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RESUMEN

El pardeamiento enzimatico del aguacate se da como resultado de la actividad de las enzimas
conocidas como polifenol oxidasas (PFO). Estas cuentan con un centro dinuclear de cobre y
pueden llevar a cabo dos reacciones, la primera es la hidroxilacion de monofenoles a
difenoles y la segunda reaccion es la oxidacion del difenol a sus respectivas quinonas.

Debido a que el aguacate es uno de los frutos que presenta un alto pardeamiento, en este
trabajo se realizaron estudios para purificar parcialmente a la polifenol oxidasa de Persea
americana mediante el uso de cromatografia de interaccion hidrofobica, dando como
resultados una actividad especifica de 4038.7 U/mg de proteina, unas 4.2 de aumento en sus
veces de purificacion y un rendimiento de 5.06%.

Las pruebas de precipitacion diferencial permitieron inferir la presencia de al menos dos
isoformas de PFO con caracteristicas hidrofébicas distintas ya que precipitaron con
diferentes concentraciones de sulfato de amonio.

El uso de herramientas bioinformaticas permitio generar los modelos 0214, 0979 y 2162 a
partir del genoma del aguacate presentaron los dos sitios de union a cobre, cisteinas y
fenilalaninas reportados previamente en estructuras de PFO cristalizadas. De igual manera
cuentan con los dominios central, C-terminal y con 4 hélices o que se encuentran
comunmente en las estructuras de las PFO.

Todo esto sugiere que las secuencias estudiadas pertenecen a las isoformas de PFO lo cual
permitio identificar las posibles estructuras, asi como los pesos moleculares y porcentaje de
identidad que pudieron compararse con los de otras especies. Al complementar la
informacidn obtenida experimental y bioinformaticamente puede inferirse que en el aguacate
estan presentes isoformas de la polifenol oxidasa en el aguacate Hass.



1. INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill) es uno de los frutos mas importantes en México. La
produccidén obtenida de aguacate en nuestro pais en el afio 2020 fue de 206,466 toneladas,
siendo Michoacan el lider productor nacional (94.6%) (1). Dada la cantidad de produccion
de aguacate, México es un referente de calidad y productividad a nivel internacional.

Se conoce que el aguacate es uno de los frutos que se oxida rapidamente debido a la
maduracion y manipulacion postcosecha. Esta oxidacion da como resultado una coloracion
oscura en el tejido del fruto, a esta reaccion se le conoce como pardeamiento enzimatico. Este
pardeamiento se da en frutas y verduras, como consecuencia del estrés y durante el
procesamiento y almacenamiento postcosecha. La enzima responsable del pardeamiento
enzimatico es la polifenol oxidasa (2).

Las polifenol oxidasas (PFO) son una gran familia de enzimas presentes en animales, plantas
hongos y bacterias. Estas enzimas cuentan con un centro de cobre dinuclear. Las reacciones
que pueden llevar a cabo son dos: la primera es la hidroxilacion de monofenoles y la segunda
reaccion es la oxidacion del difenol a quinona (3,4). La nomenclatura para la actividad de
hidroxilacion de monofenol a difenol (cresolasa) es EC 1.14.18.1 y para la oxidacién de
difenol a quinona (catecol oxidasa) es EC 1.10.3.2 (3).

Se ha demostrado que la PFO requiere de seis histidinas en el sitio activo para que pueda
realizar su actividad, estos aminoacidos permiten coordinar a los dos atomos de cobre y de
esta manera lograr la unién de la enzima con el sustrato (5). Ademas de la coordinacion del
metal, se ha reportado que una de las histidinas del sitio activo y una fenilalanina que se
encuentra por encima de este sitio, fungen como guias para que el sustrato se estabilicé por
medio de interacciones n—n e interacciones n—cation (6). Esto permite comprender el por qué
estos aminodcidos son altamente conservados en las polifenol oxidasas.

Se ha visto que la PFO se induce como respuesta a estrés bidtico y abidtico en plantas,
algunos de los procesos en los que participa son la defensa y regulacion de niveles de oxigeno
(7). Se ha reportado que la PFO se induce como respuesta a heridas, a la fitohormona metil
jasmonato, a patdgenos o a ataques de herbivoros. La induccion de las polifenol oxidasas
mediante metil jasmonato es una reaccion comun pero no universal, este fenomeno se ha
encontrado en Populus trichocarpa, Nicotiana tabacum L., Camellia sinensis y Salvia
miltiorrhiza (3,7). En algunos estudios se demostro que al aplicar metil jasmonato, aumento
la actividad de la PFO al activarse la transcripcion de dos isoformas (PFO 2 y PFO 4) de
Camellia sinensis, lo que dio como resultado el aumento de la defensa ante depredadores
(8,9).

En plantas superiores se ha visto que las PFO se encuentran en la luz del tilacoide y en la
membrana del cloroplasto, mientras que sus sustratos se encuentran en las vacuolas (10,11).
Todas las PFO cuentan con tres dominios, central, C-terminal y N-terminal y cada uno de
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estos dominios tienen sus funciones. Los dominios central y C-terminal forman una PFO
latente (figura 1) (12). El dominio central es el que alberga al sitio activo, en este se
encuentran dos sitios de union a cobre nombrados Cu A'y Cu B, en los cuales se encuentran
las histidinas mencionadas anteriormente. Se ha reportado que C-terminal consta de un
péptido de transito de cloroplasto y tiene un papel importante en la regulacion de la actividad
de la enzima en el interior de la célula, ya que protege el sitio activo y el dominio N-terminal
(7,13).

Otra caracteristica importante reportada es el residuo 1le456 que funciona como un tapon al
bloguear la entrada al sitio activo y se encuentra fuera del mismo sitio. El residuo tapon esta
estabilizado por interacciones hidrofobicas entre Phe273, la His252 de unién a Cu B y
Thr253. La responsable de conectar el dominio central y el dominio C-terminal es la regién
enlazadora. Las interacciones que se encuentran cercanas a esta region son las responsables
de mantener la integridad estructural de la proenzima. Con lo que respecta al enlace entre
dominios se encontrd que en las estructuras maduras su funcion principal es la retencién del
péptido residual (6).

residual

. Enl o
Dominio ) AcE Region
disulfuro entre

C-terminal . enlazadora
dominios

Figura 1. Estructura general de la polifenol oxidasa. El dominio C-terminal cuenta con tres
sitios de escision proteolitica que se presentan en color magenta y enumerados (1), (2) y
(3). La PFO presenta una region enlazadora (naranja) que conecta el dominio central (gris)



y el dominio C-terminal (verde), péptido residual del dominio C-terminal (azul), residuo de
tapon (rojo) y enlace entre dominios (amarillo). Imagen modificada de (6).

A lo largo de los afios se ha demostrado que muchas de las enzimas existen en multiples
formas moleculares, hoy en dia se cree que es la excepcion y no la regla que una enzima
exista en una sola forma (14). A estas multiples formas se les conoce como isoenzimas o
isoformas, las cuales son una serie de proteinas diferentes con una actividad similar (15) y su
presencia es una caracteristica comun entre las frutas y verduras (4,16).

Las isoenzimas pueden presentar diferencias desde un nivel de secuencia de aminoacidos
hasta la estructura cuaternaria, en donde la mayoria presentan regiones conservadas. Cada
una de estas estructuras poseen propiedades cinéticas, reguladoras y electroforéticas distintas,
mismas que permiten su separacion (17).

Las isoformas pueden originarse por medio de agentes ambientales que afecten a la
transcripcion del gen, el estado de madurez del fruto y la zona o tejido en el que esta asociada
la enzima (4,18).

POLIFENOL OXIDASA DEL AGUACATE

El primer intento por caracterizar la polifenol oxidasa del aguacate fue realizado por Samich
en 1937. En dicho reporte se realizaron estudios cinéticos con distintos sustratos en donde se
demostrd que este fruto presentaba una enzima capaz de oxidar los ortofenoles y que podia
formar parte del grupo “plantas de catecol” (19). Los estudios posteriores a este mostraron
evidencia acerca de multiples formas de la PFO en el aguacate, en donde el principal reto ha
sido realizar un tren de purificacion que permita la obtencion de estas enzimas.

En 1965 se reportd por primera vez la presencia de isoformas de la PFO en frutos del
aguacate. Cinco afios después de este hallazgo Dizik y Knapp identificaron cinco isoformas
con pesos moleculares de 14, 28, 56, 112 y 400 kDa en una variedad de aguacate hibrido
Guatemalan x West Indian (20). Otras variedades estudiadas del aguacate han sido Fuerte,
Horishim y Lerman, en donde se identificaron seis isoformas, la nueva estructura identificada
presentd un peso molecular de 35 kDa. Por otro lado, mediante isoelectroenfoque con un pH
de 4-10, demostraron la presencia de 7 isoformas en donde la actividad se midi6 con 4-
metilcatecol (21).

En un estudio reciente Moeini et al. (22) reporto la separacion de 4 isoformas de PFO con
pesos moleculares de 35 kDa, 50 kDa, 70 kDa y 100 kDa, mediante el uso de dos tipos de
columnas de cromatografia de afinidad.



El andlisis de las isoenzimas puede abordarse experimentalmente mediante su separacion por
purificacion y electroforesis y bioinformaticamente por estudio del genoma, alineamiento de
secuencias de nucleotidos y aminoécidos y alineamiento estructural.

PURIFICACION DE POLIFENOL OXIDASA DEL AGUACATE

A lo largo de los afios se ha estudiado la PFO de diferentes fuentes y se ha purificado
utilizando distintas metodologias, en donde la mayoria de los reportes utilizan un tren de
purificacion a partir del extracto crudo que puede obtenerse a partir de acetona (CsHeO) 0
amortiguador, siendo fosfato de sodio el mas usado, precipitacion con sulfato de amonio
((NH4)2S04) o acetona y cromatografias de interaccion hidrofébica (HIC), cromatografia de
intercambio iénico (IEC) y cromatografia de exclusion molecular (SEC). Dependiendo del
tipo de purificacion que se requiera (total o parcial), se pueden combinar estos pasos.

A pesar de las diferencias que presentan las polifenol oxidasas, se logra identificar que existe
un tren de purificacién en el que se han obtenido una mayor cantidad de enzimas. Este tren
consta de la utilizacién de amortiguador fosfato de sodio como base para el extracto crudo,
la precipitacion con sulfato de amonio y cromatografia, la eleccion de esta ultima depende
de la pureza, carga y tamario de la enzima.

La eleccidn correcta del tipo de amortiguador es de suma importancia para la purificacion ya
que las proteinas requieren de ciertas condiciones en su entorno para Su correcto
funcionamiento como el pH, polaridad, y fuerza idnica. Cualquier fluctuacion en estas
caracteristicas pueden afectar la estructura y el funcionamiento de las proteinas. El
amortiguador fosfato de sodio es uno de los mas utilizados por los investigadores para la
purificacion ya que logra la estabilizacion de la enzima para su almacenamiento a largo plazo
(23).

Una vez separado los compuestos celulares del extracto proteico se realiza una separacién de
las diversas proteinas contenidas en el aguacate por medio de precipitacion salina. La
precipitacion con sulfato de amonio ha sido una de las técnicas mas utilizadas. La solubilidad
de las proteinas se ve afectada por los iones, por esta razon cuando las concentraciones de sal
son bajas, la solubilidad de las proteinas aumenta al igual que la fuerza ionica. Cuando hay
una fuerza ionica muy alta, la solubilidad de las proteinas disminuye, este proceso es
conocido como salting-out (24).

Se han reportado algunos estudios de purificacion de PFO que comparten esta metodologia
como Mangifera indica cv., Manila (25), M. domestica (26), Pouteria sapota (27), Annona
muricata L. (28) y Solanum melongena (29). Otro aspecto importante que tienen en comun
estos reportes es que utilizan cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC) dentro de los
pasos finales para lograr aislar la PFO de estas especies.



La HIC permite la separacion de las proteinas en funcion de la formay tamafio de las regiones
“parches” hidrofobicas accesibles en la superficie. Estos parches hidrofébicos estan
formados por la presencia de cadenas laterales de aminoécidos hidrofébicos o no polares
como la fenilalanina, triptofano, alanina y metionina (30). Estas regiones interactian con
grupos hidrofébicos inmovilizados y soportados en matrices (31). La cromatografia de
interaccion hidrofobica es usualmente utilizada porque explota las caracteristicas
hidrofobicas de las proteinas como base para su separacion de mezclas bioldgicas complejas
(30).

Con lo que respecta a la purificacion de la PFO de P. americana, en 1965 comenzaron las
pruebas para aislar la PFO de este fruto mediante un protocolo en donde se combiné acetona
con amortiguador Mcllvaine, precipitacion con sulfato de amonio y cromatografia de
exclusion molecular (20). Las PFO de las variedades Fuerte, Horishim y Lerman lograron
aislarse mediante el tren de purificacion que consto de acetona combinado con amortiguador
fosfato de sodio, precipitacién con sulfato de amonio y las cromatografias de exclusion
molecular (SEC) e interaccion iénica (IEC) (21).

La cromatografia de exclusion molecular como paso final ha permitido la separacion de las
PFO con base a su tamafio ya que la columna esta empaquetada con una matriz de filtracion
en gel con una distribucién de tamafio de poro definido, lo que permite que las proteinas
atraviesen la columna en diferentes caminos segun sus tamafios (32).

El método de cromatografia de intercambio i6nico para la separacion de la PFO se basa en la
resolucion de las proteinas que tienen una carga particular. EI material con el que estan
empacadas las columnas esta disefiado para poseer una carga contraria a la del analito de
interés. Las matrices de intercambio cationico atraen a los analitos con carga positiva y las
de intercambio i6nico atraen a las de carga negativa, logrando de esta manera separar las
proteinas (33).

En un estudio reciente, Moeini et al. (22) utilizé un tren de purificacion para separar las PFO
de aguacate, este se basé en el uso de amortiguador de fosfato dipotasico, precipitacion con
sulfato de amonio y cromatografia de afinidad. Este tipo de cromatografia es un método mas
selectivo para la separacion de la polifenol oxidasa debido a que utiliza un inhibidor
reversible para que la enzima pueda unirse a la matriz y de esta forma se logre obtener pura.

Se han utilizado diversas formas para lograr la purificacion de PFO de aguacate, por lo que
en este trabajo se propuso utilizar el tren de purificacion con el cual en varios estudios se han
logrado aislar totalmente la enzima en distintas especies.



GENERACION DE ESTRUCTURAS MOLECULARES A PARTIR DE
HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

Por medio del modelado molecular es posible construir una estructura tridimensional de una
proteina a partir de su secuencia de aminoacidos. Para poder obtener el modelo, se requiere
una estructura que se encuentre en las bases de datos que serd usada como plantilla, por
ejemplo, para lograr crear el modelo PFO de Taraxacum officinale se utiliz6 Ipomoea batatas
como referencia (34). EI modelo de S. melongena se generé a partir de Vitis vinifera como
plantilla.

Estos modelos permiten identificar las diferencias entre otros generados
bioinforméaticamente, asi como se puede comparar con polifenol oxidasas obtenidas
experimentalmente. En este trabajo se utilizaron distintas herramientas bioinformaticas (tabla
1) que permitieron generar modelos estructurales a partir del genoma del aguacate.

La polifenol oxidasa esta codificada por una familia de genes que estan conservados (11).
Una familia de genes es un grupo de genes que descienden de un gen ancestral comdn, por
lo que tienen secuencias y funciones similares (7). En 2019 se publicé el genoma nuclear del
aguacate, el cual cuenta con 12 cromosomas, 912.69 Mb y con una relacion
filogenéticamente cercana con Musa acuminata y otras especies (35).

La base de datos Universal Protein Resource (UniProt) es un gran recurso de secuencias de
proteinas la cual contiene mas de 60 millones de secuencias, lo que ha permitido a los
cientificos navegar por la gran cantidad de informacion que se encuentra disponible (36).
Después de haber obtenido la secuencia de aminoacidos deseada es necesario realizar un
alineamiento contra el genoma de interés, en este caso el del aguacate, utilizando tblastn.
Esta funcién opera traduciendo secuencias de nucleotidos a secuencias de aminoacidos en
los seis marcos de lectura y luego alineando las secuencias de aminoacidos con la consulta
(37).

Después de que se obtienen las secuencias alineadas se requiere de una herramienta que
traduzca estas secuencias, un ejemplo de este tipo de herramienta es EMBOSS Transeq que
traduce las secuencias de acidos nucleicos a sus correspondientes secuencias peptidicas.
Como paso final se utiliza un generador de modelos como SWISS-MODEL.

Este fue el primer servidor de modelado por homologia de proteinas totalmente automatizado
y ha mejorado durante los Ultimos 25 afios. Su funcionalidad se ha ampliado recientemente
para incluir el modelado de complejos homo y heteroméricos.

Los pasos que lleva a cabo SWISS-MODEL son: insercion de los datos de entrada
(secuencia de aminoédcidos), busqueda de plantilla (se buscan estructuras proteinicas
relacionadas con la secuencia insertada en el primer paso), seleccion de plantilla (las
plantillas se clasifican de acuerdo con la estimacion de la calidad del modelo global),



construccién de modelos (para cada plantilla seleccionada se realiza una estructura
tridimensional) y estimacion de calidad de modelo (se basa en la puntuacion de Qmean) (38).

VALIDACION DE MODELOS

Un factor importante por considerar es la validacion de los modelos moleculares. Algunas de
las herramientas que permiten conocer la calidad de las estructuras son PROCHECK y
VERIFY 3D. La primera genera un grafico de Ramachandran que brinda informacion acerca
de la estereoquimica de una estructura proteinica (39).

La segunda aporta una tabla calculada a partir de las coordenadas atdmicas de la estructura,
con la cual se busca observar la compatibilidad del modelo vs. su secuencia de aminoécidos.
En perfiles calculados a partir de estructuras proteinicas correctas coinciden con sus
secuencias de aminoacidos en puntuaciones altas (40).

2. JUSTIFICACION

Debido a que el aguacate es uno de los frutos que muestra un alto pardeamiento enzimatico
en poco tiempo, como consecuencia de la actividad de PFO al interactuar con sus sustratos,
se requiere estandarizar un procedimiento para obtener la enzima pura. La obtencién de la
enzima permitira realizar pruebas de caracterizacion estructural para conocer las propiedades
bioquimicas, asi como los cambios estructurales de la PFO al entrar en contacto con un
inhibidor ya que hoy en dia se desconoce para la(s) de este fruto. Esto proporcionara valiosa
informacion para desarrollar un producto eficaz de inhibicion de la enzima con utilidad para
los consumidores y la industria alimenticia, que no afecte las propiedades organolépticas del
aguacate.

El desarrollo de modelos estructurales a partir del genoma del aguacate proporcionara
informacién acerca de la cantidad de isoformas de PFO presentes en este fruto. Con la
obtencidn de estos modelos pueden realizarse pruebas in silico para visualizar la interaccién
entre las estructuras terciarias generadas con potenciales inhibidores de su actividad.



3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

«¢+ Purificar parcialmente la(s) PPO del aguacate para identificar sus isoenzimas y
generar sus modelos moleculares.

OBJETIVOS PARTICULARES:

% Purificar parcialmente la enzima para identificar la presencia y cantidad de
Isoenzimas.

¢ ldentificar mediante herramientas bioinformaticas las regiones en donde se
encuentran las secuencias de nucleotidos de las PPO.

++ Obtener las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de las polifenol oxidasas para
generar los modelos moleculares.

4. MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS

Se utiliz6 aguacate fresco (Persea americana) adquirido en un mercado local de la Ciudad
de México, México. La columna 4 fenil sefarosa de fluido rapido de GE Healthcare (Nueva
York, NY, EE. UU.). El reactivo fosfato de sodio de la marca JT Baker, el marcador
molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards de BioRad, los reactivos Triton X-
100 para la recuperacion de constituyentes de la membrana debido a que es un detergente
suave y por tal razén no desnaturaliza las proteinas (25), polivinilpolipirrolidona (PVPP) que
funciona como secuestrador de fenoles (41), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) para
inhibir la actividad de las proteasas (27), catecol y dimetilsulfoxido (DMSQO) fueron de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.), en todos los casos se ocup6 agua ultrapura Milli-
Q® 1Q 7000 de la marca Merck.



DESARROLLO EXPERIMENTAL

A continuacion, se presenta en resumen los experimentos realizados para cumplir con los
objetivos planteados (figura 2). Los resultados experimentales presentados en la seccion 5 de
este documento siguen este esquema de desarrollo experimental.

Extracto crudo
Centrifugacion
y
Filtracion
Precipitacion con Precipitacion
(NH4)2S0: diferencial con
(30 y 85%) (NH4)2SO04
(0 2 90%)
Dialisis
Sobrenadante Pellet
Ultracentrifugacion
Medicion de actividad
L L R
¥ proteina a 280 nm
HIC
Medicion de actividad

y proteina a 280 nm

Figura 2. Metodologia experimental.

PREPARACION DEL EXTRACTO CRUDO

Para la preparacion del extracto crudo se utilizaron 500 g de pulpa de aguacate, se licto con
1 L de amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7, 10 mL de tritén X-100, 10 g de PVPP y 0.1 mM
de PMSF disuelto en DMSO. Posteriormente se centrifugé a 10,650 g por 30 min. El
sobrenadante se filtré a partir de una filtracion a través de un filtro de celulosa de 25 pum
(figura 2, linea verde).
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PURIFICACION PARCIAL

El extracto crudo filtrado se sometié a una precipitacion diferencial con (NH4).SO4 a una
concentracion de 30 y 85%. Posteriormente se centrifugé a una velocidad de 10,650 g por 30
minutos. Todos estos pasos se llevaron a cabo a una temperatura de 4 °C. El precipitado
obtenido se resuspendio con amortiguador fosfato de sodio 50 mM, pH 7, sulfato de amonio
1.2 My de cloruro de potasio 0.6 M y se dializé durante toda la noche con tres cambios de
amortiguador. La solucién dializada se centrifug6 a 34,500 g durante 30 minutos y se recogio
el sobrenadante (figura 2 linea verde).

La cromatografia se realizd a temperatura ambiente utilizando un sistema de cromatografia
liquida rapida de proteinas (FPLC). El sobrenadante se cargd en una columna vacia XK 16/20
empaquetada con 4 fenil sefarosa de fluido rapido de marca GE healthcare, esta columna se
equilibré previamente con el amortiguador de didlisis (amortiguador de equilibrio), véase
figura 2 linea verde. La columna se lavé con 70 mL de amortiguador de equilibrio para
eliminar las proteinas hidrofilicas. La elusion de las proteinas hidrofobicas se realiz6 con un
gradiente escalonado de sulfato de amonio cada 15 0 20 mL (segun la etapa), diluyendo un
20% el amortiguador de equilibrio en cada etapa mediante la adicion de agua destilada. El
flujo utilizado durante toda la cromatografia fue de 1 mL/min y se recolectaron fracciones de
2 mL. Se determind la actividad de la PFO y concentracion de proteina para cada fraccion.

ELECTROFORESIS

Se determind el peso molecular de las proteinas purificadas mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) (42). La concentracion
del gel de separacion fue de 12% (V/V) y la del gel concentrador del 4%. La estimacion se
gener0 a partir de la ecuacion de la recta obtenida al graficar el logaritmo del peso molecular
vs. Rt (distancia de migracion de la proteina a traves del gel dividida por la distancia de
migracion del frente del colorante).

PRECIPITACION DIFERENCIAL CON SULFATO DE AMONIO

Esta etapa de precipitacion (figura 2 linea azul) se realiz6 a partir del extracto crudo
previamente descrito. Este se separd en vasos de precipitado y posteriormente se agregd en
cada uno de ellos una concentracion de 10 a 90% de (NH.)2S0a y se finalizd centrifugando
a 10,650 g. Posteriormente se midid la concentracién de proteina y la actividad enzimatica
del precipitado y el sobrenadante, en donde la fraccion soluble con una concentracion de 60%
de sulfato de amonio se eligio para la segunda precipitacion (tabla 3).
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MEDICION DE ACTIVIDAD Y CONCENTRACION DE PROTEINA

La actividad de la enzima se midio en el extracto crudo, en sobrenadantes y precipitados las
fracciones obtenidas por cromatografia y en la precipitacion diferencial. Para evaluarla se
mezclaron 967 pL de catecol 50 mM con 33 pL de la muestra correspondiente y se midio el
cambio en la absorbancia a 420 nm utilizando un espectrofotometro Agilent 8453. El valor
de AAbsao Se registro cada 5 s durante 5 min a 25 °C. Una unidad de actividad de la PPO se
definié como el cambio en la absorbancia de 0.001 min™* mL™ de enzima (43).

La concentracion de proteina se determiné por absorbancia UV a 280 nm (44), se utiliz6 un
factor de correccion de 0.8 (45).

GENERACION DE MODELOS MOLECULARES A TRAVES DE
HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

Para obtener los modelos moleculares de las PFO del aguacate se llevaron a cabo un
desarrollo bioinformatico el cual se describe a continuacion (figura 3), es importante destacar
que los resultados experimentales presentados en la seccién 5 siguen este esquema de
desarrollo.

Genoma de aguacate
(Genebank)

T
‘ tblastn
v

Alineamiento de
secuencias con
RNAm de platano

h 4
Obtencion de
secuencias de

nucledtidos
T

| EMBOSS
A 4

Obtencion de UNIPROT Alineamiento con secuencia de
secuencias de aminoacidos de PFO
aminoacidos cristalizadas

SWISS -
MODEL

Obtencion de
modelos estructurales

PROCHECK
VERIFY 3D

Validacion de
modelos

Figura 3. Desarrollo bioinformatico para la prediccion de los modelos moleculares a partir
de las secuencias obtenidas del genoma del aguacate.
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OBTENCION DE LAS REGIONES DE LA PFO DENTRO DEL GENOMA DEL
AGUACATE.

Se utilizé el ARNm de la PFO del platano (codigo UniProt: W5V XS2) debido a que en la
base de datos esta secuencia es la que brinda mayor confiabilidad con respecto a las demas
de la misma especie ya que esta se obtuvo por homologia. De igual manera se uso el genoma
de P. americana (identificador genbank: GCA_008087245.1) para realizar un alineamiento
mediante la herramienta tblastn (figura 3).

Las regiones elegidas fueron aquellas que contenian un puntaje de alincamiento >200 (46).
Las regiones putativas que contaron con este puntaje fueron tres: la primera 160177 a 161715
(0979), la segunda de 351412 a 353013 (0214) y 28917 a 30455 (2162).

OBTENCION DE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS.

Se utiliz6 la herramienta Transeq (EMBOSS) para traducir las secuencias de nucleétidos que
se obtuvieron en los alineamientos del ARNm y el genoma. Esta herramienta permitio
conseguir las secuencias de aminoacidos de las regiones 0979, 0214 y 2162.

ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS DE AMINOACIDOS

El alineamiento se realizé mediante UniProt, se ingresaron las secuencias de aminoacidos de
0979, 0214, 2162 y las secuencias de aminoacidos de las PFO cristalizadas M. domestica
(6ELS), J. regia (5CE9), I. batatas (1BT3), V. vinifera (2P3X), Coreopsis grandiflora (4Z11)
y S. lycopersicum (6HQI) (figura 3).

GENERACION DE MODELOS DE LA PFO.

Se utilizd la herramienta SWISS-MODEL para generar las estructuras terciarias de las
secuencias de aminoacidos obtenidas de 0979, 0214 y 2162. Al ingresar las secuencias en el
servidor se generaron distintas estructuras terciarias debido a que SWISS-MODEL las
predice por el uso diferentes plantillas que encuentra en las bases de datos. Se eligio el
modelo de cada region con el valor de Qmean mas cercano a cero y se descargo en formato
pdb (figura 3).
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ALINEAMIENTOS

Los alineamientos estructurales se generaron a partir de UCSF CHIMERA. Se ingresaron
cada una de las estructuras dependiendo del tipo de alineamiento: modelos-modelos,
estructuras cristalizadas-estructuras cristalizadas, modelos- M. domestica y modelos-
estructuras cristalizadas (figura 3).

VALIDACION DE MODELOS

La validacion de las estructuras se realiz6 en el servidor SAVES 6.0. Se insertaron los
modelos moleculares con formato pdb para la obtencion de graficos de Ramachandran y de
la compatibilidad de la estructura del modelo atémico con su secuencia de aminoacidos

(figura 3).

HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

A continuacion, se presenta en resumen de las herramientas bioinforméticas utilizadas para
cumplir con los objetivos planteados (tabla 1).

Tabla 1 Herramientas bioinformaticas utilizadas.

Herramienta | Uso en este trabajo Enlace
PDB Compilacion de secuencias | https://www.rcsb.org/
de aminoacidos de PFO
cristalizadas
UNIPROT Busqueda de mMRNA https://www.UniProt.org/
Alineamientos de secuencia
Blast Alineamiento de mMRNA vs. | https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
(tblastn) genoma del aguacate
EMBOSS Traduccién de nucleétidos a | https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/
(Transeq) aminoéacidos emboss_transeq/
SWISS- Generacion de modelos https://swissmodel.expasy.org/interactive
MODEL
AlphaFold https://alphafold.ebi.ac.uk/
UCSF Alineamientos estructurales | https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
CHIMERA
VERIFY 3D | Calidad de los modelos https://saves.mbi.ucla.edu/
PROCHECK | generados
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

PURIFICACION PARCIAL DE LA POLIFENOL OXIDASA

Después de que el extracto crudo se sometio a los pasos de precipitacion con sulfato de
amonio (30 y 85%), dialisis y ultracentrifugacion, el sobrenadante obtenido de este Gltimo se
inyectd a una columna del tipo de interaccion hidrofobica. En el cromatograma obtenido
(figura 4) se observo la separacion de las proteinas en dos grandes grupos. El primero
corresponde a proteinas con caracteristicas hidrofilicas, encontradas en un volumen de
elucion de 0 a 100 mL y el segundo con caracteristicas hidrofébicas presentes en volumen de
elucion de 125 a 200 mL.
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Figura 4. Perfil de elucidn de cromatografia de interaccién hidrofobica (HIC). La linea
negra continua es la absorbancia (280 nm), la linea azul muestra la conductividad (mS/cm)
y los puntos rojos representan la actividad especifica (U/mg proteina).

En el primer grupo puede observarse que en las fracciones correspondientes a 58, 64 y 66
mL presentaron una actividad especifica (puntos rojos) mayor a 2,500 U/mg de proteina, las
cudles fueron eluidas con el amortiguador de equilibrio sin diluir (= 220 mS/cm) (figura 4).
La fraccion con mayor de actividad especifica (29,500 U/mg de proteina) se obtuvo en un
volumen de 64 mL.
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Las proteinas del segundo grupo eluyeron cuando se disminuyo la concentracion de las sales
del amortiguador de equilibrio. Dentro de las fracciones obtenidas en este grupo la mayor
actividad PFO (11,421 U/mg de proteina) se encontré en el volumen de elucion de 170 mL.
Las proteinas de dicha fraccion eluyeron cuando el amortiguador de equilibrio tenia una
dilucion del 60% (= 160 mS/cm) con respecto a la concentracion inicial (figura 4).

La presencia de fracciones cromatograficas con actividades enzimaticas en los dos grupos de
proteinas (figura 4) infiere la presencia de al menos 2 isoformas de PFO del aguacate con
caracteristicas hidrofdbicas distintas.

La cromatografia de interaccion hidrofébica ha sido utilizada en diversos estudios como uno
de los pasos para purificar la polifenol oxidasa (25-29,31,47). En el caso especifico de
Mishra et al. (29), se observa un comportamiento similar al que se muestra en la figura 4, en
su estudio mencionan que obtuvieron dos fracciones con caracteristicas hidrofébicas
distintas, lo que indica la presencia de dos isoformas de PFO en la berenjena. Puede inferirse
que en este trabajo se encontraron de igual manera al menos dos isoformas de PFO de
aguacate con caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas utilizando el mismo tipo de
cromatografia (20-22).

Utilizando otros tipos de cromatografia también se han llegado a encontrar diversas
isoenzimas en el aguacate. En estudios previos se lograron purificar 7 isoformas de PFO de
aguacate utilizado cromatografias de intercambio i6nico y de exclusion molecular (20,21).
En la investigacion de Moeini et al. (21) plantearon el uso de la cromatografia por afinidad
en donde se funcionalizé la columna con un inhibidor reversible de la polifenol oxidasa, lo
que les permitié separar 4 isoformas en el aguacate.

En el presente estudio se evalu6 la purificacion de la PFO en cada paso de la purificacion y
en las fracciones con mayor actividad enzimética, fracciones con un volumen de elucion de
160, 168 y 172 mL (agrupadas) pertenecientes al grupo dos (figura 4).

La actividad especifica del extracto crudo fue mayor con respecto a la obtenida en el paso de
precipitacion con sulfato de amonio, en este paso disminuyé el rendimiento
considerablemente hasta un 4.6%. Las mejores actividades de PFO se obtuvieron en las
fracciones de cromatografia, en este paso se logré un aumento de 4.2 veces en la purificacion
y un rendimiento de 5.06% (tabla 2). Se puede observar que la eleccion de los porcentajes de
30-85% de sulfato de amonio para realizar la precipitacion, no fue la indicada ya que afecto
considerablemente en la pérdida de proteina, esto se ve reflejado en la concentracion de
proteina y la actividad de PFO, aunque esta ultima se recupero después de HIC debido a la
concentracion de la proteina.
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Tabla 2 Purificacion parcial de la polifenol oxidasa del aguacate.

Actividad
Actividad | Proteina | especifica | Veces de

Pasode |Volumen| total total (U/mg | purificacion |Rendimiento
purificacion | (mL) (U/mL) |[(mg/mL) prot) (fold) (%)
Extracto

crudo 1000 957960 | 104.168 957.9 1 100
Sulfato de

amonio 670 44530.9 0.19 66.46 0.069 4.6
Fenil sefarosa

PFO 2 12 48465.4 | 0.1160 4038.7 4.2 5.06

Dizik (20) report6 que los valores de purificacion que obtuvo fue en el extracto crudo 26
U/mg de proteina y 725 U/mg de proteina en su ultimo paso que corresponde al uso de
cromatografia por filtracion de gel. En otro estudio Kahn (21) mostré una actividad especifica
de 13y 20 U/mg de proteina en P. americana var. Lerman.

En un andlisis reciente Moeini et al. (22) menciona que obtuvo valores de purificacion de
659 U/mg y un rendimiento de 3.39% de proteina en su Gltimo paso para la columna sefarosa
4B, mientras que para la columna sefarosa 6B de 687 U/mg de proteina y un rendimiento de
1.38%.

Como puede observarse en la tabla 2, la actividad especifica en este trabajo fue
considerablemente mayor comparandolo con respecto a los estudios mencionados, al igual
que se obtuvo un rendimiento similar a Moeini et al. (21). Estas variaciones en los valores
de purificacion pueden ser resultado de las diferencias en factores como el estado de
maduracion y la variedad del aguacate, asi como las metodologias utilizadas en cada estudio.

ELECTROFORESIS Y DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR

A partir de las fracciones de proteinas hidrofobicas que presentaron mayor actividad PFO
eluidas en HIC (160, 168, 170, 172 y 180 mL) se realizo la estimacion de los pesos
moleculares de estas mediante un gel de electroforesis SDS-PAGE (figura 5).

Al analizar el gel pueden distinguirse 6 bandas constantes con pesos moleculares estimados
de 23, 29, 39, 45, 58 y 82 kDa (figura 5). Puede observarse que en la fraccion obtenida a 160
mL cuenta con una mayor cantidad de bandas con respecto a la fraccion 180 mL, en esta
ultima pueden apreciarse las bandas con pesos moleculares estimados de 23, 29, 45y 82 kDa.
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El motivo por el cual se van perdiendo bandas puede estar relacionado a que esta Gltima
fraccion contenia proteinas que tuvieron mayor interaccion con la columna 4 fenil sefarosa,
es decir, que contenian una mayor cantidad de aminoécidos hidrofébicos en su superficie,
logrando de esta manera su separacion del resto.

75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa
20 kDa
15 kDa

10 kDa

Figura 5. SDS PAGE de las fracciones 160, 168, 170, 172 y 180 de la HIC.

De acuerdo con estudios previos de PFO de aguacate, se ha reportado que cuenta con distintas
isoformas con pesos moleculares de 14, 28, 35, 56, 112 y 400 kDa (20,21). En un analisis
reciente, Moeini et al. (21) demostraron la presencia de al menos 4 isoformas con pesos
moleculares de 35, 50, 70 y 100 kDa.

Esto podria sugerir que las bandas correspondientes a pesos moleculares de 29, 39, 58 y 82
kDa en cada una de las fracciones pueden corresponder a isoformas de PFO, ya que se
encuentran cercanos a los reportados para el aguacate. Sin embargo, no se aprecia una clara
relacion entre los patrones e intensidades de las bandas de cada fraccion con la actividad
especifica de cada una éstas (160 de 2,500 U/mg proteina, 168 de 2,700 U/mg proteina, 170
de 11,400 U/mg proteina, 172 de 6,700 U/mg proteina y 180 de 5,600 U/mg proteina). Por
lo que este analisis no es concluyente sobre el peso molecular de la PFO hidrofébica del
aguacate.
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Al haber realizado una purificacion parcial en este estudio, se propone agregar al menos una
cromatografia de exclusion molecular para el segundo grupo ya que esto permitira separar
adecuadamente la PFO oxidasa.

PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO

Se planted realizar una serie de pruebas de precipitacion diferencial con distintos porcentajes
de (NH4)2SO4 ya que en los utilizados para la purificacion se observd una disminucion
considerable en la concentracion de proteina y actividad de PFO.

En la tabla 3 pueden observarse que en la columna del sobrenadante la mayor actividad
especifica y concentracion de proteina se obtuvo a un 60% de precipitacion con sulfato de
amonio. Con lo que respecta a la columna del pellet, se observa que en dos concentraciones
de sulfato de amonio (10 y 70%) se obtienen valores altos de actividad especifica proteina.
Estos resultados sugieren la presencia de al menos dos isoformas en el extracto crudo del
aguacate con caracteristicas hidrofobicas distintas ya que precipitan con diferentes
concentraciones de la sal.

Tabla 3. Actividad especifica y concentracion de proteina del sobrenadante y pellet obtenidos
por la precipitacién diferencial con sulfato de amonio del extracto crudo de aguacate.

Porcentaje  Proteina (mg/mL) Actividad Proteina Actividad
de del sobrenadante especifica (mg/mL) especifica.

(NH4)2S04 del sobrenadante del pellet del pellet
10 0.64 210.16 0.1 1261.92
20 0.23 302.41 0.64 190.76
30 0.13 404.79 1.26 112.27
40 0.11 516.15 0.32 437.68
50 0.12 397.13 0.34 285.65
60 0.003 1546.55 0.18 470.60
70 0.03 91 0.18 1187.70
80 0.05 272.96 0.96 101.65
90 0.03 80.86 0.14 983.42

Este trabajo presenta ciertas similitudes con reportes previos en donde mas de una fraccion
obtenidas por precipitacion diferencial con sulfato de amonio presentan actividades PFO
altas. En el reporte de Misrha et al. (28) se menciona que realizaron pruebas de precipitacion
diferencial con sulfato de amonio en donde se encontré la mayor actividad especifica de PFO
de berenjena en dos fracciones, la primera de 20-30% (40 U/mg de proteina) y la segunda de
50-70% (65 U/mg de proteina), esto puede deberse a la presencia de dos isoformas que
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presentan una mayor o menor cantidad de aminoacidos hidrofobicos en su superficie. Este
tipo de pruebas no solo facilitan la precipitacion para la purificacion, sino que también
funcionan para la deteccidon de isoformas de PFO con distintas caracteristicas.

En el estudio de Kahn (21) se muestran las afectaciones que tienen las diferentes
concentraciones de sulfato de amonio en la purificacion de la PFO. En los fraccionamientos
de 40-75% de concentracion se aumentd de 2 a 3 veces la actividad especifica en las
variedades Horeshim, Fuerte y Lerman. En esta Ultima variedad se observo que la actividad
aumentaba entre 10 y 20 veces la actividad especifica al saturar con concentraciones de 40-
55% y 55-70%. Estas precipitaciones diferenciales y el uso de distintos sustratos les
permitieron identificar las isoformas en estas variedades.

7. GENERACION DE MODELOS MOLECULARES A PARTIR DE
HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

IDENTIFICACION DE LAS REGIONES DE LAS PFO

En los estudios bioinformaticos se utiliz6 el genoma del aguacate (912 Mb) que se encuentra
en GENBANK con el codigo GCA_008087245.1.

Para identificar las regiones en las que se encuentra la polifenol oxidasa (PFO) dentro del
genoma del aguacate se realizd un alineamiento utilizando la herramienta tblastn, la cual
requiere que la secuencia de referencia sea de aminoacidos para asi compararlo con los
posibles marcos de lectura (37). En este caso utilizamos el ARNm de platano como secuencia
referencia debido a su relacion filogenética con el aguacate. Esta se obtuvo de la base de
datos UNIPRQOT, el cddigo correspondiente a la secuencia es W5V XS2.

La razon por la que se eligio esta secuencia es debido a que en Renddn-Anaya se presentd un
arbol filogenético que se basé en secuencias de proteinas de copia Unicay en el que se mostro
que el platano es una especie cercana al aguacate (35).

De igual forma se utilizaron las secuencias aminoacidos de las polifenol oxidasas que se
encuentran cristalizadas para realizar de igual manera un alineamiento con el genoma de
aguacate. Las especies que se usaron fueron: M. domestica (PDB: 6ELS), J. regia (PDB:
5CE9), I. batatas (PDB: 1BT3), V. vinifera (PDB: 2P3X), C. grandiflora (PDB: 4Z11) y S.
lycopersicum (PDB: 6HQI).

Al finalizar los alineamientos se encontraron tres regiones dentro del genoma del aguacate
gue comparten un alto valor en la puntuacién méaxima con las secuencias de aminoacidos que
se utilizaron como referencia. Estas regiones se encontraron en las posiciones 160177 a
161715 (0979), la segunda de 351412 a 353013 (0214) y la ultima de 28917 a 30455 (2162).
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OBTENCION DE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS.

Después de haber identificado las posibles regiones de la PFO dentro del genoma, se
descargaron las secuencias de aminoécidos de tblastn de las regiones 0979, 0214 y 2162.
Para la region 0979 se obtuvo una longitud de 513 aa, para 0214 una longitud de 534 aa 'y
para 2162 una longitud de 513 aa (figura 6).
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ROANIHCIFCTGAYNQVNSSHLLNIHRSWEFFFPWHRLMIYFHERILGKLIGDDTFALPYW
ROANIHCIFCTGAYTQVNSSHLLNIHRSWFFFPWHRLMIYFHERILGKLIGDDTFALPYW
QOAKIHCTYCNGAYKQAGEDVPLQVHFSWLEFLPWHRWYLYFFERILGKLINDDSFALPEW

NWDNPPGMIIPHYYMHGSEV--DKDRDHAHLPPQVADISFDYVESGLGPE--EQIESNLH
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IRDALDMDRLGYGYEDIDLPWLNARPKPSVPPKIAKAVLKLRELNONGLQSPAVEFSPDFEG
IRDALDMDKLGYGYEDIDLPWLNARPKPSVPPKIAKAVLKLRELNONGLQSPALFSPDFG
VKDTLSTQDLGYTYKDVPIPWMQRAPPKRPAAKPRSGSEFSMV—-——————————— PVTEFG
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Figura 6. Secuencias de aminoacidos de las secuencias obtenidas a partir del genoma del

aguacate.
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ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS DE AMINOACIDOS

Después de obtener las tres secuencias de aminoacidos de la polifenol oxidasa del genoma
aguacate se realiz6 un alineamiento contra las secuencias de PFO que se encuentran
cristalizadas (figura 7). Este estudio permitié observar si las secuencias que se generaron
presentaban similitudes con las de origen natural. Una de las caracteristicas importantes que
se obtuvieron son los sitios de union a cobre CuA y CuB (marcados con lineas rojas) que
contienen 3 histidinas conservadas cada uno de estos sitios (color amarillo), las cuales son
particulares en las polifenol oxidasas ya que son las responsables de ligar las dos moléculas
de cobre en el sitio activo (48) (figura 7).

C U A
0979 —-—-SDPRNFMRQANIHCIFCTGAYNQV--NSSH-LLNIHRSWFFFPWHRLMIYFHERILGK 131
2162 -—-SDPRNFMRQANIHCIFCTGAYTQV--NSSH-LLNIHRSWFFFPWHRLMIYFHERILGK 131
0214 --EDPWHYDQQAKIHCTYCNGAYKQA--GFD-VPLOQVHFSWLFLPWHRWYLYFFERILGK 167
Vitis --DDPRSFKQQANVHCTYCQGAYDQV--GYTDLELQVHASWLFLPFHRYYLYFNERILAK 130
Solanum QOPDNPIGFKQQANIHCAYCNGGYSID--G---KVLQVHNSWLFFPFHRWYLYFYERILGS 133
Juglans --DDPRSFTQQANVHCAYCDGAYTQV--GFPDLSLOQIHECWLFFPFHRYYVYFFEKILGK 130
Malus --DDPRSFKQQAAVHCAYCDGAYDQV--GFPELELQIHNSWLFFPFHRYYLYFFEKILGK 131
Coreopsis --DDPRSFVSQAKIHCAYCNGGYTQVDSGFPDIDIQIHNSWLFFPFHRWYLYFYERILGS 138
Ipomoea -—-DDPRNFYQQALVHCAYCNGGYDQV--NFPDOEIQVHNSWLFFPFHRWYLYFYERILGK 131
CU
0979 GLGPEEQIESNLHFMYHQOMVSGAKKVELFMGCKRTAGEEGE---CDGPGTVEVAPHNALH 243
2162 GLGPEEQIESNLHFMYHQMVSGAKKVELFMGCKRTAGEEGE---CDGPGTVEVAPHNALH 243
0214 TGTEKEVIQANLVDLRTMYDSGIPTPELFMGDPLSAGELTAE--DNSSGALE-RFHNTVH 282
Vitis TIPDDELKTDNLAIMYKQIVSGATTPKLEFLGYPYRAGDAI----DPGAGTLEHAPHNIVH 243
Solanum ETTQLOLMTNNLTLMYRQLVTNSPCPLMFFGGPYTLGSTV—-———— EAAGTVENIPHSPVH 245
Juglans STTTTDQVPSNLKIMYRQMVSGAKNPTLFFGSPYRAGDEP----DPGAGTIESTPHNNIH 243
Malus NVSKETTINANLKIMYROMVSNSKNAKLFFGNPYRAGDEP----DPGGGSIEGTPHAPVH 244
Coreopsis DIPDQQQVACNLSTVYRDLVRNGVDPTSFFGGKYVAGDSPVANGDPSVGSVEAGSHTAVH 256
Ipomoea DVTDQORITDNLALMYKQOMVTNAGTAELFLGKAYRAGDAP----SPGAGSIETSPHIPIH 244
B
0979 TWVGSNL-——————— OPERENMGAEYSAARDPVFYAHHANIDRLWTVWRKLRGNV--PEI 293
2162 TWVGSNL—-—-————--— QPERENMGABYSAARDPVEYAHHANIDRLWTVWRKLRGNV--PEI 293
0214 PMVGRHKDA-—-—--- TPDPYIDMGDESTAAKDMLEYGHHANVDRLWDIYRTARGKK--VEF 335
Vitis KWTGLAD-—---—-—-— KP-SEDMGNEYTAGRDPIFFGHHANVDRPMNIWKTIGGKNR-KDFE 293
Solanum IWVGTRRGSVLPDGKISNGEDMGNEYSAGLDPLEYCHHSNVDRPMNEWKATGGKR--TDL 303
Juglans LWTGDDT--————--- OPNIENMGNEYSAGRDPIFFAHHSNVDRPMTIWKTLGGK-R-KDI 293
Malus LWTGDNT-——————— OPNFEDMGNEYSAGRDPIFFAHHSNVDRPMSIWKTLGGK-R-TDL 294
Coreopsis RWVGDPT---—----- QOPNNEDMGNEYSAGYDPVEYIHHANVDRPMKLWKELRLPG-HVDI 307
Ipomoea RWVGDPR-——---—-—-— NTNNEDMGNEYSAGRDIAFYCHHSNVDRPMTIWQQLAGKPRKRDY 296

Figura 7. Alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de polifenol oxidasas
cristalizadas vs. las secuencias generadas a partir del genoma del aguacate.

Otros rasgos importantes de las PFO es que en CuA se encuentra una cisteina (color azul) la
cual forma un puente tioéter con la segunda histidina del mismo sitio para generar
restricciones estructurales en CuA (49). En CuB se presenta una fenilalanina (color fucsia)
denominado como residuo puerta debido a que bloguea parcialmente el acceso al sitio activo
y que debe girar para permita la interaccion del sustrato con la enzima (50), estos
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aminoéacidos conservados son de suma importancia para poder llevar a cabo la reaccion de la
enzima (5).

En el alineamiento de secuencia de las regiones 0214, 2162, 0979 y las polifenol oxidasas
cristalizadas puede observarse que las secuencias generadas presentan las histidinas
correspondientes a los sitios de union CuA y CuB, al igual que se encuentran las cisteinas y
fenilalaninas conservadas (figura 7).

En especies como Taraxacum officinale, S. melongena L., M. domestica Borkh. Cv. Red Fuji,
Cynara cardunculus var. Scolymus L., S. lycopersicum han mostrado la presencia de
histidinas pertenecientes a CuA y CuB, cisteinas y fenilalaninas (50-54), lo que sugiere que
las secuencias obtenidas a partir del genoma del aguacate pertenecen a PFO.

Ya que la presencia de las particularidades que tienen las PFO se encontraron en las
secuencias generadas, se decidio continuar con las siguientes pruebas bioinformaticas.

GENERACION DE MODELOS DE LA PFO DEL AGUACATE

El modelador que se eligi6é fue SWISS-MODEL, debido a que los modelos que genera tienen
un alto porcentaje de identidad comparado con estructuras cristalizadas, otra razon, es que la
interfaz con la que cuenta resulta ser bastante amigable con el usuario.

Se generaron los modelos 0979, 0214 y 2162 mediante SWISS-MODEL en donde se
utilizaron las secuencias de aminoacidos que se obtuvieron a partir del alineamiento del
MRNA de platano y el genoma del aguacate a partir de tblastn.

La forma en la que se generan los modelos a partir de SWISS-MODEL es en dos etapas. La
primera etapa consiste en tener la secuencia de aminoacidos e insertarla, a partir de esto
SWISS-MODEL genera un alineamiento con las bases de datos para identificar las
secuencias con las que tiene mayor porcentaje de identidad. La segunda etapa consiste en
generar distintos modelos con base en las secuencias que tuvo mayor porcentaje de identidad,
es decir, utiliza como molde estos resultados para generar una posible estructura terciaria de
la secuencia de aminoacidos.

La estructura de M. domestica sirvié como plantilla para todos los modelos generados
mediante SWISS-MODEL debido a que su secuencia presentd un mayor porcentaje de
identidad al ser comparada con las secuencias generadas en este trabajo. Existen distintos
parametros para determinar la calidad de los modelos. Por ejemplo, el Qualitative Model
Energy ANalysis (Q-mean), tiene como funcidon describir mediante una puntuacién los
principales aspectos geométricos de las estructuras de las proteinas, si el valor es mas cercano
a 0 el modelo puede ser considerado con una calidad buena (55).
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En 0979 (figura 8A) el Q-mean obtenido fue de -3.66. Como control se decidio utilizar la
secuencia de aminoacidos de la polifenol oxidasa cristalizada de M. domestica para generar
un modelo y observar el Q-mean resultante de esta prueba. El valor obtenido fue de -2.98,
siendo cercano a 0979. Se ha mencionado que los modelos que se encuentran en un rango <-
4 son considerados como de baja calidad. En un estudio en donde se model6 la ureasa se
obtuvo un Qmean de -0.37 (56). Otro ejemplo es el estudio de usherina, en donde el rango
de Qmean va de -2.52 hasta -7.44 (57). Cabe mencionar que se utilizé la herramienta
bioinformatica protparam para determinar el peso molecular de la estructura, el resultado
para el modelo 0979 fue de 58.75 kDa.

Otros pardmetros importantes que brinda SWISS-MODEL son la cobertura, la cual habla
del porcentaje que se utilizo de la secuencia generada para realizar el modelado, en este
modelo el valor de cobertura fue de 97%. Por altimo, otros parametros importantes son el
porcentaje de identidad, el cual fue de 44.58% y el RMSD, que en este caso se obtuvo un
valor de 0.378 con respecto a M. domestica. Con lo que respecta al modelo 0979 generado
por AlphaFold (figura 8D) el porcentaje de identidad obtenido fue de 46.41% con respecto
a M. domestica y un RMSD de 1.134, el cual se encuentra en un rango apropiado para
proteinas homologas.

El modelo 0214 (figura 8B) cuenta con un PM de 59.93 kDa y un valor de Q-mean de -2.25,
este representa un mejor resultado comparandolo con el modelo anterior. La cobertura fue de
91%, con un porcentaje de identidad de 42.24% con un RMSD de 0.429 para el modelo
generado por SWISS-MODEL, tomando como referencia la PFO de M. domestica. El
modelo generado por AlphaFold (figura 8E) fue de 41.18% con un RMSD de 1.3.

Para el modelo 2162 (figura 8C), se obtuvo un un PM de 58.67 kDa y un valor de Q-mean
de -3.54, siendo este el segundo mejor obtenido. La cobertura en este modelo fue de 96% y
con un porcentaje de identidad de 44.79%. y un RMSD de 0.327. EI modelo generado por
AlphaFold (figura 8F) dio como resultados un porcentaje de identidad de 46.19% y un
RMSD de 1.133.
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A) 0979

D) 0979-3

B) 0214
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C) 2162 F) 2162-3

Figura 8. Modelos generados vistos desde el visualizador CHIMERA. El panel A)
corresponde al modelo 0979 (ciruela), el panel B) al modelo 0214 (azul cielo) y el panel C)
al modelo 2162 (verde claro), todos estos modelos fueron generados por SWISS MODEL.

El panel D) corresponde al modelo 0979-3 (rosa pastel), el panel E) al modelo 0214-5

(aguamarina) y el panel F) al modelo 2162 (coral), estos modelos fueron generados

mediante AlphaFold.

Debido a que no hay reportes de modelos de la PFO generados mediante SWISS-MODEL
se hizo la comparacion de los valores (porcentaje de identidad, Q-mean y cobertura)
obtenidos para la usherina. Para ésta, las coberturas obtenidas se encuentran en un rango de
60-90%, mientras que los porcentajes de identidad van de 11-30% (57). Los valores promedio
para la identidad y el RMSD para los modelos obtenidos por SWISS-MODEL son de
43.87% y 0.378, mientras que para AlphaFold de 44.6% y 1.189. Como se puede observar,
los porcentajes obtenidos en este trabajo fueron mayores a los de usherina y se encuentran
dentro rangos considerados 6ptimos.

Los modelos con porcentajes de identidad mayores a 40% tienden a presentar una estructura
terciaria parecida a la que se presenta en las PFO cristalizadas. Otro punto importante que
apoya la robustez de estos modelos es el RMSD, en este trabajo se obtuvieron valores con un
promedio de 0.378 para SWISS-MODEL y 1.189 para AlphaFold. Debido a que los valores
obtenidos se mantuvieron por debajo de 3, estas predicciones sugieren que las estructuras
terciarias generadas por ambos modeladores fue de buena calidad (58).

Los modelos pueden ser considerados de buena calidad debido a que no sobrepasan valores
menores de -4, sumado a esto, se encuentran cercanos al Q-mean obtenido del modelado de
la estructura de polifenol oxidasa cristalizada de M. domestica. Hasta este punto se pueden
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considerar como potenciales estructuras que pueden estar cercanas a la realidad. Antes de
continuar con esta propuesta, se realizaron alineamientos estructurales para conocer las
principales diferencias o similitudes entre las estructuras cristalizadas y los modelos.

ALINEAMIENTO ESTRUCTURAL

Se realizé un alineamiento estructural de todas las estructuras cristalizadas que estan
disponibles en PDB (figura 9). En la figura 9 panel A, se tomo la PFO de M. domestica como
referencia, los porcentajes de identidad y RMSD obtenidos fueron los siguientes: C.
grandiflora (46.91% y RMSD 0.935), I. batatas (52.98% RMSD 0.781), J. regia (64.60%
RMSD 0.686), S. lycopersicum (45.5 % RMSD 1.157), V. vinifera (57.52% RMSD 0.681),
0979 (44.58% RMSD 0.378), 0214 (42.24% RMSD 0.429) y 2162 (44.79% RMSD 0.327),
estas Ultimas corresponden a los modelos generados por SWISS-MODEL.

En la figura 9 (panel B de igual forma se tom6 M. domestica como referencia y se comparé
su estructura contra las PFO cristalizadas y los modelos generados por AlphaFold. Los
porcentajes de identidad y RMSD obtenidos fueron los siguientes: C. grandiflora (45.97% y
RMSD 0.935), I. batatas (52.98% RMSD 0.781), J. regia (64.6% RMSD 0.686), S.
lycopersicum (45.5 % RMSD 1.157), V. vinifera (57.52% RMSD 0.681), 0979 (46.41%
RMSD 1.022), 0214 (41.18% RMSD 1.202) y 2162 (46.19% RMSD 1.017).

Panel A)
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Panel B)

Figura 9. Alineamiento estructural de polifenol oxidasas cristalizadas vs. modelos. 8A)
Alineamiento estructuras de PFO cristalizadas C. grandiflora (marrén arena), I. batatas
(verde amarillo), J. regia (siena), S. lycopersicum (magenta oscuro) V. vinifera (gris olivo),
M. domestica (bronce) vs. modelos generados por SWISS-MODEL, modelo 0214 (azul
cielo), modelo 0979 (ciruela) y modelo 2162 (verde claro). 8B) Alineamiento estructuras de
PFO cristalizadas vs. modelos generados por AlphaFold, 0979 (rosa pastel), 0214
(aguamarina) y 2162 (coral).

En el panel A de la figura 9, el promedio de porcentaje de identidad y RMSD fue de 49.89%
y 0.67, respectivamente. Con lo que respecta al segundo alineamiento (panel B) el promedio
de porcentaje de identidad y RMSD fue de 50.1% y 0.975. Como se menciond anteriormente,
los modelos que obtienen porcentajes de identidad mayores a 40% y con un RMSD por
debajo de 3, tienden a presentar una estructura terciaria parecida a estructuras cristalizadas.
Esto sugiere que los modelos generados mediante SWISS-MODEL y AlphaFold podrian
corresponder a las estructuras y actividades de la PFO del aguacate.

Algo que se debe destacar de las estructuras de J. regia e |. batatas es que se encuentran en
su forma activa, es decir, que no cuentan con el dominio C-terminal (hojas beta) por lo que
su estructura es mas pequeria, fuera de esto, el resto de las estructuras de PFO cristalizadas y
los modelos presentan una conformacion similar.

En la figura 10A se puede observar el alineamiento estructural entre la PFO de M. domestica
y los modelos predichos por SWISS-MODEL. Tomando a M. domestica como referencia,
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los porcentajes de identidad obtenidos fueron los siguientes: 0214 (42.24%), 0979 (44.58%)
y 2162 (44.79%), mientras que los RMSD fueron de 0.43, 0.38 y 0.32, respectivamente. En
la figura 10B se presenta el alineamiento estructural de PFO de M. domestica vs. los modelos
generados mediante AlphaFold, 0214 (41.18% RMSD 1.202), 0979 (46.41% RMSD 1.022)
y 2162 (46.19% RMSD 1.017).

A)

B)

Figura 10. A) Alineamiento estructural de M. domestica (bronce) vs. los modelos generados
por SWISS-MODEL, modelo 0214 (azul cielo), modelo 0979 (ciruela) y modelo 2162
(verde claro). B) Alineamiento estructural de M. domestica (bronce) vs. los modelos
generados por AlphaFold, 0979 (rosa pastel), 0214 (aguamarina) y 2162 (coral).
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Como se aprecia en la figura 10A, las estructuras de los modelos son bastante parecidas a la
estructura de M. domestica, lo que apoya el uso de esta plantilla por SWISS-MODEL debido
a que presentan porcentajes de identidad mayores a 40%. En el panel B se puede observar
que los modelos 2162 y 0979 generados por AlphaFold presentan una diferencia de dos giros
extra en una hélice (circulo rojo) con respecto a la figura 10A que solo presenta 2 (circulo
amarillo) en el modelo 2162. Otros cambios observables son los angulos en los que se
posicionan las asas y las hélices a. A pesar de que los valores de RMSD aumentaron siguen
encontrandose por debajo de 3, lo que indica que la prediccion de la estructura fue de buena
calidad.

ALINEAMIENTO ESTRUCTURAL DE LOS MODELOS VS. ESTRUCTURAS DE
LAS PFO CRISTALIZADAS

Se realizaron tres alineamientos estructurales utilizando como referencia cada uno de los
modelos generados mediante SWISS-MODEL contra las estructuras cristalizadas para asi
conocer que tantas diferencias existen en las estructuras y si el modelo puede considerarse
estar cercano a la realidad.

En la figura 11 A se muestra el alineamiento estructural del modelo 0979 vs. C. grandiflora,
|. batatas, J. regia, M. domestica, S. lycopersicum y V. vinifera. En cuestioén de porcentaje
de identidad fueron los siguientes: C. grandiflora (35.83%), |. batatas (40.18%), J. regia
(45.43%), M. domestica (46.84%), S. lycopersicum (34%) y V. vinifera (42.77%).

Para el modelo 0214 (Figura 11 B) los porcentajes de identidad fueron los siguientes: para
C. grandiflora (35.34%), |. batatas (41.37%), J. regia 39.23%, M. domestica (42.70%), S.
lycopersicum (36.26%) y V. vinifera (44.24%).

El modelo 2162 (Figura 11 C) los porcentajes de identidad fueron: C. grandiflora (36.25%,)
I. batatas (40.18%), J. regia (45.72%), M. domestica (46.84%), S. lycopersicum (34.46%) y
V. vinifera (44.79%).

En los tres alineamientos se pueden observar que los porcentajes de identidad se encuentran
entre un 34-47% vy los valores de RMSD general se encuentran en un rango de 0.82-0.85.
Esta informacion nos da pie a proponer que estos modelos son de buena calidad y que existe
posibilidad de que la polifenol oxidasa del aguacate sea parecida a lo que se genero
bioinformaticamente.

En los paneles 11 A, B y C se pueden observar que los modelos cuentan con la estructura
general de una polifenol oxidasa, es decir, cuentan con un dominio N-terminal el cual consta
de un conjunto (paquete) de hélices a (circulo rojo), en donde se encuentran ambos sitios de
unién a cobre (CuA y CuB) y con un dominio C-terminal que estd formado por hojas
(circulo azul).
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A) B)

Figura 11. Alineamiento estructural obtenido mediante CHIMERA A) 0979 vs. C.
grandiflora, I. batatas, J. regia, M. domestica, S. lycopersicum y V. vinifera. B) 0214 vs.
estructuras cristalizadas. C) 2162 vs. estructuras cristalizadas. D) Histidinas de los modelos
generados y PFO cristalizadas.

Se ha mencionado que la funcion del dominio C-terminal es proteger al dominio que contiene
el centro activo (N-terminal) y para permitir un plegamiento preciso. Otro aspecto importante
de este dominio, es que se escinde para que la polifenol oxidasa se active, normalmente se
utilizan detergentes para llevar a cabo la escision para llevar a cabo cambios estructurales en
la enzima, lo que permite que el centro activo sea mas accesible a los sustratos (13).

Ejemplo de las estructuras activas son las polifenol oxidasas cristalizadas de J. regia (6) e I.
batatas (49). Los modelos que generamos contienen los dominios N-terminal y C-terminal
como en las PFO cristalizadas de C. grandiflora (6), M. domestica (13), S. lycopersicum (59)
y V. vinifera (54).
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En el panel D pueden observarse las 6 histidinas necesarias para poder coordinar el cobre que
son caracteristicas de la polifenol oxidasa, para poder coordinar el cobre (60). En todos los
casos las histidinas se encuentran en la misma orientacion, pero en el modelo 0214 resalta la
hisidina 278 (circulo amarillo) debido a que tiene una orientacién distinta a las del resto. Se
desconoce el efecto que este cambio tenga a nivel de catalisis, por lo que estudios de docking
nos permitirian conocer que afectaciones conlleva este cambio.

Cabe destacar la informacion obtenida experimentalmente, ya que se ha sugerido que los
pesos moleculares 29, 39, 58 y 75 kDa pueden corresponder a PFO debido a que son similares
a los reportados por otros autores (20,21). En segunda instancia se tienen los modelos
generados y validados a partir de distintas herramientas bioinformaticas en donde se
obtuvieron los modelos 0979 (58 kDa), 2162 (58 kDa) y 0214 (59 kDa).

El caso mas particular de estos pesos es el de 58 kDa dado que se obtuvo tanto
experimentalmente como bioinforméaticamente, lo que podria indicar que se identifico al
menos una de las isoformas de PFO de aguacate y que ademas de eso se logré identificar su
secuencia de aminoacidos y generar su estructura.

Los datos obtenidos nos permitirdn proponer un protocolo de purificacion con mejores
condiciones para lograr aislarla homogéneamente y asi poder realizar mas estudios de la PFO
de aguacate. Lo que refuerza que el combinar la parte experimental y bioinformatica puede
ayudar a complementar los estudios que se estén realizando.

VALIDACION DE LOS MODELOS

Se utiliz6 VERIFY 3D y PROCHECK para validar la calidad de las estructuras. VERIFY
determina la compatibilidad de un modelo 3D con su propia secuencia de aminoacidos (1D)
asignando una clase estructural basada en su ubicacién y entorno (alfa, beta, bucle, polar, no
polar) (https://saves.mbi.ucla.edu/). Se obtuvieron los siguientes valores en VERIFY 3D:
0214 (87.07%), 0979 (91.04%) y 2162 (91.25%) (figura 12 A, B y C, respectivamente).
Todos los modelos fueron aprobados por el servidor, siendo 2162 el modelo con un mejor
porcentaje de compatibilidad.
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Figura 12. Graficos obtenidos en la determinacion de la calidad de los modelos mediante
VERIFY 3D.
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PROCHECK se utilizd para comprobar la calidad estereoquimica de la estructura, este
servidor analiza residuo por residuo y la geometria global de la estructura (39). En 0214
(Figura 13 X) el 92.9% de los aminoacidos se encontraron en las regiones mas favorecidas
(A, ByL), un 6% se encontro en regiones adicionales permitidas (a,b,l y p) y un 1% de los
aminoacidos se encontraron en regiones generosamente autorizadas (~a,~b,~1,~p). El modelo
0979 (figura 13 Y) obtuvo un 89.6% en regiones mas favorecidas, un 9.2% en regiones
adicionales permitidas y 1.2% en regiones generosamente autorizadas. Por ultimo, el modelo
2162 (figura 13 Z) present6 un 89.6% en regiones favorecidas, 9.4% en regiones adicionales
permitidas y 1% en regiones generosamente permitidas.

Como control interno se hizo esta misma evaluacion para las estructuras cristalizadas de V.
vinifera y M. domestica en donde se obtuvieron 87.9% y 93.4% de los aminoécidos en
regiones mas favorecidas. Estos valores se encuentran muy cercanos a los que se generaron
en los modelos.

PROCHECK
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Figura 13. Graficos obtenidos en la determinacion de la calidad de los modelos mediante
PROCHECK.

En Nelumbo nucifera Gaertn mostro que un 95.5% de los aminoacidos se encontraban en las
regiones mas favorecidas (61). Los modelos de M. domestica Borkh. cv. Red Fuji,
Taraxacum officinale y S. melongena presentaron un 83.9%, 93% y 68.7-85.8% de los
aminoacidos en regiones mas favorecidas. Al hacer la comparativa de los porcentajes de
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aminoéacidos en regiones mas favorecidas de los modelos 0214 (92.9%), 0979 (89.6%) y 2162
(89.6%) con los reportados en otros estudios en donde validan sus modelos, se infiere que la
calidad de las estructuras generadas es buena y los modelos son confiables.

De esta manera fue posible determinar la calidad de los modelos generados por SWISS-
MODEL, lo que permitio continuar con las siguientes pruebas.

Algunas de las PFO que se han modelado utilizando SWISS-MODEL han sido: Nelumbo
nucifera Gaertn en el que se usé como plantilla la estructura de J, regia (67.75% identidad),
esta estructura presentd 8 hélices a, 10 laminas P y asas en la estructura. El sitio Cu A se
encontré coordinado por His 175, 196 y 205 mientras que el sitio Cu B por His 327, 331y
361 (61). En los modelos generados de Theobroma cacao L. se utiliz la plantilla de V.
vinifera, en donde los pesos moleculares de estas estructuras fueron de 68.9 kDa y 67.4 kDa
con una longitud de 618 y 605 aminoacidos, respectivamente (62). De igual manera se
determinaron los pesos moleculares de los modelos 0979 (58.75 kDa), 0214 (59.93 kDa) y
2162 (58.67 kDa). Los valores de estos pesos moleculares son similares al de la PFO de V.
vinifera (67 kDa) los cuales entran dentro del rango en el que se ha reportado para esta
enzima.

En S. melongena se generd un modelo con 15 hélices a, 15 hojas B, 50 giros y un Q-mean de
5.2 (63). Los modelos generados para Taraxacum officinale utilizaron como referencia la
estructura de I. batatas como plantilla. Estos modelos mostraron contar con 4 hélices o que
son comunes en las PFO y 6 histidinas que coordinan los cobres en el sitio activo (34). Cabe
destacar que los modelos de S. melongena y Taraxacum officinale fueron desarrollados a
partir de otros modeladores. ElI uso de servidores de modelado permite predecir las
estructuras de las proteinas basandose en plantillas que se conocen, como en el caso de las
PFO cristalizadas lo que permite conocer ciertas caracteristicas como PM, si cuenta con la
estructura general de las PFO, las similitudes que tiene con respecto a otras PFO y también
pueden ser utilizadas para comprender un poco mas acerca de su mecanismo de unién a
ligando.

8. CONCLUSIONES

Los modelos 0214, 0979 y 2162 generados a partir del genoma del aguacate presentan los
dos sitios de unién a cobre, cisteinas y fenilalaninas reportados previamente en estructuras
de PFO cristalizadas. De igual forma presentan las 4 hélices a que se encuentran cominmente
en las estructuras de las PFO y los dominios central y C-terminal. Todo esto sugiere que las
secuencias estudiadas pertenecen a las PFO.

El uso de herramientas bioinformaticas nos permitio identificar posibles estructuras de la
polifenol oxidasa del aguacate, ademas de conocer sus pesos moleculares y porcentaje de
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identidad con respecto a las de otras especies. Al complementar la informacion obtenida
experimental y bioinforméaticamente puede inferirse que en el aguacate estan presentes
isoformas de la polifenol oxidasa.

9. PERSPECTIVAS

- Realizar pruebas de acoplamiento molecular (docking) entre las estructuras generadas
e inhibidores de PFO.

- Caracterizar estructuralmente por fluorescencia y dicroismo circular la polifenol
oxidasa del aguacate.

- Probar distintos inhibidores fisicos y quimicos para inactivar la PFO.
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