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RESUMEN EJECUTIVO

La presente investigacion tuvo como objetivo analizar in silico la ruta de flavonoides
del cacao ecuatoriano (Theobroma cacao), mediante herramientas bioinformaticas que
permitieron caracterizar secuencias genOmicas, evaluar interacciones proteina-
proteina y modelar estructuras moleculares. Se identificaron y clasificaron genes clave
como chalcona sintasa (CHS), chalcona isomerasa (CHI) y trans-cinnamate 4-
monooxigenasa (C4H), esenciales en la biosintesis de flavonoides. A través de
alineamientos BLAST y bases de datos como KEGG y UniProt, se determind una alta
homologia con otras especies vegetales, validando su funcidn bioldgica. El andlisis
protedmico empleando STRING y TMHMM revelo redes de interaccion funcionales
y fisicas entre proteinas que actuan de forma coordinada en metabolones,
incrementando la eficiencia biosintética. Las estructuras tridimensionales obtenidas
con AlphaFold y SWISS-MODEL mostraron alta precision y estabilidad, permitiendo
simular interacciones moleculares con ligandos como ATP mediante docking,
validando su afinidad y funcionalidad. Ademads, se identificaron rutas metabdlicas
alternativas con enzimas como flavanone 3-hydroxylase y flavonol synthase, que
permiten la biosintesis de flavonoles incluso en condiciones adversas. Estas rutas
proponen una diversificacion quimica con beneficios antioxidantes, defensivos y
sensoriales. Los resultados obtenidos permiten establecer modelos predictivos
aplicables a la mejora genética y metabdlica del cacao, aportando al desarrollo de
cultivos funcionales con mayor resistencia y calidad.

El enfoque in-silico demuestra ser una herramienta poderosa para comprender y
optimizar rutas metabolicas de interés biotecnologico, consolidando estrategias
sostenibles para el aprovechamiento del cacao ecuatoriano en industrias alimentarias,

farmacéuticas y agricolas.

Palabras clave: Flavonoides, Theobroma cacao, protedmica in silico, biosintesis,

enzimas.
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ABSTRACT

This research aimed to analyze in silico the flavonoid biosynthesis pathway of
Ecuadorian cacao (Theobroma cacao), using bioinformatic tools to characterize
genomic sequences, evaluate protein—protein interactions, and model molecular
structures. Key genes such as chalcone synthase (CHS), chalcone isomerase (CHI),
and trans-cinnamate 4-monooxygenase (C4H) were identified and classified, playing
essential roles in the flavonoid biosynthetic pathway. Through BLAST alignments and
databases like KEGG and UniProt, a high degree of homology with other plant species
was confirmed, validating their biological function. Proteomic analysis via STRING
and TMHMM revealed functional and physical interaction networks among proteins
operating in coordinated metabolons, enhancing biosynthetic efficiency. Three-
dimensional structures generated by AlphaFold and SWISS-MODEL showed high
accuracy and stability, enabling molecular docking simulations with ligands such as
ATP, validating their affinity and biological activity. Moreover, alternative metabolic
routes involving enzymes like flavanone 3-hydroxylase and flavonol synthase were
identified. These enable flavonol biosynthesis under stress conditions and contribute
to the chemical diversification of bioactive compounds with antioxidant, defensive,
and sensory properties. The results support the development of predictive models
applicable to the genetic and metabolic improvement of cacao, promoting the
production of functional crops with enhanced resistance and quality. The in-silico
approach proves to be a powerful tool for understanding and optimizing metabolic
pathways of biotechnological interest, consolidating sustainable strategies for

enhancing Ecuadorian cacao in food, pharmaceutical, and agricultural industries.

Keywords: Flavonoids, Theobroma cacao, in silico proteomics, biosynthesis,

€Nnzymes.
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CAPITULO L.- MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

1.1.1 Introduccion a los flavonoides y su importancia en las plantas

1.1.1.1 Definicion y clasificacion de flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios pertenecientes al grupo de los
polifenoles, caracterizados por su estructura basica de dos anillos bencénicos (A y B)
conectados por un heterociclo oxigenado (C). Se clasifican en varios subgrupos,
incluyendo flavonoles, flavonas, antocianinas, flavanonas, isoflavonas y chalconas, de
acuerdo con el patron de hidroxilacion, metoxilacion y glucosilacion (Farmacéutica
Mexicana et al., 2012). Esta clasificacion esté ligada a las funciones bioldgicas, tanto
en plantas como en distintos organismos de consumidores. En cacao, los flavonoides
se distribuyen ampliamente en granos y tejidos, representando un componente esencial

para su calidad sensorial y bioactividad (Montse & Prado, 2021).

Los flavonoides poseen una diversidad de propiedades bioactivas que contribuyen
directamente a la salud humana y vegetal. Entre ellas, destacan sus actividades
antioxidante, antiinflamatoria, antiviral, y neuroprotectora, atribuidas a su capacidad
de neutralizar radicales libres y modular procesos enzimaticos (Gallego et al., 2021).
En cacao, se asocian con beneficios cardiovasculares, hepaticos y neurologicos,
gracias a compuestos como las procyanidinas y catequinas. Ademas, estas propiedades
potencian su uso en aplicaciones farmacéuticas y alimentarias funcionales,
promoviendo la innovacion biotecnoldgica para el desarrollo de cultivos y productos

con alto valor agregado por Lujano et al., 2019.



1.1.1.2 Biosintesis de flavonoides

El metabolismo secundario de las plantas es responsable de la generacion de una
amplia variedad de compuestos con funciones y estructuras diversas, entre los cuales
se destacan los flavonoides, un tipo de compuestos fenolicos que derivan del fenol. La
sintesis de estos flavonoides esta estrechamente relacionada con la ruta de las pentosas
fosfato, donde la Eritrosa 4-fosfato, producto de esta via, reacciona con el acido
fosfoenolpiravico para originar el acido shikimico (Dias et al., 2015). Este compuesto
conduce a la sintesis de aminoacidos aromaticos, especialmente la fenilalanina, que
mediante su desaminacion forma acido cinamico. A partir de este acido se generan,
reacciones de hidroxilacion y sustitucion generan precursores clave de los flavonoides,

como el 4cido ferulico y el acido cafeico.

Los flavonoides forman parte del metabolismo secundario de las plantas y se
caracterizan por poseer una estructura polifendlica con grupos hidroxilo. El término
"flavonoide" abarca una amplia gama de compuestos de origen natural, todos ellos con
un esqueleto basico. Estos compuestos, con destacada actividad biologica, cumplen
diversas funciones esenciales dentro de las plantas, entre ellas se incluyen el transporte
a través de los tejidos y la localizacion en las células fotosintetizadoras. Asimismo,
participan de manera directa en procesos relacionados con la proteccion y la

sefalizacion celular (Weston & Mathesius, 2020).

OH

Antocianidina

Flavanol

Flavona Flavonol

Figura 1. Estructura y tipos de flavonoides.



1.1.1.3 Funcion de flavonoides

Los efectos de los compuestos bioactivos estan determinados por su estructura
quimica. Segin Kumar et al (2013), incluyendo la clase a la que pertenecen, su nivel
de hidroxilaciéon y polimerizacion, asi como la presencia de grupos funcionales y
conjugaciones. Estos factores influyen directamente en las propiedades biologicas de
las moléculas, lo que determina su potencial farmacologico y funcionalidad dentro del

organismo humano (Y. Wang et al., 2023).

La presencia de grupos hidroxilo en los compuestos bioactivos les confiere la
capacidad de actuar como antioxidantes, mediante la quelacion de metales y la
neutralizacion de radicales libres. Su incorporacion a la dieta humana estd asociada a
beneficios para el sistema cardiovascular, reduccion del riesgo de enfermedades
neurodegenerativas, fortalecimiento de la memoria, hepatoproteccion, efectos
antiinflamatorios, antivirales, anticancerigenos y mads, segin la revista

Neurotherapeutics (Singh et al., 2019) .

En las plantas, estos compuestos cumplen un papel esencial como defensa
antioxidativa frente a distintos tipos de estrés abiodtico y bidtico. Contribuyen a la
pigmentacion de flores y frutos, siendo cruciales en la polinizacién y proteccion contra
infecciones, radiacion UV y calor. Ademas, regulan el crecimiento vegetal y fortalecen

la capacidad de adaptacion frente a factores adversos (Chen et al., 2023).

1.1.1.4 Rutas de flavonoides

El origen de los flavonoides al igual que los demds compuestos fendlicos, para este
proceso se tiene dos rutas, la del acido malonico y la del acido shikimico, siendo la

segunda la responsable de la biosintesis de estos compuestos en plantas.



Eritrosa 4-fosfato Acido
(Ruta Pentosas fosoenolpirdvico
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Figura 2. Rutas biosintéticas de compuestos fenolicos.

Las enzimas son biomoléculas presentes en estos procesos las mismas que tiene un
origen proteico, constituidas por cadenas polipeptidicas que catalizan reacciones
quimicas, estas trabajan en condiciones Optimas de temperatura, presion, pH, de
manera individual o formando complejos proteina — proteina dentro de la ruta

metabolica, a estos se los denomina metabolones.

1.1.1.5 Clasificacion y funcion de las enzimas

Las enzimas son biomoléculas catalizadoras que aceleran reacciones quimicas
especificas en sistemas biologicos. Se clasifican segiin el tipo de reaccion que
catalizan: oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas
(Martinez Cuesta et al., 2015). Esta clasificacion facilita su estudio funcional y
aplicacion biotecnologica. En la biosintesis de flavonoides, cada clase enzimatica
desempena un papel crucial, desde la oxidacion inicial de precursores hasta la
formacion de estructuras polifendlicas, contribuyendo a la diversidad estructural y

funcional de estos compuestos(Ramirez & Ayala, 2014).

En la ruta biosintética de flavonoides, las oxidorreductasas catalizan reacciones de
oxidacion-reduccion que convierten compuestos iniciales en reactivos. Las
transferasas y liasas promueven la transferencia y formacion de enlaces para generar

nuevos esqueletos moleculares. Esta actividad enzimatica determina la diversidad y



cantidad de flavonoides presentes en el cacao. Comprender su clasificacion y funcion
permite identificar objetivos especificos para mejorar la produccion de compuestos

bioactivos mediante herramientas bioinformaticas (Liu et al., 2021).

1.1.1.6 Mecanismos regulatorios de las enzimas

La regulacion enzimatica de la biosintesis de flavonoides ejecuta un proceso complejo
que principalmente involucra niveles de control. En el nivel transcripcional, la
expresion génica se modula mediante factores ambientales como luz, temperatura y
estrés. A nivel postraduccional, las modificaciones quimicas como fosforilacion y
acetilacion afectan la actividad enzimatica. Ademas, la formacion de metabolones
permite la interaccion coordinada de enzimas para incrementar la eficiencia
biosintética (Chen et al., 2023). Herramientas bioinformaticas como KEGG y STRING
ayudan a predecir interacciones proteina-proteina, facilitando el estudio de estos

mecanismos y su potencial manipulacion para optimizar la produccion de flavonoides.

1.1.1.7 Bioinformatica y analisis in silico en biotecnologia

Las herramientas bioinforméaticas como KEGG, NCBI y STRING facilitan el analisis
de secuencias gendmicas, prediccion de interacciones proteicas y modelado de rutas
metabolicas. Estas plataformas permiten comprender la biosintesis de flavonoides y
disefiar estrategias para optimizar su produccioén en cacao mediante analisis in silico

basados (Gonzalez et al., 2016).

La prediccion de estructuras tridimensionales de proteinas y modelos moleculares es
fundamental para comprender la funcion y la interaccion de las enzimas en la
biosintesis de flavonoides. Herramientas como AlphaFold permiten generar modelos
estructurales con alta precision, mientras que programas como AutoDock simulan el
docking proteina-ligando para estudiar afinidades y posibles sitios activos. Estas
tecnologias facilitan la identificacion de dianas para optimizar la produccion de

compuestos bioactivos en cacao (Pettersen et al., 2021).



1.1.1.8 Theobroma cacao: Contexto bioldgico y genomico

Theobroma cacao es una planta perenne originaria de las regiones tropicales de
América Central y del Sur, adaptada a climas hiimedos y calidos. Se caracteriza por
sus hojas brillantes, flores pequefias y mazorcas alargadas que contienen las semillas,
base fundamental para la produccion de chocolate (Farmacéutica Mexicana et al.,
2012). Su genoma ha sido secuenciado, revelando una compleja organizacion genética
con variabilidad que influye en la calidad y resistencia del cultivo. El cacao es una
fuente rica en flavonoides, compuestos que contribuyen significativamente a sus
propiedades sensoriales y funcionales. Los flavonoides, especialmente procyanidinas
y catequinas, estdn asociados con beneficios antioxidantes, antiinflamatorios y
cardioprotectores, lo que posiciona al cacao como un alimento funcional con gran
potencial biotecnologico (Vasquez, 2024).Entender su contexto bioldgico y gendémico
es esencial para optimizar la produccion de estos compuestos bioactivos mediante

técnicas moleculares y bioinformaticas.

1.1.1.9 Aplicaciones biotecnoldgicas y potencial en la mejora del cacao

Las aplicaciones biotecnologicas en Theobroma cacao buscan optimizar la produccion
de flavonoides mediante la manipulacion genética, seleccion asistida y el uso de
herramientas bioinformaticas para mejorar la expresion y regulacion de las enzimas
implicadas en su biosintesis (Gallego et al., 2021). La integracion de andlisis in silico
y modelado molecular permite identificar dianas especificas para aumentar la
produccion de compuestos bioactivos, elevando la calidad y funcionalidad del cacao.
Estas mejoras impactan positivamente en la industria agricola al desarrollar cultivos
mas resistentes y productivos, y en la industria alimentaria al ofrecer productos con
mayores beneficios para la salud (Dias et al., 2015). Asi, la biotecnologia no solo
incrementa el valor agregado del cacao, sino que también impulsa la sostenibilidad y

competitividad del sector.



CAPITULO IL.- METODOLOGIA

2.1 Materiales

El presente trabajo de titulacion se realizé con un enfoque experimental “in silico” se
llevo a cabo en las instalaciones de la Facultad de Ciencias e Ingenieria en Alimentos
y Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato. En la Tabla 1 se detallan los

recursos bioinformaticos utilizados en el desarrollo de la investigacién y en la Tabla

2 se especifican los equipos utilizados en la investigacion.

Tabla 1.

Herramientas bioinformaticas.

Recursos Direccion web

NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

UniProt https://www.uniprot.org/

Cytoscape https://cytoscape.org/

STRING https://apps.cytoscape.org/apps/stringapp

KEGG Mapper https://www.genome.jp/kegg/mapper/

TMHMM 2.0 https://services.healthtech.dtu.dk/services/ TMHMM-
2.0/

Alphafold https://alphafold.ebi.ac.uk/

AutoDock Tools https://autodock.scripps.edu/download-autodock4/

Chimera https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html

PubChem https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Protein Data Bank
SWISS- MODEL

https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/

https://swissmodel.expasy.org/

Tabla 2.

Equipos.
Recursos Cantidad
Computadora 1
Servicio de internet con Router 1




2.2 Métodos

2.2.1 Clasificacion de las secuencias gendmicas que identifican y caracterizan los

genes involucrados en la ruta de biosintesis de flavonoides

Se recopilo informacion en bases de datos cientificas como: NCBI, KEGG y Cacao
Genome Database que proporcionaron informacion sobre el cacao y la ruta de los
flavonoides, esto se usé para la identificacion de enzimas clave en la biosintesis, se
selecciono proteinas de interés relacionadas con la ruta biosintética de flavonoides, las

secuencias obtenidas fueron en formato FASTA.

Para el alineamiento y anotacion se us6 BLAST, confirmando la identidad de las
secuencias, posteriormente se empled un alineamiento multiple. Ademads, se

verificaron los valores de identidad de las alineaciones.

2.2.2 Aplicacion del analisis protedmico para estudiar las proteinas implicadas y

su interaccion

Se utilizo STRING y Cytoscape con secuencias obtenidas desde UniProt y Protein
Data Bank (PDB), analizando interacciones funcionales de las enzimas identificadas
con las proteinas presentes en el metabolismo de flavonoides del cacao, se evaluo las
conexiones directas (interacciones fisicas) e indirectas (interacciones funcionales

basadas en coexpresion y evidencia experimental).

Para este analisis se emple6 TMHMM, una herramienta especializada en la
identificacion de dominios transmembrana in silico, esto permitid determinar si las
enzimas clave en la biosintesis de flavonoides tienen regiones transmembrana, o
posibles anclajes en funcion de la membrana celular. Ademas, se analizo el papel
especifico de cada enzima usando la base de datos KEGG Pathway. A partir de esa
informacion se evalu¢ si las enzimas de interés estan directamente involucradas en la

ruta metabdlica de interés y su posible localizacion dentro de la célula.



2.2.3 Integracion de datos para construir modelos predictivos que simulen la
interaccion molecular y permitan mejorar los mecanismos de regulacion en la

produccion de flavonoides

Para la prediccion in silico, de las estructuras tridimensionales de enzimas
involucradas en la biosintesis de flavonoides del cacao, se emplea AlphaFold, se
seleccionara todas las enzimas involucradas en la biosintesis de flavonoides obtenidas
en la base de datos KEEG Pathway, se verificara la calidad de las secuencias. Se
ingreso las secuencias en Alphafold y se determin6 el nimero de modelos generados,
el uso de plantillas estructurales y si proteinas homologas. Ademas, se evaluo la
confiabilidad de los modelos mediante el puntaje de pLDDT (predicted Local Distance
Difference Test).

Se descargo6 las estructuras de proteinas clave en la ruta de biosintesis obtenidas con
AlphaFold y se prob¢ la afinidad de estas estructuras empleando AutoDock Tools o
Chimera, los ligandos se obtuvieron de la base de datos bioinformatica PubChem y se
realizé un docking para verificar las estructuras y ligandos. Esto permitié predecir

puntos de control enzimaticos con mejor afinidad.



CAPITULO IIL- RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Analisis y discusion de los resultados

3.1.1 Clasificacion de las secuencias gendmicas presentes en la ruta de

biosintesis de flavonoides

3.1.1.1 Enzima Chalcona sintasa

En base a los datos de KEGG se detalla la biosintesis de flavonoides, se incluye las
secuencias de aminoacidos de enzimas que estan dentro de este proceso, al examinar
la informacion de la primera enzima que participa en este proceso Chalcona sintasa
(CHS), encontramos caracteristicas que fueron identificadas con otras enzimas de la

misma categoria.

>tcc:18592508 Ke@es@ chalcone synthase [EC:2.3.1.74] | (RefSeq) chalcone synthase (A)
MASEKNLETQQAEEQVTILAIGTANPPHCFYQADYPDFYFRVTKSEHKIELKDKFKRICE
RSSIKKRYMHLTEDITKENPNLITYKAPSFDARQDILVTEVPKLGQEAALKATKEWGOPI
SKITHLIFCTSSGINMPSADNQLARLIGLEPSVQKFMIYQQGCFAAGTALRLSKDLAKNN
AGARVLIVCSELMVECFQPPSETHLDILVGSALFSDGAAAAIVGANPDATINERPSFQIV
SAHQTITPDSADITVAKIREMGMEYYLSRDLPKCIANNIEQCLIEALIPFGIGDWKTLFY
IVHPGGPAVLRGVEEKLGLGREKLKASWHVLSEYGNMWSPSVLFILDEMRKMSILEGKAS
SGDGLEWGVLFGFGPGLTVETVVLRSFALNSCR

BLAST
Figura 3. Secuencia de 393 aminoacidos de Chalcona sintasa.

Nota: Obtenido de KEGG PATHWAY: Flavonoid biosynthesis — Theobroma cacao.

Tabla 3.

Caracteristicas de la enzima Chalcona sintasa.

Item Descripcion

Cdédigo en KEGG 18592508
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Item

Descripcion

Organismo
Clase

Reaccion

Substrato
Producto

Ruta metabdlica

Theobroma cacao

Transferasa

3 malonil-CoA + 4-coumaroil-CoA — 4
CoA + naringenina chalcona + 3 CO2
Malonil-CoA, 4-coumaroil-CoA

CoA + Naringenina chalcona + CO2
Biosintesis de metabolitos secundarios,
biosintesis de flavonoides, ritmo

circadiano de las plantas.

Nota: Informacion de KEGG PATHWAY.

Posteriormente se alined 1a secuencia de aminoacidos de la Chalcona sintasa contra las

secuencias disponibles en la base de datos para lo que se utilizo BLAST protein-

protein. En la figura 4 se visualiza el grado de homologia que presenta la secuencia

Chalcona sintasa, se muestran las secuencias de los organismos homologos, los cuales

se ordenan de acuerdo con parametros tales

y porcentaje de identidad.

Description

PREDICTED: chalcone synthase [Theobroma cacao]

Chalcone and stilbene synthase family protein [Theobroma cacao]

Chalcone/stilbene synthase [Theobroma cacao]

hypothetical protein POUND7_017533 [Theobroma cacao]

<N N<N<N<]

como el max score, query cover, E value

Scientific Name I || TE]) @y = P Ace
Score Score Cover value  ldent Len Accession
-

Theobromacac... 815 815 100% 00 100.00% 393 XP_017980892.1
Theobromacac... 810 810 100% 00 9949% 393 EQY16578.1
Theobromacac... 804 804 100% 00 9799% 398 WRX30252.1
Theobromacac... 804 804 100% 00 9822% 393 KAKB277210.1
Theobromacac... 796 796 100% 00 9746% 393 KAK6257648.1

Figura 4. Nombres de las enzimas con un porcentaje alto de homologia con Chalcona

sintasa.

Nota: Resultados obtenidos de NCBI.

La Charcona sintasa participa en el proceso

de la biosintesis de flavonoides, lo que se

verifica experimentalmente a través de técnicas de ADN recombinante, se ha

demostrado que tiene relacion directa con el color de las hojas de las plantas de cacao

(Recinos et al., 2024).
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La enzima presenta una alta probabilidad de localizacion extracelular a lo largo de casi
toda la secuencia (linea anaranjada), se detecta también una region transmembrana al
final de la proteina (pico lila), esto permite comprender que presenta un anclaje de

membrana en el extremo C-terminal.

TMHMM posterior probabilities for toc; 18592508
1.2 : . . . . : :

0.6 1 ]

probability

0.2 r .

50 100 150 200 250 300 350
transmembrane inside outside

Figura 5. Prediccion de hélices transmembrana de Chalcona sintasa.

Nota: Se introdujo el FASTA de Chalcona sintasa, con la opcion de generar grafica.

3.1.1.2 Trans-cinnamate 4-monooxygenasa

La enzima Trans-cinnamate-4-monooxigenasa (C4H), desempefia un papel importante
en la produccion de flavonoides en el cacao, ya que contribuye a la formacioén de
compuestos antioxidantes y fenolicos (Tang et al., 2019). Estos compuestos tienen un
impacto significativo tanto en la calidad nutricional como en las caracteristicas

sensoriales del cacao, influenciando en el sabor, color y propiedades saludables.

>tcc: 18587499 K@P487 trans-cinnamate 4-moncoxygenase [EC:1.14.14.91] | (RefSeq) trans-cinnamate 4-monocoxygenase (A)
MTLFLSLQPQTNTQMDLLLLEKALVSLFITVILAILISKLRSKRFRLPPGPIPVPVFGNK
LQVGDDLNHRNLTDLAKKFGDIFLLRMGQRNLVVVSSPELAKEVLHTQGEVEFGSRTRNVV
FDIFTGKGQDMVETVYGEHWRKMRRIMTVPFFTNKVVQQYRHGWEDEVARVVEDVRKNPE
AATNGIVLRRRLQLMMYNNMYRIMFDRRFESEDDPLFVKLKALNGERSRLAQSFEYNYGD
FIPILRPFLRGYLKLCKEVKEMRLQLFKDYFLEERKNLASTTISDNMALKCAIDHILDAQ
QKGEINEDNVLYIVENINVAAIETTLWSIEWGIAELVNHPEIQQKLRNEIDTVLGPGVPY
TEPDTHKLPYLQAVIKETLRLRMAIPLLVPHMNLHDAKLGGYDIPAESKYVLVNAWWLANN
PAKWKNPEEFRPERFFEEEAKVEANGNDFRYLPFGVGRRSCPGIILALPILGITLGRLVQ

NFELLPPPGQAKLDTSEKGGQFSLHILKHSTIVAKPRVF

BLAST
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Figura 6. Secuencia de 519 aminoacidos de Trans-cinnamate-4-monooxigenasa.

Nota: Obtenido de KEGG PATHWAY:: Flavonoid biosynthesis — Theobroma cacao.

Tabla 4.

Caracteristicas de la enzima Trans-cinnamate-4-monooxigenasa.

item Descripcion

Codigo en KEGG 18587499

Organismo Theobroma cacao

Clase Oxidorreductasa

Reaccion trans-cinnamate + NADPH + H* + O, —

4-hidroxicinnamico + NADP" + H.O

Substrato Acido trans-cinamico (trans-cinnamate)
Producto Acido p-cumarico (4-hidroxicinnamico)
Ruta metabolica Biosintesis de metabolitos secundarios

que deriva de la fenilalanina, biosintesis

de flavonoides.

Nota: Informacion de KEGG PATHWAY.

Tras realizarse la alineacion de la secuencia de aminoécidos de la Trans-cinnamate-4-
monooxigenasa con las secuencias disponibles en la base de datos BLAST protein-
protein, se obtuvieron los resultados, los cuales fueron ordenados segin parametros
como el max score, query cover, E value y el porcentaje de identidad, destacandose la
secuencia XP 007011385.2 con una identidad y cobertura del 100%. Ademads, en
cacao, esta ruta produce catequina, epicatequina y procianidinas que constituyen los

principales polifenoles de los granos de cacao.

Max = Total Query E Per. Acc

Description Scientific Name
4 Score Score Cover walue Ident | Len Accession
-

EREDICTED: trans-cinnamate 4-monooxygenase [Theobroma cacao] Thecbroma cacas 1065 1065 100% 00 100.00% 519 XE_0070113652

Cinnamate-4-hydroxylase [Theobroma cacao] Theobroma cacao 1036 1036 97% 00 10000% 505 EOY201751

hypothetical protein SCA6_001121 [Theobroma cacao] Theobroma cacao 1034 1034 97% 0.0 99.80% 505 KAK6228781.1

bypothetical protein SCA6_009831 [Theobroma cacaa] Thecbroma cacas 915 915 97% 00 90.50% 505 KAKG234494 1

Figura 7. Nombres de las enzimas con un porcentaje alto de homologia con Trans-

cinnamate-4-monooxigenasa.
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Nota: Resultados obtenidos de NCBI.

La trans-cinnamate 4-monooxigenasa (C4H) es esencial en la biosintesis de
flavonoides en cacao, ya que convierte el acido trans-cindmico en acido p-cumarico.
Este paso es crucial para la formacién de compuestos antioxidantes que mejoran la
calidad sensorial y nutricional del cacao (Culcay, 2024). En el metabolismo general de
T. cacao, C4H es fundamental para generar intermediarios metabolicos hacia rutas que

soportan estructura y resistencia de la planta.

En la figura 8 se muestra la probabilidad de localizacion de C4H, se observa una alta
probabilidad (=1.0) de que el segmento inicial corresponda a una region
transmembrana, lo cual se indica con picos en color lila. Posteriormente, se identifica
una alta probabilidad de localizacion extracelular (linea anaranjada) a lo largo de la
mayor parte de la proteina, indicando una orientacion hacia el exterior de la membrana.
Se observa también una region intracelular (linea celeste) que presenta baja
probabilidad, sin embargo, tiene una restriccion en ciertos tramos intermedios de la
secuencia. Trans-cinnamate-4-monooxigenasa posee un dominio transmembrana en el
extremo N-terminal, lo cual es indicativo de una posible funcion relacionada con el

transporte o sefializacion a través de membranas biologicas. Grafica de TMHMM

Server.
TMHMM posterior probabilities for toc, 18587499
1.2
|
1 L
0.8 r
z
§ 0687
e
e
04
0.2 +
0 1 L 1 1 “II'L 1
100 200 300 400 500
transmembrane inside outside

Figura 8. Prediccion de hélices transmembrana de Trans-cinnamate-4-

monooxigenasa.
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Nota: Los tipos de entrada en TMHMM aceptados son FASTA, secuencia simple o

identificadores de secuencia.

3.1.1.3 Chalcona isomerasa

La chalcona isomerasa (CHI) es una enzima que esta presente en la biosintesis de
flavonoides. Cataliza la conversion intramolecular de chalconas en flavanonas, un
proceso esencial para la formacion de compuestos fenodlicos con propiedades
antioxidantes (Wani et al., 2017). Esta reaccion ocurre en plantas, como el cacao, y
contribuye significativamente a la produccion de metabolitos secundarios implicados

en la resistencia de la planta contra patogenos.

>tcc:18586269 K@1859 chalcone isomerase [EC:5.5.1.6] | (RefSeq) chalcone--flavonone isomerase (A)
MSTSPCVAGIQVENVTFPPNVKPPGSTKTLFLGGAGERGLEIQGKFVKFTAIGVYLEEIA
VESLAVKWKGKSAEVLTESVEFFRDIVTGAFEKFIRVTTILPLTGQQYSEKVSENCYAIW
KSLGLYTDAEAKAIEKFLEVFKDENFPPGSSILFALSAHGSLTISFSKDSSVPEVGTAVI
ENKLLANAVLESIVGKDGVYSPVARKSMASRLSALFDDTVEKAAQNGKPECQ

BLAST
Figura 9. Secuencia de 231 aminoacidos de Chalcona isomerasa.

Nota: Obtenido de KEGG PATHWAY:: Flavonoid biosynthesis — Theobroma cacao.

Tabla 5.

Caracteristicas de la enzima Chalcona isomerasa.

item Descripcion

Codigo en KEGG 18586269

Organismo Theobroma cacao

Clase Isomerasa

Reaccion Chalcona—(2S)-Flavanona

Substrato Chalcona

Producto Flavona

Ruta metabolica Biosintesis de metabolitos secundarios

del cacao, biosintesis de flavonoides.

Nota: Informacion de KEGG PATHWAY.
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Luego de realizar el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la chalcona
isomerasa utilizando BLAST protein-protein, se obtuvieron los siguientes resultados:
las secuencias identificadas son mas similares a una proteina tipo chalcona—flavonona
isomerasa en Theobroma cacao. Se obtuvieron 14 alineamientos significativos,
destacandose la secuencia XP_017984276.1 con una identidad y cobertura del 100%,
lo que sugiere que es una proteina altamente conservada en esta especie, figura 11.
Otras secuencias como WRX11998.1 y KAK6228083.1 presentaron porcentajes
superiores al 91% de identidad y valores E de 0.0, los demas alineamientos
representados con colores verde y fucsia indican la presencia de proteinas que
probablemente comparten dominios funcionales especificos, pero no su totalidad, lo
que significaria que podrian tener funciones similares o complementarias en la

biosintesis de flavonoides.

Distribution of the top 14 Blast Hits on 14 subject sequences

Qminr
1 50 100 150 200 250

Figura 10. Resumen grafico de la homologia de la secuencia de aminoacidos de

Chalcona isomerasa.

Nota: Gréfico creado por BLAST.

Description Scientific Name Max | Total | Query E Per. |Ac Accession
- - Score Score Cover value Ident Len
v v v v v v
PREDICTED: chalcone--flavenone isomerase [Theobroma cacao] Theobroma cacao 590 590 100% 00 100.00% 295 XP_017984276.1
Chalcone isomerase - like 4 [Theobroma cacao] Theobroma cacao 527 527 98% 00 9340% 279 WRX119981
hypothetical protein SCA6_000423 [Theobroma cacao] Theobroma cacao 511 511 98% 00 9132% 272 KAKG228083 1
hypothetical protein POUND7_007968 [Theobroma cacao] Theobroma cacao 509 509 98% 0.0 90.97% 272 KAKG6270870.1
hypothetical protein QUC31_006520, partial [Theobroma cacao Theobroma cacao 301 301 51% 4e-104 98.68% 162 KAK6234114.1
hypothetical protein QUC31_006521 [Theobroma cacao Theobroma cacao 265 265 47T% 5e-90 97.83% 147 KAK6234115.1
hypothetical protein SCA6_000422 [Theobroma cacao] Theobroma cacao 254 254 50% 3e-84 86.49% 231 KAKG6228082.1
PREDICTED: chalcone--flavonone isomerase [Theobroma cacao] Theobroma cacao 261 251 50% 2e-83 8581% 231 XP_017985206.1
Chalcone-flavanone isomerase family protein [Theobroma cacao] Theobroma cacao 263 253 62%  8e-83 8487% 305 EOY183991
Chalcone isomerase - like 2 [Theobroma cacao| Theobroma cacag 248 248 50% 4e-82 8514% 231 WRX119941
Uncharacterized protein TCM_043000 [Theobroma cacao] Theobroma cacao 159 159 28%  3e-49 9524% 93 EOY18404.1
hypothetical protein QUC31_013698 [Theobroma cacao] Theobroma cacao 882 882 36% 3e-21 5545% 117 KAKG6251978.1
Chalcone isomerase - like 3 [Theobroma cacao] Theobroma cacao 736 T386 44% 6e-15 32.39% 210 WRX11995.1
Cytochrome P450 - like 10 [Theobroma cacao] Theobroma cacao 605 605 14% 1e-09 78.05% 591 WRX16060.1

Figura 11. Nombres de las enzimas con un porcentaje alto de homologia con Chalcona
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isomerasa.

Nota: Resultados obtenidos de NCBI.

La reaccion que es catalizada por la Chalcona isomerasa es la (2S)-naringenina, una
flavanona que posee una estructura ciclica que constituye un intermediario clave en la
biosintesis de flavonoides. Ademas, esta posee propiedades antioxidantes, que sirven
como precursor en la formacion de flavonoles, antocianinas y otros compuestos
fenolicos (Lackie, 2013). Su presencia en plantas como el cacao contribuye a funciones

defensivas y a la calidad sensorial del fruto.

En la figura 12 se ilustran las probabilidades de localizacion de residuos en la
secuencia de la chalcona isomerasa. La linea anaranjada indica una alta probabilidad
de localizacion extracelular a lo largo de la mayor parte de la proteina, mientras que la
linea celeste sefiala una probabilidad extremadamente baja de localizacion intracelular.
No se identificaron regiones transmembrana significativas (representadas por la linea
lila), y solo se observo una pequeia zona marcada en rojo, lo que sugiere que esta
proteina probablemente no sea transmembranal, sino que tenga una localizacion

extracelular predominante.

TMHMM posterior probabilities for tcc: 13586269

08

0.6

probability

0.4

0.2+

[} 1 1 {/-I—-—\ L
50 100 S50 — 200

transmembrane inside outside

Figura 12. Prediccion de hélices transmembrana de Chalcona isomerasa.

Nota: Se introdujo el FASTA en el servidor de TMHMM.
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3.1.2 Aplicacion del analisis protedmico para estudiar las proteinas implicadas y

su interaccion

3.1.2.1 Redes de interaccion proteina-proteina de Chalcona sintasa

De acuerdo con los resultados obtenidos en la base de datos STRING, la secuencia de
aminoacidos de la chalcona sintasa presenta interacciones dindmicas con diversas
enzimas. Estas interacciones sugieren la formacion de conexiones funcionales, ya que
las enzimas involucradas catalizan reacciones dentro de la misma ruta metabolica.
Desde STRING se generaron las redes de interaccion, que se explican a continuacion

en la tabla 6.

£
TCM_039725
=

PN
TCM_042294
c=d

CM_017370.

. —TCM_045520

TCM 035383 = o/

X
TCM_036480___
TCM_036475

Figura 13. Red de interaccion con puntuacion mas alta.

Nota: Realizado en STRING.

Tabla 6.

Interacciones funcionales de Chalcona sintasa.

ID Gen Funcion Puntaje de
confianza

LOC18602780 chalcone La chalcona sintasa 1 (CHSI), es 92%

synthase 1 [Theobroma una enzima clave en la biosintesis

cacao (cacao)| de flavonoides cataliza la
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ID Gen Funcion Puntaje de
confianza
AOAO61EL17, formacion de chalconas,
TCM 020384 compuestos intermedios en la via
de los fenilpropanoides que dan
lugar a  flavonoides  como
flavonoles, antocianinas y taninos
condensados(Dao et al., 2011).
LOC18601149 chalcone La chalcona sintasa (CHS), cataliza 92%
synthase [Theobroma la formacion de chalconas a partir
cacao (cacao)] de p-coumaroil-CoA y malonil-
AOAO061EEBO, CoA, marcando el primer paso
TCM 017370 comprometido en la via de los
fenilpropanoides(Dao et al., 2011).
LOC18591096 trans- La trans-cinnamate 4- 87%
cinnamate 4- monooxigenasa (C4H), es una
monooxygenase enzima que cataliza la conversion
| Theobroma del acido trans-cinamico en acido
cacao (cacao)] p-cumarico, un paso esencial en la
AO0A061GZ04, via de los fenilpropanoides. El
TCM_ 042294 acido p-cumarico es un precursor
fundamental para la sintesis de
flavonoides (Khatri et al., 2023a).
LOC18589488 cytochrome El citocromo P450 CYP73A100, 74.6%

P450 CYP73A100

[Theobroma cacao (cacao)]

AOA061GS17,
TCM_039725

una enzima involucrada en la
biosintesis de flavonoides. Esta
enzima es una forma de cinnamate
4-hidroxilasa (C4H) que cataliza la
conversion de acido trans-cinamico
en acido p-cumarico, un paso
crucial para la produccion de
flavonoides en las plantas(Khatri et

al., 2023b).
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3.1.2.2 Modelo tridimensional de Chalcona sintasa

Para la obtencion del modelo tridimensional, se utilizo el servicio SWISS-MODEL, el
cual gener6 un modelo basado en la secuencia de aminoacidos de la chalcona sintasa.
Este modelo fue construido mediante la comparacion y homologia con estructuras
cuya configuracion tridimensional ya ha sido determinada experimentalmente. El peso
molecular de la chalcona sintasa es de 43.54 kDa. Este valor es directamente
proporcional al tamafio de la proteina, es decir, a mayor peso molecular, mayor sera
su tamano. Ademas, el punto isoeléctrico es el pH en el cual las cargas positivas y
negativas de la enzima se equilibran, lo que implica que no migrard en un campo
eléctrico. En este caso, la chalcona sintasa serd eléctricamente neutra a un pH de 5.97,

segun lo indicado por el portal SWISS-MODEL.

Figura 14. Estructura tridimensional de Chalcona sintasa.

Nota: Es un servidor de modelado de homologia de estructura de proteinas totalmente

automatizado, accesible a través del servidor web Expasy.

3.1.2.4 Redes de interaccion proteina-proteina de Trans-cinnamate 4-

monooxygenasa

La trans-cinnamate 4-monooxigenasa (C4H) establece interacciones con diversas
proteinas clave en la biosintesis de flavonoides, tales como PAL, PAL G4, CCRI,

CHS y CHSI, dentro de la ruta metabdlica de los fenilpropanoides. Estas interacciones
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son fundamentales para la conversion del 4cido trans-cindmico en &cido p-cumarico,

un precursor crucial de los flavonoides, ademas de desempefiar un papel importante

en la regulacion de su expresion génica (Zagoskina et al., 2023).

P -
TCM_022179

TCM_045554

> -,

; e = TM_025459
TCM_ 024558
L —

Figura 15. Red de interaccion con puntuacion mas alta de trans-cinnamate 4-

monooxigenasa.

Nota: Realizado en STRING.

Tabla 7.

Interacciones funcionales de Trans-cinnamate 4-monooxigenasa.

ID Gen Funcion Puntaje de
confianza
LOC18602780 chalcone La chalcona sintasa 1 (CHS1), es 92%
synthase 1 [Theobroma una enzima clave en la biosintesis de
cacao (cacao)] flavonoides cataliza la formacion de
AOAO61EL17, chalconas, compuestos intermedios
TCM_ 020384 en la via de los fenilpropanoides que
dan lugar a flavonoides como
flavonoles, antocianinas y taninos
condensados (Dao et al., 2011).
LOC18601149 chalcone La chalcona sintasa (CHS), cataliza 86.1%

synthase [Theobroma

cacao (cacao)]|

la formacidn de chalconas a partir de

p-coumaroil-CoA y malonil-CoA,
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ID Gen Funcion Puntaje de

confianza

AOAO061EEBO, marcando el primer  paso

TCM 017370 comprometido en la via de los
fenilpropanoides (Dao et al., 2011).

LOC18595421 cinnamoyl- La cinnamoyl-CoA reductasa 1 86.1%

CoA reductase 1 [Theobroma (CCR1), una enzima clave en la

cacao (cacao)] biosintesis de lignina, un polimero
A0A061G9C7, fenolico que proporciona rigidez y
TCM 027422 resistencia a las plantas. Es

fundamental para la formacién de
lignina en tejidos vasculares de las
plantas de cacao.

LOC18586419 phenylalanine La fenilalanina amoniaco liasa G4 85%

ammonia-lyase G4 (PAL G4), es una enzima clave en la
[Theobroma cacao (cacao)] biosintesis de compuestos fenolicos,
AOA061FP97, que influyen en la calidad sensorial
TCM 043179 y nutricional del grano. Su

expresion se regula en respuesta a
estimulos bidticos y abioticos
(Guevara et al., 2010).

LOC18597973 phenylalanine La fenilalanina amoniaco liasa 84%

ammonia-lyase [Theobroma (PAL), es esencial para la

cacao (cacao)| produccion de flavonoides en cacao
AOAO061ESP2, y da lugar a ligninas y taninos
TCM_022179 condensados.

3.1.2.5 Modelo tridimensional predicho de Trans-cinnamate 4-monooxygenasa

Segun el portal SWISS-MODEL, el modelo tridimensional predicho de la trans-
cinnamate 4-monooxigenasa presenta una region helicoidal en azul claro en el extremo

N-terminal, que se extiende hacia la parte central de la proteina. Esta enzima, con un
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punto isoeléctrico de 8.96 y un peso molecular de 59,681.38 kDa, desempeiia un papel
crucial en la biosintesis de compuestos fendlicos. Su funcidn consiste en catalizar la
hidroxilacion del trans-cinnamato en la posicion 4, una modificacion quimica esencial
para la produccion de flavonoides y otros metabolitos secundarios que son clave para

la defensa y la estructura de las plantas.

Figura 16. Estructura tridimensional de Trans-cinnamate 4-monooxygenasa.

Nota: Se introdujo el FASTA para obtener la estructura tridimensional en SWISS-

MODEL.

3.1.2.7 Redes de interaccion proteina-proteina de Chalcona isomerasa

La chalcona isomerasa (CHI) es una enzima esencial en la biosintesis de flavonoides,
ya que cataliza la conversion de la chalcona naringenina en (2S)-naringenina. Aunque
no posee actividad catalitica propia, regula la actividad de la chalcona sintasa (CHS)
mediante interacciones directas, promoviendo la produccion de naringenina chalcona
y reduciendo la formacion de productos secundarios. Esta regulacion es crucial para

asegurar la correcta formacion de flavonoides en la ruta metabolica (Waki et al., 2020).
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TCM_024558

£
TCM_040896

Figura 17. Red de interaccion con puntuacion més alta de Chalcona isomerasa.

Nota: Realizado en STRING.

Tabla 8.

Interacciones funcionales de Chalcona isomerasa.

ID Gen Funcion Puntaje de
confianza
LOC18601149 chalcone La chalcona sintasa (CHS), cataliza 85.8%
synthase [ Theobroma la formacién de chalconas a partir de
cacao (cacao)] p-coumaroil-CoA y malonil-CoA,
AOAO061EEBO, marcando el primer  paso
TCM_017370 comprometido en la via de los
fenilpropanoides (Dao et al., 2011).
LOC18602780 chalcone La chalcona sintasa 1 (CHS1), es 92%

synthase 1 [Theobroma
cacao (cacao)]|
AOAO61EL17,

TCM 020384

una enzima clave en la biosintesis de
flavonoides cataliza la formacion de
chalconas, compuestos intermedios
en la via de los fenilpropanoides que
dan lugar a flavonoides como
flavonoles, antocianinas y taninos

condensados (Dao et al., 2011).
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ID Gen Funcion Puntaje de
confianza

LOC18591418 bifunctional Su actividad es esencial para la 81%

dihydroflavonol 4- formacion de antocianinas 'y
reductase/flavanone 4- proantocianidinas, compuestos
reductase [Theobroma responsables de la coloracion y
cacao (cacao)) defensa en plantas (Lewis et al.,
AOAO061FCNS, 2023).

TCM 034078

3.1.2.8 Modelo tridimensional predicho de Chalcona isomerasa

Figura 18. Estructura tridimensional de Chalcona isomerasa.

Nota. Se introdujo el FASTA para obtener la estructura tridimensional en SWISS-

MODEL.

(Lackie, (2013 el modelo tridimensional de la chalcona isomerasa revela una estructura
proteica compleja, compuesta por hélices alfa y hojas beta, que es esencial para su
funcion en la biosintesis de flavonoides. Con un punto isoeléctrico de 5.27 y un peso
molecular de 24.77 kDa, esta enzima cataliza la conversion de chalconas en

flavanonas, desempenando un papel clave en la formacion de metabolitos secundarios.
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3.1.3 Integracion de datos para construir modelos predictivos que simulen la
interaccion molecular y permitan mejorar los mecanismos de regulacion en la

produccion de flavonoides

Segun la investigacion de Kang et al., (2014) la ruta de los flavonoides se desarrolla
principalmente en el citosol y el reticulo endoplasmico de las células vegetales. En el
citosol, se producen los precursores, como el p-cumaril-CoA, que, tras interaccionar
con las principales enzimas de la ruta de los flavonoides mencionadas en el punto
3.1.1, se transforman en chalconas y flavanonas. Ademas, los flavonoides se
almacenan en las vacuolas y los plastidios, donde desempenan funciones cruciales,
como la proteccion frente al estrés y los patdgenos, y contribuyen a la coloracion de

las plantas.

Se analizé mediante STRING las posibles rutas metabolicas de dos enzimas, las cuales
mostraron una relacion directa con otras seis presentes en la biosintesis de los
flavonoides. En este andlisis, cada nodo representa un gen o una proteina, mientras que
las lineas entre ellos indican diferentes tipos de interacciones funcionales o fisicas, que
incluyen tanto interacciones experimentales como predicciones. Los colores y
grosores de las conexiones reflejan la fuerza y el tipo de relacion, destacando
agrupamientos o modulos funcionales. Estos modulos sugieren que ciertos grupos de
genes operan de manera coordinada en procesos metabodlicos especificos, como la
biosintesis de flavonoides y fenilpropanoides en Theobroma cacao. Esta red es crucial
para identificar genes centrales que podrian desempefiar un papel regulador clave en

las rutas bioquimicas de interés (Pandey et al., 2020).

TCM_043000

-~
TCM_014241 C/.:
__ TCM_03s060 C
Y —( \\
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A\ = JI
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Figura 19. Red de Interaccion proteica alternativa.
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Nota: Se buscaron dos enzimas clave para la ruta de los flavonoides y se presento una
red de interaccion entre proteinas, identificando las conexiones funcionales y fisicas

entre ellas, ademas de los codigos TCM correspondientes.

Se identificaron las proteinas que interactian dentro de la nueva ruta metabolica

propuesta. A continuacion, se detallan los genes que codifican estas proteinas:

Tabla 9.

Genes presentes en la activacion de la biosintesis de los flavonoides.

Genes ID Gen Theobroma cacao (cacao)

AO0A061GY54 LOC18590901 Fenilalanina amonio-liasa
(TCM_042087)

AOAO061FP97 LOC18586419 Fenilalanina amonio-liasa G4
(TCM _043179)

AOAO061ESP2 LOC18597973 Fenilalanina amonio-liasa
(TCM_022179)

A0A061GTY6 LOC18589969 Flavonoide 3',5'-hidroxilasa 1
(TCM_040896)

AO0A061G4T4 LOC18604820 Flavonoide 3'-monooxigenasa
(TCM_014241)

AOAO061FS05 LOC18593008 Licodiona sintasa

(TCM_036450)

Tabla 10.

Funcionalidad enzimatica de genes clave involucrados en la biosintesis de

fenilpropanoides y flavonoides en Theobroma cacao.

Nombre de la Funcion Ruta Relevancia Bioldgica
Enzima Catalitica Metabdlica en Cacao
Fenilalanina Cataliza la Via de los Enzima clave en Ia
amoniaco-liasa conversion de L-  fenilpropanoides biosintesis de
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Nombre de la Funcion Ruta Relevancia Bioldgica
Enzima Catalitica Metabolica en Cacao
(PAL) fenilalanina en compuestos  fenolicos
LOC18590901 4cido trans- como lignina y
cinamico y flavonoides,
amoniaco. fundamentales para la
defensa de la planta y la
calidad del cacao.
Puede tener un papel
Isoenzima que especifico en ciertas
realiza la misma etapas del desarrollo o
Fenilalanina
] ) reaccion que PAL, en respuesta a estimulos
amoniaco-liasa . Via de los '
con posibles . ‘ ambientales,
G4 (PAL G4) . . fenilpropanoides .
diferencias en contribuyendo a la
LOC18586419 . o
regulacion y diversidad de
expresion. compuestos fenolicos en
el cacao.
Similar a las .
‘ . Contribuye a la
) ] anteriores, cataliza )
Fenilalanina produccion de
‘ _ la conversion de L- _ _
amoniaco-liasa ) ) Via de los metabolitos secundarios
fenilalanina en ' ‘
(PAL) ‘ fenilpropanoides que afectan el sabor,
acido trans- )
LOC18597973 ) aroma Yy propiedades
cinamico y o
antioxidantes del cacao.
amoniaco.
' _ Participa en la
Hidroxila )
. formacion de
' flavonoides en las o
Flavonoide 3',5'- o antocianinas
) ) posiciones 3'y 5' ) )
hidroxilasa 1 Biosintesis de  responsables de la
del anillo B, ‘ .
(F3's'H) ) flavonoides coloracion purpura 'y
produciendo 3
LOC18589969 azul en tejidos del

compuestos como

la delphinidina.

cacao, influenciando la

apariencia y
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Nombre de la Funcion Ruta Relevancia Bioldgica
Enzima Catalitica Metabolica en Cacao
propiedades
antioxidantes.
Hidroxila Contribuye a la
flavonoides en la diversidad de

Flavonoide 3'-

posicién 3' del

flavonoides en el cacao,

monooxigenasa Biosintesis de
anillo B, ‘ afectando el  perfil
(F3'H) flavonoides o
generando antioxidante y
LOC18604820 .
compuestos como potencialmente el sabor
la quercetina. del producto final.
Aunque menos
Cataliza la estudiada en cacao,
conversion de podria estar involucrada
Licodiona liquiritigenina en ‘ ‘ en la formacion de
_ o _ Biosintesis de _
sintasa licodiona mediante ' flavonoides especificos
) flavonoides
LOC18593008 una reaccion que afectan las
dependiente de propiedades
NADPH y O.. organolépticas y

funcionales del cacao.

Al realizar los andlisis, alineamientos, redes de interaccion y evaluar la afinidad de las
enzimas, se identificaron alternativas que podrian sustituir la ruta convencional (Mate,
2019). Con estos antecedentes, se proponen rutas alternativas que se activan para

generar flavonoides. A continuacion, se describen estas rutas alternativas:

Tabla 11.

Genes de las rutas alternativas.

ID Gen
LOC18599277 flavonol synthase

Genes
AOAO061EYM1
(TCM_025133)

Theobroma cacao (cacao)
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AOA061FH54
(TCM_035060)

L0OC18592290 flavanone 3-

hydroxylase Theobroma cacao (cacao)

Tabla 12.

Rutas alternativas para la biosintesis de los flavonoides.

Gen/ Enzima Funcion Tradicional

Propuesta de Via

Alternativa

Justificacion /
Funcion

Complementaria

Hidroxila flavanonas

para convertirlas en
LOC18592290

dihidroflavonoles
(Flavanona 3-

(paso clave en

hidroxilasa)
biosintesis clasica de
flavonoides).
Convierte
dihidroflavonoles en
LOC18599277
flavonoles como
(Flavonol
kaempferol,
sintasa)
finalizando la ruta
clasica.
Productos
Flavonoles clasicos
finales

Hidroxilacion de
flavanonas ya
glucosiladas o
modificadas,
permitiendo la
sintesis de derivados
flavonoides mas

diversos.

Actua también
directamente sobre
flavanonas o en rutas
bypass, facilitando
sintesis de
flavonoles, aunque la
ruta clasica esté
parcialmente

bloqueada.

Formacion de
flavonoles con
modificaciones
adicionales como

metilacion y

Permite ampliar la
variedad quimica de
flavonoides,
mejorando adaptacion

a estrés y defensa.

Mantiene produccién
de flavonoles bajo
condiciones adversas,
asegurando funciones
antioxidantes y

pigmentacion.

Diversificacion
quimica para ajuste
fino de funciones
antioxidantes, defensa

y color
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Justificacion /
Propuesta de Via
Gen / Enzima Funcion Tradicional Funcion
Alternativa
Complementaria

acilacion

Para verificar que las rutas planteadas forman parte de la biosintesis de flavonoides, se
realiz6 un analisis de enriquecimiento del cluster de la red local. Este andlisis reveld
una fuerte asociacion con rutas metabolicas relacionadas con la biosintesis de
flavonoides y fenilpropanoides, mostrando un alto nimero de genes involucrados en
estos procesos. Las proteinas que tienen relacion segiin STRING, KEEG y Uniprot son

las siguientes:

Tabla 13.

Relacion de proteinas involucradas en la biosintesis de flavonoides y fenilpropanoides

segiin STRING, KEGG y UniProt.

STRING KEEG UNIPROT
TCM_035060 TCM_035060

TCM 025133 TCM 025133

TCM 014241 TCM 014241

TCM_040896 TCM_040896

TCM._ 043000 TCM._ 043000

TCM_03645 TCM_03645

TCM_042087

TCM_043179 TCM_043179
TCM 022179 TCM 022179

En la figura 19 se observa la relacion existente entre cada una de estas proteinas, las
mismas que se encuentran listadas en la tabla 13, este analisis confirma que las

proteinas identificadas forman parte de la biosintesis de flavonoides.

A partir de estos datos se ha obtenido los graficos de enriquecimiento, en estos, el color

de las barras indica el valor del FDR (False Discovery Rate), en el que, los colores mas
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claros representan una mayor significancia estadistica. Por otra parte, el tamafio de los
circulos sobre las barras refleja el niimero de genes involucrados en cada via, siendo
mas representativos los de mayor tamafo, estos genes se encuentran identificados en
las tablas 9, 10, 11, 12 respectivamente. A partir de estos resultados, observamos que
existe un visible enriquecimiento en las rutas relacionadas con la biosintesis de
flavonoides y compuestos fenolicos. Consecuentemente, podemos comprender de
mejor forma la funcionalidad y el papel biologico de estas proteinas, alineado con el

estudio integral de las rutas metabdlicas y funciones en Theobroma cacao.

Local Network Cluster (STRING) enrichment

FDR
- 1.0e-18
Flavonaid biosynthesis, and - 1.0e-15
Phenylpropanoid biosynthesis ~ 1.0e-12
1.0e-09
@
Flavonoid biosynthesis < 1.0e-06
2 1.0e-03
g
Flavonol synthase activity, and % Gene count
Flavanone 4-reductase activity ®
@ 2
3
Aromatic amino acid lyase, and Trans- 5] 4
cinnamate 4-monooxygenase activity
7
Beta-sitosterol UDP-
glucosyltransferase activity, and @®
Beta-glucuronosyltransferase... 9
2 3 4 5 6 7 8
Signal
. rqe . . .. ,
Figura 20. Analisis de enriquecimiento en vias STRING.
KEGG Pathways enrichment
FDR
- 1.0e-12
Flavonoid biosynthesis - 1.0e-10
- 1.0e-09
Phenylalanine metabolism . 1-0e-07
4 g 1.0e-05
2 1.0e-04
=
Phenylpropanoid biosynthesis . :E“
@ Gene count
®
Flavone and flavonol biosynthesis @ "é 2
o
1G] 4

Biosynthesis of secondary metabolites S
Metabolic pathways . 9

signal

Figura 21. Analisis de Enriquecimiento en Vias Metabolicas KEGG.
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Annotated Keywords (UniProt) enrichment
FDR

- 2.2e-05
Phenylpropanoid metabolism o - 6.0e-05

- 1.5e-04

Iron 3.9e-04

1.0e-03
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Metal-binding .

Lyase

Monooxygenase .
Heme .

04 0.6 0.8 1.0 1.2 14 1.6 1.8 2.0
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Gene count

2

Groups at similarity 0.8

4

Figura 22. Analisis de Enriquecimiento en Vias Metabolicas UniProt.

Nota: Estas figuras fueron generada por STRING.

Se ha utilizado AlphaFold para realiza un andlisis proteico de la biosintesis de
flavonoides en cacao, se identificaron las regiones clave involucradas en esta ruta
metabdlica. Los resultados obtenidos permiten evaluar la estabilidad y efectividad de
las proteinas involucradas en esta biosintesis. Se introdujo la secuencia de aminoéacidos
de las enzimas de interés en la herramienta, manteniendo los parametros por defecto,
lo que facilito la identificacion precisa de las estructuras y funciones de las proteinas

analizadas (Abramson et al., 2024).

En la figura 23 observamos los diferentes rangos (ranks) de prediccion de las enzimas
de interés junto a la calidad de las estructuras generadas por AlphaFold. Cada rango
presenta un patrén de prediccion, donde las proteinas con un IDDT (interfaz de
modelo) mas alto en las primeras posiciones indican una mayor certeza en la estructura
propuesta. Las predicciones mas altas podrian corresponder a proteinas con un mayor
impacto en la calidad de los flavonoides y antioxidantes presentes en el cacao,
destacando su relevancia en los procesos metabdlicos clave (Pak et al., 2023). El color
azul indica una mayor precision en los resultados, reflejando una alta confiabilidad en
las predicciones de las estructuras de las proteinas. Por otro lado, la presencia de color
rojo indicaria que los datos no tienen validez, sugiriendo una menor certeza en la

estructura propuesta o en la prediccion de la funcion de las proteinas.
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Figura 23. Prediccion estructural de proteinas del cacao por rango.

Nota: Imagen generada en AlphaFold.

En la figura 24 se observa la cobertura de las secuencias en diferentes posiciones de la
proteina, visualizamos la identidad de la secuencia predicha en relacién con las
secuencias introducida. La alineacion de las secuencias de proteinas del cacao revela
que ciertas posiciones son altamente conservadas, donde la identidad de la secuencia
es alta como se puede observar en las posiciones 50-100 y 200-250. Segtn Jumper et
al., (2021),sugiere que las funciones en estas areas son esenciales para la estabilidad y
las propiedades bioactivas del cacao, las cuales estan relacionadas con la produccion
de flavonoides. La tendencia cercana a cero representaria un indicador de que las
secuencias introducidas no pertenecen a la ruta de los flavonoides, lo cual claramente

no se presenta en este estudio.
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Figura 24. Cobertura e identidad de la secuencia de proteinas del cacao.

La prediccion del IDDT por posicion en la figura 25, muestra cada posicion de la

secuencia proteica. Como se puede observar, existe una dispersion entre los valores
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100 a 150, lo que significa que en esta zona existen condiciones favorables para la
sintesis de diversos flavonoides y compuestos fenoliticos, por otra parte, en las
posiciones donde el predictor es constante como entre 150 y 300, se considera que las

condiciones de sintesis son constantes (Jumper et al., 2021).

Estas posiciones se consideran objetivos, desde el enfoque de mejora funcional para la
produccion y sintesis de flavonoides, ademas de que estos compuestos son clave para
mejorar la resistencia al estrés bidtico y abidtico e influyen en su calidad y propiedades

nutricionales (Bertoline et al., 2023).
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Figura 25. Prediccion del IDDT por posicion en proteinas del cacao.

Segun el articulo de (Ruchawapol et al., 2022), el docking molecular nos permite
verificar si existe interaccion entre las enzimas identificadas y el ligando involucrado
en la biosintesis de los flavonoides, que para este estudio es el ATP (Adenosin
trifosfato). Las enzimas flavanona 3-hidroxilasa (F3H) y el flavonol sintasa (FLS), se
usaron para predecir la interaccion con ligandos presentes en el entorno celular del
cacao (ATP). El F3H convierte la naringenina en dihidroflavonol, mientras que el FLS
convierte los dihidroflavonoles en flavonoles comunes como el kaempferol o la

quercetina.
Para visualizar las interacciones entre las enzimas y el ligando, se identificaron los
residuos en el sitio activo de la enzima que favorecen la conversion de los flavonoides.

Es importante sefialar que, si las enzimas propuestas para las rutas alternativas no
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estuvieran relacionadas con la produccion de flavonoides, se habria tenido que disefiar

inhibidores o activadores enfocados en aumentar la produccion de flavonoides (Fanelli

& Sullivan, 2023).

Figura 26. Union sustrato enzima de F3H.

Utilizando AutoDock Tools, donde se introdujeron tanto el ligando como las enzimas
en formato PDB. Posteriormente, se realizo el docking molecual, como se muestra en
la figura 27. Este procedimiento permite modelar las interacciones entre estas
moléculas (enzima-ligando) e identificar el mejor acoplamiento a partir de evaluar los
cambios conformacionales que se generan en esta interacciéon (Danish Rizvi et al.,
2013). La variabilidad genética en estas enzimas podria aumentar significativamente
la cantidad de flavonoides producidos, lo que resulta crucial para identificar factores
estructurales con mayor afinidad de unidn. Esto, a su vez, incrementaria la eficiencia
de la conversion metabolica, controlando la ruta de los flavonoides y mejorando la

calidad del cacao.

Figura 27. Representacion esquematica del docking.



Se llevdo a cabo un analisis de acoplamiento molecular (docking) utilizando
AutoDockTools, con el objetivo de predecir la interaccion entre la enzima flavonol
sintasa (FLS) y el ligando ATP. Se evaluaron diez conformaciones principales como
se muestra en la tabla 14, entre las cuales varias presentaron valores de energia de
union atipicamente altos y positivos, lo que sugiere interacciones inestables o poco
favorables desde el punto de vista termodinamico. La conformacién 1 mostrd una
energia de union de 30.72 kcal/mol, mientras que las conformaciones 2 y 9 alcanzaron
valores aiin mayores (76.80 y 67.16 kcal/mol, respectivamente). Estos valores exceden
ampliamente los rangos aceptables para una interaccion bioldgicamente viable, lo que
indica que dichas poses deben ser descartadas por inconsistencias energéticas

significativas.

Las conformaciones 3, 4, 7 y 10 presentaron energias de union mas moderadas (14.59,
7.28, 11.05 y 10.80 kcal/mol, respectivamente), junto con una mejor correlacion entre
la energia intermolecular y la energia interna, lo que sugiere un ajuste conformacional
mas favorable y mayor estabilidad potencial del complejo. Las energias electrostaticas
fueron bajas en casi todas las conformaciones analizadas, lo que indica que
predominan las interacciones de Van der Waals e hidrofobicas sobre las interacciones
polares en el sitio de union.El andlisis del RMSD (desviacion cuadratica media) arrojo
valores entre 3.56 y 4.54 A en las conformaciones mas prometedoras, reflejando una
variabilidad estructural considerable. A continuacion, se presenta una tabla con el

resumen de los valores obtenidos para cada conformacion:

Tabla 14.

Resultados del docking molecular entre la enzima Flavonol sintasa y el ligando.

Parametro 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Energia de
unién 30.7 768 145 72 04 45 11 194 67.1 10.8
(kcal/mol)
Eficiencia 099 248 047 023 002 0.15 036 063 217 0.35
del ligando
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Energia 26.25 7232 10.12 280 -40 008 6.58 1493 62.68 6.32

intermolecular

Energia -0.17 056 056 0.17 -0.53 0.66 -0.02 044 0.17 -0.58

electroestatica

Energia 370 1423 -1.37 -4.01 -2.01 -2.39 -1.13 -1.98 7.65 -2.18
interna
RMSD 452 356 430 454 423 437 387 380 4.02 3.5
ref (A)

Después de analizar los parametros de energia de union, energia interna, energia
intermolecular y estabilidad estructural (RMSD), se concluye que la Conformacién 10
es la mas adecuada para estudios posteriores como se muestra en la figura 28. Esta
conformacién presenta una energia de union favorable, una estructura estable del
ligando y un RMSD bajo, lo que la convierte en un modelo confiable para analisis

complementarios (Fusani et al., 2020).

Tabla 15.

Modelos viables entre la enzima Flavonol sintasa y el ligando.

Conformacion  Energia Energia  Energia RMSD Observaciones

de union  Intermol. Interna  ref(A)

(kcal/mol)

10 10.80 6.32 -2.18 3.75 Balanceada y
estable

7 11.05 6.58 -1.13 3.87 Ligeramente
mas inestable

4 7.28 2.80 -4.01 4.54 Menor energia,
pero RMSD
alto

3 14.59 10.12 -1.37 4.30 Mayor energia
de union

En la figura 38 se muestra la visualizacion tridimensional del complejo formado entre

la enzima FLS y el ligando, correspondiente a la conformacion 10, 1a més estable segtin
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el analisis de docking. El ATP se encuentra ubicado en el sitio activo, estabilizado por
cuatro enlaces de hidrogeno clave con los residuos LYS202 y HIS277, que se observan
como lineas verdes. Los valores energéticos indican una afinidad favorable, con una
energia de union de -10.8 kcal/mol, energia interna negativa (-2.18 kcal/mol), lo que

confirma un ajuste estructural confiable y una interaccion bioquimicamente viable para

estudios posteriores.

74 Conformation 10 Info X

binding_energy=10.8
ligand_efficiency=0.35
intermol_energy=6.32
vdw_hb_desolv_energy=6.9
electrostatic_energy=-0.58
total_internal=-2.18
torsional_energy=4 47
unbound_energy=-2.18
filename=log.dlg
cIRMS=0.0
refRMS=3.75
rseed1=None
rseed2=None

74 Hydrogen Bonds:

4 Atoms in hbonds:

ligando-d:UNL1:H =
ligando:d:UNL1:H
AF_AOAO061EYM1_model1:A:LYS202:HZ2

AF_AOA061EYM1_model1:A'HIS277:HE2

i

» I v
v Show All [ Show Distances

Show theta Show phi
(don-h->acc) (h->acc-accN)

r

v Show Energy
Select Al | Dismiss

Figura 28. Resultado del docking molecular de FLS y parametros presentes.

Los resultados del docking molecular entre la enzima flavanona 3-hidroxilasa (F3H)
y el ligando ATP, los resultados presentes en la tabla 16 fueron en la energia de union
(Binding Energy): El valor mas bajo corresponde a la Conformaciéon 9 con -2.82
kcal/mol, lo que sugiere que esta seria la pose mas favorable energéticamente. Otros
valores negativos como el de la Conformacion 1y 7 (ambas -0.58 kcal/mol) indican
una interaccion débil. Valores positivos como el de la Conformacion 10 (+12.33
kcal/mol) son inestables, por otra parte, en la energia intermolecular con la
conformaciéon 9 también presenta la energia intermolecular mas baja con -7.29

kcal/mol, reforzando su estabilidad en el sitio de union. La desviacion cuadratica
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media (RMSD) en la Conformacién 1 tiene un valor de 4.33 A, mientras que otras

conformaciones oscilan entre 4.1 y 4.8 A, lo que indica cierta variabilidad estructural

(Bender et al., 2021).

Tabla 16.

Resultados del docking molecular entre la enzima Flavanona 3-hidroxilasa y el

ligando.

Parametro 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Energia de -0.58 795 285 3.02 203 002 -058 26 -282 123
Unién

(kcal/mol)

Eficiencia del -0.02 026 0.09 0.1 0.07 0.0 -0.02  0.08 -0.09 04

Ligando

Energia -5.06 348 -1.63 -146 -245 -446 -505 -1.8 -729 7.86
Intermolecular

Energia 0.44 0.07 0.38 0.17 -0.18 -0.61 -0.32 027 -0.62 1.1
Electroestatica

RMSD ref ()  4.33 4.12 4.55 456 457 467 486 449 454 448

En los resultados del docking molecular se observé que la interaccion mas estable entre
la enzima flavonola 3-hidroxilasa y el ligando ATP corresponde a la conformacion 9,
con una energia de union de -2.82 kcal/mol y una constante de inhibicion (Ki) de 8.63
mM, lo que indica una afinidad moderada. En el articulo redactado por(Keil & Mayer,
2014) un aspecto relevante es que esta interaccion esta dominada por fuerzas de Van
der Waals, evidenciado por una energia de desolvacion negativa significativa, mientras
que el componente electrostatico es menor (-0.62 kcal/mol). Esto sugiere que el
reconocimiento entre la enzima y el ATP se basa principalmente en un acoplamiento
natural, es decir, en la complementariedad de formas entre el ligando y el sitio activo
de la proteina. Como se muestra en la figura 29, este tipo de interaccion, que poseen
uniones electrostaticas o covalentes, son suficientes para estabilizar el complejo
enzima-ligando y permitir una funcionalidad bioldgica basica, abriendo posibilidad de

optimizar el ligando (Hernéndez et al., 2020).
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La figura 29, muestra la interaccion molecular entre el ATP (en color naranja) y la
enzima F3H en su Conformacion 9, la mas estable segun el analisis de docking. Se
observan multiples residuos del sitio activo, como TYR204, MET222, HIS275 y
SER287, formando enlaces de hidrégeno con el ligando, lo que sugiere una union
especifica y estabilizada. Ademas, se detalla los valores mas relevantes, mientras que
las esferas rojas y azules representan mapas de interaccion y ocupacion espacial

alrededor del ligando y los residuos clave. Esta visualizacion respalda la seleccion de

esta conformacion como la mas adecuada.

74 Conformation 9 Info X

binding_energy=-2.82
ligand_efficiency=-0.09
inhib_constant=8.63
inhib_constant_units=mM
intermol_energy=-7.29
vdw_hb_desolv_energy=-6.67
electrostatic_energy=-0.62
total_internal=-1.11
torsional_energy=4.47
unbound_energy=-1.11
filename=log.dlg
clRMS=0.0
refRMS=4 54
rseed1=None
rseed2=None

74 Hydrogen Bonds:

4 Atoms in hbonds:

/AF_AOAQ61FH54_model ATYR204HH -
AF_AOA061FH54_model1-A:MET222:HN
IAF_A0A061FH54_model1-A-HIS275 HE2

AF_AOA061FH54_model1:A:SER287:HG

o 21|

v Show All I~ Show Distances
r Show theta r Show phi
(don-h->acc) (h->acc-accN)
v Show Energy
SelectAll___| Dismiss

Figura 29. Resultado del docking molecular F3H y parametros presentes.

Tabla 17.

41



Modelo viable entre la enzima Flavonona 3-hidroxilasa y el ligando.

Resultado
Criterio Interpretacion
Conformacion 9
Energia de Union Es la mas baja entre todas las
-2.82 kcal/mol . . ‘
(Binding Energy) conformaciones (mejor afinidad).
Constante de Inhibicion Es el valor mas bajo (mayor
8.63 mM S
(Ki) potencial inhibitorio).
Alta estabilidad del complejo
Energia Intermolecular  -7.29 kcal/mol ' _
enzima-ligando.
Contribucidn negativa favorable a la
Energia Electroestatica -0.62 kcal/mol '
interaccion.
Aceptable considerando la
RMSD 4.54 A

flexibilidad del ligando.

La ruta alternativa se presenta en la tabla 18, en la ruta tradicional la flavanona 3-
hidroxilasa (LOC18592290) actua sobre la flavonona (naringenina), hidroxilandola en
el carbono 3 para formar dihidroflavonoles, como dihidrokaempferol 'y
dihidroquercetina. En la ruta alternativa, la flavonona glucosilada o modificada
también puede ser hidroxilada en el carbono 3, lo que da lugar a la formacion de un
dihidroflavonol. Estos compuestos quimicos actian como intermediarios en la
biosintesis de flavonoles y antocianidinas, caracterizados por centros quirales en los
carbonos C2 y C3, lo que da lugar a cuatro posibles estereoisomeros (Slade et al.,
2005). En cuanto a la Flavonol Sintasa (LOC18599277), los dihidroflavonoles, como
el dihidrokaempferol, se oxidan y se convierten en flavonoles, como el kaempferol.
En la ruta alternativa, la Flavonol Sintasa puede actuar sobre flavanonas, produciendo
tanto quercetina como kaempferol. Esta flexibilidad en la accidon de la enzima permite
una mayor diversidad en los flavonoides generados, ampliando las posibilidades de

adaptacion y optimizacion de los compuestos bioactivos (Sakakibara et al., 2019).

Tabla 18.
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Rutas alternativas y producto final.

Reaccion Quimica Reaccion Quimica Via
Enzima / Reaccion
Tradicional Alternativa

Flavanona (naringenina) + O: )
Flavanona glucosilada

Flavanone 3- + NADPH — Dihidroflavonol
o (modificada) + O: + NADPH —
hydroxylase (dihidrokaempferol o o '
o ) Dihidroflavonol (modificado)
(LOC18592290) dihidroquercetina) + H.O +
+H.O + NADP*
NADP*

Flavanona o dihidroflavonol
Dihidroflavonol (como o
o (como dihidrokaempferol) + O:
Flavonol Synthase dihidrokaempferol) + O, —

— Flavonol (kaempferol,
(LOC18599277)  Flavonol (kaempferol,

quercetina, u otros flavonoles

quercetina) + H.0 )
modificados) + H20

Dihidroflavonoles (dihidrokaempferol, dihidroquercetina)
Producto Final ) ] )
Flavonoles (kaempferol, quercetina, y derivados modificados)

El uso de estas rutas alternativas en la biosintesis de flavonoides contribuye a aumentar
la diversidad quimica de estos compuestos, lo que mejora la capacidad de adaptacion
de las plantas a condiciones de estrés bidtico y abidtico. Al permitir la sintesis de
flavonoles modificados, estas vias favorecen funciones esenciales, como el incremento
de antioxidantes en la produccion de cacao, ademds de potenciar las defensas contra
microorganismos y mejorar la pigmentacion del fruto. Asimismo, aseguran la
continuidad en la produccion de flavonoides, incluso cuando la ruta clasica se ve
bloqueada, garantizando asi una proteccion efectiva frente a patdgenos. Este enfoque
representa un beneficio clave para el desarrollo de cultivos mas resistentes y con

propiedades funcionales mejoradas (Wang et al., 2022).
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES

El andlisis in silico de la ruta de flavonoides en Theobroma cacao permitid
identificar y caracterizar enzimas clave implicadas en su biosintesis, asi como
modelar sus interacciones moleculares y estructurales. Esto demostrdo que
herramientas bioinformaticas como KEGG, STRING, AlphaFold y AutoDock
permiten una comprension profunda de las rutas metabolicas, facilitando la
prediccion de nuevos mecanismos de regulacion y proponiendo rutas
alternativas para optimizar la producciéon de flavonoides funcionales y

bioactivos en el cacao ecuatoriano.

Se clasificaron con éxito las secuencias gendmicas de genes clave como
chalcona sintasa, trans-cinnamate 4-monooxygenasa y chalcona isomerasa,
mediante herramientas como KEGG y NCBI. El andlisis de alineamiento
BLAST confirmé una alta homologia con otras especies, validando su rol
funcional. Las predicciones de localizacion subcelular y dominios
transmembrana evidenciaron la especificidad estructural y funcional de estas

proteinas en la biosintesis de flavonoides.

El analisis proteomico mediante STRING y TMHMM reveld redes de
interaccidn proteina-proteina altamente confiables entre enzimas esenciales de
la ruta flavonoide, como CHS, C4H y CHI. Estas interacciones sugieren la
existencia de metabolones que optimizan la eficiencia biosintética. Asimismo,
la prediccion estructural con SWISS-MODEL permiti6 comprender la
configuracion tridimensional de las proteinas, asocidndolas con funciones
biologicas claves como defensa vegetal, pigmentacion y bioactividad

antioxidante.

La integracion de modelos estructurales y analisis de docking molecular
permitio predecir la afinidad de interaccion entre enzimas y ligandos como
ATP, destacando un alto potencial regulador de F3H y FLS. Se identificaron

rutas alternativas viables mediante la accion de enzimas multifuncionales, que
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podrian mantener la sintesis de flavonoides incluso bajo condiciones adversas.
Estos hallazgos abren oportunidades para mejorar la resistencia vegetal y la

calidad funcional del cacao mediante aplicaciones biotecnoldgicas.
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ANEXOS

Anexo 1. Resultados del docking molecular, obtenidos de AutoDockTools.

Flavonol sintasa (FLS)

Flavanona 3-hidroxilasa (F3H)

Conformation 1 Info
binding_energy = -0.58
ligand _efficiency = -0.02
inhib_constant = 372.81
inhib_constant units = mM
intermol_energy = -5.06
vdw_hb_desolv_energy = -5.5
electrostatic_energy = 0.44
total internal = -2.64
torsional energy = 4.47
unbound energy = -2.64
filename = log.dlg

cIRMS = 0.0

refRMS =4.33
Conformation 2 Info
binding_energy = 7.95
ligand_efficiency = 0.26
intermol_energy = 3.48
vdw_hb_desolv_energy = 3.4
electrostatic_energy = 0.07
total internal = -1.54
torsional energy = 4.47
unbound_energy = -1.54
filename = log.dlg

cIRMS =0.0

refRMS =4.12

Conformation 3 Info

Conformation 1 Info

binding energy range in this cluster of 5
is 30.25

binding_energy = 30.72
ligand_efficiency = 0.99
intermol_energy = 26.25
vdw_hb desolv_energy = 26.42
electrostatic_energy = -0.17
total internal = 3.7

torsional energy = 4.47
unbound energy = 3.7

filename = log.dlg

cIRMS = 1.58

refRMS =4.52

Conformation 2 Info

binding energy range in this cluster of 1
is 0.00

binding_energy = 76.8

ligand efficiency = 2.48
intermol_energy = 72.32
vdw_hb_desolv_energy = 71.76
electrostatic_energy = 0.56
total internal = 14.23

torsional energy = 4.47
unbound energy = 14.23
filename = log.dlg

cIRMS = 0.0

refRMS = 3.56

Conformation 3 Info
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Flavonol sintasa (FLS)

Flavanona 3-hidroxilasa (F3H)

binding_energy = 2.85
ligand_efficiency = 0.09
intermol_energy = -1.63
vdw_hb desolv_energy = -2.01
electrostatic_energy = 0.38
total internal = -1.56
torsional energy = 4.47
unbound energy =-1.56
filename = log.dlg

cIRMS = 1.48

refRMS = 4.55

Conformation 4 Info
binding_energy = 2.85
ligand _efficiency = 0.09
intermol_energy = -1.63
vdw_hb_desolv_energy = -2.01
electrostatic_energy = 0.38
total internal =-1.56
torsional energy = 4.47
unbound energy =-1.56
filename = log.dlg

cIRMS = 1.48

refRMS = 4.55

Conformation 5 Info
binding_energy = 2.03
ligand_efficiency = 0.07
intermol_energy = -2.45

vdw_hb_desolv_energy = -2.26

binding energy range in this cluster of 5
s 30.25

binding_energy = 14.59
ligand_efficiency = 0.47
intermol_energy = 10.12
vdw_hb_desolv_energy = 9.56
electrostatic_energy = 0.56
total internal =-1.37

torsional energy = 4.47
unbound energy =-1.37
filename = log.dlg

clRMS =1.7

refRMS =4.3

Conformation 4 Info

binding energy range in this cluster of 5
is 30.25

binding energy = 7.28
ligand_efficiency = 0.23
intermol_energy = 2.8

vdw_hb desolv_energy = 2.63
electrostatic_energy = 0.17
total internal = -4.01

torsional energy = 4.47
unbound_energy = -4.01
filename = log.dlg

clRMS =1.61

refRMS = 4.54
Conformation 5 Info

binding energy range in this cluster of 5
is 30.25

binding_energy = 0.47
ligand_efficiency = 0.02
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Flavonol sintasa (FLS)

Flavanona 3-hidroxilasa (F3H)

electrostatic_energy = -0.18
total internal =-1.33
torsional_energy = 4.47
unbound energy =-1.33
filename = log.dlg

cIRMS = 1.57

refRMS =4.57

Conformation 6 Info
binding_energy = 0.02
ligand efficiency = 0.0
intermol_energy = -4.46
vdw_hb_desolv_energy = -3.84
electrostatic_energy = -0.61
total internal = -2.24
torsional energy = 4.47
unbound_energy = -2.24
filename = log.dlg

cIRMS = 1.49

refRMS =4.67

Conformation 7 Info
binding_energy = -0.58
ligand_efficiency = -0.02
inhib_constant = 375.74
inhib_constant units = mM
intermol_energy = -5.05
vdw_hb desolv_energy = -4.73
electrostatic_energy = -0.32

total internal =-1.77

intermol_energy = -4.0
vdw_hb_desolv_energy = -3.47
electrostatic_energy = -0.53
total internal =-2.01

torsional energy = 4.47
unbound_energy = -2.01
filename = log.dlg

cIRMS =0.0

refRMS = 4.23

Conformation 6 Info

binding energy range in this cluster of 5
is 30.25

binding_energy = 4.55
ligand_efficiency = 0.15
intermol_energy = 0.08
vdw_hb_desolv_energy = -0.59
electrostatic_energy = 0.66
total internal =-2.39

torsional energy = 4.47
unbound energy = -2.39
filename = log.dlg

cIRMS = 1.41

refRMS =4.37

Conformation 7 Info

binding energy range in this cluster of 3
is 8.60

binding_energy = 11.05
ligand_efficiency = 0.36
intermol_energy = 6.58
vdw_hb desolv_energy = 6.6
electrostatic_energy = -0.02

total internal =-1.13
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Flavonol sintasa (FLS)

Flavanona 3-hidroxilasa (F3H)

torsional energy = 4.47
unbound energy = -1.77
filename = log.dlg

cIRMS =1.39

refRMS = 4.86
Conformation 8 Info
binding_energy = 2.6
ligand_efficiency = 0.08
intermol_energy = -1.88
vdw_hb_desolv_energy = -2.14
electrostatic_energy = 0.27
total internal = -3.36
torsional energy = 4.47
unbound_energy = -3.36
filename = log.dlg

cIRMS = 1.49

refRMS = 4.49

Conformation 9 Info
binding_energy = -2.82
ligand_efficiency = -0.09
inhib_constant = 8.63
inhib_constant units = mM
intermol_energy = -7.29
vdw_hb_desolv_energy = -6.67
electrostatic_energy = -0.62
total internal =-1.11
torsional energy = 4.47
unbound energy =-1.11
filename = log.dlg

cIRMS = 0.0

torsional energy = 4.47
unbound energy =-1.13
filename = log.dlg

cIRMS =1.71

refRMS = 3.87

Conformation 8 Info

binding energy range in this cluster of 3
is 8.60

binding_energy = 19.4
ligand_efficiency = 0.63
intermol_energy = 14.93
vdw_hb_desolv_energy = 14.49
electrostatic_energy = 0.44
total internal =-1.98

torsional _energy = 4.47
unbound_energy = -1.98
filename = log.dlg

cIRMS =1.73

refRMS =3.8

Conformation 9 Info

binding energy range in this cluster of 1
is 0.00

binding_energy = 67.16
ligand_efficiency = 2.17
intermol_energy = 62.68
vdw_hb desolv_energy = 62.51
electrostatic_energy = 0.17
total internal = 7.65

torsional energy = 4.47
unbound energy = 7.65
filename = log.dlg

cIRMS = 0.0
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Flavonol sintasa (FLS)

Flavanona 3-hidroxilasa (F3H)

refRMS = 4.54
Conformation 10 Info
binding_energy = 12.33
ligand_efficiency = 0.4
intermol_energy = 7.86
vdw_hb_desolv_energy = 6.76
electrostatic_energy = 1.1
total internal = -3.02
torsional energy = 4.47
unbound_energy = -3.02
filename = log.dlg
cIRMS = 1.45

refRMS =4.48

refRMS =4.02
Conformation 10 Info
binding energy range in this cluster of 3
is 8.60

binding_energy = 10.8
ligand_efficiency = 0.35
intermol_energy = 6.32
vdw_hb desolv_energy = 6.9
electrostatic_energy = -0.58
total internal =-2.18
torsional energy = 4.47
unbound_energy = -2.18
filename = log.dlg

cIRMS = 0.0

refRMS =3.75
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