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RESUMEN

El arbol de caucho tiene la capacidad de producir latex que es una sustancia natural. Esta
descrito que las plantaciones de caucho son afectadas por un sinnUmero de
enfermedades causadas por hongos que atacan su raiz, tallos, hojas y ramas. Como una
manera de protegerse, la planta hace uso de enzimas proteasas, quitinasas, oxidasas y
lectinas que son compuestos activos del latex. Heveina es la proteina mas abundante en
el latex, estd involucrada en la defensa de la planta y debido a sus capacidades y bajo
peso molecular es considerada una proteina de interés biotecnolégico, por lo que el
presente trabajo tiene como objetivo caracterizar a nivel molecular la proteina Heveina
(hevl) y disefiar su activacion y funcién antifingica en Hevea brasiliensis a través de
modelamientos in silico. El trabajo bioinformatico se ha realizado mediante el uso de
programas Yy sitios web como NCBI, BioEdit, Swiss-Model y RasMol; se obtuvo un analisis
de su composicion aminoacidica, un modelado de alta identidad y un disefio del
mecanismo de activacién y funcién de la proteina. Se concluye que heveina tiene un
papel importante en la defensa de la planta y se logra un acercamiento al conocimiento

del mecanismo de activacion de heveina.

PALABRAS CLAVES: latex, heveina, proteina antifingica, bioinformatica, modelado in

silico.



1. INTRODUCCION

El caucho, arbol bondadoso que posee abundante latex blanco lechoso en su corteza,
llamado por los pueblos originarios de la cuenca Amazdnica como el arbol Heve y al latex
Cahuchu que viene de la palabra taina que significa «lagrimas de arbol» de donde derivan
sus nombres comun y cientifico (Hevea brasiliensis), es una especie que pertenece a la
familia Euphorbiaceae, que crece de manera natural en esta region. Mientras su

distribucion y cultivo se registra alrededor del mundo (Guerra & Sacoto, 2020).

El &rbol de caucho tiene la capacidad de producir latex que es una sustancia natural con
una composicion de gran complejidad, contiene de 30 a 36% de hidrocarburos del
caucho, 0.5% de cenizas, 1.5% de proteinas, 2% de resina (Ledermann, 2018). En total
suma el 40.5% de componentes, menos de la mitad, el resto son gomas, aceites,
azucares, sales minerales, acidos nucleicos, alcaloides, terpenos ceras, almidén, taninos
y balsamos. El latex es producido por casi todas las especies del género Hevea, siendo
las mas importantes Hevea brasiliensis y Hevea benthamiana las cuales han dado origen
variedades que poseen latex de mayor calidad y son mas resistentes a los ataques de
patdgenos. Debido a estas propiedades el latex producido por el arbol del caucho es
utilizado para la fabricacion de muchos articulos tales como: cintas adhesivas, cintas
aislantes, algunos cementos de contacto, material aislante para zapatos, fabricacién de
correas y manguitos para vehiculos, guantes, preservativos y calzado de goma (Beliczky
& Fajen, 2010), por lo que es atractivo por las poblaciones amazdnicas y empresas
manufactureras como las que forman parte de la Asociacion Ecuatoriana de Plasticos
(ASEPLAS) (Superintendencia de Control del Poder de Mercado, 2016).

Esta descrito que las plantaciones de caucho son afectadas por un sinnimero de
enfermedades causadas por hongos que atacan su raiz, tallos, hojas y ramas; favorecidas
por la ola invernal, gracias al aumento de la humedad relativa. Bajo estas condiciones se
forma una capa de agua sobre la superficie foliar que favorece la germinacion de las
esporas, el inicio del proceso de infeccion, la colonizacion de los tejidos y la diseminacion
del in6culo (zona contaminada). Ademas, en el mundo se han registrado 275 especies
animales relacionadas a dafios en el cultivo de caucho, de las cuales 218 son insectos
(Rodriguez Cadena, 2009).



Las enfermedades mas importantes que se dan en los cultivos del Ecuador son descritas
por el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias en su guia técnica de cultivos
en las que destaca como plaga al gusano cachon Erinnyis ello cuyas larvas se alimentan
de hojas, tallos tiernos y brotes, los atagues méas severos causan defoliacion de la planta
y de los brotes; y como enfermedad producida por hongos destaca el mal sudamericano
de las hojas causada por Microcyclus ulei, provoca defoliacion de los arboles y otras
afectaciones, disminuyendo su produccion y en algunas ocasiones llegando a producir la
muerte de la planta (INIAP, 2008) (INIAP, 2014).

Como una manera de protegerse del ataque de los hongos, la planta hace uso de
enzimas proteasas, quitinasas, oxidasas y lectinas que son compuestos activos del latex.
Entre las lectinas de mayor importancia esta la proteina heveina que tiene la capacidad
de unirse a quinina; su funcion principal es inhibir el crecimiento de diversos hongos. Asi
también, un gran nimero de lectinas han sido caracterizadas de especies de cereales,
leguminosas y solanaceas. Estas, varian ampliamente en estructura y secuencia, pero
todas contienen el dominio de union a quitina. Algunas de ellas han mostrado tener
propiedades antimicrobianas. La susceptibilidad que tiene el organismo a ser atacado por
estos patdgenos puede deberse a la baja produccion de latex durante sus primeros afios
de vida, sabiendo que esta sustancia se constituye de proteinas que sirven en la defensa,
como lo son las lectinas. (Broekaert et al., 1990) menciona que el sellado de las heridas
se produce por coagulacion de latex, este proceso implica la ruptura de los cuerpos
lutoides (organelo de origen vacuolar). El taponamiento de las heridas puede ser

importante para prevenir la entrada de patégenos en el floema.

Heveina es la proteina mas abundante en el latex, esta involucrada en la defensa de la
planta y debido a sus capacidades y bajo peso molecular es considerada una proteina de
interés biotecnoldgico, por lo que el presente trabajo tiene como objetivo caracterizar a
nivel molecular la proteina Heveina (hevl) y disefiar su activacion y funcion antifangica en

Hevea brasiliensis a través de modelamientos in silico.



2. JUSTIFICACION

Existen diversas enfermedades y plagas que pueden presentarse en las plantaciones de
caucho y que pueden ser significativas si no se manejan con cuidado. La mayoria de las
enfermedades provienen de los hongos y se presentan en las hojas de los arboles
durante cualquier etapa del ciclo de vida del arbol. Pueden ocasionar muerte descendente
o retraso del crecimiento, en las plantas que estan en etapa de vivero y reduccion en la

produccion de latex en el arbol adulto.

Como se menciond anteriormente, el mal sudamericano de las hojas es la enfermedad
mas limitante para el cultivo del caucho natural ocasionada por el hongo Microcyclus ulei.
este hongo afecta Unicamente al género hevea y ataca directamente a las hojas jovenes
en desarrollo causando dafio y la caida prematura de las mismas; esto disminuye la
actividad fotosintética del arbol y por ende su produccion de latex entre un 20 y 75%
(Rojas, 2017). Pero esta no es la Unica enfermedad que afecta al cultivo del caucho. En
los estudios realizados por el INIAP en las evaluaciones registra algunos insectos y otros

hongos como agentes causales de enfermedades en la planta.

El arbol de caucho esta bajo estrés bidtico y abiético de manera constante, por lo que sus
estrategias de respuesta y defensa dependen principalmente de la liberacién del latex,
debido a que le sirve de barrera fisica protectora y cicatrizante de heridas. Ademas, el
latex contiene a la heveina, una proteina que es fundamental en la coagulacion de la

gomay en la defensa de la planta (Tam et al., 2015).

Recientemente se ha demostrado que la heveina se une la quitina e inhibe el crecimiento
de varios hongos por lo tanto se ha sugerido que juega un papel en la proteccion de los
sitios de heridas del ataque de hongos. Sin embargo, no se conoce a nivel molecular
como se activa la heveina y como actla en el proceso de proteccion del arbol de caucho
contra hongos, por lo que este trabajo estd basado en softwares, programas
bioinforméticos y analisis de articulos cientificos, que permitiran obtener un modelo in
silico de la proteina heveina (hevl) y su actividad antifingica en Hevea brasiliensis. Esta
informacion ayudara a conocer el proceso biolégico y molecular de la proteina, ademas

permitira proponer el uso de heveina en otros cultivos que tengan problemas de hongos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Caracterizar a nivel molecular la proteina Heveina (hevl) y disefiar su activacion y funcion

antifangica en Hevea brasilienses a través de modelamientos in silico.

3.2 Objetivos Especificos

- Analizar a nivel molecular la proteina hevl seleccionando secuencias registradas
en el NCBI que cumplan las condiciones para realizar el modelamiento in silico.

- Conocer la estructura de la proteina de interés mediante los programas Swiss-
Model y RasMol para la obtencién de un modelado de alta identidad.

- Disefiar la activacién y funcion de la proteina heveina demostrando su actividad
antifingica en Hevea brasilienses a traves del andlisis de documentos cientificos y

el uso del programa BioRender.
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4. MARCO TEORICO

4.1Hevea brasiliensis
La Hevea brasilienses (Willd. ex A. Juss.) Mull.Arg. (1865) es un arbol deciduo muy
ramificado que en la naturaleza puede alcanzar 25-40 m de altura con tronco cilindrico,
hasta més de 1 m de didmetro, de corteza lisa de color grisaceo. La especie es originaria
de Bolivia, Brasil, Colombia, Guyana francesa, Perl y Venezuela donde crece en la
foresta pluvial amazonica, sobre suelos prevalentemente arcillosos, hasta cerca 600 m de
altitud. EI nombre del género deriva de “heve”, término con el cual es llamado el arbol por
los indigenas de la Amazonia; el nombre especifico “brasiliensis” = de Brasil, indica uno

de los lugares de origen (Mazza, 2014).

4.2Proteinas
Las proteinas son biomoléculas que consisten basicamente en carbono, hidrégeno,
oxigeno y nitrogeno. También pueden contener elementos como azufre, fésforo, hierro,
magnesio y cobre. Son macromoléculas formadas por cadenas de unidades estructurales,
los aminoacidos. Estos aminoacidos se unen por medio de enlaces peptidicos entre los
grupos carboxilo y el grupo a-amino, con pérdida de agua (Martinez Augustin & Martinez
de Victoria, 2006).

La union de un bajo numero de aminoacidos da lugar a un péptido; si el nUmero de
aminoacidos que forma la molécula no es mayor de 10, se denomina oligopéptido, si es
superior a 10 se llama polipéptido y si el nimero es superior a 100 aminoacidos se habla
ya de proteina. Por tanto, las proteinas son cadenas de aminoacidos que se pliegan
adquiriendo una estructura tridimensional que les permite llevar a cabo miles de funciones
(Riedel, 2008).

Las proteinas estan codificadas en el material genético de cada organismo, donde se
especifica su secuencia de aminoacidos, y luego son sintetizadas por los ribosomas. Las
proteinas desempefian un papel fundamental en los seres vivos y son las biomoléculas
mas versatiles y diversas. Realizan una enorme cantidad de funciones diferentes, entre

ellas funciones estructurales, enzimaticas, transportadora, etc. (Luque Guillén, 2009)
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4.3Aplicaciones bioinforméticas en el estudio de las proteinas
La bioinformatica es un area emergente interdisciplinaria que se ocupa de la aplicacion de
la informatica en la recopilacion, almacenamiento, organizacion, analisis, manipulacion,
presentacion y distribucion de informacion relativa a los datos bioldgicos o médicos, tales
como macromoléculas. La Bioinformatica es un campo de las ciencias computacionales
gue lleva a cabo el andlisis de secuencias de moléculas bioldgicas. Normalmente se
aplica a los genes, al ADN, al ARN, o a las proteinas, y resulta especialmente util para
comparar secuencias de genes y proteinas entre distintos organismos, pudiendo ver las
relaciones evolutivas entre organismos, e intentando averiguar cual es la funcion de

dichos genes y proteinas (NIH, 2022).

La bioinformatica formal se enfoca al desarrollo de procesos informaticos para modelar y
simular sistemas bioldgicos, asi como al desarrollo y aplicacion de algoritmos orientados
al analisis de datos de distintas disciplinas cientificas, para lo cual se aplican tanto
meétodos clasicos en bioinforméatica como de vida e inteligencia artificial. Gracias a esta
ciencia es posible integrar tecnologia, biologia y computacion para el desarrollo de
programas utiles en alineamientos mdultiples de secuencias, disefio de arboles
filogenéticos, andlisis tridimensional de moléculas, asi como paquetes de programas para
inferir filogenias por distintos métodos; asi como analizar secuencias de ADN vy
secuencias de proteinas, utilizando distintos tipos de algoritmos que permiten comparar
secuencias, predecir la estructura de genes, y acomodar posibles errores humanos o de

secuenciacion (Gémez-Merino, 2010).

La Protedbmica es esencialmente el estudio y caracterizacion de todo el conjunto de
proteinas (proteoma) expresadas por un genoma, con el fin de obtener una vision global
integrada de los procesos celulares. El proteoma de una célula varia segun el estado en
gue se encuentre, de manera que en cada momento y en cada tipo celular el perfil de
proteinas expresadas serda diferente. Las proteinas pueden identificarse y clasificarse con
respecto a su funcion e interacciones entre ellas, y de este modo es posible caracterizar
las redes funcionales que establecen y su dinamica durante los procesos fisiolégicos y

patolégicos (Cardenas et al., 2019).

En este trabajo se utilizaron varios programas y paginas, mismas que son detalladas a

continuacion:
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4.3.1 National Center for Biotechnology Information NCBI
El sitio del NCBI, conformado por un amplio y diverso banco de bases de datos,

herramientas y otros medios, posibilita la exploracion integral de sus recursos mediante
un sistema de recuperacion (un gran motor de busqueda), distribuido por primera vez en
1991, que permite la basqueda simultanea de informacion generalmente de caracter
publico sobre los méas diversos aspectos de las ciencias de la vida y la salud en decenas

de bases de datos de una calidad excepcional (Cafiedo et al., 2009).

Una de las primeras bases de datos que surgio fue GenBank, que es una coleccion de
todas las secuencias de ADN vy proteinas disponibles. Es mantenido por los Institutos
Nacionales de Salud (NIH) y el Centro Nacional de Informacién de Biotecnologia (NCBI).
GenBank allan6 el camino para el Proyecto Genoma Humano (HGP), lo que permitié la
secuenciacion completa y la lectura del plano genético. EI NCBI ha tenido la
responsabilidad de hacer accesible la base de datos de secuencias de ADN de GenBank
desde 1992. GenBank se coordina con laboratorios individuales y otras bases de datos de
secuencias tales como las del European Molecular Biology Laboratory (EMBL) y la Base
de Datos de ADN de Japon.

Estas bases de datos ayudan a los investigadores a encontrar datos bioldgicos relevantes
al ponerlos a disposicion en un formato legible en una computadora. Toda la informacion
biologica es facilmente accesible a través de herramientas de mineria de datos que
ahorran tiempo y recursos. Las bases de datos biolégicas pueden clasificarse
ampliamente como bases de datos de secuencia y estructura. Las bases de datos de
estructuras son para estructuras de proteinas, mientras que las bases de datos de

secuencias son para secuencias de acidos nucleicos y proteinas (Schmidt, 2019).

4.3.2 BioEdit
BioEdit es un programa gratuito para edicién de alineamientos y andlisis de secuencias

gue funciona Unicamente sobre ambiente MS/Windows. Es, sin lugar a duda, uno de los
programas mas conocidos para edicion de secuencias para dicho sistema operativo.
Cuenta con varias herramientas que van desde la creacion de alineamientos hasta la
anotacion de plasmidos. El alineamiento de secuencias consiste en la comparacion de
secuencias homologas para localizar las inserciones, deleciones o cambios puntuales en
los nucleétidos que se hayan podido producir en el proceso de divergencia desde el

ancestro comun (Calvo et al., 2011).
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4.3.3 Swiss Model
Swiss-Model es uno de los modeladores de proteinas mas utilizados en la actualidad

por cientificos estructurales para la generacion de modelos tridimensionales basados en
homologia, debido a que presenta varias ventajas sobre otros modeladores en el
area, entre las que destacan: generacion de modelos tridimensionales en poco tiempo
(hay casos que con solo unos minutos basta), colocacion de los puentes disulfuro,
si presenta alguno la proteina analizada, prediccion de la estructura cuaternaria en la

proteina analizada y visualizacion de gréficos de alta calidad.

Este programa ha sido pionero en el campo del modelado automatizado desde hace mas
de 25 afos, cuenta con una biblioteca de plantillas que se actualiza constantemente de
acuerdo con las estructuras depositadas en el PDB. Ademas proporciona estimaciones de
calidad en varias etapas del proceso de modelado, por ejemplo, indica el porcentaje de
identidad y cobertura entre la secuencia modelar y las diferentes plantillas y, una vez que
se genera el modelo, la funcién de QMEAN evalua la calidad del modelo a escala global y
local (Arreola-Barroso et al., 2022).

Este método es fundamental para la construccién de estructuras terciarias por homologia,
las estructuras de referencia propuestas por el programa Swiss- Model en donde deberan
tener un minimo de 30% de identidad con la secuencia de aminoéacidos de la proteina. La
herramienta construyo la estructura base en tres dimensiones siguiendo parametros de
similitud (Ballesteros & Parra, 2018).

4.3.4 RasMol
RasMol es un programa para representacion grafica de moléculas que busca visualizar

las proteinas, los acidos nucleicos y las moléculas pequefas. Es una herramienta
educativa poderosa para mostrar la estructura del ADN y de las proteinas. El programa se
disefi6 para presentar, ensefiar y generar imagenes que se pudieran publicar. El
programa trabaja con archivos de coordenadas moleculares de diferentes formatos entre
ellos: PDB (Brookhaven Protein Databank), MDL (Molecular Design Limited’s), MSC
(Minnesota Supercomputer Center’s), XYZ (XMol) y CHARMm; estos archivos contienen
la posicion espacial de cada uno de los &tomos que conforman la molécula y los enlaces

formados entre ellos. Con este programa se pueden ver, rotar y animar tanto moléculas
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pequefias como moléculas y cristales grandes. Cada una de las perspectivas del modelo

se puede guardar como una imagen diferente (Malinowski et al., 2004).

4.3.5 BioRender
BioRender es un programa online gratuito para hacer imagenes cientificas. Ofrece

plantillas pre armadas editables y ofrece stickers para armar tu propia presentacion segun
el area: microbiologia, biologia celular, botanica, neurociencias, inmunologia, entre otros.
Se puede regular el tamafio de la imagen creada segun sea para un articulo, una
presentacion digital, o medidas personalizadas. Una vez terminado, se puede compartir
por correo electronico o redes sociales, ademas de descargarlo como imagen (Ruether,
2022).

4.4Proteina heveina

Descrita por primera vez en 1960 (Archer, 1960) y su secuencia de aminoéacidos fue
ldentificada en 1975 (Walujono etal., 1975). Heveina fue purificada e identificada
inicialmente en el latex del arbol del caucho, Hevea brasiliensis, y es uno de los
componentes proteicos mas abundantes del mismo. Consta de 43 aminoacidos, rico en
glicina y cisteina, con actividad sobre la quitina (Cardillo et al., 2018). La heveina madura
se origina a partir de una proteina precursora de 204 aminoacidos que se procesa
postraduccionalmente, dando lugar a 2 dominios distintos: el dominio de unién a quitina N-
terminal de 43 aminoacidos (heveina madura), y un dominio C-terminal de 144
aminoacidos homologo a las proteinas inducibles por heridas WIN1 y WIN2 de la patata
(Pujade-Renaud et al., 2005).

Su estructura terciaria esta compuesta por 2 hélices alfa y 3 laminas beta las cuales son
antiparalelas; estas son responsables por la formacién de la lamina beta central con las 2
hélices alfa largas situadas aca al lado y estabilizado por puentes disulfuro (Marques Dos
Santos, 2022). Presenta ocho cisteinas y las uniones se forman entre Cys1-Cys4, Cys2-
Cysbh, Cys3-Cys6 y Cys7-Cys8 (Fig. 1).
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Figura 1. Uniones de puentes disulfuro de la heveina Hb-HEV1 proveniente de Hevea brasiliensis.

Fuente: Cardillo et. al. 2018

Existen varios péptidos/proteinas que presentan similitudes en sus dominios con la
heveina, ademas de la heveina misma, y en todos se observé actividad antifungica e
insecticida. La aglutinina de germen de trigo (WGA) es la heveina mas estudiada,
interactta especificamente con oligémeros de quitina y pueden ligarse a las extremidades
de hifas y esporas jovenes, ademas de poseer afinidad por zigosporas inhibiendo el

crecimiento de sus hifas (Mendoza Blanco, 2007).

4.5SeRalizacion celular
Se refiere al conjunto procesos y etapas que ocurren de forma concatenada por el que
una célula convierte una determinada sefial o estimulo, de origen extra o intracelular, en
otra seflal o respuesta especifica. Las respuestas de esta sefializacibn pueden ser
excitatorias, inhibitorias 0 moduladoras, y pueden alterar el movimiento o forma celular,
alterar el metabolismo celular o la expresion génica, también es importante mencionar que
una misma sefial quimica puede desencadenar respuestas diferentes, dependiendo del

tejido o célula blanco (Fickert, 2012).

Las principales moléculas que participan en la sefializacion son: aminoacidos, péptidos,
proteinas, nucleétidos, hormonas, derivados de acidos grasos, 0xido nitrico, monéxido de
carbono, especies reactivas de oxigeno (ROS) y estas moléculas pueden ser secretadas
por la célula sefalizadora o permanecer unida a la superficie de esta. La sefalizacion de
defensa esta conducida por diversas moléculas que le permiten a la planta responder a
los estimulos. La principal funcion de estas moléculas de sefializacion consiste en traducir
los estimulos extracelulares registrados por receptores de la célula para la activacién de

genes especificos, que juntos ejecutan respuestas intracelulares altamente especificas al
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estimulo externo agresor. Los sefializadores acido salicilico (AS), acido jasmonico (AJ) y
etileno (ET) juegan un papel importante tanto en la resistencia basal como en la

resistencia especifica (Diaz-Puentes, 2012).
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5. METODOLOGIA

Trabajo bioinformatico:

5.10Dbtencion de la secuencia de la proteina heveina desde el NCBI
Para la obtencion de la secuencia de aminoacidos de la proteina heveina se realiz6 una
basqueda en la pagina del NCBI. Seleccionando la opcion nucleétido y con el nhombre

cientifico del organismo junto con el nombre de la proteina.

5.2Alineacién de secuencias con porcentajes de similitud.

Una vez seleccionada la secuencia original, que en este caso es la correspondiente al
cbédigo AAO63571.1, se realizo el alineamiento de secuencias mediante el BLAST, con la
finalidad de obtener porcentajes de similitud y cobertura de la secuencia en estudio
comparada con otras secuencias semejantes pero que provienen de otros organismos.
Luego se realiz6 la descarga en formato FASTA de 8 secuencias de heveina, las cuales
tenian tamafos iguales o cercanos a la secuencia original. Posteriormente estas
secuencias fueron alineadas en el programa BioEdit, con la finalidad de conocer zonas
variables y zonas conservadas que estan formando parte de estas secuencias (Bello,
2020).

5.3Modelamiento in silico de la proteina heveina utilizando Swiss-Model.
Para esto, se ingresa la secuencia original de la proteina de interés en la pagina de
Swiss-Model. El programa se encarga de proporcionar un modelo tedrico homologo de la
proteina heveina. Dentro de la plantilla obtenida se visualizan graficas correspondientes a
una comparacion de estructuras por homologia las cuales tienen un minimo de 30% de
identidad con la secuencia original, siguiendo parametros de similitud y evaluando la

calidad de las plantillas.

Con la plantilla ya seleccionada y descargada en PDB, se hace uso del programa RasMol
para la observaciébn de la estructura de la proteina de interés. Aqui se realizaron
comparaciones de las estructuras que la conforman (hélices alfa, laminas beta) (Pillacela
et al., 2020).

19



5.4Revision de bibliografia actualizada sobre la activacion y funcion de la
proteina heveina para realizacion del disefio en el programa BioRender.
El disefio se fundamentd en una revision bibliografica detallada del funcionamiento de la
proteina de interés dentro de Hevea brasiliensis utilizando una tabla general para el
registro de datos con sus respectivas referencias. Para la visualizacion de la activacion de
la proteina se utiliz6 BioRender que es un programa que permite hacer imagenes
cientificas, ofreciendo plantillas editables de acuerdo con el é&rea de estudio:
microbiologia, biologia celular, botanica, neurociencias, entre otros. Una vez obtenida la
informacion necesaria, mediante ilustraciones se procedié a ordenar y simular el proceso

de como actua heveina en la defensa del &rbol del caucho contra patégenos.
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6. RESULTADOS

6.1Secuencia de aminoacidos
Se selecciond a heveina, proteina correspondiente a Hevea brasiliensis en la plataforma

digital NCBI con el codigo AAO63571.1, donde se obtuvo la siguiente secuencia de

aminoacidos:

Hevl — 204 aa https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AA063571.1

1 mnifmwvlic ltgvaiaeqc gwgaggklcp nnlccsgygw cgssddycsp skncgsnckd
61 sgegvggeia ydvratyhly npgdhgwdin avsaycstwd ankpyswrsk ygwtafcgpv
121 gahgqpscgk clsvintgtg akttvrvvdq csnggldldv nvfrgldtdg kgyerghltv

181 nygfvdcgds fnplfsimks svin

6.2 Alineamientos de secuencias
Se selecciona la secuencia de interés y se corre el BLAST con lo cual se obtiene la

grafica del alineamiento de la secuencia de heveina comparada con secuencias similares

de otros organismos.

1 Fo 1] 75 0o 28 180 18 H

I . [} ] 1 . I ' ] ' 1 0 1 . | 1l |

Query seq.  INIFHALLCLTGVAIAECCRIOHGEH, CPALC Lo LGRS NS Pok NN (TSGR G AT RATY HLYNECOH DL ST STUD AP SR S GHTA Y GhH RS CEH L SYTNTT G TURAV DU SHGLCLDAHF L DTDGHIE L THN PV DOGESFIEL FSTFES TN
carbohydrate binding site | Ju) 4 1Y

specific hits L mmbeeetke
Superfanilies ChtBD1 superfamily | DPBB_RIpA_EXP_N-like superfamily

Distribution of the top 107 Blast Hits on subject sequences

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

Figura 2. Alineamiento de secuencias de amino&cidos de la proteina heveina.

Fuente: NCBI
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De todas las secuencias proporcionadas por el NCBI, se seleccionaron 8 secuencias para
realizar la comparacion de similitud e identidad con la secuencia original, considerando las
secuencias AAO63571.1 con 100% de similitud, AAO63574.1 con 92.16% de similitud,
AAO63572.1 con 92.23% de similitud, EEF31100.1 con 83.33% de similitud,
KAG5232640.1 con 77.61% de similitud, KAG5232646.1 con 77.11% de similitud,
XP_002319076.2 con 77.50% de similitud, XP_020212639.1 con 77.37% de similitud, tal

como se detalla en la Tabla 1:

Tabla 1. Porcentajes de similitud de 8 secuencias tomadas del NCBI

L Nombre Cobertura de Porcentaje
Descripcion o _ ) Acceso
cientifico consulta identidad
Hevea
HEV1.1 o 100% 100% AA063571.1
brasiliensis
HEV2.2 Hevea
o 100% 92.16% AA063574.1
brasiliensis
Hevea
HEV1.2 o 100% 92.23% AA063572.1
brasiliensis
Proteina o
_ _ Ricinus
inducida por _ 97% 83.33% EEF31100.1
communis
heridas WIN2
_ Salix
Heveina _ 97% 77.61% KAG5232640.1
suchowensis
_ Salix
Heveina _ 97% 77.11% KAG5232646.1
suchowensis
_ Populus
Pro-heveina _ 96% 77.50% XP_002319076.2
trichocarpa
Proteina
inducida por Cajunus cajan 91% 77.37% XP_020212639.1
heridas WIN2

Fuente: Palma, 2023

El resumen grafico otorgado por NCBI muestra las diferencias en el tamafio de las

secuencias seleccionadas, lo que puede indicar que algunas de ellas no poseen la

22



cantidad de aminoacidos que posee la secuencia original. El alineamiento de las
secuencias descritas en la Tabla 1 se realizé con la finalidad de identificar similitudes

entre secuencias y desarrollar modelos homologos de la proteina de interes.

Para conocer las regiones conservadas y regiones variables de las secuencias en estudio
se realizo el alineamiento con 8 secuencias correspondientes a los géneros Hevea,
Ricinus, Salix, Populus, Cajunus en el programa BioEdit. El programa usa simbologias de
letras, colores y caracteres; en este caso, cada letra tiene un color y simbolizan los
aminoécidos, los puntos simbolizan los aminoacidos conservados en las secuencias. Se
pueden observar diferencias en el nimero de aminoacidos de heveina en diferentes
géneros. Esto se debe, principalmente, a las variaciones que presentan los organismos
debido al proceso evolutivo. Estas diferencias se basan en la sustitucion de aminoacidos
por otros en las diferentes secuencias, dando a entender que se puede tratar de proteinas
homologas ya que mantienen gran parte de la estructura que les confiere su funcién

antifngica pero que pertenecen a otras especies.

? BioEdit Sequence Alignment Editor

File Edt Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web  Options Window Help

=)

% C:\Users\HP\Downloads\sequence (4).gp

g g [m [” 3 B 8 total sequences

M { Y = | Selecton nul Sequence Mask: None Stant
odecSelect/Side | Postion: 2 AADBISTA1 3 Minbeing ek None er at|!

S =1 &3
g 1D I~hgnmcn(wndc»cdﬂngmcdc II Fi‘ i f &; @.\ﬂ! pcer:ld b«*qlal

ymwmwmmmmmummw

g E _C)um New :] ‘” 3 8 total sequences
Mode: |5, 7550 vl Selection md Sequence Mask: None Stat [
[Seiec/Side 7] Postiont Numbering Mask: None ]

leIIaw|EW-

=Jl’

S0

Figura 3. Alineamiento de las 8 secuencias seleccionadas en el programa BioEdit

Fuente: BioEdit

La composicion de aminoacidos (aa), otorgada por BioEdit (fig. 4), revela los porcentajes

de los aa predominantes en la proteina precursora de heveina (204 aa). Glicina (Gly)
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obtuvo el porcentaje méas alto con 12.25%, le siguen Serina (Ser) con 9.31% y Asparagina
(Asn), Valina (Val) y Cisteina (Cys) con 7.35%. Gly, Ser y Val estan involucrados en la
respuesta al estrés abidtico, regulacion de la entrada/salida del agua en la planta y en la
resistencia de la planta frente a estrés, cambios de temperatura, etc., respectivamente.
Por otro lado, Asn es usada como molécula de almacenamiento y transporte de
nitrogeno en muchas plantas, mientras que Cys ejerce un papel esencial en las

respuestas de las plantas a situaciones de estrés (Gotor, 2010).

En heveina madura (43 aa) los aminoacidos predominantes son Cys con 18.60% y Gly
con 11.62%, estos aa juntos permiten la interaccion con quitina; ademas de que las

uniones disulfuro entre Cys le confieren estabilidad a la proteina (Velasco et al., 2022).

y Amino Acid Composition: AAOB83573.1 [Hevea brasiliensis] = | | |£,
Protein: AA063573.1 [Hevea brasiliensis]

Length: 204 amino acids
Molecular weight: 21856.22 Daltons

Amino Acid Composition
AAOE3573.1 [Hevea brasiliensis]

ol %

Ala Cys Asp Glu Phe Gly His le Lys Leu Met Asn Pro Gin Arg Ser Thr WVal Trp Tyr
Amino Acid

Figura 4. Composicion de aminoacidos de la proteina heveina.

Fuente: BioEdit

6.3Modelado in silico de la proteina heveina
El modelo homologo proporcionado por el programa Swiss-Model presenta una estructura
tridimensional donde es dificil diferenciar entre hélices a y laminas B (fig. 5A), aun asi, la
plantilla tuvo un 100% de identidad con la secuencia de heveina, como se muestra en la

figura 5B. En esta ultima figura se muestran detalles de la plantilla, como el valor de
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QMEAN el cual indica la calidad del modelo a escala global y local siendo los valores
aceptados entre 0 y -4.0 (que en este caso fue de 0.17) y el valor QMEANDIisCo que

permite realizar estimaciones de calidad, teniendo como rango aceptable valores entre 0y

1 donde uno es bueno (y en te caso el valor fue 0.69+0.12).

Oligo-State ©
Model 01 Monomer B

2
) Structure GMQE ©
Assessment 0.77
=1 QMEANDIsCo Global: ©

@:o

131}

QMEANDisCo Local
QMEAN Z-Scores

amean I 1T o 17
Cp B T
Al Asom m:l , 0498 M

>

sorvavon .| 3 oo
Template v
thev.1 AHEVEIN Seq Identity
HEVEIN' THE NMR ASSIGNMENT AND AN 100.00%
ASSESSMENT OF SOLUTION-STATE FOLDING FCR Coverage
THE AGGLUTININ-TOXIN MOTIF
v

Model-Template Alignment

Figura 5. A. Modelo de plantilla homologa de heveina. B. Detalles de la plantilla obtenida.

Fuente: Swiss-Model
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Con respecto a los componentes estructurales de la proteina, se obtuvo desde el
programa RasMol, el mismo que nos entrego lo siguiente: se diferencian las hélices q,
giros y laminas 3. Heveina es una proteina cuya estructura globular esta compuesta por 2

hélices alfa y 3 ldminas beta las cuales son antiparalelas.

Figura 6. Representacion 3D de las estructuras que conforman la proteina heveina. En
amarillo se muestra la ubicacion de las 8 cisteinas que forman parte de heveina

Fuente: RasMol

Los dominios presentes en la proteina precursora de heveina (204 aa) son 2: la heveina
de 43 aa N-terminal, una lectina que lleva un motivo de unién a quitina con propiedades
antifangicas, y un dominio C-terminal (C-ter), que posee propiedades amiloides (Berthelot

et al., 2016).

Pro-heveina
A
- N
NH2- () -cOooH
Heveina Dominio C-ter (Barwin)

Figura 7. Representacion de la proteina precursora de heveina con
sus dominios.

Fuente: Adaptado de Berthelot et al., 2016
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Heveina o dominio de unién a quitina tipo 1 (ChtBD1), es un dominio de lectina que se
encuentra en proteinas de plantas y hongos que se unen a N-acetilglucosamina,
endoquitinasas de plantas, un importante alérgeno de unién a IgE en el latex de caucho
natural. Este dominio esta involucrado en el reconocimiento y/o unién de subunidades de
quitina (Lu et al., 2020).

El dominio C-terminal es un dominio perteneciente a la familia de proteinas de plegado de
barril beta de doble psi (DPBB) similares a Barwin. Es una probable lectina vegetal que
puede estar involucrada en un mecanismo de defensa y se une débilmente a heveina
(Maia et al., 2021).

Figura 8. Pro-heveina con sus dominios: en color rojo se muestra el dominio heveina y en verde se muestra
el dominio C-ter (Barwin)

Fuente: RasMol

6.4 Activacion y funcion de la proteina heveina
Se sabe que la expresion de heveina se da en las células del arbol de caucho, es
almacenada en los laticiferos, esta involucrada en la coagulacién de latex y tiene la
capacidad de unirse a quitina. Al igual que la heveina, los péptidos similares a la heveina
inhiben el crecimiento de los hongos que contienen quitina y defienden a las plantas
contra el ataque de una amplia variedad de patdégenos fungicos (Tam et al., 2015). A
continuacion, se presenta una revision bibliogréafica de la activacion de la proteina heveina

basada en la informacion cientifica de la tabla 2.
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Tabla 2. Presentacion de documentos que ayudaron en la comprension de la activacion de la proteina

heveina.

Accion de la proteina

Referencia

Obtuvieron ARN de heveina y le aplicaron tratamientos con
ET y ABA descubriendo que estas moléculas favorecen la
expresion de heveina.

Se compara la composicion y estructura de las diferentes
proteinas de defensa para determinar alergenos, destaca
gue dentro de las clases de quitinasas con dominio heveina,
el de las de clase | tiene un alto grado de identidad con la

heveina del latex.

Aislaron heveina del latex y la relacionan con una lectina de
la ortiga debido a su similitud, ademas demuestran su
actividad antifingica in vitro. Discuten sobre la posibilidad de
gue su activacion sea similar a quitinasa, debido a su alta
identidad y su ubicacién en vacuolas de las plantas que las

producen.

Describen los mecanismos de defensa de las plantas y la
activacion de sefiales mediadas por AS, ET, JA. Asi mismo,
presentan brevemente las vias de sefalizacion y las

moléculas que forman parte del proceso.

Identificaron genes que codifican a proteinas HbWRKY,
descubrieron que HbWRKY40 fue significativamente
inducida por SA. Sus hallazgos indican que HbWRKY40

regula genes de defensa en H. brasiliensis.

Presentan una descripcion detallada de las vias y moléculas
gue participan en la activacién de AS, ET, ABA, AJ, entre

otros.

Describe los avances en el entendimiento de la sefializacién

molecular para la induccion de la RSA mediada por el AS.

Informan sobre proteinas quinasas de H. brasiliensis,
denominadas HbMAPKSs, las cuales tienen diferentes

funciones en la biosintesis del latex.

Xiao-Dong et al., 2002.

Diaz Perales, A., 2000.

Van Parijs et al., 1991.

Ramirez, M., & Rodriguez, A., 2012.

Yang et al., 2020.

Jordan, M., & Casaretto, J., 2016.

Diaz-Puentes, 2012.

Jin et al., 2017.
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Reporta un factor de etileno presente en H. brasiliensis que
coordina genes implicados en la defensa de la planta; )

~ ) Lestari et al., 2018.
HbERF-IXc5 desempefia un papel importante en la

produccion de latex.

Realizan una revision general de la funcién y conformacion
de las cascadas de MAP cinasas y de su participacion y .

o Saucedo & Gavilanes, 2005.
asociacion en la respuesta de defensa de las plantas ante el

ataque de patégenos.

Fuente: Palma, 2023

Normalmente, heveina es producida por las células cuando ocurre un dafio mecénico, que
suelen ser cortes realizados al tronco para extraccion de latex, con la finalidad de iniciar
con el proceso de coagulacion uniendo las particulas de caucho (RPS) y sellando la
herida. El puente heveina-RPS esta mediado por N-acetil-D-glucosamina e implica una
glicoproteina receptora de 22 kDa localizada en la superficie de RPS (Chrestin et al.,
1997). Para la defensa del &rbol frente a patdgenos fungicos que atacan las hojas, el latex
actlia como barrera para impedir el paso del hongo hacia el interior, en este caso, heveina
actia como una proteina de defensa que, gracias a su domino N-terminal detecta y se

une de manera reversible a la quitina presente en el agente agresor.

El mecanismo de activacion de heveina no ha sido esclarecido pero se sabe que su
activacion es similar al de quitinasas; segun (Diaz Perales, 2000), las quitinasas con
dominio de heveina (quitinasas de clase I) tienen un alto grado de identidad con la
heveina del latex, del mismo modo (Van Parijs et al., 1991) expresan que la ubicacion de
heveina y de las quitinasas es muy similar en las plantas que las producen, y alegan que

su activacion y funcion podrian ser igual de similares.

(Xiao-Dong et al.,, 2002) mencionan que la expresion del gen de heveina podria ser
inducida por etileno (ET) y acido abscisico (ABA), aunque otros autores expresan que las
moléculas son etileno (ET) y acido salicilico (AS) (Devadas et al., 2002; Téllez, 2016);
ambas moléculas pueden actuar sinérgica o antagbénicamente durante la activacion de
genes de defensa, por lo que se las reconoce como las moléculas que inician la cascada

de sefalizacion y la respuesta inducida de la planta.
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En la transduccion de sefiales mediadas por ET se da cuando es liberado por el agente
invasor mientras establece una relacién parasitaria con la célula anfitriona. El ET sera
reconocido por una proteina homologa de ERF1 (factor de respuesta a etileno) presente
en H. brasiliensis denominada HbERF-IXc5 (Lestari et al., 2018). Una vez el ET llega al
sitio de union, la proteina se fosforila gracias a su interaccién con la HbCRF (quinasa), lo
gue desencadena la via de activacion de las MAP quinasas. Esta via inicia con la
fosforilacion de HOMAPKKK, que fosforila a HOMAPKK que a su vez fosforila a HoOMAPK,
esto permite la activacion del factor de transcripcion HbWRKY40 que inducira la sintesis
de ARNm y expresion de heveina.

En la transduccion de sefiales mediadas por SA existen dos posibles vias: la dependiente
y la independiente de NPR1 y su interaccion con un factor de transcripcion WRKY
(Ramirez & Rodriguez, 2012). En Hevea brasiliensis se ha demostrado la expresion del
gen HbWRKY40 el cual es dependiente de AS (Yang etal., 2020). En este caso, la
presencia AS induce la sintesis del factor de transcripcion HoWRKY40, al mismo tiempo
AS es transformado en metil-salicilato MeSa. MeSa se une a NPR1 y la activa.
HbWRKY40 y NPR1 inducen la expresion de ARNm de heveina (Fig. 9).

En términos generales, la activacion de los genes que codifican para heveina inicia con la
interaccion entre patégeno y la epidermis de la hoja, luego el patdgeno atraviesa la
membrana gracias a la activacion de supresores de defensa, libera sus esporas/hifas y
éstas germinan dando paso al proceso de infeccién. Con la intrusién del patégeno, la
célula desencadena la primera respuesta defensiva, la liberacién del latex, para reforzar
su pared celular e impedir el avance del patégeno y, a su vez, moléculas de sefalizacion
promueven la transduccién de sefales: ET y AS inducen la expresion de los genes de
defensa produciendo ARNm de Hev-1. Luego de las modificaciones postraduccionales, la
heveina madura se une a la quitina presente en la pared celular de la espora/hifa

alterando la membrana y provocando la lisis celular (Fig.10).

Sin duda la investigacién referente a proteinas antimicrobianas es un area de gran interés.
Heveina al poseer actividad antifingica es parte del grupo de péptidos antimicrobianos
(AMPs) estudiados para encontrar métodos de control de plagas en cultivos; su aplicacion
puede darse en plantas de interés que sufren de constantes ataques por hongos, como
arboles maderables, el algoddon (Gossypium spp.) y la linaza (Linum usitatissimum) para la
cual se plantea una propuesta con el posible mecanismo de accién de heveina (Fig. 11).

Es importante mencionar que heveina es asociada con la alergia al latex en los humanos
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(Jiménez-Carrillo et al., 2022); por lo que su aplicacion en plantas que contribuyen en la
alimentacion sigue siendo considerada. (Giraldo, 2011) menciona que los productos
génicos que normalmente no inducen alergias no se convierten en alergénicos de repente
si son expresados en una planta GM. Si el producto es conocido como alergénico,

entonces también seré alergénico en una planta GM.
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7. CONCLUSIONES

A patrtir de los resultados obtenidos se puede concluir que:

v' El alineamiento en BioEdit reveldé las variaciones de aminoacidos entre las
secuencias seleccionadas, las cuales en su mayoria fueron sustitucién de
aminoacidos por otros que cumplian funciones similares, ademas mostré las zonas
conservadas, las cuales confieren una estructura similar entre las proteinas.

v' La observacion de la proteina heveina en Swiss-Model demostré la estructura
globular conformada por dos hélices a y 3 laminas 3, las cuales fueron observadas
mediante el programa RasMol, obteniendo un modelado de alta identidad.

v' La proteina heveina tiene un papel fundamental en la defensa del arbol de caucho
ya que es la proteina que se encuentra en mayor cantidad en el latex, ademas
promueve la coagulacion de este y presenta propiedades antifungicas, las cuales
son muy valiosas para combatir patdgenos. Se ha logrado un acercamiento al
conocimiento de los mecanismos de activacion de uno de los factores de expresion
génica que estan asociados con las respuestas de defensa de Hevea brasiliensis
contra el ataque de hongos. Esto se consiguidé con el apoyo de la bioinformatica y
los programas que ha permitido obtener imagenes tridimensionales (modelos in

silico) de la proteina heveina.
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8. RECOMENDACIONES

Este trabajo proporciona datos sobre la estructura, funcién e interacciones de la proteina
heveina. Se ha obtenido un modelado de la proteina que aporta informacion sobre la
estructura tridimensional y como su estructura se relaciona con su funcién. Asi mismo,
contribuye a entender los mecanismos de activacion de los genes que codifican a heveina
y cOmo actla en la respuesta de defensa de la planta. Sin embrago, es importante tener
en cuenta que los resultados obtenidos in silico deben ser validados mediante
experimentos (cristalografia, interaccion molecular, mutagénesis, etc.) para garantizar que
los hallazgos son precisos y fiables. Se recomienda la realizacion de los experimentos
antes mencionados para, posteriormente, hacer uso de herramientas biotecnolégicas y de

ingenieria genética que permitan la aplicacion de la proteina en otras plantas de interés.
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