFMLLTEEFLKDNPNMCOQYTSPSLNTRQDLLITQVPKLGKVAATKAT
EEWGLPKSKITHLIFCTTSGIDMPGADYQLTKLLGLSPSVNRLMMYQOGCSGGGMVLRLA
KDIAENNKGSRVLVYCSEIMATIFHGPSENHIDS LVGOAL FGDGAAATTVGSDPDLAVEH
PLFEIVSASQTIIPDTEMAINLHLREDGLKLHLDKDVPKMIFENIENILMQAVRPLGLSD
WHNSLFWIVHPGGRRILDEVELKLNLDKQK LRASRHVLSEYGHMTSACVLFIINEMRNESL
EDGKSTTGEGLDWGYLFGFGPGLTVETVVLHSKPSTVQOVKTGPEDLA

NT seq 1227 nt

NT sieg
atgaatcattttcazaaggttgtacatcttgaaacaattcgagagaatcaacgggcacat

Figura 5-2: Secuencia de aminoacidos de la enzima involucrada en la biosintesis de flavonoides
Fuente: (“KEGG PATHWAY: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),”
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2.4.2 BLAST de secuencias de aminoacidos

2.4.2.1 Accesion al portal BLAST

Buscar en el navegador el portal de NCBI y seleccionar el BLAST proteina-proteina

\uu US. National Library of Medici NCBI National Center for Biotechnology Information

BLAST® Home  RecentResults  Savec
Basic Local Alignment Search Tool
QuickBLASTP weblnar video
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The program .
compares nucleotide or protein sequences to sequence databases and I"E Q:'j“tfrﬂ:g:‘:sg‘:“’ isavailable at 1ot {13
1 1 B .
calculates the statistical significance. Learn more e & More BLAST news.
Web BLAST

BLAST Genomes

Figura 6-2: BLAST proteina-proteina del portal NCBI
Fuente: (“BLAST: Basic Local Alignment Search Tool,”)

2.4.2.2 Alineacion BLAST de la secuencia de aminoacidos

Al elegir el BLAST proteina-proteina conduce a la pagina principal, donde los datos requeridos
deben ser llenados. Copiar la secuencia de aminoacidos obtenida en el portal KEGG en formato
Fasta y pegar en la cuadricula correspondiente. Completar la informacion de acuerdo a Helianthus

annuus. Seleccionar el botén BLAST para empezar.

Enter Quer, BLASTP programs search protein databasi

er gi(s), or FASTA @

EEWGLPKSK L THLIFC TTSGIOMPGADYQL TKLLGLSPSUNALMMYQOGE SGGGHVLALA

KDIAEWNKGSRVLWCSE INAT 1 FHGPSENHIDSLVGOAL FGDGAAAL IVGSDPDLAVEH

PLFEIVSASQTLLPDTEMAINLHLREDGL KLHLOKOVPXMLF ENLENLLMQAVRPLGLSD

WNSLFWIVHPGGRRILDEVEL KLNLDKOK LRASRHLSEYGHMTSACYLFTINEMRNKSL
" 6 Kes KIGEEDLS

Clear Query subrange &

TERSKSL GEGLRHGLEG) 0 0
—
Or, upload file No se eligio archivo &

Job Title

Enter a descriptive fitle for your BLAST search &

Align two or more sequences 4

Choose Search Set

Database Non-redundant protein sequences (nr) @
Organism
Optional |Hehanlhu5 annuus (taxid:4232) Exclude .*
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &
Exclude Models (XM/XP) [/ Uncultured/environmental sample Sequences
Optional
Entrez Query
o | Youllll} Creste custom database

Enler an Entrez query to limil search &

Program Selection
Algorithm © Quick BLASTP (Accelerated protein-protein BLAST) 750
® plastp (protein-protein BLAST)
) PSI-BLAST (Position-Specific lterated BLAST)
O PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated ELAST)
) DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm &

arch database Non-redundant protein sequences (nr) using Blastp (protein-protein BLAST)
Show results in a new window

Figura 7-2: BLAST de la secuencia de aminoacidos.

Fuente: (“BLAST: Basic Local Alignment Search Tool,” )
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2.4.2.3 Resultados BLAS

A continuacidn los resultados de las alineaciones de la secuencia de aminoacidos se representan

con diferentes coloraciones. Las coincidencias encontradas se ordenaran en funcién del porcentaje

de similitud.

Distribution of the top 76 Blast Hits on 76 subject sequences &
Mouse over fo see the fitle, click to show alignments

Color key for alignment scores
W40 W 40-50 Ws0-80 W s0-200

1 80 160 240

W==200

ﬁ

320

400

Figura 8-2: Resultados BLAST de la secuencia de

aminodcidos analizada

Fuente: (“BLAST: Basic Local Alignment Search Tool,”)

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

i1 Alignments
Description

chalcone synthase 3-like [Helianthus annuus]

chalcone synthase-like [Helianthus annuus]

2-pyrone synthase-like [Helianthus annuus]

chalcone synthase-like [Helianthus annuus]

putafive thiolase-like protein [Helianthus annuus]

chalcone synthase-like isoform X1 [Helianthus annuus]

chalcone synthase-like [Helianthus annuus]

chalcone synthase-like [Helianthus annuus]

putafive thiolase-like protein [Helianthus annuus]

chalcone synthase [Helianthus annuus]

Max | Total
score | score
845 848
881 681
679 679
g70 &70
661 661
660 660
g19  §19
614 614
613 613
613 613

Query
cover

100%
97%
97%
97%
97%
97%
95%
95%
95%
95%

E
value

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident

100%
82%
81%
82%
82%
82%
73%
72%
2%
2%

o

Acceszion

*P_021982900 1
XP_021992621.1
#P_021992619 1
#P_021992620 1
0TG16124.1

#P_021983611.1
#P_021998354 1
XP_022009654.1
OTF9E008.1

XP_ (22009667 1

Figura 9-2: Porcentaje de similitud de la secuencia de aminoécidos analizados con las disponibles

en la Base de datos NCBI
Fuente: (“BLAST: Basic Local Alignment Search Tool,”)

19



2.4.3 Prediccion de Hélices transmembranales

El portal TMHMM Server v.2.0 se encuentra disponible en la Web Servers del Department of Bio
and Healt Informatics. Para la prediccion de las hélices transmembrana de la secuencia de

aminodcidos en estudio, se debe colocar en el casillero correspondiente en formato Fasta.
Finalmente para iniciar, seleccionar el botén “Submit”.

DTU Bioinformatics

Department of Bio and Health Informatics
Home
TMHMM Serverv. 2.0

Prediction of transmembrane helices in proteins

SUBMISSION

Submission of a local file in FASTA format (HTML 3.0 or higher)
| Seleccionar archivo | No se eligid archivo

OR by pasting sequence(s) in FASTA format:

EEWGLPKSKITHLIFCTTSGIDMPGADYQLTKLLGLSPSVNRLMMYQQGCSGOGMVLRLA =
KDIAENNKGSRVLVYCSEIMATIFHGPSENHIDS LVGQALFGDGAAATTIVGESDPDLAVEH
PLFEIVSASQTIIPDTEMAINLHLREDGLELHLDKDYPKMIFENIENILMQAVRPLGLSD
WNSLFWIVHPGGRRILDEVELKLNLDKQKLRASRHVLSEYGNMTSACYLFIINEMRNKSL
EDGKSTTGEGLDWGYLFGFGPGLTVETYYLHSKPSTVOOVKTGPEDLA|

Cutput format;
® Extensive, with graphics
Extensive, no graphics
One line per protein

Other options:
Use old model (version 1)

EEDET

Figura 10-2: Portal TMHMMM para la prediccion de Hélices transmembranales
Fuente: (“TMHMM Server, v. 2.0,”)
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TMHMM result

HELP with output formats

# WEBSEQUENCE Length: 4@8

# WEBSEQUENCE Number of predicted TMHs: @

# WEBSEQUENCE Exp number of AAs in TMHs: 1.74@98

# WEBSEQUENCE Exp number, first 6@ AAs: 1.59697

# WEBSEQUENCE Total prob of N-im: e.98871
WEBSEQUENCE THMHMM2 . @ outside 1 488

TMHMM posteriar probabilities for WEBSEQUENCE

1.2
4
I
08
z
el
& 0&
g
[=h
0.4
0.2
o LI,
50 100 180 200 250 500 350 400
transmembrane inside outside

Figura 11-2: Prediccién de Hélices transmembranales de la secuencia.
Fuente: (“TMHMM Server, v. 2.0,”)

244 STRING de secuencias de aminoacidos
Una vez accedido al portal STRING, seleccionar la opcion “Protein by sequence”. Pegar la

secuencia de amino&cidos de la enzima diana. Seleccionar el organismo que corresponde a la

secuencia, y empezar en el boton “Search”.

“){L STR' N G Search Download

Muttiple proteins

Single Protein by Sequence

Multiple sequences

Amino Acid Sequence:
Organisms -
Protein families ("COGs")
Examples QQVKTGPEDLA -
Random entry Organism
Embryophyta| v

Figura 12-2: STRING de la secuencia de aminoacidos

Fuente: (“STRING: functional protein association networks,”)
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La siguiente lista de proteinas presenta similitud con la secuencia de aminoacidos analizada. Al

seleccionar alguna de ellas se detallara las redes de interaccion proteina-proteina predicha.

STRI NG Search D¢

The following is a list of proteins in our database with similarity to the sequence you provided.
Please select one entry from the list and click 'Continue’ in order to see predicted interaction partners.

protein erganism annotation
W GLYMA19G27930.1 Glycine max Uncharacterized protein
5i026463m Setaria italica Uncharacterized protein
VIT_14s0068g00920.t01 Vitis vinifera Putative uncharacterized protein
Sb05¢g020210.1 Sorghum bicolor Chalcone synthase 3 (EC 2.3.1.74)(Naringenin-chalcone
[source:UniProtKB/Swiss-Prot;Acc:CHS3_SORBI]
VIT_14s0068g00930.t07 Vitis vinifera Chalcone synthase
Sb05g020180.1 Sorghum bicolor Chalcone synthase 2 (EC 2.3.1.74)(Naringenin-chalcone

Iauurcc'U'1|ProtKB:‘S\Mlss-P'nl‘/\c‘c'D} 152_SORBI|

Figura 13-2: Proteinas con similitud de interaccion proteina-proteina

Fuente: (“STRING: functional protein association networks,” )

2.4.5 Célculo del punto isoeléctrico y masa molecular

Para calcular el peso molecular y el punto isoeléctrico de la secuencia de aminoacidos
proporcionada, accedemos al portal de EXPASy (Bionformatics Resource Portal) y colocamos la

misma en formato Fasta.

%K‘EXPASY CDmpute pl.’l'\."lw Home | Cont:i

Compute pl/Mw tool

Compute pl/Mw is a tool which allows the computation of the theoretical pl (isoelectric point) and Mw
(molecular weight) for a list of UniProt Knowledgebase (Swiss-Prot or TrEMBL) entries or for user entered
sequences [reference]

Documentation is available

Compute pl/Mw for Swiss-Prot/ TTEMBL entries or a user-entered sequence

Please enter one or more UniProtKB/Swiss-Prot protein identifiers (ID) (e.g. ALBU_HUMAN) or UniProt
Knowledgebase accession numbers (AC) (e.g. P04406), separated by spaces, tabs or newlines. Alternatively,
enter a protein sequence in single letter code. The theoretical p/ and Mw (molecular weight) will then be
computed

EEWGLPKSKITHLIFCTTSGIDMPGADYQLTKLLGLSP +
SVNRLMMYQQGCSGGGMVLRLA
KDTAENNKGSRVLVVCSEIMATIFHGPSENHIDSLVGQ
ALFGDGAAAIIVGSDPDLAVEH
PLFEIVSASQTIIPDTEMAINLHLREDGLKLHLDKDVP
KMIFENIENILMQAVRPLGLSD
WNSLFWIVHPGGRRILDEVELKLNLDKQKLRASRHVLS
EYGNMTSACVLFIINEMRNKSL

EDGKSTTGEGLDWGVLFGFGPGLTVETVVLHSKPSTV
QVKTGPEDL; Y

Or upload a file from your computer, containing one Swiss-Prot/TrTEMBL ID/AC or one sequence per line
Seleccionar archivo | No se eligié archivo

Resolution: ® Average or © Monoisotopic

| Click here to compute pl/Mw | Reset |

Figura 14-2: Célculo de Punto isoeléctrico y Peso molecular.
Fuente: (“ExPASy: calcula la herramienta pI/ Mw,”)
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L A

Compute pl/Mw
Theoretical pMw (average) for the user-entered sequence:

10 20 38 a8 58 50
MNHFQKVVHL ETIRENQRAH GLATILAIGT AMPSNYIMQA DYPDFYFRVT NSEHMVNLKN

78 8@ 9

) 100 11@ 128
KFKRICDNTH ITKRFMLLTE EFLKDNPNM

2] a
IC QYTSPSLNTR QDLLITQVPK LGKVAATKAT

138 148 158 168 17e 138
EEWGLPKSKI THLIFCTTSG IDMPGADYQL TKLLGLSPSY NRLMMYQQGC SGGGMVLRLA

198

288 218 228 238 240
KDIAENNKGS RVLVWCSEIM

ATIFHGPSEN HIDSLVGQAL FGDGAAATIV GSDPDLAVEH

258 268 270 280 298 300
PLFEIVSASQ TIIPDTEMAI NLHLREDGLK LHLDKDVPKM IFENIENILM QAVRPLGLSD

318 328 33e 340 352 360
WNSLFWIVHP GGRRILDEVE LKLNLDKQKL RASRHVLSEY GNMTSACVLF IINEMRNKSL

370 380 390 400
EDGKSTTGEG LDWGVLFGFG PGLTVETVWWL HSKPSTVQQV KTGPEDLA

{Theorstical pliMw: 6.12 / 45328 33

Figura 15-2: Punto isoeléctrico y peso molecular

de la secuencia diana.
Fuente: (“ExPASy: calcula la herramienta pI/ Mw,” )

2.4.6 Modelacioén tridimensional de la enzima

Para obtener la estructura tridimensional de la secuencia de aminoacidos diana, recurrimos al
Protein Model Portal. Colocamos el formato Fasta de dicha secuencia, seleccionar la opcion

“Search” para empezar.

Ha este portal es encuentra indexados varios sitios que pueden proporcionar informacion similar,

la cual puede ser utilizada para la verificacion de los resultados.

ein Model Porta

Welcome to the

Protein Model Portal (PMP)

PMP gives access to various models computed by comparative Modeli ng
modeling methods provided by different partner sites, and provides

access to various interactive services for model building, and u

quality assessment

PLFEIVSASQTIIPDTEMAINLHLREDGLKLHLDKDVPKMIFENIE
NILMQAVRPLGLSD
WNSLFWIVHPGGRRILDEVELKLNLDKQKLRASRHVLSEYGN <
MTSACVLFIINEMRNKSL &
EDGKSTTGEGLDWGVLFGFGPGLTVETVVLHSKPSTVQQVKT P N
2 Eampes [UniProt AC) (UniProt ID; (RefSeq)
iPDBID; (Sequence] [Free Text)

A Structure of a Collage

£ Taoninl At A

Figura 16-2: Prediccion de estructura tridimensional
de la secuencia de aminoacidos.

Fuente: (“Modeling submission -- Protein Model Portal - PST SBKB,”)
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2.4.7 Prediccion de sitios de unién a ligandos

Para la prediccion de los sitios de unidn a ligandos de la secuencia de aminoécidos, se accede al
Protein Model Portal, uno de los sitios indexados reenviara la informacion solicitada a un correo
institucional. EIl web server del cual se tomaran los sitios de unién a ligandos es el Bioinformatics

Web Servers de la University of Reading.

@ Universi.tyof Life | Study | Research | Business | About A-Z search | University site ¥
Reading
Bioinformatics Web Servers
The IntFOLD Server Results Contact
4 Bioinformatics H
Servers Home Page (Ver5|on 20) Tel: 0118 378 6332
. ite the followi . Email: I.j.mcguffin
INtFOLD ease cite the following papers: @reading.acuk
FUnFOLD McGuffin, L.J., Atkins, J.. Salehe, BR., Shuid, A.N. & Roche, D.B. » Full contact details
(2015) IntFOLD: an integrated server for modelling protein
NFOLD3 structures and functions from amino acid sequences. Nucleic
Acids Research, 43, W169-73. PubMed
ModFOLD
Roche, D. B., Buenavista, M. T., Tetchner, 5. J. & McGuffin, L. ).
DomFOLD (2011) The IntFOLD server: an integrated web resource for
DISOclust protein fold recognition, 2D model guality assessment,

intrinsic disorder prediction, domain prediction and ligand
binding site prediction. Nucleic Acids Res., 39, W171-6. PubMed

The server implements the IntFOLD2-TS method to generate
alternative models:

Buenavista, M. T., Roche, D. B. & McGuffin, L. J. (2012)
Improvement of 3D protein models using multiple templates
guided by single-template model guality assessment.
Bicinformatics, 28, 1851-1857. PubMed

Links to graphical output:
= Top 5 3D models

Figura 17-2: Bioinformatics Web Servers de la Universidad de Reading.

Fuente: (“Bioinformatics Web Servers - University of Reading,” )

24



CAPITULO 1l

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Enzima Chalcona sintasa

3.1.1 Secuencia de aminoéacidos de Chalcona sintasa

»han:118878532 K@@66@ chalcone synthase [EC:2.3.1.74] | (RefSeq) chalcone synthase 3-like (&)
MMHFOKVYHLETIRENQRAHGLATILATGTANPSHNY IMQADYPDFYFRVTNSEHMVMLKN
KFKRICDNTMITKRFMLLTEEFLKDNPNMCOYTSPSLNTRODLLITOVPELGKVAATKAL

EEWGLPESKITHLIFCTTSGIDMPGADYQLTK LLGLSPSYNRLMMYQQGCSGEGMVLRLA
KDIAENMEGSRVLVVCSEIMATIFHGPSENHIDSLVGEQAL FGDGAAAT IVGSDPDLAVEH
PLFEIVSASQTIIPDTEMAINLHLREDGLELHLDKDVPKMIFENIENILMQAVRPLGLSD
WMSLFWIVHPGGRRILDEVELKLNLDEQKLRASRHVLSEYGMMTSACVLFIINEMRNESL
EDGKSTTGEGLDWAVLFGFGPGLTVETWVLHSKPSTVOOVKTGPEDLA

BLAST

Figura 1-3: Secuencia de 408 aminoacidos Chalcona sintasa

Fuente: (“KEGG PATHWAY:: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),”)

3.1.2 Interpretacion bioldgica de la enzima

La base de datos KEGG proporciona un mapa que detalla la biosintesis de flavonoides, éste
contiene la secuencia de aminoacidos de las enzimas que participan en este proceso, al analizar la
informacion correspondiente a la primera enzima, Chalcona sintasa encontramos caracteristicas

que fueron reconocidas como similares, con otras enzimas de su tipo segun esta base de datos.

Tabla 1-3: Caracteristicas de la enzima Chalcona sintasa.

Codigo de accesion | 110878832

KEGG
Organismo Helianthus annuus
Clase Transferasa, Aciltransferasa

Descripcidn genética | Familia chalcona y estilbeno sintasa

25



Sysnhame Malonil-CoA: 4-coumaroil CoA maloniltransferasa

Nombres Naringenina-chalcona sintasa
Chalcona sintasa

Flavanona sintasa
6"-deoxichalcona sintasa

DOCS
CHS

Reaccion (IUBMB) | 3 malonil-CoA + 4-coumaroil-CoA - 4 CoA + naringenina chalcona
+3CO;

Substrato Malonil-CoA, 4-coumaroil-CoA

Producto CoA + Naringenina chalcona + CO;

Ruta metabolica* Biosintesis de metabolitos secundarios, biosintesis de flavonoides,

ritmo circadiano de las plantas.

*International Union of Biochemistry and Molecular Biology

Realizado por: Jesenia Tipanquiza. 2018
Fuente: (“KEGG PATHWAY:: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),” )

3.1.3 Reaccidn de catalisis de Chalcona sintasa

JE; HO. o OH - OH
J._.-H_r__. e 5 Coa . _ . _ e _J’-\_r_,.q;:_ A J
HO™ . OH O
Co0223 CoO&SE1
o O [ i
I ™ 3 O
1 Ho “5—Co L Coon
ap el | |
CO00ES M
on 0 of
, 9P —O%n) |
= | HO-P-O OH
o a
| Hac §H 1 H
D-F—D'H"{"ﬂ""" e HI,- e E
b HsC O o

Figura 2-3: Reaccién IUBMB de chalcona sintasa
Fuente: (“KEGG REACTION: R01613,”)

Reaccién en varios pasos, en presencia de NADH y reductasa produce 6 -deosichalcona; la
chalcona sintasa transfiere grupos aminoacilo, convirtiendo la fenilalanina en naringenina
(CO6561)
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3.1.4 Alineamiento tipo local de la secuencia de aminoacidos de Chalcona sintasa

Tras la alineacién de la secuencia de aminoécidos de Chalcona sintasa, con las disponibles en la

base de datos BLAST protein-protein se arrojaron los siguientes resultados:

Distribution of the top 76 Blast Hits on 76 subject sequences &/
Mouse over to see the fifle, click to show alignments

Color key for alignment scores
W40 W40-50 W50-80 W 30-200 W=200
Query
I | | | | I
1 80 160 240 320 400

Figura 3-3: Nivel de homologia se la secuencia de aminoacidos

Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (408 letters),” )

La Figura 3-3 permite visualizar el grado de homologia que presenta la secuencia de aminoacidos
de Chalcona sintasa con la de diferentes especies, cada linea corresponde a un organismo

diferente. Las lineas rojas indican mayor cantidad de regiones similares, los colores restantes

indican algo de homologia en alguna seccidon de la secuencia.

Sequences producing significant alignments:

Select: All Mone Selecied:3
it Alignments BJDownload ~ GenPept Graphics Distance tree of results Multiple alignment O

s Max | Total Que E ’
Description b Ident Accession
score score  cover | value

243 848 100% 0.0 100% XP_0213223001
681 681 97% 0.0 82% XP 021992621.1

#| chalcone synthase 3-ike [Helianthus annuus]

¥ chalcone synthaselike [Helianthus annuus]

¢ 2-pyrone synthase-like [Helianthus annuus] §79 679 97% 0.0 81% XP 0219926191

Figura 4-3: Enzimas con alto porcentaje de homologia con Chalcona sintasa

Fuente: (“NCBI Conserved Domain Search,”)
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Tres de los resultados presentados en la Figura 3-3 tienen alto porcentaje de homologia. En la
Figura 4-3, se observa en primera instancia con un 100% de similitud a la enzima “Chalcona
sintasa 3-like”, donde hay una coincidencia de los 408 aminoacidos de la secuencia. La enzima
“Chalcona sintasa-like” con 407 aminoacidos, comparte igualdad en un 82%. La enzima “2-
pirona sintasa-like” tiene un total de 403 aminoacidos en su secuencia, donde un 82% de ellos

son los mismos que los de la enzima Chalcona sintasa.

En base a la similitud de la estructura de la cadena de aminoacidos que comparten las enzimas,
pueden ser predichas las funciones. En el caso de Chalcona sintasa su participacion en el proceso
de biosintesis de flavonoides ha sido probado experimentalmente con técnicas de AND
recombinante, (Ohno et al., 2018, p. 415) silenciando 4 genes biosintéticos del tipo chalcona sintasa,
para la sintesis de flavonoides (DvCHS1, DvVCHS2 , DvCHS3, and DvCHS4), dando como
resultado pétalos desprovistos de color, demostrado la relacién directa que existe entre el color

de las flores de las plantas con la acumulacion de flavonoides foliares.

3.1.5 Hélices transmembrana de Chalcona sintasa

La figura 5-3 muestra la probabilidad de que fragmento de la secuencia, pertenezca al hélice

transmembrana (linea roja), exterior (linea violeta) o interior (azul); en el eje “x” corresponde a

la secuencia de aminoacidos, el eje “y” a la probabilidad.

Los residuos de hélice transmembrana de Chalcona sintasa muestran alta probabilidad de

encontrarse en el exterior de la membrana

TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE
1.2
1 L
I
0gr
=
5
B 06 -
=
O
04 r
02 r
o LAl .
a0 100 150 200 250 300 380 400
transmermbrane inside outside

Figura 5-3: Prediccion de hélices transmembrana de Chalcona sintasa
Fuente: (“TMHMM Server, v. 2.0,”)
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3.1.6 Redes de interaccion proteina-proteina

El motivo por el cual las proteinas interaccionan entre si, es por que comparten similitud
estructural o funcional, por que exhiben homologia genética o porque estan involucradas
secuencialmente dentro de una ruta metabdlica.

Las interacciones proteina-proteina dada por el portal STRING identifican redes entre organismos

completamente secuenciados y que manifiesten conexiones bioldgicamente significativas.

Tabla 2-3: Interacciones funcionales de Chalcona sintasa.

Enzima Funcion Puntaje de
confianza
CHI2-A Chalcona-flavona isomerasa 2.A; Cataliza la ciclacion 96,7%

intramolecular de chalconas biciclicas; Responsables de
la isomerizacion de 4,2°,4",6 -tetrahidroxichalcona
(también llamada chalcona) en la naringenina (228 aa).
CHI1B1 Chalcona-flavona isomerasa 1B-1; Cataliza la ciclacién 96,7%
intramolecular de chalconas biciclicas; Responsables de
la isomerizacion de 4,2°,4°,6 -tetrahidroxichalcona
(también llamada chalcona) en la naringenina (226 aa).
CHI Chalcona-flavona isomerasa 1A; Cataliza la ciclacion 96,7%
intramolecular de chalconas biciclicas; Responsables de
la isomerizacion de 4,2°,4",6 -tetrahidroxichalcona
(también llamada chalcona) en la naringenina (218 aa).
CHI 1 B2 Chalcona-flavona isomerasa 1B-2; Cataliza la ciclacién 96,7%
intramolecular de chalconas biciclicas; Responsables de
la isomerizacion de 4,2°,4°,6 -tetrahidroxichalcona
(también llamada chalcona) en la naringenina (226 aa).
C4H Trans-cinamato 4-monooxigenasa; Controla el flujo de 95,3%
carbono a los pigmentos esenciales para la polinizacién,
proteccion UV, sintesis de fitoalexinas y ligninas para la
defensa contra patdgenos. (506 aa).

Realizado por: Jesenia Tipanquiza.2018

Fuente: (“GLYMA19G27930.1 proteina (Glycine max) - red de interaccion STRING,” )

En la tabla 2-3 se muestran las proteinas con las que guarda conexién Chalcona sintasa, la base
de datos STRIG, detecta al socio con mayor puntuacion a Glycine max, la asociacién proteina-
proteina son de tipo funcional, se puede evidenciar que la funcién de esta enzima en dicho

organismo es similar que en Helianthus annuus.
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Figura 6-3: Socios de interaccion con puntuacion mas alta.
Fuente: (“GLYMA19G27930.1 proteina (Glycine max) - red de interaccion STRING,” )

En la figura 6-3, las interacciones conocidas experimentalmente son marcadas de color violeta,
asi Chalcona sintasa forma redes funcionales con CHI 1B2, CHI, CHI2-A, CHI 1B1 de Glycine
max. El color azul representa la coexpresion genética similar entre las enzimas de Chalcona
sintasa de Helianthus annuus y Glycine max. El amarillo indica redes de interaccion proteina-

proteina tedricas. Se obvian las interacciones biolégicamente no significativas.

3.1.7 Modelo estructural tridimensional predicho para Chalcona sintasa.

El portal SWISS- MODEL disefia un modelo tridimensional para la secuencia de aminoécidos
de Chalcona sintasa, en base a la homologia de ésta con otras de estructura ya conocida.

El peso molecular estimado para la estructura homodimero es de 45328.33 M. y el punto

isoeléctrico de la enzima 6.12.
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Figura 7-3: Estructura tridimensional de Chalcona sintasa
Fuente: (“SWISS-MODEL | Workspace | Models | fFt6gP |”)

3.1.8 Prediccion de sitios de union a ligandos

En la figura 8-3 se distinguen los segmentos especificos de la cadena de aminoécidos para la
formacion del complejo ligando-receptor, los cuales determinan la afinidad y selectividad para

las interacciones.
) ﬁ\
/
\

AR

——

Figura 8-3: Sitios de unién a ligandos de Chalcona sintasa

Fuente: (“Bioinformatics Web Servers - University of Reading,” )
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3.2 Enzima Chalcona isomerasa

3.2.1 Secuencia de aminoacidos de Chalcona isomerasa

»han: 118872655 K@1859 chalcone isomerase [EC:5.5.1.5] | (RefSeq) probable chalcone--flavonone isomerase 3 (A)
MESEMWMVDDIPFPPOITTTKPLSLLGHGITDIEIHFLQIKFTAIGVY IDPYILTHLOKW
KGKSGTDLAEDDDFFDSIISAPVDKYLRIVAIKEIKGSQYEVQLESSYRDRLAADDKYEE
EEEAALEQIVEFFQSKYFKKDSVITFSFRPAASNFVEIGFSSEGKEEPKVIKVENGNWWEM

TKKWYLGGTTAYSPSTISSLANTLSLELSK

BLAST

Figura 9-3: Secuencia de 210 amino&cidos de Chalcona isomerasa
Fuente: (“KEGG PATHWAY: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),”

3.2.2 Interpretacion bioldgica de la enzima

Al analizar la informacion correspondiente a la segunda enzima, Chalcona isomerasa se encontrd
caracteristicas que fueron reconocidas como similares, con otras enzimas de su tipo seguln la base
de datos KEGG.

Tabla 3-3: Caracteristicas de la enzima Chalcona isomerasa

Codigo de accesion | 110872655

KEGG
Organismo Helianthus annuus
Clase Isomerasa, Liasa intramolecular

Descripcion genética | Probable chalcona-flavanona isomerasa 3
Proteina codificante

Sysname Flavanona liasa (Ring-opening)

Nombres Chalcona isomerasa
Chalcona-flavanona isomerasa
Flavanona liasa

Reaccion (IUBMB) De chalcona - a flavanona

Substrato Chalcona
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Producto flavanona

Ruta metabdlica Biosintesis de metabolitos secundarios, biosintesis de flavonoides

Realizado por: Jesenia Tipanquiza.2018
Fuente: (“KEGG PATHWAY:: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),” )

3.2.3 Reaccion de catdlisis de Chalcona isomerasa

o L
. 5 e
0
C166GD 0

Coove6

Figura 10-3: Reaccién IUBMB de Chalcona isomerasa
Fuente: (“KEGG REACTION: R07344,”)

La chalcona (C15589) sufre una hidroxilacion en la posicion 2’para producir flavanona (C00766).
Esta enzima también esta implicada en la conversion estereoespecifica de la naringenina chalcona

en (2S) naringenina, un paso temprano en la sintesis de flavonoides (Burke et al., 2016, pp. 2-3).

3.2.4 Alineacion tipo local de la secuencia de aminoécidos de Chalcona isomerasa

Tras la alineacion de la secuencia de aminoacidos de Chalcona isomerasa, con las disponibles en

la base de datos BLAST protein-protein se arrojaron los siguientes resultados:

Distribution of the top 4 Blast Hits on 4 subject sequences &
Mouse over to see the fitle, click to show alignments

Color key for alignment scores
W <40 W40-50 50-80 W 20-200 W==200
Query

| | | | | |
1 40 80 120 160 200

Figura 11-3: Nivel de homologia de la secuencia de aminoacidos
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (210 letters),” )
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En la figura 11-3 indica un nivel alto de homologia encontrada, entre la secuencia de aminoacidos
de Chalcona isomerasa con dos especies identificadas de color rojo, una menor proporcion de
similitud con una tercera especie en color violeta; lo que sugiere que pocas proteinas comparten

regiones similares a secuencia diana.

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0

i1 Alignments O
o Max | Total CQuery E "
Description |dent Accession
score score  cover | value
probable chalcone-flavonons isomerase 3 [Helianthus annuus] 424 424 100% 3e-153 100% XP 0219771941
putafive chaleone-flavanone isomerase family protein [Helianthus annuus] 423 423 100% 6Be-153 99% OTG13296.1
fatty-acid-binding protein 3_chloroplastic [Helianthus annuus] 832 832 87% le-18 28% XP 0220134461

Figura 12-3: Enzimas con alto porcentaje de homologia con Chalcona isomerasa
Fuente: (“BLAST: Basic Local Alignment Search Tool,” )

La figura 12-3 identifica a Chalcona-flavanona isomerasa con un 100% similitud de los 210
aminodacidos de su secuencia; 99% de similitud con la familia de proteinas putativa chalcona-
flavanona isomerasa, es decir todas las proteinas de esa familia comparten 209 aminoécidos
iguales a chalcona isomerasa de Helianthus annuus; en el caso de la proteina de unién a acidos

grasos 3-cloropasto solo el 28% de sus regiones tienen similitud.

3.2.5 Hélices transmembrana de Chalcona isomerasa

TWMHMM paosterior probabilities for WEBSEQUENCE
1.2
1 -
08 r
oy
E
E 06 r
=
O
04 r
02 r
|:| L 1 1 L
50 100 150 200
transmembrane inzide outside

Figura 13-3: Prediccidn de hélices transmembrana de Chalcona isomerasa
Fuente: (“TMHMM Server, v. 2.0,”)
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La figura 13-3 se muestra la probabilidad de que fragmento de la secuencia, pertenezca al hélice
transmembrana (linea roja), exterior (linea violeta) o interior (azul); en el eje “x” corresponde a

la secuencia de aminoacidos, el eje “y” a la probabilidad.
Los residuos de hélice transmembrana de Chalcona isomerasa muestran alta probabilidad de

encontrarse en el exterior de la membrana, y se puede observar también que un segmento de la

secuencia entre los aminoacidos 40 a 55 puede hallarse en un dominio transmembrana.

3.2.6 Redes de interaccion proteina-proteina

Segin el STRING a la secuencia de aminoacidos de chalcona isomerasa interactla

dinamicamente con varias enzimas de la especie Arabidopsis thaliana, pueden formar conexiones

funcionales ya gue catalizan reacciones de una misma ruta metabdlica.

Tabla 3-3: Interacciones funcionales de Chalcona isomerasa

Enzima Funcién Puntaje de
confianza
FLS1 Flavonol sintasa 1; Cataliza la formacion de flavonoles desde 92,5%

el dihidroflavonol. Puede actuar en la transformacion de
dihidrokaempferol a kaemperol, dihidroquercetina a
quercetina y de dihidromiricetin a miricetin. In vitro cataliza
la oxidacién de ambos enatiomeros de la naringenina,
confiriendo  una  configuracion  cis- y  trans-
dihidrokaempferol (336 aa).

TT4 Chalcona sintasa; El producto primario de esta enzima es 91,7%
4,2 4.6 -tetrahidroxichalcona, que puede en condiciones
especificas, isomerizarse espontaneamente en naringenina
(395 aa).

F3H Flavanona 3-hidroxylasa; Cataliza la 3-beta-hidroxilacion de 91,1%
2S-flavanonas a  2R,3R-dihidroflavonoles que son
intermediarios en la  biosintesis de  flavonoles,
antocianidinas, catequinas y protocianidinas en plantas (358
aa).

4CL3 4-cumarato-CoA ligasa 3; Produce CoA tioester de una 90,8%
variedad de hidroxi- y metoxi- substitutos del 4&cido
cinamico, que son usados en la sintesis de varios compuestos
derivados del fenilpropano, incluido antocianinas,
flavonoides, isoflavonoides, cumarinas, ligninas (561 aa).
TT5 TRANSPARENT TESTA 5; Cataliza la ciclacion 88,1%
intramolecular de chalconas biciclicas en triciclicas (S)-
flavononas. Responsable de la isomerizacion de 4, 2°,4",6"-
tetrahidroxichalcona en naringenina (246 aa).
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UGT78D2

UDO-glucosil transferasa 78D2; cataliza la glicosilacion de
flavonoides desde UDP-glucosa. Cataliza la glicosilacion de
antocianinas desse UDP-glucosa (460 aa).

84,8%

TT7

TRANSPARENTE TESTA 7; Cataliza la 3"-hidroxilacion
del anillo B de flavonoides. Convierte la narigenina a
erodictiol y la dihidrokaempferol a dihidroquercetina (513
aa).

76,8%

AT1G58230

Efecto vinculante; posiblemente estd involucrado en la
supresion de la actividad del BCHC1 (260 aa).

73,7%

TT2

TRANSPARENT TESTA 2; Activador de la transcripcion;
Esta envuelto en el control del metabolismo tardio del
Cardamine impatiens (258 aa).

69,3%

LDOX

Leucoantocianidin  dioxigenasa; Involucrada en la
biosintesis de antocianidinas y protoantocianidinas por
catalisis de la oxidacion de leucoantocianididas en
antocianidinas. Posee Flavonol sintasa con baja actividad in
vitro (356 aa).

69,3%

Realizado por: Jesenia Tipanquiza.2018

Fuente: (“CHIL protein (Arabidopsis thaliana) - STRING interaction network,” )

En la tabla 3-3 se describen las funciones de las proteinas identificadas en Arabidopsis thaliana y

que guardan similitud estructural y funcional con las participantes en la sintesis de flavonoides en

Helianthus annuus, se muestra también el porcentaje de similitud de cada una.

ii AT1G58230

Figura 14-3: Socios de interaccion con puntuacion mas alta
Fuente: (“CHIL protein (Arabidopsis thaliana) - STRING interaction network,” )
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3.2.7 Modelo estructural tridimensional predicho para Chalcona isomerasa

El portal SWISS- MODEL disefia un modelo tridimensional para la secuencia de aminoécidos de

Chalcona isomerasa, en base a la homologia de ésta con otras de estructura ya conocida.

El peso molecular estimado para la estructura mondmera es 23484.73 M., el punto isoeléctrico
4.68.

Figura 15-3: Estructura tridimensional de Chalcona isomerasa
Fuente: (“SWISS-MODEL | Workspace | Models | fFt6gP |,” )

3.2.8 Prediccidn de sitios de unién a ligandos

Figura 16-3: Sitios de union a ligandos de Chalcona isomerasa

Fuente: (“Bioinformatics Web Servers - University of Reading,” )
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En la figura 16-3 se distinguen los segmentos especificos de la cadena de aminoécidos para la
formacion del complejo ligando-receptor, los cuales determinan la afinidad y selectividad para

las interacciones.

3.3 Enzima Naringenina 3-dioxigenasa

3.3.1 Secuencia de aminoécidos de naringenina 3-dioxigenasa

>han:118915473 K@@475 naringenin 3-dioxygenase [EC:1.14.11.9] | (RefSeq) naringenin,2-oxecglutarate 3-dicxygenase (A)
MAPVSLKWDETSLHEMRFYRDEDERPKVPYNKFSSEIPVISLKGIDDVDGSSVDGFGSRR
AEICDKIVKACEDWGIFQMYDHGVDTKLLSEMTRLAREFFELPTEEKLRFDMTGOKKGGF
IVSSHLOGEAVQDMREINVTYFSYPIKARDYSRIWPDTPKEWRAVTEKYSEELMGLACKLLE
V0LSEAMGLEKEALTKACVDMDOKWWYNYYPKCPQPDLTLGLERHTDPGTITLLLODOVGG
LOATRDGGNTWITVQPIEGAFVWNLGDHEHYLSNGRFKNADHQAVWMSHNTSRLSTIATFQN
PAPEAVWYPLKVNEGEKSIMEKPITFMEMYKKKMSTOLELARLKKLAKEKQDLEKVEPIE

NIFA

BLAST

Figura 17-3: Secuencia de 364 aminoacidos Naringenina-3dioxigenasa
Fuente: (“KEGG PATHWAY:: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),”)

3.3.2 Interpretacion bioldgica de la enzima

Al analizar la informacién correspondiente a la tercera enzima, Naringenina-3dioxigenasa
encontramos caracteristicas que fueron reconocidas como similares, con otras enzimas de su tipo

segln esta base de datos.

Tabla 4-3: Caracteristicas de la enzima Naringenina 3-dioxigenasa

Codigo de accesion | 110915473

KEGG

Organismo Helianthus annuus

Clase Oxidoreductasa

Sysname (2S)-flavan-4-ona
2-oxoglutarato

Nombres Flavanona 3-dioxigenasa
Naringenin 3-hidroxilasa
Flavanona 3-hidroxilasa
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Flavanona 3beta-hidroxilasa

Reaccion (IUBMB)

(2S)-flavan-4-ona + 2-oxoglutarato + O2 - (2R,3R)-dihidroflavonol
+ succinato + CO2

Substrato

(2S)-flavan-4-ona;
2-oxoglutarato;
02

Producto

(2R,3R)-dihidroflavonol
Succinato
CO2

Ruta metabolica

Biosintesis de metabolitos secundarios, biosintesis de flavonoides

Realizado por: Jesenia Tipanquiza

Fuente: (“KEGG PATHWAY:: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),”)

3.3.3 Reaccion de catalisis de Naringenina 3-dioxigenasa

Ccooodd

coongz

0 @\@ Q O 0 \@@ 2 OH
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coooze

cozo9g

C21417

Figura 18-3: Reaccion IUBMB de Naringenina-3dioxigenasa
Fuente: (“KEGG REACTION: R07329,”)

La reaccidn que cataliza la tercera enzima en esta ruta biosintética de flavonoides es el paso de

naringenina a pelargonidina, un paso temprano, lo que conlleva a estar implicado también en la

produccién de antocianinas. Este proceso requiere de la presencia de Fe?* y ascorbato.

Algunas enzimas son bifuncionales y tambien catalizan la reaccion de la flavonol sintasa. (Zoratti

etal., 2014, p. 3)

3.3.4 Alineamiento tipo local de la secuencia de aminoacidos de Naringenina 3-dioxigenasa

Tras la alineacion de la secuencia de aminoacidos, con las disponibles en la base de datos BLAST

protein-protein se arrojaron los siguientes resultados:
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Distribution of the top 101 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments
Color key for alignment scores

W <40 W 40-50 W 50-80 [ 30-200 W >=200
1 70 140 210 280 350

Figura 19-3: Nivel de homologia se la secuencia de aminoécidos

Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (364 letters),” )

En la figura 19-3 se muestran 54 proteinas que tienen un nivel de similitud con naringenina 3-
dioxigenasa, la primera coincide totalmente con la misma cadena se aminoacidos, lo cual hace

referencia a sus posibles similitudes en funcion y en estructura o que descienden de un mismo

tronco comun. (Malacarne et al., 2016b, p. 9)

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0
i Alignments o

s Max | Total Que E .
Description b Ident Accession
score score  cover value

757 757 100% 0.0 100% XP_022015871.1
224 224  86% 4e-T0 38% XP_0220284261
223 223 88% DSe-7T0 3% XP_0220270131

naringenin 2-oxoglufarate 3-dioxygenase [Helianthus annuus]
protein DMRE-LIKE OXYGEMASE 2-ike [Helianthus annuus]

protein DMRE-LIKE OXYGEMASE 2-ike [Helianthus annuus]

Figura 20-3: Enzimas con alto porcentaje de homologia con Naringenina 3-diosxigenasa

Fuente: (“NCBI Conserved Domain Search,” )

Se observa un 100% de coincidencia de la naringenina 2-oxoglutarato-dioxigenasa con la enzima
analizada, en el segundo caso el 38% de la proteina DMR6-like 2-oxigenasa coincide, mientras

ue en el tercer caso como se puede observar en la imagen 19.3 un 37% coincide.
q p g
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3.3.5 Hélices transmembrana de Naringenina 3-dioxigenasa

TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE

1.2

1
0 r
06t
04
0z r

a

S0 100 150 200 250 300 350
transmemkbrans inside outside

Figura 21-3: Prediccion de hélices transmembrana de Naringenina 3-dioxigenasa
Fuente: (“TMHMM Server, v. 2.0,” n.d.)

La figura 21-3 muestra la probabilidad de que fragmento de la secuencia, pertenezca al hélice

transmembrana (linea roja), exterior (linea violeta) o interior (azul); en el eje “x” corresponde a

la secuencia de aminoacidos, el eje “y” a la probabilidad.

Los residuos de hélice transmembrana de Naringenina 3-dioxigenasa muestran alta probabilidad
de encontrarse en el exterior de la membrana

3.3.6 Redes de interaccion proteina-proteina

Segin el STRING a la secuencia de aminoacidos de Naringenina 3-dioxigenasa interactla
dindmicamente con varias enzimas de la especie Arabidopsis thaliana, pueden formar conexiones

funcionales ya que catalizan reacciones de una misma ruta metabdlica.

Tabla 5-3: Interacciones funcionales de Naringenina 3-dioxigenasa

Enzima Funcion Puntaje de
confianza
DFR Dihidroflavonol 4-reductasa (382 aa). 99,9%
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TT4 Chalcona sintasa; El producto primario de esta enzima 99,9%
es 4,2°,4°,6"-tetrahidroxichalcona que puede en
condiciones especificas isomerizarse espontdneamente
en naringenina (395 aa).

TT5 TRANSPARENT TESTA 5; Cataliza la ciclacion 99,9%
intramolecular de chalconas biciclicas en triciclicas.
Responsable de la isomerizacion de 4,2°,4°,6"-
tetrahidroxichalcona in naringenina (246 aa).

TT7 TRANSPARENT TESTA 7; Cataliza la 3'- 99,6%
hidroxilacion del anillo B de los flavonoides a estado
3",4"-hidroxilado.

FLS1 Flavonol sintasa 1; Cataliza la formacion de flavonoles 99,5%
desde el dihidroflavonol. Puede actuar en la
transformacion de dihidrokaempferol a kaemperol,
dihidroguercetina a quercetina y de dihidromiricetin a
miricetin. In vitro cataliza la oxidacién de ambos
enatiomeros de la naringenina, confiriendo una
configuracion cis- y trans-dihidrokaempferol (336 aa).
UGT78D2 UDO-glucosil  transferasa  78D2; cataliza la 97,2%
glicosilacion de flavonoides desde UDP-glucosa.
Cataliza la glicosilacion de antocianinas desse UDP-
glucosa (460 aa).

BAN BANYULS; Involucrada en la biosintesis de taninos 97,0%
condensados. Convierte cianidinas en (-)-epicatequinas
en gran cantidad (340 aa).

UF3GT UDP-glucosa-flavon  3-o-glucosiltranferasa;  Esta 96,9%
involucrada en ciertos pasos de la biosintesis de
antocianinas. Convierte cianidina 3-o-glucosido a
cinidina 3-O-xilosyl (1->) glucosido. Puede usar 3-0-
glucosilato antocianidin (468 aa).

C4H Cinamato-4-hidroxilasa; Controla el flujo de carbono a 96,0%
los pigmentos esenciales para la polinizacion, la
proteccion de radiacion UV, a numerosas fitoalexinas
para la proteccién de la planta frente a patdgenos, y a
ligninas. (505)

LDOX Leucoantocianidin dioxigenasa; Involucrada en la 95,6%
biosintesis de antocianidinas y protoantocianidinas por
catalisis de la oxidacién de leucoantocianididas en
antocianidinas. Posee Flavonol sintasa con baja
actividad in vitro (356 aa).

Realizado por: Jesenia Tipanquiza.2018

Fuente: (“F3H protein (Arabidopsis thaliana) - STRING interaction network,” )

En la tabla 5-3 se muestran las proteinas con las que guarda conexion Naringenina 3-dioxigenasa,
la base de datos STRIG, detecta al socio con mayor puntuacion a Arabidopsis thaliana, la

asociacidn proteina-proteina son de tipo funcional y pueden visualizarse en la imagen 22-3
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Figura 22-3: Socios de interaccion con puntuacion mas alta.

Fuente: (“F3H protein (Arabidopsis thaliana) - STRING interaction network,”)

3.3.7 Modelo estructural tridimensional predicho para Naringenina 3-dioxigenasa

Modelo tridimensional para la secuencia de aminoacidos de esta enzima, en base a la homologia

de ésta con otras de estructura ya conocida.

Figura 23-3: Estructura tridimensional de Naringenina 3-dioxigenasa
Fuente: (“SWISS-MODEL | Workspace | Models | fFt6gP |,”)

La estructura tridimensional corresponde a una proteina monomérica, su peso molecular

aproximado es de 41168.02M, con punto isoeléctrico de 5.57.
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3.3.8 Prediccidn de sitios de union a ligandos

Figura 24-3: Sitios de union a ligandos de Naringenina 3-dioxigenasa

Fuente: (“Bioinformatics Web Servers - University of Reading,” )

Los segmentos especificos de la estructura para la formacion del complejo ligando receptor, se
puede observar en la figura 24-3 los cuales determinan la afinidad y selectividad para las

interacciones.

3.4 Enzima Flavonol sintasa

3.4.1 Secuencia de aminoacidos de flavonol sintasa

»han:118878613 K@5278 flavonol synthase [EC:1.14.11.23] | (RefSeq) flavenol synthase/flavanone 3-hydroxylase-like (&)
MEIERVQEIASLSNLKGTIPSEFIILENEQATTTTIHGAVLEVPVIDLCNPDDQSLVAST
SEASKSWGIFQWWNHGIPNEHISELQKVGKEFFELPQDEKEVIAKPIGYEGVEGYGTKHY

KEVEGKKGW\VDHLFHRVIKPP SAVHYHYWPKNPPSYRETHEQY TQSLIPVADKLLGLLSRG
LGLEDGEVKQGLGCEDMFYMLKINYYPACPCPELDLGLGPHTDMSSITILVPNEVQGLQY

FEDOHWYDVAY IPNALIVHIGDQIETL SNGKYKSVYHRTTVNKEK TRMSIWPMFLEPPPEF

EVGPIPKLITQDNPSKFETKKYKDFVDCKLNELPQ

BLAST

Figura 25-3: Secuencia de 335 aminoacidos Flavonol sintasa
Fuente: (“KEGG PATHWAY: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),” )

44



3.4.2 Interpretacidn biolégica de enzima

Al analizar la informacion correspondiente a la cuarta enzima, flavonol sintasa encontramos

caracteristicas que fueron reconocidas como similares, con otras enzimas de su tipo seguln la base

de datos KEGG.

Tabla 6-3: Caracteristicas de la enzima Flavonol sintasa

Codigo de accesion
KEGG

110878613

Organismo

Helianthus annuus

Clase

Oxidoreductasa

Descripcion genética

Flavonol sintasa
Proteina codificante

Sysname

Dihidroflavonol 2-oxoglutarato

Nombres

Flavonol sintasa

Reaccion (IUBMB)

Dihidroflavonol + 2-oxoglutarate + O, = a flavonol + succinato + CO;
+ H0

Substrato

Dihidroflavonol
2-oxoglutarato
0,

Producto

Flavonol
Succinato
CO,

H-0

Ruta metabdlica

Biosintesis de metabolitos secundarios, biosintesis de flavonoides

Realizado por: Jesenia Tipanquiza.2018

Fuente: (“KEGG PATHWAY: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),” )
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3.4.3 Reaccidén de catalisis de Flavonol sintasa

f Lo

0”30 H_
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HD OH HO CO00LL ppppy
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Figura 26-3: Reaccion IUBMB de Flavonol sintasa
Fuente: (“KEGG REACTION: R07368,”)

La enzima flavonol sintasa a parte de la de-saturacién de (2R, 3R)-dihidroflavonoles a flavonoles
tiene la funcién de convertir la naringenina en kaemperol, ésta bifuncionalidad de la enzima fue
identificada en Citrus unshiu (Wellmann et al., 2002, p. 12). Actla incorporando o deduciendo oxigeno

molecular. La reaccion requiere del cofactor Fe?*

3.4.4 Alineamiento tipo local de la secuencia de aminoé&cidos de Flavonol sintasa

Al alinear la secuencia de aminoéacidos de flavonol sintasa, con las disponibles en la base de datos

BLAST protein-protein se arrojaron los siguientes resultados:

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments
Color key for alignment scores
W40 W 40-50 W 50-80 W30-200 W==200
Query

I I | I | |
1 60 120 180 240 300

Figura 27-3: Nivel de homologia de la secuencia de aminoacidos
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (335 letters),” )
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El nivel de homologia de la enzima flavonol sintasa consuelda en un 100% con flavanona 3-

hidroxilasa, en un 39% con leucoantocianidina dioxigenasa

Sequences producing significant alignmenis:

Select. All Mone Selected:(

it Alignments O
Description shn:s\e ;—&:1 E;J:Er‘ ',-allzue Ident Accession

flavonol synthaseflavanone 3-hydroxylase-like [Helianthus annuus] 691 691 100% 0.0 100% XP 0219826391

flavonol synthaseflavanone 3-hydroxylase-like [Helianthus annuus] 596 596 100% 0.0 90% XP 0219826411

leucoanthocyanidin dioxygenase-ike [Helianthus annuus] 239 239 93% 3Je-76 39% XP 0220335161

Figura 28-3: Enzimas con alto porcentaje de homologia con Flavonol sintasa
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (335 letters),” )

3.1.5 Hélices transmembrana de Flavonol sintasa

TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE

1.2 T T T T T T
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ogr
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Figura 29-3: Prediccién de hélices transmembrana de Flavonol sintasa
Fuente: (“TMHMM Server, v. 2.0,”)

La figura 29-3 muestra la probabilidad de que fragmento de la secuencia, pertenezca al hélice
transmembrana (linea roja), exterior (linea violeta) o interior (azul); en el eje “x” corresponde a

la secuencia de aminoacidos, el eje “y” a la probabilidad.

Los residuos de hélice transmembrana de Flavonol sintasa muestran alta probabilidad de

encontrarse en el exterior de la membrana
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3.4.6 Redes de interaccién proteina-proteina
Segun el STRING a la secuencia de aminoacidos de Flavonol sintasa interactia dindmicamente

con varias enzimas de la especie Solanum tuberosum, pueden formar conexiones funcionales ya

que catalizan reacciones de una misma ruta metabdlica.

Tabla 7-3: Interacciones funcionales de Flavonol sintasa.

Enzima Funcién Puntaje de
confianza
LOC544150 Dihidroflavonol-4-reductasa (379 aa). 96,2%
F3H Flavanona 3 beta-hidroxilasa (362 aa). 95,4%
Solyc119066580.1.1 | Flavonoid 3",5-hidroxilasa; Putativa flavonoide 94,6%
3’5"hidroxilasa (511 aa).
CHS2 Chalcona sintasa 2; El producto primario de esta enzima 72,6%

es 4,2°,4°6 -tetrahidroxichalcona, que puede bajo
condiciones especificas isomerizarse espontaneamente
a naringenina (389 aa).
CHS1 Chalcona sintasa 1; El producto primario de esta enzima 68;6%
es 4,2°,4°6 -tetrahidroxichalcona, que puede bajo
condiciones especificas isomerizarse espontdneamente
a naringenina (389 aa).
NIA Nitrato reductasa [NADHY]; Nitrato reductasa es una 48,8%
enzima clave, involucrada en el primer paso de la
asimilacion de nitrato en las plantas, hongos y bacterias
(912 aa).

MYB12 MYB12; myb12 es un factor de transcripcion (338 aa). 48,8%
Realizado por: Jesenia Tipanquiza.2018

Fuente: (“FLS protein (Solanum tuberosum) - STRING interaction network,”)

En la tabla 7-3 se muestran las proteinas con las que guarda conexién flavonol sintasa, la base de
datos STRIG, detecta al socio con mayor puntuacion a Solanum tuberosum, la asociacion
proteina-proteina son de tipo funcional y pueden visualizarse en la imagen 29-3.
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Solyc11g013110.1.1

Figura 30-3: Socios de interaccion con puntuacion mas alta.

Fuente: (“FLS protein (Solanum tuberosum) - STRING interaction network,” )

3.4.7 Modelo estructural tridimensional predicho para Flavonol sintasa.

La estructura tridimensional para la secuencia de aminoacidos de flavonol sintasa corresponde a

una proteina monomeérica, con un peso molecular de 37977,34 M. y un punto isoeléctrico de 5,28.

Figura 31-3: Estructura tridimensional de Flavonol sintasa
Fuente: (“SWISS-MODEL | Workspace | Models | fFt6gP |,”)

49



3.4.8 Prediccidn de sitios de union a ligandos

Figura 32-3: Sitios de unién a ligandos de Flavonol sintasa

Fuente: (“Bioinformatics Web Servers - University of Reading,” )

Los segmentos especificos de la estructura para la formacién del complejo ligando receptor, se
puede observar en la figura 32-3 los cuales determinan la afinidad y selectividad para las

interacciones.

3.5 Enzima Trans-cinamato 4-monooxigenasa

3.5.1 Secuencia de amino&cidos de Trans-cinamato 4-monooxigenasa

»han:1188658@6 K@@487 trans-cinnamate 4-monooxygenase [EC:1.14.13.11] | (RefSeq) trans-cinnamate 4-monooxygenase (A)
MDLLLIEKTLLALFAATIGAIVISKLRGKRFKLPPGPLPYPIFGNWLQVGDDLNHRMNLTD
LAKKFGEIFLLRMGORNLWWVYSSPDLAKEVLHTQOVEFGSRTRIWVYVFDIFTGKGODMVFT

VY GEHWRKMRRIMTVPF FTNKWWVQOYRYGIWEAEAAAVVEDVEKNPAAATEGVVIRRRLQL
MMYNMMFRIMFDRRFESEDDPLFVKLKALNGERSRLAQSFEYNYGDFIPILRPFLEGYLK
LCKEVKEKRFQLFKDYFVDERKKLESTKSYDNNQLKCAIDHILDAKEKGEINEDNVLY IV
EMINVAAIETTLWSIEWGIAELVHNHPEIQAKLRNELDTKLGPGYOVTEPDLHKLPYLQAY
IKETLRLRMAIPLLVPHMNLHDAKLGGYDIPAESKILVMAWWLANNPEQWKKPEEFRPER
FFEEESKVEANGNDFRYLPFGVGRRECPGIILALPILGITIGRLYQMF ELLPPPGQAKVD

TTEKGGQFSLHILKHSTIVAKPRAL

BLAST

Figura 33-3: Secuencia de 505 aminoacidos de Trans-cinamato 4-monooxigenasa
Fuente: (“KEGG PATHWAY: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),”)
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3.5.2 Interpretacién biolégica de enzima

Al analizar la informacion correspondiente a la quinta enzima, Trans-cinamato 4-monooxigenasa
encontramos caracteristicas que fueron reconocidas como similares, con otras enzimas de su tipo
segun la base de datos KEGG

Tabla 8-3: Caracteristicas de la enzima Trans-cinamato 4-monooxigenasa

Codigo de accesion | 110865806

KEGG
Organismo Helianthus annuus
Clase Oxidoreductasa

Descripcion genética | Trans-cinamato 4-monooxigenasa

Nombres Trans-cinamato 4-monooxigenasa

Acido cindmico 4-hidroxilasa

Citocromo P450 cinamato 4-hidroxilasa

Cinamato 4-hidroxilasa

Acido trans-cinamico 4-hidroxilasa

Reaccion (IUBMB) | Trans-cinamato + NADPH + H+ + O, -> 4-hidroxicinnamato +
NADP+ + H,0O

Substrato Trans-cinamato

NADPH

H+

02

Producto 4-hidroxicinamato

NADP*

H,O

Ruta metabolica Biosintesis de metabolitos secundarios, biosintesis de flavonoides,
biosintesis de ubiquinona y otros terpenoide-quinonas, metabolismo
de la fenilalanina, biosintesis de fenilpropanoides, biosintesis de
estilbeno

Realizado por: Jesenia Tipanquiza.2018

Fuente: (“KEGG PATHWAY: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),” .)
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3.1.3 Reaccion de catalisis de Trans-cinamato 4-monooxigenasa
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Figura 34-3: Reaccion IUBMB de Trans-cinamato 4-monooxigenasa

Fuente: (“KEGG REACTION: R02253,”)

La enzima trans-cinamato 4-monooxigenasa, actlla incorporando o reduciendo un oxigeno
molecular; siendo NADH o NAPH un donante, en el primer caso NADH la actuacion es mas
lenta. Como cofactor interviene la proteina hemo-tiolato. Esta enzima es un miembro de la siper

familia de enzimas P450, cataliza el primer paso oxidativo de la ruta del fenilpropanoide en

plantas superiores. (Dias et al., 2015, pp. 4-5)

3.1.4 Alineamiento tipo local de la secuencia de aminoacidos de Trans-cinamato 4-monooxigenasa

Tras la alineacidon de la secuencia de aminoacidos de Trans-cinamato 4-monooxigenasa, con las

disponibles en la base de datos BLAST protein-protein se arrojaron los siguientes resultados:

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W =40 W 40-50 W 50-80 W 30-200
Query

I | | | |
1 100 200 300 400

W ==200

500

Figura 35-3: Nivel de homologia de la secuencia de aminoéacidos
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (505 letters),” )
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En la figura 35-3 se puede observar un porcentaje de homologia en un 100% con la primera
enzima, en un 92% en el segundo caso y de un 93% en el tercero. Identificadas con el mismo
nombre por cumplir la misma funcion en la ruta biosintética de los flavonoides, pero identificada

en otro organismo.(Mierziak et al., 2014, p. 4)

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0

Tt Alignments o
Description shc'jie ;—f;?e ?gf;‘ '.-allzue |dent Accession

trans-cinnamate 4-moneoxygenase [Helianthus annuus] 1035 1035 100% 0.0 100% XxP 0219708221

trans-cinnamate 4-moncoxygenase-like [Helianthus annuus] 969 969 100% 00 92% XP 0219724451

trans-cinnamate 4-moneoxygenase [Helianthus annuus] 965 965 100% 00 93% XP 0219779771

Figura 36-3: Enzimas con alto porcentaje de homologia con Trans-cinamato 4-monooxigenasa
Fuente: (“NCBI Conserved Domain Search,” )

3.5.5 Hélices transmembrana de Trans-cinamato 4-monooxigenasa

TMHMM posteriar probabilities for WEBSEQIUENCE
1.2 r T T T .
1 L 4
o
0er 1
06 F .
04 .
ne 1
D 1 1 L 1 M:—l
0] 100 200 300 400 s00
transmembrane inside outside

Figura 37-3: Prediccion de hélices transmembrana de Trans-cinamato 4-monooxigenasa
Fuente: (“TMHMM Server, v. 2.0,”)

La figura 37-3 muestra la probabilidad de que fragmento de la secuencia, pertenezca al hélice

transmembrana (linea roja), exterior (linea violeta) o interior (azul); en el eje “x” corresponde a

la secuencia de aminoacidos, el eje “y” a la probabilidad.
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Los residuos de hélice transmembrana de Trans-cinamato 4-monooxigenasa muestran alta
probabilidad de encontrarse en el exterior de la membrana, con fragmentos especificos de entre

los aminoécidos 1-20 de hallarse en un dominio transmembrana.

3.5.6 Redes de interaccién proteina-proteina

Las interacciones proteina-proteina dada por el portal STRING predicen redes entre organismos

completamente secuenciados y que manifiesten conexiones biolégicamente significativas.

Al analizar la secuencia de aminoacidos de trans-cinamato 4-monooxigenasa en la base de datos
STRING, detecta interaccién con proteinas funcionalmente similares de Setaria italica, pero
similitud de funciones no esté detallada, ya que hasta el momento dichas proteinas no han sido

caracterizadas.

Si039879m

$i034892m

[E— =
—

SiD16817m

Figura 38-3: Socios de interaccion con puntuacién mas alta.

Fuente: (“Si001126m protein (Setaria italica) - STRING interaction network,”)

3.5.7 Modelo estructural tridimensional predicho para trans-cinamato 4-monooxigenasa
La estructura tridimensional disefiada por SWISS- MODEL para la secuencia de aminoécidos de

trans-cinamato 4-monooxigenasa corresponde a la de una proteina de tipo monomeérica, cuyo peso

molecular estimado es de 57874,39 M. y su punto isoeléctrico de 9,07.
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Figura 39-3: Estructura tridimensional de trans-cinamato monooxigenasa
Fuente: (“SWISS-MODEL | Workspace | Models | fFt6gP |,”)

3.5.8 Prediccidn de sitios de unién a ligandos

Los segmentos especificos de la estructura para la formacion del complejo ligando receptor, se
puede observar en la figura 40-3 los cuales determinan la afinidad y selectividad para las

interacciones.

Figura 40-3: Sitios de unién a ligandos de trans-cinamato 4-monooxigenasa

Fuente: (“Bioinformatics Web Servers - University of Reading,”)

3.6 Enzima Dihidroflavonol 4-reductasa

3.6.1 Secuencia de aminodcidos de dihidroflavonol 4-reductasa
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*han:118898892 K13882 bifunctional dihydroflavonol 4-reductase/flavanone 4-reductase
MEEDSPATVOWTGASGF IGSHWLVMRLLERGY IVRATVRDPGDMKEVEHLEELPGAETHLT
LYKADMTQEGSFDEATEGCHGVFHVATPMDFESKDPENEI IKPTVOGVLSIVRSCARAKT
VEKLVFTS5AGTVNVOEKQLPVYDESHWSDLDF INSEKMTAWMMYFVSKTLAERAAWRAAT
ENNIDFISIIPTLVVGPFITPTFPPSLITALSLINGMESHYSI IKQGQFVHLDDLCECHI

FLYEMPEAKGRYICSSHDAT IHQLARMIKEKWPEYHVPTOFWGIDEDI PAVWSFSSKELTD
MGFEFKYMLEEMFKGAIDCCREKGLLPYSTNEVKKRLITSPINDHYOGQECKWAN

BLAST

Figura 41-3: Secuencia de 355 aminoacidos de dihidroflavonol 4-reductasa
Fuente: (“KEGG PATHWAY:: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),”)

3.6.2 Interpretacidn biolégica de enzima

El analisis de la informacion correspondiente a la sexta enzima, dihidroflavonol 4-reductasa se
encontraron caracteristicas que fueron reconocidas como similares, con otras enzimas de su tipo
segln la base de datos KEGG.

Tabla 9-3: Caracteristicas de la enzima dihidroflavonol 4-reductasa

Codigo de accesion | 110898892

KEGG

Organismo Helianthus annuus

Clase Oxidoreductasa

Nombres Dihidroflavonol 4-reductasa

Dihidroflavonol bifuncional 4 reductasa

Flavanona 4-reductasa

Reaccion (IUBMB) | (2R,3S,4S)-leucoantocianidina+ NADP* - (2R,3R)-dihidroflavonol
+ NADPH* + H*

Substrato NADP *;
(2R, 3S, 4S) -leucoantocianidina

Producto (2R, 3R) —dihidroflavonol,;

NADPH;

H +

Ruta metabodlica Biosintesis de metabolitos secundarios, biosintesis de flavonoides, vias
metabélicas

Realizado por: Jesenia Tipanquiza.2018
Fuente: (“KEGG PATHWAY: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),” )
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3.6.3 Reaccion de catalisis de Dihidroflavonol 4-reductasa

o)
|
I NoH
OH 0
C21418 C21417

HaN HoN H*

o N HaN N 00080
NZ R o NZ R
= NH, M D 7 o M %
Ny, g ¢ N g 9 NF
N, O ait—0-P—O0—P—O-a o] %, .0 w—0-P—0—P-O-a of
HO  OH HO 'c‘n HO  ©OH HO 'c|J
O:I"-'—OH O:T-OH

OH OH

Cooo0s coooos

Figura 42-3: Reaccién IUBMB de Dihidroflavonol 4-reductasa
Fuente: (“KEGG REACTION: R11500,”)

Esta enzima se encuentra implicada en la biosintesis de antocianidinas, actuando sobre el
dihidrokaempferol, taxifolina y dihidromiricetina. Por accion de ésta también, cada
dihidroflavonol se reduce a su determinado cis-flavan-3,4-diol. NAD+ actia en lugar de NADP+
pero en menor velocidad. La dihidroflavonol 4-reductasa actda sobre los grupos CH-OH de cada

donante. (Li et al., 2012, p. 3)

3.6.4 Alineamiento tipo local de la secuencia de aminoéacidos de Dihidroflavonol 4-reductasa

Tras la alineacion de la secuencia de aminoacidos de dihidroflavonol 4-reductasa, con las

disponibles en la base de datos BLAST protein-protein se arrojaron los siguientes resultados:

Distribution of the top 75 Blast Hits on 74 subject sequences &
Mouse over to see the fitle, click to show alignments
Color key for alignment scores
W <10 W40-50 W 50-80 W 380-200 W>=200
Query

I 1 1 I 1 1
1 70 140 210 280 350

Figura 43-3: Nivel de homologia de la secuencia
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (355 letters),” )
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En la imagen 43-3 se puede observar el porcentaje de homologia con otras enzimas
funcionalmente idénticas. Las dos primeras se identifican como dihidroflavonol 4-reductasa con
un 100% y 99% de homologia respectivamente y en el tercer caso con un 42% de homologia para
la secuencias de sus aminoacidos.

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0

il Alignments o
Max | Total | Cuery | E

Description g lpss oo |dent Accession
dihydroflavonol 4-reductase [Helianthus annuus] 743 743 100% 0.0 100% XP Q220014351
dihydroflavonol 4-reductase [Helianthus annuus] 73 739 100% 0.0 99% ABUI34TTA
tetraketide alpha-pyrone reductase 1-like [Helianthus annuus] 265 265 90% 2e-86 42% XP (220129021

Figura 44-3: Enzimas con alto porcentaje de homologia con dihidroflavonol 4-reductasa

Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (355 letters),” )

3.6.5 Hélices transmembrana de Dihidroflavonol 4-reductasa

TMHMM posterior probabilities for WEBSEQLUENCE
1.2 r r r . T T T

o0 100 150 200 250 300 350

transmembrane inside outside

Figura 45-3: Prediccion de hélices transmembrana de Dihidroflavonol 4-reductasa

Fuente: (“TMHMM Server, v. 2.0,”)

La figura 45-3 muestra la probabilidad de que fragmento de la secuencia, pertenezca al hélice

transmembrana (linea roja), exterior (linea violeta) o interior (azul); en el eje “x” corresponde a

la secuencia de aminoacidos, el eje “y” a la probabilidad.

Los residuos de hélice transmembrana de Dihidroflavonol 4-reductasa muestran altas

probabilidades de que las porciones de aminoécidos 1-25 sean un dominio transmembrana.
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3.6.6 Redes de interaccion proteina-proteina

Al analizar la secuencia de aminoacidos de Dihidroflavonol 4-reductasa en la base de datos
STRING, detecta interaccidén con proteinas funcionalmente similares de Vitis vinifera, pero la
similitud de funciones no esta detallada, ya que hasta el momento dichas proteinas no han sido

caracterizadas.

VIT_18s0001g03510.t01

Figura 46-4: Socios de interaccion con puntuacion mas alta.

Fuente: (“DFR protein (Vitis vinifera) - STRING interaction network,” )

3.6.7 Modelo estructural tridimensional predicho para Dihidroflavonol 4-reductasa

Figura 47-5: Estructura tridimensional de Dihidroflavonol 4-reductasa
Funcion: (“SWISS-MODEL | Workspace | Models | fFt6gP |,”)
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La estructura tridimensional predicha para la secuencia de aminoacidos de dihidroflavonol 4-
reductasa, corresponde a la de una proteina monomeérica, cuyo peso molecular estimado es de

39867,83 M. y su punto isoeléctrico de 5,71.
3.6.8 Prediccidn de sitios de unién a ligandos

Los segmentos especificos de la estructura para la formacion del complejo ligando receptor, se
puede observar en la figura 48-6 los cuales determinan la afinidad y selectividad para las

interacciones.

Figura 48-6: Sitios de union a ligandos de Dihidroflavonol 4-reductasa

Fuente: (“Bioinformatics Web Servers - University of Reading,” )

3.7 Enzima Flavonoide 3’-monooxigenasa

3.7.1 Secuencia de aminoécidos de Flavonoide 3’-monooxigenasa

»han:118876487 K8528@ flavonoid 3'-monooxygenase [EC:1.14.13.217 | (RefSeq) flavonoid 3'-monooxygenase-like (A)
MESVNCDNCTTLGYEAAKTTLMLFVAGTDTSSS TVEWATAELIRHPQL L KQAQEEMDMVVG
RDRLVNESDLGOLTFLOQAIVKETFRLHPSTPLSLPRIASESCEIDGYYIPKGSTLLWNYI

ATARDPMMWMDP LEFQPTRFMPGGEKPDVDVRGHNDFGVIPFGAGRRICVGINLGLRMVQL

LIATLVQTFDWELAMGLYPEKLNMDEAYGLT LQKVEPLMVHPKPRLAPDVYERC

BLAST

Figura 49-6: Secuencia de 234 aminoacidos Flavonoide 3’-monooxigenasa

Fuente: (“KEGG PATHWAY:: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),” )
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3.7.2 Interpretacion bioldgica de la enzima

Al analizar la informacién correspondiente a la séptima enzima, Flavonoide 3’-monooxigenasa
se encontrd caracteristicas que fueron reconocidas como similares, con otras enzimas de su tipo
en la base datos KEGG.

Tabla 10-3: Caracteristicas de la enzima Flavonoide 3’-monooxigenasa

Codigo de accesion | 110870487

KEGG

Organismo Helianthus annuus

Clase Oxidoreductasa

Nombres Flavonoide 3"'monooxigenasa

Reaccion (IUBMB) Flavonoide + NADPH + H + O, >
3-hidroxiflavonoide + NADP + H,O

Substrato Flavonoide

NADPH

H+

O,

Producto 3'-hidroxiflavonoide

NADPH;

H-,0

Ruta metabolica Biosintesis de metabolitos secundarios, biosintesis de flavonoides, vias
metabolicas, biosintesis de flavonol y flavona

Realizado por: Jesenia Tipanquiza.2018
Fuente: (“KEGG PATHWAY:: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),”)

3.7.3 Reaccion de catilisis de Flavonoide 3’-monooxigenasa
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Figura 50-3: Reaccion [UBMB de Flavonoide 3’-monooxigenasa
Fuente: (“KEGG REACTION: R03615,”)
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Al ser una enzima del tipo oxidoreductasa, actla incorporando o reduciendo oxigeno molecular,
utiliza a NADH o NADPH como donante; Actla simultaneamente sobre varios flavonoides,
incluidos la naringenina y el dihidrokaempferol. No actlda con 4-cumarato o con 4-cumaroil-
COA.(Y.-S. Wang et al., 2014, p. 4)

3.7.4 Alineamiento tipo local de la secuencia de aminoacidos de Flavonoide 3 -monooxigenasa

Tras la alineacion de la secuencia de aminoacidos de flavonoide 3’-monooxigenasa, con las

disponibles en la base de datos BLAST protein-protein se arrojaron los siguientes resultados:

Distribution of the top 102 Blast Hits on 100 subject sequences &
IMouse over to see the title, click to show alignments
Color key for alignment scores

W<40 W40-50 W s50-80 W 30-200 W>=200
I | 1 Q‘-\w I |
1 40 80 120 160 200

Figura 51-3: Nivel de homologia de la secuencia
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (234 letters),” )

En la figura 51-3 se observa un porcentaje de homologia de un 100% con la enzima flavonoide
3’-monooxigenasa-like; un 87% con la enzima flavonoide 3"-monooxigenasa isoforma X1;y un

87% con la enzima putativa flavonoide 3"-monooxigenasa.
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Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0

i1 Alignments o
- Max | Total Query  E .
Description |dent Accession
score score  cover  value
flavonoid 3'-monooxygenase-like [Helianthus annuus] 485 485 100% B8e-177 100% XP _021975356.1
flavonoid 3'-monooxygenase-like isoform X1 [Helianthus annuus] 402 402 93% Te-140 87% XP 0219782691
putafive flavonoid 3'-monooxygenase [Helianthus annuus] 402 402 93% 2e-139 87% O0OTG19412.1

Figura 52-3: Enzimas con alto porcentaje de homologia con Flavonoide 3’-monooxigenasa
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (234 letters),” )

3.7.5 Hélices transmembrana de Flavonoide 3’-monooxigenasa

TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE

1.2 T r T T

1t |
0 r 7
0.6 _
04 | .
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transmembrans inside outside

Figura 53-3: Prediccion de hélices transmembrana de Flavonoide 3’-monooxigenasa
Fuente: (“TMHMM Server, v. 2.0,” n.d.)

La figura 53-3 muestra la probabilidad de que fragmento de la secuencia, pertenezca al hélice

transmembrana (linea roja), exterior (linea violeta) o interior (azul); en el eje “x” corresponde a

la secuencia de aminoacidos, el eje “y” a la probabilidad.

Los residuos de hélice transmembrana de Flavonoide 3’-monooxigenasa muestran bajas

probabilidades de que las porciones de aminoécidos 180-190 sean un dominio transmembrana.
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3.7.6 Redes de interaccion proteina-proteina
Segln el STRING a la secuencia de aminoacidos de Flavonoide 3’-monooxigenasa interactua

dinamicamente con varias enzimas de la especie Arabidopsis thaliana, pueden formar conexiones

funcionales ya gue catalizan reacciones de una misma ruta metabdlica.

Tabla 11-3: Interacciones funcionales de Flavonoide 3’-monooxigenasa

Enzima Funcion Punto de
confianza

DFR Dihidroflavonol 4-reducatsa (382 aa). 99.7 %

F3H Flavanona 3-hidroxilasa; cataliza la 3-beta hidroxilacion 99.6 %

de 2S-flavanonas a 2R, 3R-dihidroflavonoles que son
intermedios en la biosintesis de flavonoles, las
antocianidinas, catequinas y proantocianidinas en las
platas (358 aa).

LDOX Dioxigenasa leucoantocianidina; Participa en la 99.1 %
biosintesis de protoantocianidinas, al catalizar la
oxidacién de leucoantocianidina en antocianidinas (356
aa).

TT5 TESTA TRANSPARENTE 5; Cataliza la ciclacion 98.8 %
intramolecular de chalconas biciclicas en triciclicas (S)-
flavonona. Responsables de la isomerizacion de
4,2",4" 6 -tetrahidroxichalcona en naringenina (246 aa).
UGT78D2 UDP-glucosil transferasa 78D2; Cataliza la glicosilacion 97.6 %
de flavonoides de glucosa en UDP. Cataliza la
glicosilacion de las antocianinas de glucosa en UDP.
Posee alta actividad de  quercetina  3-O-
glucosiltransferasa in vitro (460 aa).

FLS1 Flavonol sintasa 1; Cataliza la formacion de flavonoles a 97.4 %
partir de dihidroflavonoles. Puede actuar sobre
dihidrocampferol para producir kaempferol, también
sobre dihidroquercetina para producir quercetina y sobre
dihidromiricetina para producir miricetina. In vitro
cataliza la oxidacion de ambos enantibmeros de la
naringenina para dar cis- y trans- dihidrocanferol (336

aa).
UGT78D1 UDP-glucosil transferasa 78D1 (453 aa). 95.5 %
TT4 Chalcona sintasa; El producto principal de esta enzima es 93.1 %

4,2°,4" 6'tetrahidroxichalcona, que pueden, bajo
condiciones especificas isomerizar espontaneamente en
naringenina (395 aa).

BAN BANYULS; Participa en la biosintesis de los taninos 91.3%
condensados. Convierte la epicatequina en cianidina
como producto principal (340 aa).

Realizado por: Jesenia Tipanquiza.2018

Fuente: (“TT7 protein (Arabidopsis thaliana) - STRING interaction network,” )
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En la tabla 11-3 se muestran las proteinas con las que Flavonoide 3’-monooxigenasa establece
redes de conexion segun la base de datos STRING, identificando a Arabidopsis thaliana como

socio con mayor puntuacion a la asociacion proteina-proteina, redes que pueden visualizarse en

la imagen 54-3.

UGT78D1

Figura 54-3: Socios de interaccion con puntuacion mas alta.
Fuente: (“TT7 protein (Arabidopsis thaliana) - STRING interaction network,” )
3.7.7 Modelo estructural tridimensional predicho para Flavonoide 3’-monooxigenasa

El portal SWISS-MODEL disefia un modelo tridimensional para la secuencia de aminoécidos de

Chalcona sintasa, en base a la homologia de ésta con otras de estructura ya conocida.

Figura 55-3: Estructura tridimensional de Flavonoide 3’-monooxigenasa
Fuente: (“SWISS-MODEL | Workspace | Models | fFt6gP |,”)
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La estructura tridimensional predicha para la secuencia de aminoéacidos de Flavonoide 3’-
monooxigenasa corresponde a la de una proteina monomeérica, cuyo peso molecular estimado es
de 26091.03 M. y su punto isoeléctrico de 4.88.

3.7.8 Prediccion de sitios de unién a ligandos

Los segmentos especificos de la estructura para la formacién del complejo ligando receptor, se
puede observar en la figura 56-3 los cuales determinan la afinidad y selectividad para las
interacciones.

Figura 56-3: Sitios de union a ligandos de Flavonoide 3’-monooxigenasa

Fuente: (“Bioinformatics Web Servers - University of Reading,” )

3.8 Enzima Leucoantocianidina dioxigenasa

3.8.1 Secuencia de aminoacidos de Leucoantocianidina dioxigenasa

»>han:118935543 K@5277 leuccanthocyanidin dioxygenase [EC:1.14.11.19] | (RefSeq) leucoanthocyanidin dioxygenase-like (A)
MVISANTRVESLAKSGIHQIPKEYIRPQHELTTITDIFHDENNQQGPQLPTIDLNDINSN

DPKAREKCRHEIVKAASEWGYVMHLYNHGISGDLINRVK AAGEGFFDQPVEEKEKYSNDID

SGNROGYGESRLATHACGQLEWQDYFFHLVFPEEKRDLT INPSTPNDYIHATTEYARQLRS

LVSKILTALSLGLGLDEGRLEKEVGGMEELL LOQLEVNYYPKCPQPELALGVEAHTDWSAL
TFILQNMVPGLOLFHNGOWNVTAKCYPDSLIVHIGDTIEILSNGKYKSVLHRGLYNKEKVR

ISWAVFCEPPEEKIILKPLPETVSEGEPSLFPPRTFLQHMEHK LFRENNDSVA

BLAST

Figura 57-3: Secuencia de 335 aminoacidos de Leucoantocianidina dioxigenasa
Fuente: (“KEGG PATHWAY: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),” )
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3.8.2 Interpretacion bioldgica de la enzima

Al analizar la informacion correspondiente a la octava enzima, Leucoantocianidina dioxigenasa
se encontrd caracteristicas que fueron reconocidas como similares, con otras enzimas de su tipo,
en la base datos KEGG.

Tabla 12-3 Caracteristicas de la enzima Leucoantocianidina dioxigenasa
Codigo de accesion | 110935543

KEGG

Organismo Helianthus annuus

Clase Oxidoreductasa

Nombres Leucoantocianidina dioxigenasa

Antocianidina sintasa

Leucoantocianidina oxigenasa

Leucoantocianidina 2-oxoglutarato

ANS

Reaccion (IUBMB) | (2R, 3S, 4S) -leucoantocianidina + 2-oxoglutarato + O, -
antocianidina + succinato + CO; + 2 H,O

Substrato (2R, 3S, 4S) —leucoantocianidina
2-oxoglutarato

(o))

(4S) - 2,3-dehidroflavan-3,4-diol
Producto Antocianidina

Succinato

CO,

H.0

(4S) - 2,3-dehidroflavan-3,4-diol
Ruta metabolica Biosintesis de metabolitos secundarios, biosintesis de flavonoides, vias
metabélicas

Realizado por: Jesenia Tipanquiza.2018
Fuente: (“KEGG PATHWAY:: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),”)

3.8.3 Reaccion de catalisis de leucoantocianidina dioxigenasa
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Figura 58-3: Reaccién IUBMB de Leucoantocianidina dioxigenasa
Fuente: (“KEGG REACTION: R05723,”)
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Un cofactor indispensable para la catalisis de la enzima es el Fe 2* y el ascorbato. La
leucoantocianidina dioxigenasa esta involucrada en la produccion de los pigmentos de las flores,

especialmente en la produccion de antocianina glicosilada.

La enzima hidroxila al carbono C3, forma un enol C2-C3, se produce la pérdida de una molécula
de H2O para formar la antocianidina. En ensayos realizados in vitro este proceso que incluye la
epimerizacion no enzimética conduce a la formacion de dihidroflavonoles, en consecuencia,
cuando el sustrato de esta enzima es la leucoantocianidina los productos resultan una mezcla de
(+)-taxifolina y (+)-epitaxifolina. Esta enzima tambien puede inducir procesos de oxidacion de la

—taxifolina a quercetina. (Lotkowska et al., 2015)

3.8.4 Alineamiento tipo local de la secuencia de aminoacidos de Leucoantocianidina dioxigenasa

Distribution of the top 101 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the tifle, click to show alignments

Color key for alignment scores
W=40 W40-50 W 50-80 Ws0-200 W >=200
Query

I I I I I |
1 70 140 210 280 350

Figura 59-3: Nivel de homologia de la secuencia
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (335 letters),” )

En la imagen 59-3 se visualiza un porcentaje de homologia del 100% con la primera y segunda
enzima; y un 89% con la enzima leucoantocianidina dioxigenasa-like.

Sequences producing significant alignments:
Select: All Mone Selecied:0

it Alignments o
Description s“::::a ;s;f; ?gfg vallzue |dent Accession
putafive oxoglutarate/iron-dependent dioxygenase [Helianthus annuus] 735 T35 100% 00 100% OTG27021.1
leugoanthocyanidin dioxygenaselike [Helianthus annuus) 734 734 100% 0.0 100% xXP_ 0220336151
leucoanthocyanidin dicxygenase-like [Helianthus annuus] 695 655 99% 0.0 89% XP 022033616.1

Figura 60-3: Enzimas con alto porcentaje de homologia con Leucoantocianidina dioxigenasa
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (335 letters),”)
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3.8.5 Hélices transmembrana de Leucoantocianidina dioxigenasa

TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE

08 r

06 1

04 r

02 r

D 1 1 1 1 1 1 1
a0 100 150 200 250 300 350

transmembrane inside outside

Figura 61-3: Prediccion de hélices transmembrana de Leucoantocianidina dioxigenasa
Fuente: (“TMHMM Server, v. 2.0,”)

La figura 61-3 muestra la probabilidad de que fragmento de la secuencia, pertenezca al hélice

transmembrana (linea roja), exterior (linea violeta) o interior (azul); en el eje “x” corresponde a

la secuencia de aminoacidos, el eje “y” a la probabilidad.

Los residuos de heélice transmembrana de Leucoantocianidina dioxigenasa muestran altas

probabilidades de estar en el exterior de la membrana.

3.1.6 Redes de interaccion proteina-proteina

Segun el STRING a la secuencia de aminoacidos de Leucoantocianidina dioxigenasa interactda
dindmicamente con varias enzimas de la especie Arabidopsis thaliana, pueden formar conexiones

funcionales ya que catalizan reacciones de una misma ruta metabdlica.

Tabla 13-3: Interacciones funcionales de Leucoantocianidina dioxigenasa

Enzima Funcion Puntaje
de
confianza
DFR Dihidroflavonol 4-reductasa (382 aa). 99.9 %
BAN BANYLUS; Participa en la biosintesis de taninos 99.7 %
condensados. Convierte la epicatequina en cianidina como
producto principal (340 bis).
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TT7

TESTA TRANSPARENTE 7; Cataliza la 3"-hidroxilacion
de los flavonoides del anillo B. convierte naringenina en
ariodictiol y dihidrokaempferol a dihidroquercetina (513
bis).

99.1 %

TT4

Chalcona sintasa; El producto principal de esta enzima es
4,2 4 6'tetrahidroxichalcona que bajo  condiciones
especificas isomerizan espontaneamente en nharingenina
(395 aa).

97.6 %

TT8

TESTA TRANSPARENTE 8; Activador de la transcripcion,
cuando se asocia con MYB75/PAP1 o MYB/PAP2.
Implicados en el control de la pigmentacion de flavonoides.
Juega un papel fundamental en la regulacion de la reductasa
antocianidina (BANYLUS) y dihidroflavonol-4-reductasa
(DFR) (518 aa).

97.6 %

UF3GT

UDP-glucosa-flavonoide 3-0-glucosiltransferasa;
involucrada en los ultimos pasos de la biosintesis de
antocianidinas (468 aa).

97.0 %

F3H

Flavanona 3-hidroxilasa; Cataliza la 3-beta-hidroxilacién de
2S-flavanona a 2R, 3R-dihidroflavonoles, los cuales son los
productos intermedios en la biosintesis de flavonoles, las
antocianidinas, catequinas y protoantocianidinas en plantas
(358 aa).

95.7 %

TT2

TESTA TRANSPARENTEZ2; Activador de la transcripcion,
cuando se asocia con BHLH2 / egl3 / MYC146, BHLH12 /
MYC1, o BHLH42 / TT8. Involucrado en el control del
metabolismo final de flavonoides, especificamente en el
desarrollo de silicuas. Juega un papel clave en Ia
determinacién de la activacion especifica de tejidos por
leucoantocianidina reductasa (BANYLUS) (258 aa).

95.4 %

GSTF12

Glutation S-transferasa phi 12; implicado en el transporte
y/o acumulacién de antocianidinas y protoantocianidinas
(PA) en la vacuola. Su funcidn en le citosol es mantener la
acumulacion regular en la vacuola de precursores PA, tales
como epicatequina y epicatequina glicosilada (214 aa).

92.8 %

C4H

Cinamato-4-hidroxilasa; controla el flujo de carbono a los
pigmentos esenciales para la polinizacién y proteccion de
radiacion UV, hacia diferentes fitoalexinas sintetizadas
cuando hay ataque de patégenos contra las plantas, y a
ligninas (505 aa).

91.4 %

Realizado por: Jesenia Tipanquiza.2018

Fuente: (“LDOX protein (Arabidopsis thaliana) - STRING interaction network,”)

En la tabla 13-3 de visualizan las proteinas con las cuales Leucoantocianidina dioxigenasa forma

redes de interaccion, las cuales comparten similitud funcional y estructural, se observa la funcién

de cada una de ellas, las cuales son similares a las descritas en la ruta metabélica de biosintesis

de flavonoides en Helianthus annuus.

Las redes de interaccion proteina-proteina descrita en la tabla anterior, pueden visualizarse en la

imagen 62-3.
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Figura 62-3: Socios de interaccion con puntuacion mas alta.
Fuente: (“LDOX protein (Arabidopsis thaliana) - STRING interaction network,” )

3.8.7 Modelo estructural tridimensional predicho para Leucoantocianidina dioxigenasa

El portal SWISS- MODEL disefia un modelo tridimensional para la secuencia de aminoacidos de

Leucoantocianidina dioxigenasa, en base a la homologia de ésta con otras de estructura ya
conocida.

Figura 63-3: Estructura tridimensional de Leucoantocianidina dioxigenasa
Fuente: (“SWISS-MODEL | Workspace | Models | fFt6gP |,” )

La estructura tridimensional predicha para la secuencia de aminoacidos de Leucoantocianidina

dioxigenasa corresponde a la de una proteina monomérica, cuyo peso molecular aproximado es
de 39863.82 M. y su punto isoeléctrico de 5.71.

71



3.8.8 Prediccidn de sitos de union a ligandos
En la figura 63-3 se puede observar que la secuencia de aminoacidos de leucoantocianidina

dioxigenasa no cuenta con segmentos para la union a ligandos.

Figura 64-3: Sitios de union a ligandos de Leucoantocianidina dioxigenasa

Fuente: (“Bioinformatics Web Servers - University of Reading,” )

3.9 Enzima Shikimato o-hidroxicinamoiltransferasa

3.9.1 Secuencia de aminoacidos de Shikimato o-hidroxicinamoiltransferasa

»han:118865584 K13865 shikimate O-hydroxycinnamoyltransferase [EC:2.3.1.1337 |
MRVISSFLTCGRROQLHTIVSREIIKPSSPTPSNLETYNLSSTDOFAPDAY IPMVIFYPHS
NMNFHYMMKNSLSQTLTHYYPFAGRLATTTPSFYDCNDEGWE F LEAQNDEELSDFLHNMG
HEDLDOLSPHGLWHKKLRSYSFENDTASPLAVOVNOFACGGLAVAASL SHKLADGSSLCN
FFMDWAIMTRLPSTDGSPIDPOFMP SKETELNFQGLSLDE SRDSSVTKSFYFAGSKLMNEL
KLEVITMTAESEQPIMMPTRIEVLNWLLYKCALKAATHNNLGSFEPTGFILVTHIRMEKMI
EPLPKTTIGNFFELPSFPTEDLSEITLSTRFVGOLKNLKVEVEGLNAAEIPPHMSLQATLE
EQQRELDDYYGCTSFCRYPFYEVDFGHGKPIKAATPGTLENMS FFAMDAPDGDGIEVFVS
LGKEDMEIFERDPELLSFC

BLAST

Figura 65-3: Secuencia de 439 aminoacidos de Shikimato o-hidroxicinamoiltransferasa
Fuente: (“KEGG PATHWAY: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),” )
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3.9.2 Interpretacion bioldgica de la enzima

Al analizar la informacion correspondiente a la novena enzima, Shikimato o-

hidroxicinamoiltransferasa se encontré caracteristicas que fueron reconocidas como similares,

con otras enzimas de su tipo en la base datos KEGG.

Tabla 14-3: Caracteristicas de la enzima Shikimato o-hidroxicinamoiltransferasa

Codigo de accesion | 110865504
KEGG
Organismo Helianthus annuus
Clase Transferasa
Aciltransferasa
Nombres Shikimato o-hidroxicinamoil transferasa

Reaccion (IUBMB)

4-coumaroyl-CoA + shikimato - CoA + 4-cumaroilshikimato

Substrato 4-coumaroyl-CoA
Shikimato

Producto 4-coumaroilshikimato
CoA

Ruta metabdlica

Biosintesis de metabolitos secundarios, biosintesis de flavonoides, vias
metabdlicas, biosintesis de fenilpropanoides.

Realizado por: Jesenia Tipanquiza.2018

Fuente: (“KEGG PATHWAY: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),” )

3.9.3 Reaccidn de catalisis de Shikimato o-hidroxicinamoiltransferasa
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Figura 66-3: Reaccion IUBMB de Shikimato o-hidroxicinamoiltransferasa
Fuente: (“KEGG REACTION: R02416,”)
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En la reaccion catalizada por esta enzima, el shikimato (C00493) actiia como donante, pero en su
lugar tambien pueden hacerlo el cafeoil-CoA, feruoil-CoA vy sinapoil-CoA para dar lugar a 4-
cumaroilshikimato (C02947). (Eudes et al., 2016, pp. 2-3)

3.9.4 Alineamiento tipo local de la secuencia de aminoacidos de Shikimato o-hidroxicinamoiltransferasa

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over fo see the fitle, click to show alignments
Color key for alignment scores
W =40 W40-50 W 50-80 Wa30-200 =200
Query

1 1 1 1 | |
1 80 160 240 320 400

Figura 67-3: Nivel de homologia de la secuencia
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (439 letters),” )

En la figura 67-3 se observa que el porcentaje de homologia compartido por esta secuencia de
439 aminoéacidos es similar en un 100% en el caso de la primera enzima; y 52% en la segunda y
tercera enzima denominadas acilsugar Aciltransferasa 3-like, similares en funcionalidad, pero

identificadas en distintos organismo.

Sequences producing significant alignments:

Select: All Mone Selected:0
i1 Alignments o

Max | Total |Query E

Description e e | Ee | TElE |dent Accession
acylsugar acyliransferase 3-ike [Helianthus annuws] 9411 911 100% 0.0 100% XP 0219704521
acylsugar acyliransferase 3-like [Helianthus annuus] 457 457 100% b5e-159 52% XP 0219793891
acylzsugar acyliransferase 3-like [Helianthus annuus) 441 441 99% 2e-152 52% XP 0220339171

Figura 68-3: Enzimas con alto porcentaje de homologia con Shikimato o-

hidroxicinamoiltransferasa
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (439 letters),”)
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3.9.5 Hélices transmembrana de Shikimato o-hidroxicinamoiltransferasa

TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE
1.2 . T . r . T . T
1
o8 r ]
06 i
04 t ;
o2 r 1
S0 100 150 200 250 300 350 400
transmembrane inside outside

Figura 69-3: Prediccion de hélices transmembrana de Shikimato o-hidroxicinamoiltransferasa
Fuente: (“TMHMM Server, v. 2.0,”)

La figura 69-3 muestra la probabilidad de que fragmento de la secuencia, pertenezca al hélice

transmembrana (linea roja), exterior (linea violeta) o interior (azul); en el eje “x” corresponde a

la secuencia de aminoacidos, el eje “y” a la probabilidad.

Los residuos de hélice transmembrana de Shikimato o-hidroxicinamoiltransferasa muestran altas

probabilidades de estar en el exterior de la membrana.

3.9.6 Redes de interaccion proteina-proteina
La enzima shikimato o-hidroxicinamoiltransferasa no forma redes de interacciéon con otras

proteinas.

Search

Sorry - for your input, no interactors have been found under the current stringency seftings.
Please try a different input, or continue your search with lowered stringency settings.

Figura 70-3: STRING de shikimato o-hidroxicinamoiltransferasa

Fuente: (“STRING: functional protein association networks,”)
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3.9.7 Modelo estructural tridimensional predicho para Shikimato o-hidroxicinamoiltransferasa

El portal SWISS- MODEL disefia un modelo tridimensional para la secuencia de aminoécidos de
Leucoantocianidina dioxigenasa, en base a la homologia de ésta con otras de estructura ya

conocida.

Figura 71-3: Estructura tridimensional de Shikimato

o-hidroxicinamoiltransferasa
Fuente: (“SWISS-MODEL | Workspace | Models | exXJIMhG |, )

La estructura tridimensional predicha para la secuencia de aminoécidos de Shikimato o-
hidroxicinamoiltransferasa corresponde a la de una proteina monomeérica y su peso molecular
estimado es de 49151.04 M. y su punto isoeléctrico de 5.70

3.9.9 Prediccidn de sitios de unién a ligandos

Ligand binding residues prediction for 10.-shimato | Help

Mo binding residues predicted.

Model guality assessment is carried out using ModFOLDclust2:

McGuffin, L. J. & Roche, D. B. (2010) Rapid model quality assessment for protein structure
predictions using the comparison of multiple models without structural alignments.
Bioinformatics, 26, 182-188. PubMed

Figura 72-3: Prediccidn de sitios de union a ligandos de Shikimato o-hidroxicinamoiltransferasa

Fuente: (“Bioinformatics Web Servers - University of Reading,” )

La base de datos predeterminada para la identificacion de sitios de union a ligandos no detectd el

sitio especifico para la formacion del complejo ligando-receptor.
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3.10 Enzima Leucoantocianidina reductasa

3.10.1 Secuencia de aminoacidos de Leucoantocianidina reductasa

»han:118917981 K13881 leuccanthocyanidin reductase [EC:1.17.1.3] | (RefSeg)
MVATPSTERTSHYLIIGASGFMGHF TAQASLDSGOTTYVLTRSSS5ALSSSKIKALHDNGA
ITLHRFLPSEFGHDVDRADPVEPGLSMYKEKRRVROLVEESGIPY TY ICCNSTASWPYHD
NIHPSDALPPLDHFDIYGDGSIKAYFWVAGSDIGKFTMKTINDTRTVMKNYHFRPLVMHLIN
IMELACLWEKKIQRTLPRRIVSESDLLEAASENIIPOSIVAAFTHDIFFRGCQTFFSYSG
TEKDVEIGDLYPDECFRTMDECFEEFLMELKEKPVEGS

BLAST

Figura 73-3: Secuencia de 277 aminoacidos Leucoantocianidina reductasa
Fuente: (“KEGG PATHWAY:: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),” )

3.10.2 Interpretacion bioldgica de la enzima
Al analizar la informacién correspondiente a la enzima Leucoantocianidina dioxigenasa se
encontro caracteristicas que fueron reconocidas como similares, con otras enzimas de su tipo, en

la base datos KEGG.

Tabla 15-3: Caracteristicas de la enzima Leucoantocianidina reductasa

Codigo de accesion | 110917901

KEGG

Organismo Helianthus annuus

Clase Oxidoreductasa

Nombres Leucoantocianidina reductasa

Leucocianidina reductasa

Reaccion (IUBMB) | (2R, 3S) -catequina + NADP* + H,O -> 2,3-trans-3,4-cis-
leucocianidina + NADPH * + H *

Substrato (2R, 3S) —catequina
NADP*
H.0O

Producto 4-coumaroilshikimato
CoA
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Ruta metabdlica Biosintesis de metabolitos secundarios, biosintesis de flavonoides

Realizado por: Jesenia Tipanquiza. 2018
Fuente: (“KEGG PATHWAY: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),”)

3.10.3 Reaccién de catdlisis de Leucoantocianidina reductasa
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Figura 74-3: Reaccion IUBMB de Leucoantocianidina reductasa
Fuente: (“KEGG REACTION: R06532,”)

La enzima leucoantocianidina reductasa cataliza la biosintesis de catequina, leucoantocianidina,
flavan-3-oles (flavanoles) y galocatequinas, los cuales a su vez son monémeros iniciadores de la
biosintesis de proantocianidinas poliméricas vegetales o llamados también taninos
condensados.(Nemesio-Gorriz et al., 2016, p. 3) La enzima actla sobre grupos CH o CH, con NAD* o
NADP* como aceptor pero la reaccion de oxidacion se lleva a cabo mas lentamente. (zhou et al.,
2015, pp. 5-6)

3.10.4 Alineamiento tipo local de la secuencia de amino&cidos de Leucoantocianidina reductasa

Distribution of the top 25 Blast Hits on 23 subject sequences &
Mouse over fo see the fifle, click to show alignments
Color key for alignment scores
W =40 W40-50 W 50-80 W80-200 =200
Query

| I | I | I
1 50 100 150 200 2350

Figura 75-3: Nivel de homologia de la secuencia
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (277 letters),” )
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En la figura 76-3 se observa el porcentaje de homologia de la secuencia de 277 amino&cidos de

Leucoantocianidina reductasa con otras enzimas homoélogas.

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0
it Alignments 0o

Max | Total Query E

Description puisii e | prieay iy 1 denty | A coaSSlon
leucoanthocyanidin reductase-like izoform X1 [Helianthus annuus] 578 578 100% 0.0 100% XP 0220180371
leucoanthocyanidin reductase-like isoform X2 [Helianthus annuus] 558 558 100% 0.0 85% XP 022018044.1
isoflavone reductase-like protein [Helianthus annuus] 180 180 92% 1e-54 34% XP 022028376.1

Figura 76-3: Enzimas con alto porcentaje de homologia con Leucoantocianidina reductasa
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (277 letters),”)

3.10.5 Hélices transmembrana de Leucoantocianidina reductasa

TWMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE
1.2 T . r T T
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Figura 77-3: Prediccion de hélices transmembrana de Leucoantocianidina reductasa
Fuente: (“TMHMM Server, v. 2.0,”)

La figura 77-3 muestra la probabilidad de que fragmento de la secuencia, pertenezca al hélice

transmembrana (linea roja), exterior (linea violeta) o interior (azul); en el eje “x” corresponde a

la secuencia de aminoacidos, el eje “y” a la probabilidad.
Los residuos de hélice transmembrana de Leucoantocianidina reductasa muestran altas

probabilidades de estar en el exterior de la membrana, con una porcion especifica de aminoacidos

20-40 de pertenecer a un dominio transmembrana.
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3.10.6 Redes de interaccion proteina-proteina

Al analizar la secuencia de aminoacidos de Leucoantocianidina reductasa en la base de datos
STRING, detecta interaccidén con proteinas funcionalmente similares de Vitis vinifera, pero la
similitud de funciones no esta detallada, ya que hasta el momento dichas proteinas no han sido

caracterizadas.

VIT_18s0001g12820.101

o

Figura 78-3: Socios de interaccion con puntuacion més alta.

Fuente: (“LARI protein (Vitis vinifera) - STRING interaction network,”)

3.10.7 Modelo estructural tridimensional predicho para Leucoantocianidina reductasa

La estructura tridimensional propuesta para la secuencia de aminoécidos de Leucoantocianidina
reductasa corresponde a una proteina monomérica, cuyo peso molecular estimado es de
31050.36M. y su punto isoeléctrico de 5.99.

Figura 79-3: Estructura tridimensional de Leucoantocianidina reductasa
Fuente: (“SWISS-MODEL | Workspace | Models | exJIMhG |,”)
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3.10.8 Prediccion de sitios de unién a ligandos

Figura 80-3: Sitios de union a ligandos de

Leucoantocianidina reductasa

Fuente: (“Bioinformatics Web Servers - University of Reading,” )

Los segmentos especificos de la estructura para la formacion del complejo ligando receptor, se
puede observar en la figura 80-3 los cuales determinan la afinidad y selectividad para las

interacciones.

3.11 Enzima Cumaril shikimato 3"-monooxigenasa

3.11.1 Secuencia de aminoacidos Cumaril shikimato 3"-monooxigenasa

»han:1188465396 KE89734 coumaroylguinate({coumaroylshikimate) 3'-monocoxygenase [EC:1.14.13.387 |
MAAPLLLAAATAIITPIIFYLLOQSLYTRLRFKLPPGPRPLPIVGNLYDVEPVKFRCYAER
ARTYGPIFSVYLDSKELMVIVNTSELAKEVLKENDOQLADRHRMRATMS FSRGGKDLIWAD
YOPHYWVKVREVCNLELFSPEKRLEALRPIREDEVTAMVESIFKDSGLPDTREKGLVMRGYL

G5VAFNMITRLT FGKRFVNSEGOMDEQGKEFKGIVSNGIRIGAKVFMAENIPHLRFLFTG
EMDILLKHEQRRDRLTKATMAEHDLARKKNGAQEHFIDALHTLQQKYDLSDDTITGLLWD
MITAGMDTTSISAEWAMAELVENPRYOKKAQEELDRVVGTDRIMSETDISKLPYLQSIAK
EALRLHPPTPLMLPHKANSNVE LGGYDWVPKGGE IVHVNVHATIARDPAIWKNPDEFRPERFF
EEDVDVEGHDFRLLPFGQAGRRVCPGAQLATINLVTSMLGHLLHHFEWMTPPAGVKPEEVDLT

EMPGMVTYMENP LQAVATPRLPNNLYKRVPY

BLAST

Figura 81-3: Secuencia de 511 aminoacidos Leucoantocianidina dioxigenasa
Fuente: (“KEGG PATHWAY: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),” )
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3.11.2 Interpretacion bioldgica de enzima
Al analizar la informacién correspondiente a Leucoantocianidina dioxigenasa se encontrd

caracteristicas que fueron reconocidas como similares, con otras enzimas de su tipo, en la base
datos KEGG.

Tabla 16-3: Caracteristicas de la enzima Cumaril shikimato 3"-monooxigenasa

Codigo de accesion | 110865896

KEGG

Organismo Helianthus annuus
Clase Oxidoreductasa
Nombres Citocromo P450 9823

Cumaril shikimato 3'monooxigenasa

5-0-(4-cumaril)-D-quinato 3'-monooxygenase
5-0-(4-cumaril)-D-quinato/shikimato 3'-hidroxilasa

Reaccion (IUBMB) | trans-5-0-(4-cumaril)-D-quinato + NADPH* + H* + O, - cafeoil-D-
quinato + NADP* + H,0O

Substrato Trans-5-0-(4-cumaril)-D-quinato
NADPH

H+

02

Producto Trans-5-0-cafeoil-D-quinato

NADP*

H,O

Ruta metabolica Biosintesis de fenilpropanoides
Biosintesis de flavonoides

Biosintesis de estilbenoides, diarilheptanoides, gingeroles
Biosintesis de metabolitos secundarios
Vias metabolicas

Realizado por: Jesenia Tipanquiza.2018

Fuente: (“KEGG PATHWAY: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),” )
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3.11.3 Reaccion de catalisis de Cumaril shikimato 3" -monooxigenasa
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Figura 82-3: Reaccién IUBMB de Cumaril shikimato 3"-monooxigenasa
Fuente: (“KEGG REACTION: R04342,”)

La enzima cumaril shikimato 3"-monooxigenasa cataliza la reaccion de formacion del cido
clorogénico (C00852) el cual es un intermediario en la biosintesis de la lignina. EI NADPH

(C0006) actta como donante en la reaccion. (Cheng et al., 2013, p. 2)

3.11.4 Alineamiento tipo local de la secuencia de amino&cidos de Cumaril shikimato 3"-monooxigenasa

Tras la alineacion de la secuencia de aminoacidos de Cumaril shikimato 3"-monooxigenasa, con

las disponibles en la base de datos BLAST protein-protein se arrojaron los siguientes resultados:

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments
Color key for alignment scores
<40 W 40-50 Ws0-80 Ws0-200 W =200
Query

I 1 | 1 1 |
1 100 200 300 400 500

Figura 83-3: Nivel de homologia de la secuencia
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (511 letters),” )
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En la figura 84-3 se observa el porcentaje de homologia de la secuencia de 511 aminoacidos de

Cumaril shikimato 3"-monooxigenasa con otras enzimas homoélogas.

Sequences producing significant alignments:

Select. All None Selecied:0

i1 Alignments O
g Max | Total Query E )
Description Ident Accession
score | score | cover | value
cylochrome P450 9843-ike [Helianthus annuus] 1055 1055 100% 0.0 100% XxP_021970829.1
cylochrome P450 9842-ike [Helianthus annuus] T4 796 96% 0.0 Th% XP 0219988151
flavonoid 3'-monooaxygenase-like isoform X1 [Helianthus annuus] 328 328 98% 2e-106 37% XP 0219782691

Figura 84-3: Enzimas con alto porcentaje de homologia con Cumaril shikimato 3'-

monooxigenasa
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (511 letters),” )

3.11.5 Hélices transmembrana de Cumaril shikimato 3"-monooxigenasa

TWMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE
1.2
|
1 o o
0e 1
0.6 .
04 1
02 r 1
0
0 100 200 300 400 S00
transmembrane inside outside

Figura 85-3: Prediccién de hélices transmembrana de Cumaril shikimato 3"-monooxigenasa
Fuente: (“TMHMM Server, v. 2.0,”)

La figura 85-3 muestra la probabilidad de que fragmento de la secuencia, pertenezca al hélice

transmembrana (linea roja), exterior (linea violeta) o interior (azul); en el eje “x” corresponde a

la secuencia de aminoacidos, el eje “y” a la probabilidad.
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Los residuos de hélice transmembrana de Cumaril shikimato 3"-monooxigenasa muestran altas
probabilidades de estar en el exterior de la membrana, con una porcion especifica de aminoacidos

1-20 de pertenecer a un dominio transmembrana.

3.11.6 Redes de interaccion proteina-proteina

Segln el STRING a la secuencia de aminoacidos de Cumaril shikimato 3"-monooxigenasa

interactUa dinamicamente con varias enzimas de la especie Arabidopsis thaliana, pueden formar

conexiones funcionales ya que catalizan reacciones de una misma ruta metabélica.

Tabla 17-3: Interacciones funcionales de Cumaril shikimato 3"-monooxigenasa

Enzima Funcion Puntaje
de
confianza
HCT Hidroxicinamoil-CoA shikimato / quinato hidroxicinamoil 99.7 %

transferasa; Aciltransferasa implicada en la biosintesis de
la lignina. Acepta Cafeoil-CoA y p-cumaroil-CoA como
sustrato y transfiere acilo en ambos aceptores shikimato y
quinato (433 aa).

IRX4 Cinamoil CoA reductasa 1; interviene en las Gltimas etapas 95.0 %
de la biosintesis de lignina. Cataliza una de las etapas de la
biosintesis de monolignol, la conversidn de Cinamoil-CoA
en sus cinamaldehidos correspondientes. (344 aa).

4CI1 4-cumarato-CoA ligasa 1; produce tioésteres CoA de una 94.0 %
variedad de &cido cinamicos hidroxi y metoxi-sustituido,
gue se utilizan para sintetizar varios compuestos
fenilpropanoides derivados, incluyendo antocianinas,
flavonoides, isoflavonoides, cumarinas, lignina, suberinay
tiene compuestos fenolicos unidos a la pared. (561aa).
LysoPL2 Lisofosfolipasa 2; esterasa implicada en la biosintesis de 92.5 %
lignina. Cafeoilshikimato mediante hidrolisis da lugar a
shikimato y cafeico. Junto con 4-cumarato-CoS ligasa
(4CL), actia sobre una reaccion alternativa para la
formacién de cafeoil-CoA y no pasa por la segunda
reaccion de shikimat O-hidroxixinamoiltransferasa (HST).
También acepta 4-cumaroilshikimato como sustrato, pero
con una menor actividad. (332 aa)

CCoAOMT1 Cafeoil CoA O-metiltransferasa 1; metila Cafeoil a feruoil- 80.4 %
CoA. Tiene una actividad muy baja con pacido cafeico y
esculetina. Implicados en la biosintesis de escopoletina en
las raices de las plantas. (259 aa).

AT5G52810 Familia de las O-metiltransferasas (378 aa). 80.3 %
4CI2 4-cumarato-CoA ligasa; Produce tioésteres CoA de una 77.7 %
variedad de &cidos cindmicos hidroxi y metoxi sustituidos.
Que se usan para sintetizar compuestos derivados del
fenilpropanoide, incluyendo antocianinas, flavonoides,
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isoflavonoidea, cumarinas, lignina, suberina y con
compuestos fenolicos unidos a la pared (556 aa).

ATCAD4 Cinamil alcohol deshidrogenasa 4; implicada en la 73.1%
biosintesis de lignina en el tallo floral. Cataliza el paso final
en la produccion de mondémeros de lignina. Cataliza la
reduccion dependiente de NADPH de coniferaldehidos, 5-
hidroxiconiferalheido, sinapaldehido, en sus respectivos
alcoholes. (365 aa)

CAD5 Cinamoil alcohol deshidrogenasa 5; implicada en la 69.3 %
biosintesis de lignina en el tallo floral. Cataliza el paso final
en la produccion de mondmeros de lignina. Cataliza la
reduccion dependiente de NADPH de coniferaldehidos, 5-
hidroxiconiferalheido, sinapaldehido, en sus respectivos
alcoholes. (357 aa)

4CI5 4-cumarato-CoA ligasa; Produce tioésteres CoA de una 69.2 %
variedad de &cidos cindmicos hidroxi y metoxi sustituidos.
Que se usan para sintetizar compuestos derivados del
fenilpropanoide, incluyendo antocianinas, flavonoides,
isoflavonoidea, cumarinas, lignina, suberina y con
compuestos fendlicos unidos a la pared (570 aa).
Realizado por: Jesenia Tipanquiza.2018

Fuente: (“CYP98A3 protein (Arabidopsis thaliana) - STRING interaction network,” )

Las redes de interaction proteina-proteina detalladas en la tabla anterior, pueden visualizarse en

la imagen 86-3.

Figura 86-3: Socios de interaccion con puntuacion mas alta.
Fuente: (“CYP98A3 protein (Arabidopsis thaliana) - STRING interaction network,” )
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3.11.7 Modelo estructural tridimensional predicho para Cumaril shikimato 3"-monooxigenasa

El modelo tridimensional propuesto para la secuencia de aminoacidos de cumaril shikimato 3-
monooxigenasa, corresponde a la de una proteina monomérica, su peso molecular estimado es de
57825.00 M. y su punto isoeléctrico es de 0.09.

Figura 87-3: Estructural tridimensional

Cumaril shikimato 3"'monooxigenasa
Fuente: (“SWISS-MODEL | Workspace | Models | fFt6gP |,”)

3.11.8 Prediccidn de sitios de union a ligandos

Los segmentos especificos de la estructura para la formacion del complejo ligando receptor, se
puede observar en la figura 88-3 los cuales determinan la afinidad y selectividad para las

interacciones.

Figura 88-3: Sitios de union a ligandos de Cumaril shikimato 3"-monooxigenasa

Fuente: (“Bioinformatics Web Servers - University of Reading,” )
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3.12 Enzima Cafeoil-CoA-metiltransferasa

3.12.1 Secuencia de aminoécidos de cafeoil-CoA-metiltransferasa

»*han:118866189 K@B588 caffeoyl-Cof O-methyltransferase [EC:2.1.1.184] | (RefSeqg)
MAAATGE TQPAKHOEVGHKSLLQSDALYQY ILETSVYPREPQPMEELREVTAKHPWMNLMT
TSADEGQFLMLLLKLIMAKNTMEIGYVY TGYSLLSTALALPEDGKILALDINRENYEIGLP
ITEKAGVAHKIDFREGPALPLLDQMVEDEK CHGSFDFIFVDADKDNY LNYHKRLIDLYKT
GOVIGYDNTLWNGSLVAPPDAPLREYVRYYRDFVLE LNKALAVDPRVEICQLPVGDGITL

CRRIS

BLAST

Figura 89-3: Secuencia de 245 aminoacidos Cafeoil-CoA-metiltransferasa
Fuente: (“KEGG PATHWAY: Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),” )

3.12.2 Interpretacion bioldgica de enzima
Al analizar la informacion correspondiente a la enzima Cafeoil-CoA-metiltransferasa, se
encontraron caracteristicas que fueron reconocidas como similares, con otras enzimas de su tipo

existentes en la base de datos KEGG.

Tabla 18-3: Caracteristicas de la enzima Cafeoil-CoA-metiltransferasa.

Codigo de accesion | 110866189

KEGG
Organismo Helianthus annuus
Clase Transferasa
Metiltrasferasa
Nombres Cafeoil-CoA O-metiltransferasa

Cafeoil coenzima A metiltransferasa

Cafeoil-CoA 3-O-metiltransferasa

Trans-Cafeoil-CoA 3-O-metiltransferasa

Reaccion (IUBMB) | S-adenosil-L-metionina + Cafeoil-CoA - S-adenosil-L-homocisteina
+ feruloil-CoA

Substrato S-adenosil-L-metionina
Cafeoil-CoA

Producto S-adenosil-L-homocisteina
feruloil-CoA
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Ruta metabolica Metabolismo de la fenilalanina

Biosintesis de fenilpropanoides

Biosintesis de flavonoides

Biosintesis de estilbenoides, diarilheptanoides, gingeroles
Biosintesis de otros metabolitos secundarios

Realizado por: Jesenia Tipanquiza. 2018

Fuente: (“KEGG PATHWAY': Flavonoid biosynthesis - Helianthus annuus (common sunflower),” )

3.12.3 Reaccién de catalisis de Cafeoil-CoA-metiltransferasa.
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Figura 90-3: Reacciéon IUBMB de Cafeoil-CoA-metiltransferasa
Fuente: (“KEGG REACTION: R01942,”)

Para llevar a cabo la reaccién descrita en figura 90-3 se requiere de la presencia de Fe?* como
cofactor. La enzima Cafeoil-CoA-metiltransferasa transfiere grupos metilo de un carbono a otro,
asi como también permite la incorporacion de fermentos del tipo monolignol para la obtencién de

lignina en plantas superiores. (Schmid et al., 2014, p. 7)

3.12.4 Alineamiento tipo local de la secuencia de aminoacidos de Cafeoil-CoA-metiltransferasa

Tras la alineacién de la secuencia de aminoacidos de Cafeoil-CoA-metiltransferasa, con las

disponibles en la base de datos BLAST protein-protein se arrojaron los siguientes resultados:

Distribution of the top 35 Blast Hits on 34 subject sequences
Mouse over to see the fitle, click to show alignments

Color key for alignment scores

W =40 W40-50 W s0-80 W 20-200 W ==200
Query

1 1 1 1 | | |

1 40 a0 120 160 200 240

Figura 91-3: Nivel de homologia de la secuencia
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (245 letters),” )
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En la figura 92-3 se observa el porcentaje de homologia de la secuencia de 245 aminoéacidos de

Cafeoil-CoA-metiltransferasa con otras enzimas homologas.

Sequences producing significant alignments:

Select. All None Selected:0

i1 Alignments O
pip Max | Total Query E i
Description Ident Accession
Score score cover  value
caffeoyl-Cod C-methyliransferase [Helianthus annuus] B06 506 100% 0.0 100% XP_ 0219711631
caffeayl-Cod O-methyliransferase-like [Helianthus annuuws] 505 505 100% 0.0 99% XP 0220102571
caffeayl-Col O-methyliransferase-like [Helianthus annuus] 504 504 100% 0.0 99% XP 0220260451

Figura 92-3: Enzimas con alto porcentaje de homologia con Cafeoil-CoA-metiltransferasa
Fuente: (“NCBI Blast:Protein Sequence (245 letters),”)

3.12.5 Hélices transmembrana de Cafeoil-CoA-metiltransferasa

TMHMM pasterior probabilities far WEBSEQUENCE
1.2
1|
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Figura 93-3: Prediccién de hélices transmembrana de Cafeoil-CoA-metiltransferasa
Fuente: (“TMHMM Server, v. 2.0,”)

La figura 93-3 muestra la probabilidad de que fragmento de la secuencia, pertenezca al hélice
transmembrana (linea roja), exterior (linea violeta) o interior (azul); en el eje “x” corresponde a

la secuencia de aminoacidos, el eje “y” a la probabilidad.

Los residuos de hélice transmembrana de Cafeoil-CoA-metiltransferasa muestran altas

probabilidades de estar en el exterior de la membrana.
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3.12.6 Redes de interaccion proteina-proteina

Al analizar la secuencia de aminoécidos de Cafeoil-CoA-metiltransferasa en la base de datos
STRING, detecta interaccion con proteinas funcionalmente similares de Arabidopsis lyrata, pero
la similitud de funciones no esta detallada, ya que hasta el momento dichas proteinas no han sido
caracterizadas.

feshlkg.G_%OO_ATdGOS!GOJ E

fgenesh2_kg.3_ 2344_ AT3G21230.1

Figura 94-3: Socios de interaccién con puntuacion mas alta.
Fuente: (“scaffold 700739.1 protein (Arabidopsis lyrata) - STRING interaction network,” )

3.12.7 Modelo estructural tridimensional predicho para Cafeoil-CoA-metiltransferasa

El modelo tridimensional propuesto para la secuencia de aminoacidos de Cafeoil-CoA-
metiltransferasa, corresponde a la de una proteina monomérica, su peso molecular estimado es de
27529.63 M. y su punto isoeléctrico es de 5.30

Figura 95-3: Estructura tridimensional de Cafeoil-CoA-metiltransferasa
Fuente: (“SWISS-MODEL | Workspace | Models | exJIMhG |,”)
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3.12.8 Prediccién de sitios de unién a ligandos

Los segmentos especificos de la estructura para la formacion del complejo ligando receptor, se
puede observar en la figura 96-3 los cuales determinan la afinidad y selectividad para las

interacciones.

Figura 96-3: Sitios de union a ligandos de Cafeoil-CoA-metiltransferasa

Fuente: (“Bioinformatics Web Servers - University of Reading,” )

3.13 Factores de regulacion de la biosintesis de flavonoides en Helianthus annuus.

Los mecanismos de regulacion de la ruta biosintética de los flavonoides ya sido descrito en varias
especies durante los Ultimos afios; en el caso de Helianthus annuus no se ha estudiado esta
mecanica, pero el andlisis genético de esta especie ha servido para el conocimiento del proceso

evolutivo que sufren los genes con el paso de los afios y los procesos de adaptacion.

La identificacion in silico de las enzimas que participan en el proceso de biosintesis de flavonoides
determing las especies con las que Helianthus annuus exhibe una estrecha relacidn genética; sus

interacciones fisicas y asociaciones funcionales anteriormente detalladas lo ratifican.

La descripcion de la mecanica de regulacion de los procesos de biosintesis de flavonoides en
Helianthus annuus se baso en las similitudes de ésta con Arabidopsis thaliana, Vitis vinifera,
Solanunm tuberosum, Arabidopsis lyrata, las cuales los procesos de regulacion han sido

estudiados experimentalmente bajo técnicas de Biologia Molecular.
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La caracteristica de diversidad y facilidad de tratamiento de los flavonoides, los constituyen como
el mejor modelo para una amplia variedad de andlisis tipo genéticos, epigenéticos y descripcion

de procesos evolutivos. (Xu et al., 2015, p. 176)

Los flavonoides son uno de los grupos de metabolitos secundarios mas ampliamente distribuidos
en la naturaleza, van desde los espermatofitos hasta los musgos. Su estructura, diversidad y
capacidad antioxidante permiten desempefiar roles fisioldgicos importantes en la interaccion de

las plantas con los ambientes abidticos y bidticos. (Grotewold, 2008, p. 23)

3.13.1 Regulacién transcripcional de la biosintesis de flavonoides en Helianthus annuus

La regulacién de la via se rige por 6 genes que codifican la regulacion transcripcional, TT2
(MYB123), TT8 (bHLH042), TTG1 (familia WDR), TT16 (ABS/AGL32, ), TT1 (WIP1/Zn)y
TTG2 (DSL1/ WRKY44); éstos forman el llamado complejo MBW.(Xu et al., 2015, p. 179)

El MYB-TT16 es un complejo activo localizado en el endotelio de la célula productora de
flavonoides, regula la actividad de la enzima DFR (Di-hidro flavonol-reductasa) y LDOX
(Leucoantocianidina-dioxigenasa), evitando la hiperproduccién de flavonoides, especialmente

flavonoles. (Yan etal., 2015, p. 14)

La regulacion de la biosintesis de antocianidinas se lleva a cabo por el complejo MYB5, en tejidos
vegetales que involucran la produccion de pigmentos, es decir antocianidinas. A altas
temperaturas y poca luz, se produce una acumulacion de antocianidinas en las hojas como

respuesta a este estrés.(Pandey et al., 2015, p. 15)

La sacarosa actiia como inductor de genes que producen hiperproduccion de flavonoides del tipo
antocianidinas, y como mecanismo de restriccion la planta genera etileno, mediante la supresién

del complejo TT8.(Xu et al., 2015)

3.13.2 Regulacion fisioldgica de la biosintesis de flavonoides en Helianthus annuus

La sintesis de flavonoides en respuesta a fluctuaciones ambientales del medio y cambios
fisioldgicas de la planta constituyen un mecanismo de proteccion contra el estrés oxidativo, el
cual puede estar inducido por infeccién de patdgenos, radiaciones UV, temperaturas bruscas,
sequia, salinidad, niveles de C, N, P,C. (Xuetal., 2015, p. 178)
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El complejo encargado de la regulacion fisioldgica de la sintesis de flavonoides es el MYB, el
cual se activa ante concentraciones elevadas de flavonoides, inhibiendo la produccion en los

tejidos.(zhai et al., 2016, pp. 3-4)

La deficiencia de Nitrdgeno y el desbalance de Carbono en las raices de la planta desencadenan

acumulacion de flavonoides, especialmente a temperaturas bajas. (Pandey et al., 2015, p. 11)

Ciertas moléculas pueden actuar como inductores en el proceso de biosintesis, tales como el &cido
abcisico (ABA) y las citoquinas (JA); por el contrario el acido gibérelico (GA) y el etileno (BR)

como represores; a este proceso se le conoce como regulacion hormonal de la biosintesis.
(Grotewold, 2006, p. 165)

3.13.2.1 Retroalimentacion positiva

La regulacion del desarrollo esta expresada en tejidos especificos de produccién de flavonoides,
tales como el fruto, flores, hojas; involucra un ciclo retroalimentacion positiva. Ha nivel genético

se habla de una elevacion de produccion de genes localizados en la cubierta de las semillas. (zhai
etal., 2016, p. 5)

3.13.2.2 Retroalimentacion negativa

La regulacion de las respuestas fisioldgicas y estimulos ambientales para la produccion de

flavonoides, demandan de una retroalimentacion negativa.

Un tipo de proteina MYB100 puede inhibir la normal actuacién de las enzimas Chalcona sintasa
(CH) y Chalcona isomerasa (CHI) en estudios llevados a cabo en plantas transgénicas; estos
hallazgos determinan a dicha proteina como un regulador negativo de la biosintesis de

isoflavonoides. (Yan et al., 2015, p. 6)
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Figura 97-3: Regulacién de la biosintesis de flavonoides.
Fuente: (Xu et al., 2015, p. 180)

En la imagen 96-3 se identifica que el complejo MYB est4 involucrado en la regulacion de
biosintesis de flavonoides inducida como mecanismo de respuesta al estrés producido por factores
bidticos o abidticos, mediante la activacion de ciertos genes biosintéticos tardios (LBGs). Como

productos finales se obtiene los diferentes tipos de flavonoides.

En la regulacién de la biosintesis en nivel de tejidos especificos, involucra una retroalimentacion
positiva; en la regulacion de ambiental implica mecanismos de retroalimentacion negativa al

reprimir genes a nivel de la trascripcion.




CONCLUSIONES

1. Las enzimas identificadas in silico que participan en el proceso de biosintesis de flavonoides
en Helianthus annuus son homdlogas en diferentes especies, debido a que exhiben
interacciones fisicas y asociaciones funcionales; propias de éstas, al pertenecer a un mismo

metabolon, de sintesis de flavonoides en plantas superiores.

2. El complejo multienzimatico citosélico denominado metabolédn flavonoide se activa de modo
automatico ante condiciones de estrés, desencadenando la ruta biosintética de flavonoides; en
Helianthus annuus se determind 4 enzimas que forman parte de dicho metabolédn: Flavonoide
3’-monooxigenasa, Dihidroflavonol 4-reductasa, Leucoantocianidina dioxigenasa Yy

Leucoantocianidina reductasa.

3. Las proteinas cuyos dominios abarcan la membrana celular proporcionan a la molécula sitios
nucleacion que permiten el autoensamblaje o union de subunidades solubles; propiedad que

comparten las enzimas del metabol6n flavonoide.

4. La decodificacion del codigo genético de una especie, junto a la aplicacién de técnicas
bioinformaéticas permite al mundo contemporaneo manipular a conveniencia este fragmento
de vida, convirtiendo al genoma en algo méas que una coleccién de letras y digitos; lo cual

requiere estrictamente la mayor ética profesional posible.

5. El tipo de regulacion méas importante de la biosintesis de flavonoides es la transcripcional,
puede estar sujeta a modificaciones por la mano del hombre, pudiendo ser modificadas
genéticamente de manera estratégica para inferir en la calidad de los productos,
incrementando el valor nutricional y la resistencia de las plantas a los factores bioticos y

abioticos que producen estrés oxidativo.

6. Laregulacion fisiologica sobre la biosintesis de flavonoides utiliza mecanismos de inhibicion
de enzimas involucradas en los procesos de estrés oxidativo que producen hiperproduccion
de flavonoides; involucra ciclos de retroalimentacion positiva y negativa y sustancias

guimicas propias de la planta que agonizan o antagonizan los procesos biosintéticos.

7. Factores externos a la planta generan estrés oxidativo, los flavonoides se sintetizan como

mecanismos de defensa ante temperaturas extremas, intensa radiacion UV, infecciones
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causadas por patdgenos; son antioxidantes por excelencia y contribuyen al proceso de la

polinizacion.
Las herramientas informéaticas aplicadas al campo de la salud abre posibilidades al

descubrimiento de nuevos farmacos, conocimiento del origen de patologias no resueltas,

prediccion de fenotipo y genotipo, descripcion de rutas metabélicas y mas.
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RECOMENDACIONES

1. La bioinformética es una materia desconocida en nuestra carrera, al ser una herramienta util
para las investigaciones relacionadas a la biologia molecular y con campo de aplicacion a la
bioquimica y la farmacia deberia incluirse como tema de estudio en la malla curricular para

la formacidén de un Bioquimico Farmacéutico.

2. Laidentificacion in silico permite llevar a cabo investigaciones de tipo genético, ésta técnica
de experimentacién podria incluirse en el grupo de investigacion Gipronaf con las plantas

manejadas, buscando fortalecer y ampliar los resultados obtenidos.

3. La codificacion genética de una especie, abre el campo a la experimentacion con el genoma
de la misma, en este sentido se deberia estudiar las plantas endémicas del Ecuador, que poseen

actividades farmacoldgicas que podrian ser mejoradas.
4. La experimentacion in silico es aplicable a la prediccion de efectos de la toxicidad sobre un

organismo, por lo cual podria utilizarse como una alternativa a la experimentacién con

animales de experimentacion de un bioterio.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Acidos nucleicos: Polimeros formados por nucleétidos, unidos por un enlace fosforico.

Algoritmo: Reglas definidas que permiten llevar a cabo una actividades en procesos

estructurados y ordenados.

ADN recombinante: Molécula de ADN artificial.

Auxinas: Fitohormonas, que regulan el crecimiento vegetal.

Codificacion: Interpretacion de la informacion genética

Codon: Es una unidad independiente de ARNm de tres bases.

Cromosoma: Organulo del nicleo celular que contiene el material genético.

Dimero: Complejo formado por dos macromoléculas.

Elicitores: Molécula capaz de inducir mecanismos de defensa en la planta.

Espermatofito: Conocidas también como faner6gamas, grupo del reino de las plantas.

Exo6n: Parte de un gen que no se separa durante el Splicing, contiene informacion para la

construccion de proteinas.

Expresion génica: Proceso mediante el cual se transforma la informacion codificada en proteinas.
Fenotipo: Caracteres genéticos que se hacen visibles en un individuo

Formato FASTA: Formato informatico basado en texto, utilizado para representar secuencias de
acidos nucleicos y péptidos; en el que los pares de bases o los aminoacidos se representan

usando cddigos de una Unica letra.

Gen: Es una porcién de ADN con la informacion para sintetizar una proteina o una molécula de
ADN.



Genotipo: Caracteres genéticos no visibles, que se encuentran en forma de informacion en el
ADN.

Herencia genética: Informacion genética que pasa de progenitores a descendientes, que se

almacena en forma de ADN.

Homodimero: Dos cadenas peptidicas iguales que forman una proteina.

Intrén: Regién de ADN que no decodifica proteinas

Ligando: Molécula especifica que se une a una region determinada de un receptor, para formar

un complejo ligando-receptor.

Metabolon: Complejo estructural-funcional constituido por enzimas que catalizan una misma

ruta metabdlica.

Mondmero: Molécula de poca masa molecular, que se encuentra unida a otros monoémeros.

Nucledtido: Molécula organica formada por una pentosa, base nitrogenada y un grupo fosfato.

Paralogue: Uno de los dos genes que proceden de un mismo gen ancestral.

Peso molecular: Suma de la masa molecular de todos los atomos de una molécula.

Punto isoeléctrico: pH a la cual la solubilidad de una sustancia es nula.

Replicacion de AND: Proceso por el cual se genera una molécula idéntica de ADN, la doble

hélice se abre y sirve como molde para la nueva.

Ruta metabdlica: Conjunto de reacciones quimicas sucesivas para formar un producto final.

Splicing: Proceso transcripcional de corte y empalme de ARN

Telemedicina: Servicios médicos a distancia.

Transcripcion: Similar a la replicacién de ADN, con polimerizacion de una de las hebras.
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