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RESUMEN

La radiacion ultravioleta B (UV-B, 280-315 nm) constituye un factor de estrés abidtico
relevante para los cultivos en regiones tropicales y de alta montana, donde alcanza niveles
extremadamente peligrosos. El presente estudio tuvo como objetivo caracterizar in silico el
potencial del alcaloide fingico pitiriacitrina como agente fotoprotector vegetal. Se evaluaron las
propiedades fisicoquimicas mediante quimioinformdtica (RDKit), se realizd acoplamiento
molecular entre la pitiriacitrina y el fotorreceptor UVRS de Arabidopsis thaliana (PDB ID: 4D9S)
utilizando AutoDock Vina, y se disefid un vector recombinante con analisis de balance de flujos

metabolicos en Saccharomyces cerevisiae mediante COBRApy. Los resultados mostraron que la
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pitiriacitrina presenta un perfil fisicoquimico favorable para retencion cuticular (LogP 4.86, TPSA
44.47 A2, MW 283.33 Da). El acoplamiento molecular revel6 una energia libre de unién de -9.615
kcal/mol, con interacciones de apilamiento m-m establecidas entre el compuesto y los residuos
cromoéforos Trp233 y Trp285 del receptor. El andlisis de balance de flujos predijo una produccion
teorica de 2.22 mmol/gDW/h durante la fase de induccion. Se concluye que la pitiriacitrina
constituye un candidato prometedor para el desarrollo de biofotoprotectores de origen natural, con
un mecanismo dual que combinaria filtracion fisica de la radiacion y modulacion de la sefializacion

primaria de estrés UV-B.

Palabras clave: pitiriacitrina; fotoproteccion; UVRSE; acoplamiento molecular;

Saccharomyces cerevisiae.

Carolina Osorio Lopez

Andrés Camilo Gonzélez — Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

30 de Abril de 2026
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INTRODUCCION

La radiacion ultravioleta B (UV-B, 280-315 nm) es un componente inherente de la luz
solar que, si bien actiia como sefial ambiental, también puede resultar estresante para las plantas
al alcanzar altas intensidades, especialmente en el contexto del cambio climatico y las
fluctuaciones en la columna de ozono (1). El estrés por UV-B provoca dafios directos en
macromoléculas como el ADN mediante la formacién de dimeros de pirimidina (CPDs, por sus
siglas en inglés Cyclobutane Pyrimidine Dimers) y en el aparato fotosintético, particularmente en
el fotosistema II (PSII) y en la enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco)
(2,3). De manera indirecta, la radiacion UV-B induce la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species) que pueden causar estrés
oxidativo, peroxidacion lipidica y disfuncion celular, lo cual termina afectando negativamente el

crecimiento y la productividad de los cultivos (1,4,5).

Para contrarrestar estos efectos, las plantas han desarrollado sofisticados mecanismos de
aclimatacion y defensa, entre los cuales se destaca la acumulacion de compuestos fenolicos tales
como los flavonoides y los &cidos hidroxicindmicos, que actian como “filtros solares” en las
capas epidérmicas, atenuando la penetracion de la radiacion UV (6,7). Estos compuestos
absorben eficientemente en el rango UV-B (280-315 nm) y UV-A (315-400 nm), disipando la
energia absorbida en forma de calor sin generar intermediarios reactivos (8). Aun asi, el papel de
estos metabolitos no es estatico, investigaciones recientes demuestran que bajo condiciones de
estrés combinado (por ejemplo, UV-B y baja temperatura), las plantas de Arabidopsis thaliana
modifican no solo la cantidad sino también la composicion de sus flavonoides, incrementando la

proporcion de derivados de quercetina (que tiene mayor capacidad antioxidante) frente a los de
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kaempferol (9). Este cambio se acompana de una relocalizacion de estos compuestos hacia el
mesofilo, lo que sugiere una transicion funcional desde un rol predominante como filtro UV hacia
un rol clave como antioxidante en los tejidos fotosintéticos (9,10). Esta plasticidad metabodlica es
regulada finamente, siendo el fotorreceptor UV RESISTANCE LOCUS 8 (UVRS) el principal
sensor de UV-B que inicia una cascada de sefializacion que involucra al factor de transcripcion
ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HYS), modulando la expresion de genes de fotoproteccion y

reparacion del dafio (11,12).

Paralelamente, el mundo microbiano ofrece una fuente de moléculas con propiedades
fotoprotectoras tinicas, como es el caso de la levadura lipofilica Malassezia furfur, que hace parte
de la microbiota cutadnea humana, esta produce una familia de alcaloides ind6licos derivados del
triptéfano, entre los que se destaca la pitiriacitrina (13). Este compuesto ha despertado interés por
su capacidad de absorber radiacion en un amplio espectro (UVA y UVB), su fotoestabilidad y su
demostrada eficacia protegiendo células de levadura, bacterias e incluso piel humana del dafio
inducido por UV, sin mostrar efectos toxicos significativos en las concentraciones evaluadas

(13,14,15).

La convergencia de estos conocimientos abre una pregunta biotecnoldgica de gran interés
y es si una planta superior podria ser capaz de incorporar un metabolito fingico exdgeno como la
pitiriacitrina para fortalecer su propia estrategia de defensa contra el estrés UV. Se conoce que las
plantas poseen mecanismos documentados para la absorcion y translocacion de metabolitos
secundarios exdgenos a través de la cuticula y los tejidos vasculares, tal como se ha demostrado
para giberelinas fingicas, sider6foros bacterianos y diversos elicitores biologicos (16).

Considerando las propiedades fisicoquimicas de la pitiriacitrina, particularmente su lipofilicidad
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(LogP =~ 4.86), bajo peso molecular (283.33 Da)y su naturaleza bisinddlica, se plantea la hipodtesis
de que este alcaloide podria ejercer una funcion fotoprotectora dual en el sistema vegetal: (i)
como un filtro fisico complementario, puesto que dada su elevada lipofilicidad y su reducido
tamafio molecular favorecerian su particion en la matriz lipidica de la cuticula, acumuldandose en
tejidos superficiales y reduciendo la carga de radiacién UV-B que incide sobre las células diana;
y (ii) como un posible modulador exdgeno de la maquinaria de sefializacion de estrés,
interactuando con el fotorreceptor UVRS, dada su naturaleza indolica que recuerda a los
cromoéforos de triptéfano involucrados en la percepcion de UV-B (Trp233 y Trp285) lo que
sugiere la posibilidad de que interacttie con ellos mediante apilamiento n-n, modulando asi la
estabilidad del dimero y la respuesta temprana a estrés. (11,12,17). Esta hipotesis de modulacion
molecular representa un enfoque novedoso en la fotoproteccion vegetal, puesto que la mayoria de
los estudios previos se han centrado en compuestos que actiian como antioxidantes downstream

de la senalizacién y no como moduladores directos del receptor primario UVRS (18).

La relevancia agrondmica de esta investigacion se fundamenta en la conservacion
evolutiva del fotorreceptor UVRS a través del reino vegetal. Estudios filogenéticos y de
complementacion funcional han demostrado que ortdélogos de UVRS presentes en cultivos de
importancia economica, incluyendo tomate (Solanum lycopersicum), arroz (Oryza sativa), trigo
(Triticum aestivum) y diversas brasicaceas, conservan los residuos de triptofano criticos para la
fotorrecepcion y la capacidad de sefializacion downstream (19). Esta conservacion sugiere que
los hallazgos obtenidos con el modelo Arabidopsis thaliana podrian ser extrapolables a sistemas
agricolas reales, fundamentalmente en regiones tropicales y de alta montafia donde la radiacion
UV-B es intensa. En Colombia, el Atlas de Radiacion Solar, elaborado por el Instituto de

Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM) y la Unidad de Planeaciéon Minero
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Energética (UPME), evidencia que amplias zonas del territorio nacional reciben niveles
significativos de radiacion UV, lo que resalta la relevancia agrondmica de comprender y mitigar
el estrés por UV-B en los cultivos de interés econémico (20). Esta situacion es concretamente
critica para cultivos estratégicos como café, flores, frutas y hortalizas que se desarrollan en zonas
altoandinas colombianas (1500-3000 msnm), donde la radiacion UV-B puede ser hasta un 40%

mayor que a nivel del mar (21,22).

Con base en lo anterior, el objetivo general de este trabajo es caracterizar in silico el
potencial de la pitiriacitrina como agente fotoprotector en plantas, mediante la evaluacion de sus
propiedades fisicoquimicas de absorcion de radiacion y retencion cuticular, asi como el estudio
de su interaccion molecular con el fotorreceptor UVRS. Para dar cumplimiento a este proposito,
se plantean los siguientes objetivos especificos: (i) evaluar las propiedades fisicoquimicas y el
perfil ADMET de la pitiriacitrina para predecir su capacidad de retencion en la cuticula foliar; (ii)
analizar, a través de acoplamiento molecular, la interaccion entre la pitiriacitrina y el
fotorreceptor UVRS de Arabidopsis thaliana; y (ii1) disefiar in silico un vector recombinante y
evaluar la viabilidad metabolica de la produccion heterdloga de pitiriacitrina en Saccharomyces
cerevisiae, sentando las bases para futuras validaciones experimentales y aplicaciones

biotecnologicas.

1. ANTECEDENTES

1.1. Evolucion del conocimiento sobre el estrés por UV-B en plantas

La investigacion sobre los efectos de la radiacion ultravioleta-B en plantas ha

experimentado una evolucion significativa en las ultimas tres décadas, transitando desde estudios



PITIRIACITRINA COMO FOTOPROTECTOR VEGETAL 20

descriptivos del dafo fisioldgico hasta la caracterizacion molecular de los mecanismos de

percepcion y senalizacion.

1.1.1. Estudios pioneros sobre daiio fisiologico

Los primeros trabajos sistematicos se centraron en documentar los efectos deletéreos de la
radiacion UV-B sobre procesos fisioldgicos fundamentales, Kataria y colaboradores (2014)
realizaron una revision exhaustiva que consolidé el conocimiento sobre el impacto del UV-B en
el aparato fotosintético, demostrando que el fotosistema II (PSII) constituye el blanco principal
de dafio, particularmente la proteina D1 del centro de reaccidn, cuya tasa de degradacion excede
la capacidad de reparacion bajo estrés severo (2). Complementariamente, Gil y colaboradores
(2015) caracterizaron los mecanismos de dafio al ADN inducidos por UV-B, estableciendo que
los dimeros de ciclobutano pirimidina (CPDs) representan aproximadamente el 75% de las
lesiones fotoinducidas, mientras que los fotoproductos 6-4 pirimidina-pirimidona (6-4 PPs)
constituyen el 25% restante (3). Estos estudios, aunque fundamentales, se limitaron a describir el

dafio sin abordar los mecanismos moleculares de percepcion.

1.1.2. El descubrimiento del fotorreceptor UVRS y la revolucion molecular

Un hito transformador en el campo fue el descubrimiento y caracterizacion estructural del
fotorreceptor UV RESISTANCE LOCUS 8 (UVRS), el estudio seminal de Rizzini y
colaboradores (2011) demostré que UVRS utiliza residuos de triptofano intrinsecos como
cromoforos para percibir UV-B, un mecanismo sin precedentes en fotorreceptores vegetales (23).
Jenkins (2014) dilucido6 posteriormente la estructura de UVRS, revelando una arquitectura tipo

propela  de siete aspas, un homodimero en ausencia de UV-B, y es estabilizado por puentes
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salinos entre argininas y aspartatos/glutamatos de subunidades opuestas (17). La absorcion de
fotones UV-B por Trp233 y Trp285 induce la transferencia electronica acoplada a protones
(PCET), neutralizando los puentes salinos y provocando la disociacion del dimero en mondmeros

activos (24).

Figura 1. Estructura tridimensional de UVRS de Arabidopsis thaliana (PDB: 4D9S).

Nota: Se observan las dos subunidades organizadas en forma de hélice f, caracteristica del estado inactivo previo a la

exposicion a radiacion UV-B. Fuente: Tomado de RCSB Protein Data Bank.

En una revision posterior, Jenkins (2017) integro el conocimiento acumulado sobre la via
de sefalizacion UVR8-COP1-HY5, estableciendo que la monomerizacion de UVR-8 permite su
interaccion con CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1), una ubiquitina ligasa
E3 que, en este contexto, actiia como regulador positivo de la respuesta fotomorfogénica (6), esta
interaccion estabiliza al factor de transcripcion ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HYS), que
regula la expresion de genes involucrados en la biosintesis de flavonoides y enzimas de

reparacion del ADN.

1.1.3. Estudios sobre la dinamica de flavonoides bajo estrés combinado

Un avance conceptual significativo provino de investigaciones que examinaron la respuesta

a la radiacion UV-B en condiciones de estrés combinado simulando de manera mas fiel las
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condiciones reales de campo, tal como en el trabajo de Nichelmann y Pescheck (2021) con
Arabidopsis thaliana, siendo esta cultivada durante un afio completo en condiciones de campo se
demostrdé que la temperatura y la radiacion UV-B interactiian sinérgicamente para modular la
composicion y localizacion de flavonoides (9). Este estudio empled cromatografia liquida de ultra
alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (UHPLC-MS) y microscopia confocal de
fluorescencia, metodologias que permitieron cuantificar con precision los cambios en la relacion
quercetina/kaempferol (Q/K) y visualizar la relocalizacion subcelular de estos compuestos. Los
principales hallazgos revelaron que bajo estrés combinado de frio y UV-B, la quercetina se acumula
hasta 20 veces mas y se relocaliza de la epidermis al mesoéfilo, cambiando su funcion de filtro UV
a antioxidante, mientras que los 4cido hidroxicindmicos dependen principalmente de la

temperatura.

La limitacion principal de este estudio, sefialada por los propios autores, es haberse
restringido a un Unico ecotipo de Arabidopsis (Landsberg erecta) y a una sola localidad geografica,
lo que restringe la extrapolacion de los hallazgos a otras especies y condiciones ambientales.
Complementariamente, estudios previos como el de Agati y colaboradores (2013) habian
anticipado esta dualidad funcional de los flavonoides, proponiendo que los derivados
dihidroxilados (como quercetina) poseen mayor capacidad antioxidante que los monohidroxilados

(como kaempferol) debido a la presencia de un grupo catecol en el anillo B (10).

1.1.4. Investigaciones sobre el metabolito fungico pitiriacitrina

En un ambito paralelo, la investigacion sobre la pitiriacitrina ha seguido una trayectoria
independiente, centrada inicialmente en sus aplicaciones dermatoldgicas. Mayser y colaboradores

(2002) aislaron y caracterizaron estructuralmente este alcaloide indélico a partir de cultivos de
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Malassezia furfur suplementados con triptofano, determinando su formula molecular
(C20H13N30) y su espectro de absorcion UV (Amax @ 212, 289,315 y 389 nm) (13). La

caracterizacion estructural se realizé6 mediante resonancia nuclear (RMN) y espectrometria de
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masas de alta resolucion, estableciendo inequivocamente su naturaleza bisindoélica.

Figura 2. Estructura tridimensional de la Pitiriacitrina.

Fuente: Imagen tomada de PubChem (NCBI), compuesto Pityriacitrin (CID 56649540).

Machowinski y colaboradores (2006) extendieron estos hallazgos demostrando la
capacidad fotoprotectora de la pitiriacitrina en sistemas bioldgicos, utilizando ensayos de
viabilidad celular en Candida albicans y bacterias de la microbiota cutanea (Staphylococcus
aureus 'y S. epidermidis), demostraron que la presencia de la pitiriacitrina durante la irradiacion
UVB reducia la mortalidad celular del 96% a niveles casi indetectables (14). Una limitacion
metodologica de este estudio fue la ausencia de controles que descartaran efectos de filtracion

inespecifica por otros componentes del medio de cultivo.

Posteriormente, Gambichler y colaboradores (2007) realizaron el primer (y hasta la fecha
unico) estudio in vivo en humanos, cuantificando mediante colorimetria el factor de proteccion
solar (SPF) de una formulacién tdpica con pitiriacitrina al 5% (15). El SPF determinado fue

aproximadamente 1, valor que, aunque es bajo comparado con protectores solares comerciales
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(SPF >15), debe interpretarse en el contexto de que la pitiriacitrina no fue formulada con
potenciadores de penetracion ni combinada con otros filtros UV. Los autores concluyeron que la
ausencia de reacciones adversas y la absorcion en amplio espectro respaldan su potencial como

coadyuvante en fotoproteccion.

1.2. Identificacion de la brecha de conocimiento y justificacion del estudio

El andlisis critico de los antecedentes revela una convergencia no explorada entre dos
campos de investigacion que, por el momento han avanzado de manera independiente: por un
lado, los mecanismos de fotoproteccion vegetal mediados por el receptor UVRS y la biosintesis
de flavonoides; y por otro, las propiedades fotoprotectoras atribuidas a la pitiriacitrina de origen
fingico. Aunque ambos comparten como eje central la respuesta frente a la radiacion ultravioleta,
no se han identificado estudios que integren estas perspectivas en un mismo marco experimental

o conceptual.

En primer lugar, a pesar de que la estructura molecular del bolsillo de union del receptor
UVRS ha sido ampliamente caracterizada, persiste un vacio importante en relacion con la posible
interaccion de moduladores quimicos exdgenos con este sensor primario. Hasta la fecha, no
existen investigaciones que evaltien si compuestos bioactivos de origen microbiano son capaces
de interactuar con UVRS8 y modular su actividad, lo que limita la comprension de nuevas

estrategias de fotoproteccion a nivel molecular.

Paralelamente, el potencial biotecnologico y agrondmico de la pitiriacitrina permanece
practicamente inexplorado. Los estudios disponibles se han concentrado exclusivamente en el

ambito dermatoldgico humano, especialmente por sus propiedades fotoprotectores frente a la
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radiacion UV, sin considerar su posible aplicacion en sistemas vegetales expuestos a estrés por
UV-B. Esta ausencia de evidencia representa una oportunidad de investigacion relevante,
especialmente en el contexto de cultivos sometidos a condiciones ambientales cada vez més

extremas.

En adicidn, las estrategias actuales de fotoproteccion vegetal se han orientado
principalmente hacia el uso de barreras fisicas, como mallas o peliculas plasticas (lo cual genera
una creciente preocupacion por la contaminacion asociada al uso extensivo de plasticos en
agroecosistemas y la generacion de microplasticos), o hacia la induccion de defensas exodgenas
mediante elicitores bioldgicos, pero no se ha explorado de manera suficiente la posibilidad de
desarrollar un mecanismo dual que combine la filtracion fisica de la radiacién con la modulacion
molecular del sensor UVRS, estrategia que podria potenciar la respuesta adaptativa de las plantas

frente al estrés luminico.

En este sentido, el presente estudio se justifica por su caracter innovador al proponer la
evaluacion de la pitiriacitrina como una alternativa biotecnologica para la fotoproteccion vegetal,
integrando por primera vez la perspectiva de la proteccion fisica de la radiacion UV-B con la
posible modulacion de mecanismos moleculares asociados al receptor UVRS, sentando las bases
para el disefio de biofotoprotectores biodegradables y aplicables por aspersion que respondan

simultdneamente a las demandas de productividad agricola y sostenibilidad ambiental.
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1.Fundamentos tedricos de la fotoproteccion vegetal

2.1.1. Teoria de estrés oxidativo y respuesta antioxidante en plantas

El marco conceptual que sustenta esta investigacion se fundamenta en la teoria del estrés
oxidativo, que postula que el desbalance entra la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y la capacidad de detoxificacion celular conduce al dafio macromolecular y disfuncion
fisiologica (4). En el contexto especifico de la radiacion UV-B, las ROS se generan través de

multiples mecanismos.

e Fotolisis del agua en el fotosistema II (PSII): La radiacion UV-B dafia el complejo
de evolucion de oxigeno (OEC), provocando la liberacion de radicales hidroxilo
(*OH) (2).

e (adena transportadora de electrones: La fotoinhibicidon del PSII incrementa la fuga
de electrones hacia el oxigeno molecular, generando radical superdxido (O2¢7) que
es dismutado a perdxido de hidrogeno (H202) por la superoxido dismutasa (SOD)
(11).

e Activacion de NADPH oxidasas: Enzimas como RBOH (Respiratory Burst
Oxidase Homolog) son activadas por sefiales de estrés, produciendo ROS como

moléculas sefalizadoras (25).

El concepto de “umbral de estrés oxidativo”, propuesto por Foyer y Noctor (2015),
establece que las ROS actiian como sefales beneficiosas a bajas concentraciones, pero se vuelven

citotoxicas cuando exceden la capacidad antioxidante celular (26).
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2.1.2. Modelo de percepcion y sefializacion especifica de UV-B: el fotorreceptor UVRS

El fotorreceptor UVRS representa un paradigma unico en fotobiologia vegetal por su
mecanismo de fotorrecepcion basado en aminoécidos intrinsecos sin requerir cromoforos
exogenos (6,17). UVRSE es una proteina de 440 aminoacidos que existe como homodimero en
condiciones de oscuridad y se monomeriza tras la absorcion de fotones UV-B por residuos de
triptéfano especificos (17). Para los propdsitos de este estudio, la actividad de UVRS se
operacionaliza a través de su estado conformacional (dimérico = inactivo; monomérico = activo)
y su capacidad de interaccion con COP1. La estabilizacion del dimero por un ligando exogeno se

evalua mediante la energia libre de union (AG, kcal/mol) calculada por acoplamiento molecular.

Mecanismo molecular de activacion

1. Estado basal (dimero inactivo): En ausencia de UV-B, UVRS forma un homodimero
estabilizado por puentes salinos entre Arg286 y Arg338 de una subunidad, Asp96 y
Asp107 de la subunidad opuesta (17).

2. Fotorrecepcion: La absorcion de fotones UV-B (280-315 nm) por Trp233 y Trp285
induce una transferencia electronica acoplada a protones (PCET) que neutraliza las
cargas de los puentes salinos (17).

3. Monomerizacion: La ruptura de los puentes salinos provoca la disociacion del dimero
en mondmeros, exponiendo la regién C-terminal (C27) que contiene el domino de
interaccion con COP1 (6).

4. Seializacion downstream: El mondomero UVRS interactua con COPI1 a través de la
region C27, secuestrando a COP1 de su funcion como represor de la fotomorfogénesis

y estabilizando al factor de transcripcion HY5 (6,11).
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5. Respuesta transcripcional: HY'S se une a elementos de respuesta a luz (LREs) en los
promotores de genes como CHS (chalcona sintasa), FLS (flavonol sintasa) y

fotoliasas, induciendo la biosintesis de flavonoides y la reparacion del ADN (11).

2.1.3. Teoria de la dualidad funcional de flavonoides

Los flavonoides constituyen una clase de metabolitos secundarios cuya funcion en
fotoproteccion ha evolucionado conceptualmente desde un modelo estatico de “filtro solar” hacia
un modelo dindmico de “plasticidad funcional”. Estos son compuestos fendlicos de 15 carbonos
(estructura Cs-C3-Cs) que absorben radiacion UV y poseen capacidad antioxidante (7,9). En este
estudio, la funcion de los flavonoides se operacionaliza a través de su capacidad de filtro UV que
es cuantificada por la absorbancia epidérmica medida in vivo y correlacionada con la
concentracion de flavonoides totales (nmol cm™), y su capacidad antioxidante que es determinada
por la relacion quercetina/kaempferol (Q/K), donde valores elevados indican predominio de la

funcion antioxidante sobre la de filtro UV (9).

El trabajo de Nichelmann y Pescheck (2021) proporcion6 evidencia empirica para un

modelo de dos fases en la respuesta de flavonoides al estrés UV-B:

e Fase I (estrés moderado): Predominio de la funcion de filtro UV. Los flavonoides
(principalmente kaempferol) se acumulan en la epidermis, donde su alta
absortividad molar en el rango UV-B reduce la penetracion de radiacion hacia
tejidos fotosintéticos.

e Fase 2 (estrés severo o combinado): Transicion hacia la funcidon antioxidante. La

relacion Q/K aumenta significativamente y la quercetina se relocaliza hacia el
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mesofilo, donde su capacidad de donar electrones (debido al grupo catecol en el

anillo B) neutraliza las ROS generadas por fotoinhibicion.

Este modelo se sustenta en principios fisicoquimicos, mientras que la capacidad de
absorcion UV de los flavonoides se satura a concentraciones relativamente bajas (~150 nmol cm™
de fenoles totales), la capacidad antioxidante de la quercetina continia aumentando linealmente

con la concentracion y es especialmente efectiva cuando el compuesto esta localizado cerca de

las fuentes de ROS, como los cloroplastos del mesofilo (7,9).

2.1.4. Produccion heteréloga en Saccharomyces cerevisiae

La produccion heterdloga se refiere a la expresion de genes provenientes de un organismo
donante en un hospedero diferente, utilizando vectores de expresion y estrategias de ingenieria
metabolica (27). Para este estudio, la produccion heterdloga se operacionaliza a partir del disefio
del sistema de expresion y de su desempeiio tedrico. El primero, se representa mediante el
plasmido pYES2-PITI (7300pb) que incorpora el casete TAM bajo el control del promotor
inducible GAL1, mientras que el segundo, se evalia a través del rendimiento tedrico de
produccion, calculado mediante Analisis de Balance de Flujos (FBA) expresado en mmol de
pitiriacitrina por gramo de peso seco por hora (mmol/gDW/h) como medida cuantitativa de la

produccion esperada del metabolito.

Componentes del sistema de expresion

1. Hospedero: Saccharomyces cerevisiae, un microorganismo GRAS (Generally
Recognized As Safe) con maquinaria eucariota para modificaciones postraduccionales

Q7).
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2. Vector de expresion: Serie pYES, caracterizada por incorporar el promotor inducible
GALL, el cual permite separar temporalmente la fase de crecimiento celular
(utilizando glucosa como fuente de carbono) de la fase de produccién (inducida
posteriormente mediante galactosa) (28), favoreciendo un control regulado de la
expresion génica. También contiene el marcador auxotréfico URA3, utilizado para la
seleccion de transformantes en cepas auxotrofas para uracilo. Este vector se
caracteriza por el origen de replicacion 2, responsable de conferir un alto numero de
copias episomales (estimado entre 40 y 60 copias por célula) (29), lo que favorece una
mayor expresion del gen de interés.

3. Casete biosintético TAM: Secuencia codificante de la enzima triptofano
aminotransferasa, optimizada por codones para S. cerevisiae, que cataliza la

conversion de L-triptofano a precursores alcaloides inddlicos.

2.2.Fundamentos teoricos de las herramientas bioinformaticas

2.2.1. Acoplamiento molecular (Docking)

Esta es una metodologia computacional que predice la orientacion preferencial y la
afinidad de unién de un ligando a una proteina receptora, basdndose en principios de
complementariedad estérica y electrostatica (30). Dentro del presente trabajo, esta variable se
aborda mediante la implementacion del algoritmo AutoDock Vina v1.2.3, empleando como
parametros de bisqueda una grid box de 25 x 5 x 25 A®, centrada en el centroide Trp233 y
Trp285. La afinidad de interaccion se evaluara a través de la energia libre de union (AG,

kcal/mol), considerando que valores mas negativos reflejan una mayor afinidad entre el ligando y



PITIRIACITRINA COMO FOTOPROTECTOR VEGETAL 31

el receptor. También se establecera como criterio de significancia una interaccion favorable

cuando el valor de AG sea <-7.5 kcal/mol (30).

2.2.2. Modelado por homologia

Esta es una técnica computacional que predice la estructura tridimensional de una
proteina a partir de su secuencia de aminoacidos, utilizando como molde la estructura
experimental de proteinas homologas (31). En el marco de esta investigacion se utiliza
directamente la estructura cristalografica de UVR8 (PDB ID. 4D9S, resolucion 1.95 A), por lo

que no se requiere modelado ab initio.

2.2.3. Analisis de Balances de Flujos (FBA)

Este es un método matemadtico para simular el flujo de metabolitos a través de una red
metabolica en estado estacionario, basado en la matriz estequiométrica de reacciones y
restricciones termodindmicas (32). El andlisis de balance de flujos se realiza a través de la
plataforma COBRApy v.0.29.0, seleccionada para la simulacioén y evaluacion de comportamiento
metabolico del sistema heterdlogo. La funcidn objetivo se establece de acuerdo con la fase
fisiologica analizada, buscando la maximizacion de biomasa durante la fase logaritmica de

crecimiento o la maximizacion de secrecion de pitiriacitrina durante la fase de induccion.

2.3.Arabidopsis thaliana como modelo biologico y relevancia agronomica contextual

2.3.1. Arabidopsis thaliana como organismo modelo en investigacion vegetal

La seleccion de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. como sistema biologico de referencia

para este estudio in silico no es arbitraria, sino que responde a una serie de caracteristicas que la
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han consolidado como el organismo modelo por excelencia en biologia vegetal molecular (33).
Arabidopsis thaliana fue el primer genoma vegetal secuenciado en su totalidad, un hito alcanzado
en el afio 2000 por la Iniciativa del Genoma de Arabidopsis (AGI) (34). Su genoma nuclear tiene
un tamafio aproximado de 135 megabases (Mb) organizadas en cinco cromosomas, y contiene
aproximadamente 27000 genes codificantes y de alta calidad, junto con anotaciones funcionales
exhaustivas disponibles en bases de datos como TAIR (The Arabidopsis Information Resource) y
Araport, permite la identificacion precisa de genes ortdlogos en otras especies y facilita el

modelado estructural de proteinas como UVRS (35,36).

Para los propositos especificos de este estudio, se cuenta con la estructura tridimensional
del fotorreceptor UVRSE de Arabidopsis, resuelta experimentalmente mediante cristalografia de
rayos X a una resolucion 1.95 A (PDB ID. 4D9S) (17). Esta alta resolucion permite realizar
estudios de acoplamiento molecular con un nivel de precision atdbmica que no seria posible con
modelos tedricos de otras especies cuyas estructuras no han sido determinadas
experimentalmente. Ademads 4. thaliana cuenta con una comunidad cientifica internacional
altamente colaborativa que mantiene recursos compartidos como TAIR, el Arabidopsis
Biological Resource Center (ABRC) y el consorcio 1001 Genomes, que ha secuenciado mas de
1100 ecotipos naturales de todo el mundo. Esta infraestructura de investigacion abierta garantiza
la reproducibilidad y comparabilidad de los resultados obtenidos en este estudio con la vasta

literatura existente (37).

En adicion, los mecanismos moleculares descubiertos en Arabidopsis (incluyendo la
percepcion de la luz, la sefializacidn hormonal, las respuestas a estrés abidtico y el metabolismo

secundario) estan altamente conservados en plantas superiores, incluyendo cultivos de
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importancia econdmica (38). Esta transferibilidad de conocimiento desde Arabidopsis hacia
especies cultivadas estd bien documentada y constituye uno de los principios fundamentales de la

investigacion traslacional en biotecnologia vegetal.

2.3.2. Conservacion evolutiva y funcional de UVRS: de Arabidopsis a cultivos de interés

agronomico

La relevancia traslacional de esta investigacion depende criticamente de la demostracion
de que los hallazgos obtenidos con AtUVRS son extrapolables a los ortdlogos presentes en
cultivos de importancia econdmica. La evidencia acumulada en la ultima década respalda
firmemente esta extrapolacion. Ferndndez y colaboradores (2016) realizaron un analisis
filogenético comprehensivo que demostrod que genes homologos a AtUVRS estan presentes en
todo el espectro del reino vegetal, desde algas verdes (Chlamydomonas reinhardtii) hasta
angiospermas (39). El andlisis de 54 secuencias de UVRS de especies representativas reveld que

los dominios funcionales criticos presentan una conservacion de secuencia superior al 80%:

e Trp233 y Trp28S5 estan conservados en el 100% de las secuencias analizadas,
incluyendo todos los cultivos de interés agronomico.

e Arg286y Arg338 muestran una conservacion >95%.

e Lasecuencia consenso VPEFG (posiciones 409-413 en AtUVRS) est4 conservada

en todas las angiospermas analizadas (39).

Esta conservacion absoluta de los residuos criticos para la fotorrecepcion y la senalizacion
sugiere que el mecanismo molecular de UVRS8 ha permanecido esencialmente inalterado durante

mas de 450 millones de afos de evolucion vegetal (40). Y aunque la conservacion de secuencia
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no garantiza per se la conservacion funcional, estudios de complementacion heterologa han
demostrado inequivocamente que ortdlogos de UVRS de diversas especies pueden sustituir

funcionalmente a AtUVRS en Arabidopsis.

Tomate (Solanum lycopersicum)

Dong y colaboradores (2021) expresaron el ortdlogo SIUVRS bajo el control del promotor
nativo de AtUVRS en el mutante nulo *uvr8-1* de Arabidopsis. Las lineas transgénicas
recuperaron completamente todas las respuestas a UV-B evaluadas como la inhibicion de
crecimiento de hipocotilo, expresion de genes diana (HYS, CHS, FLS1), acumulacion de
antocianinas y flavonoides, y tolerancia al estrés por UV-B (41). Mediante ensayos de co-
inmunoprecipitacion y doble hibrido de levadura, los autores demostraron ademés que SIUVRS
interactua fisicamente con la proteina COP1 de Arabidopsis con una afinidad comparable a la

interaccion AtUVR8-AtCOP1 (41).

Arroz (Oryza sativa)

El genoma del arroz contiene dos copias del gen UVR8 (OsUVR8a y OsUVRS&D),
resultado de una duplicacion especifica de monocotiledoneas. Chen y colaboradores (2024)
generaron mutantes de pérdida de funcidén para ambos genes mediante CRISPR/Cas9 y
demostraron que OsUVRSD es el ortdlogo funcional predominante, mientras que OsUVR8a
parece haber sufrido subfuncionalizacion (42). Las plantas de arroz deficientes en OsUVRS
mostraron una reduccion significativa en la acumulacion de flavonoides y una mayor sensibilidad
al dafio por UV-B, fenotipos que fueron rescatados por la expresion de AtUVRS, demostrando la
intercambiabilidad funcional entre especies tan divergentes como una dicotiledénea

(Arabidopsis) y una monocotiledonea (arroz) (42).
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Otras especies validadas

Como se menciona anteriormente, la conservacion funcional del fotorreceptor UVRS ha
sido ampliamente documentada en diversos linajes fotosintéticos, desde algas hasta angiospermas,
lo que evidencia su papel central en la percepcion de la radiacion UV-B y en la activacion de
respuestas fotoprotectoras. En Chlamydomonas reinhardtii, CrtUVRS8 presenta la capacidad de
monomerizar en respuesta a la radiacion UV-B, interactia con COP1 y es capaz de complementar
el mutantes uvr8 de Arabidopsis, demostrando que los mecanismos basicos de percepcion ya

existian en ancestros comunes (39,43).

En plantas angiospermas, la complementacion funcional es recurrente, el gen MdAUVRS del
manzano (Malus domestica) rescata el mutante uvr8 y regula la elongacion del hipocétilo junto con
la expresion de HYS (39,44). En chopo (Populus euphratica), PeUVRS no solo complementa el
mutante, sino que también aumenta la acumulacion de antocianinas (39,45). El maiz (Zea mays)
presenta ZmUVRS, que restaura los niveles de HYS, CHS y flavonoides (46). En la graminea
modelo Brachypodium distachyon, BAUVRS complementa el mutante uvr8 y regula la expresion
de CHS y la produccion de flavonoides (47). El crisantemo (Chrysanthemum morifolium) expresa
CmUVRS, que presenta el mismo plegamiento tridimensional, rescata a ausencia de UVRSE en

Arabidopsis e induce flavonoides (48).

En organismos no vasculares como la hepatica Marchantia polymorpha (MpUVRS) y el
musgo Physcomitrella patens (PpUVRS), los fotorreceptores funcionan como dimeros que
monomerizan con UV-B, se acumulan en el ntcleo y activan respuestas de proteccion (49,50,51).

En quinoa (Chenopodium quinoa) se han identificado dos ortélogos tipo UVR8 (CqQRCCI1 20y
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CqRCC1 _23), los cuales conservan los triptofanos criticos para la percepcion de UV-B y el

dominio de interaccion con COP1 (motivo V-P) (52).

En conjunto, la evidencia funcional desde algas hasta angiospermas y plantas basales
demuestra que UVRS es un fotorreceptor altamente conservado, central en la proteccion frente a
UV-B mediante la induccion de flavonoides, antocianinas y la regulacion de factores como HYS,
por lo tanto esta conservacion en todos los ortdlogos de UVRSE analizados tiene una implicacion
directa para este trabajo, el bolsillo de unién donde la pitiriacitrina podria interactuar (segun las
predicciones de acoplamiento molecular) es estructuralmente idéntico en Arabidopsis y en los
cultivos de interés. Por lo tanto, si la pitiriacitrina demuestra afinidad por AtUVRS in silico, es
altamente probable que también pueda interactuar con los ortdlogos de tomate, arroz, café, flores

y otros cultivos estratégicos para Colombia.

2.3.3. Relevancia agronomica para Colombia: radiacion UV-B y cultivos estratégicos

Colombia, por su ubicacion geografica ecuatorial (entre latitud 4° Sur y 12° Norte) y su
compleja topografia andina, presenta condiciones de radiacion ultravioleta que representan un
factor de estrés abiotico significativo para la agricultura, puesto que la incidencia solar es mas
perpendicular durante todo el afio. De acuerdo con el Atlas de Radiacion Solar, Ultravioleta y
Ozono de Colombia, elaborado conjuntamente por la UPME y el IDEAM, el pais recibe una alta
disponibilidad de energia solar durante todo el afio, con una distribucion espacial fuertemente

influenciada por la altitud, la nubosidad y la posicion latitudinal (53).

Los niveles maximos de radiacion UV se concentran principalmente en la region Andina

y zonas altas de montafia, donde la elevacion incrementa significativamente la irradiancia
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incidente. El IDEAM sefala que la radiacion UV en superficie aumenta aproximadamente un
10% por cada 1000 msnm, lo que genera condiciones de exposicion sobre todo elevadas en areas
agricolas ubicadas entre 1800 y 3000 msnm, como ocurre en gran parte de Antioquia, el Eje
Cafetero, Boyacd, Cundinamarca, Narifio y Cauca. En estas regiones, el indice UV (UVI)
frecuentemente alcanza valores de 11+, clasificados como extremadamente altos, e incluso

pueden presentarse valores superiores en dias despejados y a gran altitud (53,54).

Este patron espacial destaca gran relevancia para la agricultura colombiana puesto que
varios cultivos estratégicos del pais se desarrollan precisamente en estas franjas altitudinales,
zonas de mayor radiaciéon UV-B. Por ejemplo, en el Eje Cafetero (Caldas, Quindio, Risaralda)
que se encuentra a altitudes entre 1200-1800 msnm donde el UVI promedio es de 9-10, estudios
recientes han demostrado que la radiacion UV-B reduce la eficiencia fotosintética del café en

hasta un 25% y afecta negativamente la calidad del grano (5).

Colombia es el segundo exportador mundial de flores frescas, con mas de 8000 hectareas
cultivadas principalmente en la Sabana de Bogota (2600 msnm), cultivos como la rosa (Rosa
spp.), clavel (Dianthus caryophyllus) y crisantemo (Chrysanthemum spp.) estan expuestos
cronicamente a niveles UVI >11, lo que puede causar fotoinhibicion, reduccion de crecimiento y
pérdida de calidad ornamental (22,55). Cultivos como lechuga (Lactuca sativa), espinaca
(Spinacia oleracea), fresa (Fragaria x ananassa) y uchuva (Physalis peruviana) se producen en
zonas altoandinas (2000-2800 msnm) y han mostrado respuestas de estrés a UV-B que incluyen
acumulacion de compuestos fenolicos protectores, pero con un costo metabolico que reduce el

rendimiento (56).
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Otro ejemplar es el arroz (Oryza sativa), que, aunque se cultiva en zonas bajas (0-500
msnm) de los Llanos Orientales y la Costa Caribe, la alta radiacion incidente en estas regiones
ecuatoriales (UVI 10-12) combinada con el estrés hidrico y térmico hace que el UV-B sea un
factor limitante significativo, pues el arroz es sensible a este durante las etapas de plantula 'y
floracion (42). En consecuencia, la radiacion UV-B constituye un componente ambiental
constante dentro de los agroecosistemas y es un factor determinante en la fisiologia,

productividad y adaptacion de los cultivos.

2.3.4. Estrategias para mitigar el estrés por UV-B en agricultura

La radiaciéon UV-B puede causar dafio al ADN, a las proteinas y a la maquinaria
fotosintética, pero también actia como una sefial ambiental que induce respuestas de defensa en
las plantas. Por ello, la mitigacion del estrés por UV-B en la agricultura combina enfoques
fisicos, quimicos, y genéticos, aunque los trabajos revisados provienen de distintos contextos
globales, muchos de ellos son especialmente relevantes para regiones tropicales como Colombia,

donde la alta irradiancia natural exige estrategias adaptadas.

En el manejo del ambiente de luz y las practicas agrondmicas, se incluye el uso de
sombreo, policultivos y sistemas agroforestales, asi como peliculas o plésticos filtrantes, los
cuales reducen la carga de UV-B sobre cultivos sensibles como el café¢ y modulan el espectro de
radiacion incidente (5,57). Otra estrategia fisica es la aspersion foliar de particulas de minerales
reflectantes como suspensiones de cuarzo que han demostrado disminuir el dafio por UV-A/UV-
B en soya, con recuperacion de biomasa y nimero de vainas (58). En horticultura protegida, el
uso controlado de lamparas de UV-B en dosis bajas se emplea como herramienta de manejo

sanitario y de calidad de producto.
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Dentro de las medidas tecnologicas y genéticas se destacan el uso dirigido de UV-B
suplementario para inducir defensas y reducir plagas y enfermedades; la nanotecnologia mediante
nanoparticulas de TiO2, Ag o Si, que aumentan antioxidantes y flavonoides (59); y el
mejoramiento genético o edicion génica que incluye la sobreexpresion de fotoliasas CPD,
factores de transcripcion MYB y genes de la ruta de los fenilpropanoides (1). Todas estas son
aproximaciones que permiten no solo mitigar el dafio sino también aprovechar la sehal UV-B

para mejorar la resiliencia de los cultivos.

3. DISENO METODOLOGICO

3.1.Enfoque, tipo y diseiio de la investigacion

El presente estudio se enmarca en un enfoque cuantitativo, de tipo descriptivo-
correlacional predictivo, con un disefio observacional transversal basado en modelado molecular
y simulaciones computacionales (in silico). Esta clasificacion se fundamenta en los criterios
establecidos por Hernandez Sampieri y Mendoza (2018) para investigaciones no experimentales

que utilizan modelos tedricos y simulaciones para predecir fendmenos biologicos (60).

El estudio es descriptivo porque caracteriza las propiedades fisicoquimicas de la
pitiriacitrina (LogP, TPSA, etc.) y experimental de enfoque in silico. Es correlacional predictivo
porque establece una asociacion hipotética entre la estructura molecular del ligando y su afinidad
de union al fotorreceptor UVRS, utilizando el acoplamiento molecular como técnica para predecir
dicha interaccion. El disefio es transversal ya que todas las mediciones y simulaciones se realizan

en un unico momento temporal sobre las estructuras moleculares disponibles (61).
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La eleccion de una aproximacion in silico se justifica por tres razones fundamentales: (i)
permite evaluar la viabilidad de la hipdtesis de interaccion molecular antes de invertir recursos en
sintesis quimica y ensayos bioldgicos costosos; (ii) proporciona informacién a nivel atobmico
sobre el mecanismo de unién que seria dificil o imposible de obtener exclusivamente mediante
experimentacion in vitro; y (iii) se alinea con los principios de las 3R (Reemplazo, Reduccion y

Refinamiento) en investigacidon con organismos vivos (62).

3.2.Universo, poblacion y muestra

El universo de estudio estd constituido por moléculas de origen natural (metabolitos
secundarios de plantas, hongos y microorganismos) con potencial aplicacion fotoprotectora en
sistemas vegetales caracterizadas por poseer anillos aromaticos conjugados capaces de absorber

radiacion UV (200-400nm).

. La poblacion especifica se restringe a los alcaloides inddlicos derivados del triptofano
producidos por levaduras del género Malassezia, de los cuales se han caracterizado
estructuralmente al menos cinco compuestos: pitiriacitrina, malassezina, pityrialactona,

pityriarubina y pityriazina (13).

Criterios de inclusion

e Molécula con peso molecular <500 Da (para favorecer la permeabilidad pasiva a
través de la cuticula vegetal)
e Presencia de nucleo inddlico o bisinddlico con capacidad de absorcion UV

documentada experimentalmente.
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¢ Disponibilidad de datos espectroscopicos (UV-Vis) que confirmen absorcion en

UVA/UVB.

e Estructura quimica completamente elucidada y depositada en bases de datos

publicas (PubChem, ChemSpider).

Criterios de exclusion

e Moléculas con toxicidad documentada en células vegetales o animales.
e Compuestos con inestabilidad fotoquimica conocida (fotodegradacion rapida).
e Moléculas para las que no existia una ruta biosintética caracterizada que permita

su produccion heterdloga.

Dado el caracter exploratorio y predictivo del estudio, se empleé un muestreo no
probabilistico por conveniencia seleccionando la pitiriacitrina (C20H13N30, PubChem CID:
10091987) como unidad de analisis principal al ser un alcaloide indo6lico producido por la
levadura Malassezia furfur, caracterizado por su absorcion en las regiones UVA y UVB del
espectro electromagnético (Amaxa 212, 289, 315 y 389 nm) (13). Su estructura bisindolica sugiere
un potencial de interaccion por apilamiento n-n con residuos aromaticos de proteinas como los
triptofanos del fotorreceptor UVRSE (17).Ademaés existe una ruta biosintética plausible a partir del

L-triptéfano, lo que hace factible su produccion heterdloga en S. cerevisiae (63).

Para la validacion de los parametros fisicoquimicos y la interpretacion de los resultados
de acoplamiento molecular se incluyeron dos compuestos endogenos de 4. thaliana con funcion

fotoprotectora establecida:
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e Quercetina (Ci5sH100O7, PubChem CID: 5280343) Dihidroxiflavonol que actia
como filtro UV y antioxidante en la epidermis y mesofilo foliar (9).
e Acido ascorbico (C6H806, PubChem CID: 54670067) Antioxidante hidrosoluble

que neutraliza ROS generadas por estrés UV-B (4).

Nota: Estos compuestos no fueron sometidos a acoplamiento molecular con UVRS, sino
que sirvieron como referencia para contextualizar el perfil fisicoquimico de la pitiriacitrina y

validar la capacidad predictiva de los algoritmos empleados.

El fotorreceptor UV RESISTANCES LOCUS 8 (UVRS, PDB ID: 4D9S) de 4. thaliana
fue seleccionado como diana molecular para los estudios de acoplamiento puesto que es el sensor
primario de UV-B en plantas y su activacion desencadena la cascada de senalizacion que conduce
a la fotoproteccion (6,11). La estructura cristalografica de este dimero es de alta resolucion
(1.95A) lo que garantiza un modelo de alta calidad para estudios de docking (17). Ademas, los
residuos criticos para la fotorrecepcion (Trp233, Trp285) y la interfaz dimérica estan conservados
en ortologos de cultivos de interés agrondmico, lo que otorga validez externa a los hallazgos

(39,41,47).

La estructura 4D9S corresponde al dimero de UVRS en su conformacion basal (no
fotoactivada) que es precisamente el estado que se hipotetiza podria ser estabilizado por la
pitiriacitrina, se utilizé la cadena A como receptor para el acoplamiento y el bolsillo de unién se

defini6 centrado en el centroide geométrico de los residuos Trp233 y Trp285 de dicha cadena.
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3.3.Hipdtesis, variables, e indicadores

3.3.1. Hipdtesis de trabajo

Con base en el marco referencial y los antecedente revisados, se plantea que la

pitiriacitrina puede actuar como agente fotoprotector dual en plantas:

e Como filtro fisico: La pitiriacitrina presenta propiedades fisicoquimicas que le
permiten absorber radiacion ultravioleta en el rango UVA/UVB y acumularse en
tejidos superficiales vegetales, reduciendo asi las dosis de radiacion que alcanza
los tejidos fotosintéticos.

e Como modulador molecular: La pitiriacitrina por su estructura de alcaloide
indolico puede interactuar con el fotorreceptor UVRS de Arabidopsis thaliana en
la interfaz dimérica donde residen los triptéfanos cromoforos (Trp233 y Trp285),

modulando su conformacion y/o actividad.

La confirmacion de cualquiera de esas hipotesis guiara el disefio experimental posterior,
incluyendo la produccion heterdloga de compuesto en Saccharomyces cerevisiae y su validacion

en sistemas vegetales.

3.3.2. Variables e indicadores

Tabla 1. Variables e indicadores.

Variable Tipo Definicion operacional Indicadores
Propiedades Independiente Parametros moleculares Peso molecular (Da),
fisicoquimicas calculados mediante LogP, TPSA, (A?),

quimioinformatica HBD, HBA
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Capacidad de Independiente Andlisis in silico de estructura  Longitudes de onda de
absorcion UV electronica maxima absorcion

(nm), coeficiente de

extincidn molar

Energia de Independiente Resultado del acoplamiento AG de unién
union ligando- molecular (docking) (kcal/mol), RMSD de la
receptor pose (A)
Estabilidad del Independiente Simulaciones de dinamica RMSD a lo largo de la
complejo molecular (proyeccion futura)  trayectoria (A), energia
de interaccion
Productividad Dependiente Rendimiento del metabolito Concentracion de

en cultivo de levadura pitiriacitrina (mg/L),

tasa especifica de

del cultivo

(proyeccion)
produccion
Viabilidad Control Crecimiento basa de la cepa Tasa especifica de
celular recombinante crecimiento (h™!),
(proyeccion) densidad optica (ODeoo)

* Abreviaturas: MW: Peso molecular; LogP: Coeficiente de particiéon octanol-agua; TPSA: Area de superficie polar
topoldgica; HBD/HBA: Donadores/Aceptores de puentes de hidrégeno; RotBonds: Enlaces rotables; RMSD: Root
Mean Square Deviation; AG: Energia libre de Gibbs de union; FBA: Flux Balance Analysis; ODsoo: Densidad optica

a 600 nm.

3.4.Técnicas y procedimientos
3.4.1. Configuracion del entorno computacional y control de reproducibilidad

Todos los analisis se ejecutaron en un entorno virtual aislado y estandarizado utilizando
Conda (Anaconda, Inc.), herramienta ampliamente adoptada para garantizar la reproducibilidad
de flujos de trabajo bioinformaticos al permitir la captura explicita de todas las dependencias del

sistema. El pipeline se desarrolld en Python version 3.10.12. Las dependencias principales
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incluyeron: (i) librerias de computo numérico: numpy v1.26.0 (64) y pandas v2.1.0 (65); (ii)
librerias de visualizacion cientifica: matplotlib v3.8.0 (66) y seaborn v0.13.0 (67). La
especificacion completa del entorno fue exportada para garantizar la reproducibilidad total de
analisis. Los scripts desarrollados para este estudio fueron estructurados bajo paradigmas de
programacion funcional y fueron ejecutados en una estacion de trabajo con sistema operativo

Windows 11/Linux por medio de una interfaz de linea de comandos (CLI).

3.4.2. Evaluacion quimioinformadtica y prediccion ADMET

Con el fin de predecir el comportamiento de movilidad sistémica y la capacidad de
retencion cuticular en modelos vegetales se implemento6 un flujo de trabajo en RDKit v2023.09.1
(68) para la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de la pitiriacitrina y de los
compuestos de referencia (quercetina y acido ascérbico). Las estructuras se codificaron mediante
notacion lineal SMILES vy a partir de estas estructuras el algoritmo calculd los parametros
moleculares criticos para entender la permeabilidad pasiva y la afinidad por las ceras
epicuticulares. Los descriptores calculados incluyeron: (i) peso molecular (MW); (i1) coeficiente
de particion octanol-agua (LogP); (ii1) area de superficie polar topoldgica (TPSA); y (iv) conteo

de donadores y aceptores de puentes de hidrogeno (HBD/HBA).

Los limites establecidos fueron: MW <500 Da, LogP entre 1 y 5, TPSA <120 A? y HBD
<3; aunque estos umbrales se fundamentan primordialmente en pardmetros fisicoquimicos
ampliamente utilizados para estimar la permeabilidad y la particion molecular, originalmente
propuestos en la regla de Lipinski (69), en este estudio se reinterpretan en funcion de la
penetracion cuticular vegetal, dado que la difusion de moléculas a través de la cuticula foliar

depende principalmente de tamafio molecular, la polaridad y la afinidad por matrices lipidicas. Es
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este sentido, una lipofilicidad moderada y una superficie polar reducida favorecen la retencion y

difusion a través de la matriz cerosa de la cuticula vegetal (70).

3.4.3. Preparacion de estructuras moleculares para acoplamiento

Se descargo la estructura cristalografica del receptor UVRSE desde el Protein Data Bank
(PDB ID:4D9S). El procesamiento de la proteina y la conversion al formato PDBQT se realiz6
siguiendo el protocolo estandar, con remocion de moléculas de agua y adicion de hidrogenos
polares y cargas parciales empleando herramientas de la suite AutoDockTools y Biopython v1.81
(71). Para la preparacion del ligando se generd su conformacion tridimensional de minima
energia mediante RDKit utilizando el campo de fuerzas MMFF94. La conversion al formato

PDBQT se realizé con OpenBabel v3.1.1 (72).

3.4.4. Acoplamiento molecular (docking)

Las simulaciones de acoplamiento molecular se ejecutaron con AutoDock Vina v1.2.3
(73). El espacio de busqueda se definié mediante un algoritmo de centrado automético que
calculd el centroide geométrico exacto de los residuos Trp233 y Trp285 (claves en la
fotodisociacion del dimero UVRS) identificados como los croméforos endogenos responsables de
la percepcion de UV-B, cuya perturbacion desencadena la monomerizacion del fotorreceptor
(17,24) estableciendo una Grid box de dimensiones 25x25x25 A3, La exhaustividad de analisis se
fij6 en 16 para garantizar una exploracion conformacional rigurosa, este valor ofrece un balance
adecuado entre precision en la exploracion conformacional y tiempo computacional de acuerdo
con las recomendaciones para estudios de cribado virtual con AutoDock Vina (73). De las poses

generadas, se selecciono la conformacion con la energia libre de unidn mas negativa (AG, en
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kcal/mol). Las interacciones moleculares se analizaron mediante visualizacion con PyMOL

v2.5.0 (74).

3.4.5. Diserio in silico del plasmido recombinante (pYES2-PITI)

Como paso prospectivo para la produccion heterdloga del compuesto, se disefid
conceptualmente el vector pYES2-PITI, partiendo del plasmido episomal pYES2 (5.9kb), que
posee un origen de replicacion 2p que le confiere un alto nimero de copias (40-60 por célula
haploide) (29), operando bajo un sistema de seleccion auxotrofica clasico URA3 (28). El inserto
(aproximadamente 1.5kb) corresponde a una secuencia codificante optimizada de la enzima
triptofano aminotransferasa (TAM), enzima clave en la ruta de sintesis de alcaloides indolicos. La
optimizacion de codones se realiz6 in silico para adaptar la secuencia al uso codénico
preferencial de S. cerevisiae, siguiendo las estrategias establecidas para la expresion heterdloga

de genes vegetales y fungicos (27).

El gen se clond virtualmente bajo el control del promotor inducible por galactosa GALI1 y
el terminador CYC1, flanqueado por sitios de restriccion para su insercion en el sitio multiple de
clonacion del vector. Para visualizar el plasmido recombinante final (7.3 kb) y compararlo
estructuralmente con el vector vacio fue utilizado un algoritmo propio de geometria cartesiana
usando matplotlib y numpy, de tal manera fue posible mapear con precision espacial los distintos

poligonos curvos y elementos regulatorios, siguiendo los estdndares recomendados.

3.4.6. Modelado metabdlico y andlisis de balance de flujos (FBA)

Se implemento6 un analisis de balance de flujos utilizando el entorno COBRApy v0.29.0

(75) para evaluar la factibilidad metabolica de la produccion de pitiriacitrina en S. cerevisiae. Se
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construy6 una red metabdlica estequiométrica simplificada que incorpora: (i) las vias de
metabolismo central de carbono (glucélisis, ciclo de los 4cido tricarboxilicos, respiracion); (ii) la
ruta del 4cido shikimico para la produccion de L-triptéfano endogeno: (iii) la demanda basal de
ATP para mantenimiento celular: y (iv) la ruta heter6loga que condensa dos moléculas de L-
triptofano para formar el esqueleto bisindolico de la pitiriacitrina. Se plantearon dos escenarios de

optimizacion:

e Fase logaritmica: Maximizacién del fujo hacia la reaccion de biomasa (v_biomasa).

e Fase de induccion: Maximizacion del flujo de secrecion del metabolito (v_EX pit).

Los flujos se calcularon bajo el principio de estado estacionario (S - v =0) (32,76),
limitando la captacion de glucosa a 10 mmol/gDW/h, siendo este un valor representativo de
condiciones de cultivo en lote en medio rico con glucosa como fuente de carbono, acorde con
estudios previos de FBA en S. cerevisiae (77); y resolviendo mediante el optimizador de GLPK.
Los resultados se emplearon para determinar el rendimiento tedrico del carbono y predecir la

posible competencia metabdlica entre la produccion de compuesto y el crecimiento celular.

4. RESULTADOS

4.1. Perfil ADMET y prediccion de retencion cuticular

El analisis del espacio quimico reveld diferencias sustanciales entre la pitiriacitrina y los
antioxidantes de control en cuanto a su viabilidad como principio activo para formulaciones de
aplicacion foliar (Figura 3. y Tabla 2.) Mediante el mapeo de la lipofilicidad (LogP) frente a la

superficie polar topoldgica (TPSA), se observa que la pitiriacitrina se ubica de manera 6ptima
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dentro del area tedrica de retencion cuticular, definida por los criterios de viabilidad empleados

(MW <500Da, 1 <LogP <5, TPSA <120 A%, HBD <3).

Perfil ADMET de Retencion Cuticular en A. thaliana
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Figura 3. Analisis ADMET de la pitiriacitrina.
Nota: Perfil ADMET de retencion cuticular en 4. thaliana para pitiriacitrina y compuestos de referencia, representado

en funcion de la lipofilicidad (LogP) y la superficie polar topologica (TPSA). La region sombreada indica la ventana

de viabilidad para aplicacion foliar. Fuente: elaboracion propia mediante analisis en RDKit v2023.09.1

En concreto, la pitiriacitrina presenta una marcada naturaleza lipofilica (LogP=4.86)
combinada con una baja superficie polar (TPSA = 44.47 A?) asi como un niimero reducido de
donadores de enlaces de hidrogeno (HBD = 2). Desde una perspectiva termodinamica, estas
propiedades predicen una fuerte afinidad por la matriz lipidica de las ceras epicuticulares lo cual

favoreceria el anclaje persistente del compuesto en la epidermis foliar. De este modo la molécula
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podria actuar como escudo protector contra la radiacion UV-B con baja probabilidad de ser
removida por factores ambientales (como la lluvia o el viento) o translocada hacia el interior

celular.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas calculadas in silico para la pitiriacitrina y compuestos de
referencia.

Metabolito MW LogP TPSA HBA HBD RotBon Viabilidad

(Da) (A? ds de
aplicacion
foliar

Pitiriacitrina ~ 283.33 4.86 44.47 3 2 1 Viable
Quercetina
(Control 30224 199  131.36 7 5 1 No viable
endogeno)
Acido
ascorbico 176.12  -1.41  107.22 6 4 2 No viable
(Control
ROS)

* Abreviaturas: MW: Peso molecular; LogP: Coeficiente de particion octanol-agua; TPSA: Area de superficie polar
topolégica; HBD/HBA: Donadores/Aceptores de puentes de hidrogeno; RotBonds: Enlaces rotables. Nota: Los
criterios de viabilidad para aplicacion foliar (alta retencion cuticular y permeabilidad pasiva) se definieron como MW
<500Da, 1 <LogP <5, TPSA <120 A2, HBD <3

Los resultados obtenidos con los compuestos de control validan la consistencia del
modelo predictivo. El 4cido ascorbico presenta un perfil marcadamente hidrofilico (LogP = -
1.41), lo que impediria su interaccion efectiva con la cuticula en condiciones in vivo. Por su parte,
la quercetina, a pesar de poseer cierta lipofilicidad (Log = 1.99) excede ampliamente el umbral de
permeabilidad pasiva debido a su elevada polaridad (TPSA = 131.36 A?) y a su alto ntimero de

donadores de hidrogeno (HBD = 5). Ambos controles son clasificados como “no viables” para
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retencion cuticular segun los criterios ya establecidos. Por consiguiente, el perfilado
computacional posiciona a la pitiriacitrina como un candidato estructuralmente idéneo para
estrategias de fotoproteccion de aplicacion exdgena en superficies vegetales, respaldado por su

equilibrio lipofilico-polar y su bajo potencial de movilidad sistémica.

4.2.Analisis de acoplamiento molecular (docking) y estabilizacion del fotorreceptor

UVRS

Para evaluar si la pitiriacitrina puede actuar no solo como un filtro fisico externo, sino
también como un potencial estabilizador bioquimico a nivel del fotorreceptor UVRS, se realiz6
un acoplamiento molecular entre el compuesto y la interfaz dimérica de esta proteina. Los
resultados de la simulacion confirmaron una afinidad termodinamica excepcionalmente alta por
el bolsillo de union del dimero. Como se detalla en la Tabla 3., la conformacion energéticamente
mas favorable (Pose 1) present6 una energia libre de union (AG) de -9.615 kcal/mol, un valor que
indica una interaccion no covalente altamente estable y espontanea. Las poses alternativas (2 a 5)
mostraron energias ligeramente superiores (desde -9.487 hasta -9.131 kcal/mol), con valores de
RMSD (root mean square derivation) que oscilan entre 1.787 y 6.796 A, lo que refuerza la
singularidad y consistencia de la Pose 1 como el minimo global de energia en la superficie de

exploracion.

Tabla 3. Energias de afinidad termodinamica.

Afinidad
Pose conformacional termodinamica RMSD lower bound RMSD upper bound
(AG), keal/mol) A) A)
1 -9.615 0.000 0.000

2 -9.487 2.706 4.575
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3 -9.452 1.787 6.796
4 -9.370 2.649 6.348
5 -9.131 2.249 6.500

* Nota: Calculadas para las mejores conformaciones (poses) del complejo UVRS8-pitiriacitrina. Simulaciones
realizadas mediante AutoDock Vina con una exhaustividad (exhaustiveness) de 16. La pose 1 representa el minimo
global de energia y fue seleccionada para el modelado visual de interacciones.

Desde el punto de vista estructural (Figura 2.), el modelo tridimensional revela que la
pitiriacitrina se aloja con elevada precision geométrica en el bolsillo hidrofobico central que
mantiene unidas las dos subunidades de UVRS. Funcionalmente, el compuesto parece actuar
como una “grapa molecular”. Su denso nticleo bisindolico facilita la formacion de fuertes
interacciones de apilamiento m-m con residuos criticos de triptofano (especificamente Trp233 y
Trp285), que son precisamente los cromoéforos enddgenos responsables de desencadenar la
separacion de dimero tras la absorcion de radiacion UV-B. Ademas, el analisis de la cavidad
evidencia la participacion adicional de Trp283 en interacciones de apilamiento, asi como la
formacion de puentes de hidrégeno direccionales que anclan firmemente el ligando al esqueleto

proteico.
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Complejo UVRS - Pitiriacitrina

Figura 4. Representacion tridimensional del complejo UVRS-pitiriacitrina.

Nota. 1zquierda: Vista global del fotorreceptor dimérico (azul). Derecha: Ampliacion del bolsillo de interaccion (verde)
donde se aloja el ligando (rojo), destacando su proximidad espacial con los residuos fotosensores clave Trp233, Trp283
y Trp285 (naranja). Las interacciones de apilamiento mn-m y los puentes de hidrogeno se representan con lineas

discontinuas. Fuente: Elaboracion propia mediante docking molecular en AutoDock Vina y visualizacion PyMOL.

En conjunto, estos datos espaciales y termodindmicos respaldan un mecanismo de
fotoproteccion dual. La fraccion de pitiriacitrina que logre penetrar en el tejido foliar tendria el
potencial de inmovilizar el dimero de UVRS, impidiendo fisicamente su fotodisociacion y, en

consecuencia, bloqueando la cascada de estrés oxidativo desde el primer eslabon de sefalizacion.

4.3.Validacion topolégica y ensamblaje in silico de vector recombinante

La ejecucion del pipeline de clonamiento virtual culminé con la validacion estructural del
vector recombinante pY ES2-PITI, disefiado especificamente para la produccion heter6loga de la
ruta biosintética de pitiriacitrina en Saccharomyces cerevisiae. Mediante el mapeo topologico
comparativo de los plasmidos (Figura 3.), se confirm¢ visual y matematicamente el éxito del

ensamblaje direccional, respaldado por un balance estequiométrico preciso de nucledtidos, la
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arquitectura final del plasmido recombinante (7300 pb) corresponde exactamente a la suma del
esqueleto del vector comercial pYES2 (5800 pb), tras la sustitucion del sitio multiple de
clonamiento (MCS, ~50 pb), mas la integracion direccional del casete de biosintesis inddlica

TAM (1500 pb), resultando en un incremento neto de 1500 pb.

Estrategia de Clonamiento de la Via Inddlica para Produccidén Masiva en S. cerevisiae

[~ GALI Promoter
/ GAL1 Promoter
/

AmpR Marker

“I————— CYC1 Terminator

Biosintesis Pitiriacitrina (TAM)

URA3 Marker -

PYES2 (Vacio) pPYES2-PITI
5,800 bp 7,300 bp )
URA3 Marker —— / ~——— CYC1 Terminator
2 Origin

Figura 5. Mapas topologicos comparativos generados in silico para la estrategia de produccion
heterologa.

Nota: Izquierda: Vector episomal comercial pYES2 (5800pb) en su estado vacio, mostrando el sitio multiple de
clonamiento (MCS, gris) bajo el control del promotor GAL1 y el terminador CYC1. Derecha: Plasmido recombinante
pYES2-PITI (7300pb) tras la simulacion de ensamblaje, evidenciando la insercion direccional y en marco del casete
de biosintesis indolica (TAM, azul) en sustitucion del MCS. Los marcadores de seleccion (AmpR, URA3) y el origen
de replicacion (2p) se indican segun la leyenda original. Fuente: Elaboracion propia mediante el disefio in silico en

matplotlib y analisis complementario en Python.

Un aspecto critico que destaca este mapeo es la perfecta alineacion del inserto biosintético
justo en el espacio que ocupaba el MCS (localizado entre las coordenadas ~500 y ~2000 pb en el
mapa circular del vector vacio), quedando flanqueado de manera exacta por el promotor
inducible GALL1 en el extremo 5’ y el terminador CYCI en el extremo 3°. Esta configuracion es

vital, ya que garantiza teéricamente un control transcripcional estricto, minimizando el riesgo de
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expresion “por goteo” (leaky expression) que pudiera resultar toxica durante las fases de

crecimiento y expansion celular previas a la induccion.

Desde el punto de vista practico, este plano genético in silico confirma la ausencia de
impedimentos estéricos, desfases en el marco de lectura abierto (ORF) o sefiales cripticas de
terminacion prematura, en consecuencia, el disefio proporciona una base robusta para proceder
con la sintesis fisica del ADN, la transformacién de S. cerevisiae y la posterior validacion

experimental de la produccion del metabolito.

4.4.Evaluacion del rendimiento tedrico y viabilidad metabdlica

Para validar si el chasis de Saccharomyces cerevisiae es capaz de sostener la sintesis de
pitiriacitrina sin comprometer su viabilidad, se realizaron simulaciones de analisis de balance de
flujos. Los resultados, resumidos en la Tabla 4, revelan una competencia directa por los recursos
de carbono entre la formacion de biomasa y sintesis del alcaloide, un fendmeno conocido como

“compromiso metabolico” o trade-off.

Tabla 4. Comparativa de flujos metabdlicos en S. cerevisiae bajo escenarios de crecimiento
mdaximo (Fase logaritmica) y produccion maxima (Fase de induccion).

Escenario 1: Escenario 2:
Parametro metabolico Fase Log (Max. Fase Induccion (Max.
Crecimiento) Produccion)
Tasa de crecimiento (h-1) 0.47 0.02
Produccion de pitiriacitrina 0.00 2.22
(mmol/gDW/h)
Consumo de glucosa 10.00 10.00

(mmol/gDW/h)
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Flujo via Acido shikimico Basal Elevado

(precursor de Triptofano)

* Simulaciones calculadas con una tasa de captacion de glucosa fija de 10mmol/gDW/h. El Escenario 2 simula la
activacion total de a via heterdloga (casete TAM) bajo el control del promotor inducible GALI.

En el escenario de crecimiento maximo (Fase logaritmica), el modelo predice una tasa de
crecimiento 6ptima de 0,47 h™!, destinando la totalidad del flujo de glucosa al mantenimiento y a
la replicacion celular, sin produccion detectable del metabolito. Sin embargo, al activar
virtualmente la via heteréloga (Fase de Induccion), el sistema es capaz de alcanzar un
rendimiento tedrico de 2,22mmol//gDW/h de pitiriacitrina. Como se aprecia en el perfil de
intercambio metabolico (Figura 4.), alcanzar esta produccién méaxima requiere un desvio masivo
de precursores, especificamente L-triptofano proveniente de la ruta del dcido shikimico, asi como

un elevado consumo de ATP.

Analisis de Intercambio Metabdlico (Trade-off)
2.5 - [ Tasa de Crecimiento (h~1)
' [ Pitiriacitrina (mmol/gDW/h) 2.22
S
= 2.0 1
©
2
£
= 1.5 1
o
0
=
° 1.0 +
E)
w
0.47
0.5 ~
0.0 0.00 0.02
Fase Logaritmica Fase de Induccion
(Crecimiento Maximo) (Produccion Maxima)

Figura 6. Analisis de trade-off entre la formacion de biomasa y la sintesis de pitiriacitrina.

Nota. Las barras comparan como la prioridad metabdlica de la levadura cambia drasticamente a activarse la via
heter6loga (Escenario 2), respaldando la necesidad de un control transcripcional inducible para evitar el colapso del
sistema. Fuente: Elaboracion propia a partir de los datos derivados de la Tabla 4.
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El marcado descenso en la tasa de crecimiento (de 0.47 a 0.02 h'") durante la fase de
induccion, lejos de representar una deficiencia en el sistema, constituye la validacion in silico de
la significativa carga metabolica impuesta por la ruta sintética. Desde una perspectiva cientifica,

este comportamiento es fundamental por dos razones criticas:

¢ Funcionalidad y competitividad metabolica: Los datos confirman que la ruta de
biosintesis de la pitiriacitrina es cinéticamente competitiva demostrando una
capacidad robusta para secuestrar el flujo de carbono del metabolismo central y
redirigirlo hacia la sintesis del alcaloide.

e Justificacion termodinamica del disefo: EI compromiso metabolico observado
respalda matematicamente la implementacion del promotor inducible GALI1 en el
disefio genético. Si el flujo hacia el producto no afectara el crecimiento, un
promotor constitutivo seria suficiente. No obstante, dada la severidad del trade-off,
la separacion temporal de las fases de crecimiento y sintesis surge como la inica
estrategia viable para optimizar la biomasa y prevenir el colapso prematuro del

cultivo antes de iniciar la biofabricacién masiva.

5. DISCUSION

Los hallazgos del presente estudio proporcionan evidencia computacional que respalda,
por primera vez, un posible mecanismo dual de fotoproteccion para la pitiriacitrina en el contexto
vegetal, integrando propiedades fisicoquimicas favorables para la retencion cuticular con una alta

afinidad termodinamica por el fotorreceptor UVRS de Arabidopsis thaliana. Este enfoque se
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aparta sustancialmente de las estrategias convencionales de mejoramiento genético para la
resistencia a UV-B, las cuales se han centrado tradicionalmente en la sobreexpresion de enzimas
reparadoras del ADN, como las fotoliasas de CPD (1), o en la modulacién de factores de

transcripcion y rutas metabdlicas endogenas (4,78).

En primer lugar, el perfil fisicoquimico de la pitiriacitrina revel6 un coeficiente de
particion octanol-agua (LogP) de 4.86, un area de superficie polar topolégica (TPSA) de 44.47 A?
y un peso molecular de 283.33 Da, valores que cumplen holgadamente los criterios establecidos
para la viabilidad de retencién en matrices lipidicas (79). Esta combinacion de propiedades
contrasta notablemente con las de compuestos fotoprotectores endégenos de las plantas, como la
quercetina (LogP 1.99, TPSA 131.36 A?) y el 4cido ascorbico (LogP -1.41, TPSA 107.22 A?), los
cuales presentan una marcada hidrofilicidad que limitaria su persistencia en la cuticula foliar tras
la aplicacion exdgena. En este sentido, la pitiriacitrina exhibe una lipofilicidad comparable a la de
algunos fungicidas y elicitores de origen fungico que han demostrado una alta retencion en
superficies vegetales (16), lo que sugiere que este alcaloide podria actuar como un filtro fisico
estable, reduciendo la carga de radiacion UV-B que incide sobre los tejidos subyacentes. Este
mecanismo de proteccidn pasiva seria particularmente relevante en cultivos de zonas altoandinas
colombianas donde el UVI frecuentemente supera el valor de 11, clasificado como

extremadamente peligroso segun los estandares de la Organizacion Mundial de la Salud (53,54).

Mas alla de su potencial como barrera fisica, el hallazgo mas significativo de esta
investigacion radica en la prediccion de una interaccion molecular favorable entre la pitiriacitrina
y el fotorreceptor UVRSE. La energia libre de union (AG) de -9.615 kcal/mol obtenida para el

complejo UVR8-pitiriacitrina supera los umbrales tipicos considerados para interacciones
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ligando-proteina de alta afinidad (30), y es sustancialmente mas negativa que las energias
reportadas para la union de flavonoides endogenos a proteinas diana en rutas de sefializacion
vegetal (10). El andlisis estructural reveld que el compuesto se aloja en la interfaz dimérica del
receptor, estableciendo interacciones de apilamiento n-rt con los residuos Trp233 y Trp285,
precisamente los cromo6foros responsables de la fotorrecepcion de UV-B (17,24). Este hallazgo
sugiere un mecanismo de accion novedoso: la pitiriacitrina podria estabilizar la conformacién
dimérica inactiva de UVRS, impidiendo su disociacion y, consecuentemente, atenuando la

cascada de sefializacion de estrés que se activaria en condiciones de alta radiacion.

La relevancia de esta interaccion propuesta debe contextualizarse dentro del conocimiento
actual sobre la conservacion funcional de UVRS en el reino vegetal, puesto que estudios
filogenéticos y de complementacion heteréloga han demostrado que los ortélogos de UVRS
presentes en cultivos de importancia agronomica, incluyendo tomate (Solanum lycopersicum),
arroz (Oryza sativa) y maiz (Zea mays), conservan los residuos de triptofano criticos para la
fotorrecepcion y la capacidad de interaccion con COP1 (19,39). En particular, se ha demostrado
que la sobreexpresion de SIUVRSE en tomate aumenta la tolerancia a UV-B mediante la
acumulacion de antocianinas y la induccion de genes como HY S y CHS (80), mientras que, en
arroz, la pérdida de funcion de OsUVRS8D reduce significativamente la acumulacion de
flavonoides y aumenta la sensibilidad al dafio por radiacion (42). Esta conservacion evolutiva
sugiere que los hallazgos obtenidos con AtUVRS podrian ser extrapolables a sistemas agricolas
reales, abriendo la posibilidad de desarrollar formulaciones basadas en pitiriacitrina para la

proteccion de cultivos estratégicos en regiones tropicales y de alta montana.
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Por otra parte, el disefio in silico de vector recombinante pYES2-PITI y el analisis de
balance de flujos metabdlicos (FBA) realizado constituyen un avance fundamental hacia la
produccion sostenible de este metabolito. La prediccion de una tasa de produccion tedrica de 2.22
mmol/gDW/h durante la fase de induccion, junto con la dréastica reduccion de la tasa de
crecimiento (de 0.47 h™' a 0.02 h'!), confirma que la ruta biosintética de la pitiriacitrina impone
una carga metabolica significativa sobre el hospedero. Este trade-off entre crecimiento y
produccion es un fendmeno bien documentado en la ingenieria metabolica de levaduras para la
sintesis de productos de alto valor (27,81), y justifica plenamente el uso de un promotor inducible
como GALI, que permite separar temporalmente la fase de expansion celular de la fase de
produccion (28). Estrategias similares han sido empleadas exitosamente para la produccion
heterdloga de alcaloides inddlicos y otros metabolitos secundarios complejos en S. cerevisiae

(82,83), lo que valida la viabilidad técnica del enfoque propuesto.

Al comparar estos resultados con las estrategias actuales para mitigar el estrés por UV-B
en la agricultura, se identifican varias ventajas potenciales del enfoque basado en pitiriacitrina.
Las practicas convencionales incluyen el uso de mallas de sombreo, peliculas plésticas filtrantes
y la aspersion de particulas minerales reflectantes (57,58); sin embargo, estas estrategias fisicas
no abordan los mecanismos moleculares subyacentes al dafio por radiacion y pueden generar
residuos plasticos con impacto ambiental negativo. Por otra parte, las estrategias genéticas como
la sobreexpresion de CPD fotoliasa (1,84) o la modulacion de factores de transcripcion como
HYS5 y MYB (85), han demostrado eficacia en condiciones controladas de laboratorio, pero su
implementacion en campo enfrenta barreras regulatorias significativas y una aceptacion social
limitada en muchos paises (86). En este contexto, la aplicacion exégena de un compuesto natural

como la pitiriacitrina, producido mediante fermentacion microbiana, podria ofrecer una
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alternativa més rapida de implementar y potencialmente mas aceptable desde la perspectiva de la
percepcion publica, siempre que se demuestre su biodegradabilidad y ausencia de efectos

ecotoxicologicos adversos.

5.1.Limitaciones de estudio y proyecciones futuras

Aun asi, es necesario reconocer las limitaciones inherentes al enfoque computacional
empleado. En primer lugar, las predicciones de propiedades fisicoquimicas, aunque basadas en
algoritmos validados y ampliamente utilizados en quimioinformatica (87), no sustituyen a los
ensayos experimentales de permeacion cuticular en modelos vegetales, la retencion efectiva de la
pitiriacitrina en la cuticula foliar dependera de factores adicionales no capturados por los
descriptores moleculares estaticos, como la interaccion con las ceras epicuticulares especificas de
cada especie, el pH de la superficie foliar y las condiciones ambientales de humedad y

temperatura (61).

En segundo lugar, los resultados de acoplamiento molecular, si bien indican una alta
afinidad termodinamica, se basan en un modelo de docking estatico que no incorpora la dindmica
conformacional del complejo proteina-ligando a lo largo del tiempo. Las situaciones de dinamica
molecular (MD) serian necesarias para evaluar la estabilidad de complejo UVR8-pitiriactrina en
condiciones fisioldgicas y para explorar posibles cambios conformacionales inducidos por el

ligando que podrian afectar su actividad moduladora (32).

En tercer lugar, el analisis de balance de flujos se realiz6 bajo supuestos de estado
estacionario que no capturan completamente las dinamicas transitorias del cultivo, como los

efectos de la acumulacion de metabolitos toxicos, las limitaciones de oxigeno en cultivos de alta
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densidad o las respuestas regulatorias finas de la célula hospedera (88). Estrategias mas
avanzadas, como el andlisis de balance de flujos dindmico (dFBA) acoplado a modelos cinéticos,
podrian proporcionar una imagen mas precisa de la evolucion temporal de los flujos metabdlicos

durante la transicion entre fases (6).

A pesar de estas limitaciones, las implicaciones tedricas y practicas de esta investigacion
son significativas; desde una perspectiva teodrica, el estudio introduce el concepto de
“fotoproteccion dual mediada por metabolito exdgeno” en el cual un compuesto aplicado
externamente podria combinar una funcion de filtro fisico con una funcion de modulacién de la
sefalizacion de estrés. Este concepto amplia el marco actual de la fotobiologia vegetal, que ha
tendido a tratar estos mecanismos de manera separada (9,21). Ademas, la prediccion de una
interaccion directa de la pitiriacitrina con los residuos de triptofano croméforos de UVRS sugiere
que los alcaloides bisindélicos podrian constituir una clase de ligandos naturales con potencial

para modular fotorreceptores, un area de investigacion que permanece practicamente inexplorada.

Desde una perspectiva practica, los resultados proporcionan una justificacion sélida para
iniciativas experimentales orientadas a la validacién de la pitiriacitrina como biofotoprotector.
Los cultivos de interés para Colombia, particularmente el café (Coffea arabica) en el Eje
Cafetero, las flores (Rosa spp, Dianthus caryophyllus) en la Sabana de Bogota y frutales
altoandinos como la uchuva (Physalis peruviana), se desarrollan en zonas donde el UVI es >11
(5,54). Estudios previos han documentado que la radiacion UV-B reduce la eficiencia
fotosintética del café hasta en un 25% y afecta negativamente la calidad del grano (5), mientras
que en flores ornamentales causa fotoinhibicion y pérdida de calidad comercial (55). La

implementacion de una formulacion basada en pitiriacitrina, producida mediante fermentacion
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controlada en §. cerevisiae, podria ofrecer a los agricultores una herramienta de manejo del estrés
abiodtico complementaria a las practicas existentes, con un perfil de seguridad ambiental

potencialmente favorable por su origen natural y su probable biodegradabilidad.

En sintesis, los hallazgos de este estudio in silico posicionan a la pitiriacitrina como un
candidato prometedor para el desarrollo de nuevas estrategias de fotoproteccion vegetal basadas
en un mecanismo dual que integra propiedades de retencion cuticular con una posible modulacion
del fotorreceptor primario de UV-B. Las limitaciones inherentes al enfoque computacional
subrayan la necesidad de validacion experimental, pero la solidez de las predicciones
fisicoquimicas y de acoplamiento molecular proporciona una base racional sélida para dichos
esfuerzos. De esta manera los resultados presentados abren una via de investigacion que conecta
la quimica de productos naturales, la ingenieria metabolica microbiana y la fisiologia del estrés
vegetal, con potenciales aplicaciones en la agricultura de zonas tropicales y de alta montaiia,
donde la radiacion UV-B constituye un factor ambiental determinante para la productividad de

los cultivos.

6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten afirmar que la pitiriacitrina constituye un candidato
prometedor para el desarrollo de estrategias de fotoproteccion vegetal basadas en un mecanismo
dual. El primer objetivo se cumplié al demostrar que este alcaloide presenta un perfil
fisicoquimico (LogP 4.86, TPSA 44.47 A%, MW 283.33 Da) compatible con una alta retencion en
la cuticula foliar, a diferencia de compuestos endégenos como la quercetina y el 4cido ascorbico,

clasificados como no viables para dicho proposito.
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Respecto al segundo objetivo, el acoplamiento molecular revel6 una energia libre de
uniodn de -9.615 kcal/mol entra la pitiriacitrina y el fotorreceptor UVRS, con el compuesto
alojandose en la interfaz dimérica y estableciendo interacciones de apilamiento n-1t con los
residuos cromoéforos Trp233 y Trp285. Este hallazgo sugiere que el alcaloide podria estabilizar la

conformacion inactiva del dimero, atenuando la cascada de sefializacion de estrés por UV-B.

El tercer objetivo se alcanzo mediante el disefio del vector pYES2-PITI (7300 pb) y el
analisis de balance de flujos, que predijo una tasa de produccion de 2.22 mmol/gDW/h durante la
fase de induccion, con una reduccion esperada de la tasa de crecimiento (de 0.47 h™' a 0.02 h'!), lo

que valida el uso del promotor inducible GALI para separar el crecimiento de la produccion.

Los aportes originales de esta tesis son tres: (i) introduce el concepto de fotoproteccion
dual mediada por un metabolito exdgeno fungico; (ii) propone que los alcaloides bisinddlicos
pueden modular fotorreceptores, un area inexplorada; (ii1) establece un flujo de trabajo

computacional reproducible para la evaluacion de metabolitos con potencial fotoprotector.

Esta investigacion representa un enfoque innovador que, de ser validado
experimentalmente, podria contribuir a la seguridad alimentaria y a la sostenibilidad ambiental
mediante la reduccion de uso de plésticos y la oferta de alternativas biodegradables de origen
natural; en este sentido, se recomienda avanzar hacia la validacion experimental a través de
ensayos de permeacion cuticular, simulaciones de dindmica molecular, optimizacion de la cepa

de levadura y pruebas agrondmicas en cultivos modelo y de interés comercial para Colombia.
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8. ANEXOS

8.1.Declaracion de uso de IA

Durante la elaboracion de este trabajo se utilizaron herramientas basadas en inteligencia

artificial generativa, especificamente Gemini y DeepSeek, como apoyo en procesos de

organizacion de ideas, estructuracion de contenido, y ajuste preliminar de scripts ejecutados en

entorno Linux para analisis bioinformaticos e in silico. Todo el contenido generado mediante estas

herramientas fue sometido a revision critica, correccion y validacion por parte de la autora, quien

asume plena responsabilidad sobre el contenido, las interpretaciones, las ideas y las concusiones
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presentadas en este trabajo de grado. En ninglin momento el uso de IA reemplazo el juicio critico,
la capacidad de analisis ni el sustento cientifico requerido para el desarrollo de la investigacion. La

propiedad intelectual del presente trabajo pertenece en su totalidad a la autora.



