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CAPÍTULO I 

 

INTRODUCCIÓN 
 

 

CAROTENOIDES 

 

Los carotenoides son pigmentos isoprenoides o terpenos que abundan en las membranas 

de todos los organismos fotótrofos y la mayoría de los heterótrofos. La fórmula empírica del β-

caroteno C40H56 se estableció por primera vez en 1907 por Willstatter y Mieg (Johnson, 2002) y 

su estructura química fue dilucidada por Paul Karrer en 1931. Fue la primera provitamina 

establecida y por este trabajo recibió el premio Nobel de Química en 1937 (Karrer, 1966). Estos 

compuestos adquieren su nombre del mayor miembro de este grupo, el β-caroteno (Ahmad et al., 

2019), una molécula abundante en las zanahorias cuyo nombre científico es Daucus carota.  

La abundancia y diversidad de los carotenoides en los vegetales obedecen a las múltiples 

funciones y propiedades que derivan de su estructura química. La mayoría de los animales no 
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pueden sintetizarlos por lo que deben incluirlos en su dieta (Nisar et al., 2015). Como excepción 

algunos áfidos son capaces de sintetizarlos. Estudios han demostrado que esta capacidad deriva de 

un evento de transferencia horizontal de los genes implicados en la biosíntesis de carotenoides 

provenientes de bacterias y hongos (Zhao y Nabity, 2017). 

ESTRUCTURA Y CLASIFICACIÓN 

La estructura elemental de los carotenos se constituye a partir de una cadena de 8 unidades 

de isoprenos con un total de 40 carbonos (C40) (Meléndez-Martínez et al., 2007). La modificación 

de esta estructura básica genera toda la variedad estructural que conocemos de los carotenoides 

(Yabuzaki, 2017). Los carotenos son sustancias hidrocarbonadas puras, cuentan solamente con 

átomos de carbono e hidrógeno (Fig. 1) mientras que aquellas que contienen átomos de oxígeno 

se conocen como xantofilas (Rodriguez‐Amaya, 2015) (Fig. 2a-b).  

 

Figura 1.  Sistema de numeración y estructura de los carotenos clasificados según su estructura. 

Los números representan al sistema estándar de numeración del esqueleto de carbonos 

en carotenoides. a) Caroteno lineal correspondiente al licopeno. b) Caroteno 

monocíclico correspondiente al γ-caroteno. c) Caroteno bicíclico correspondiente al β-

caroteno. 
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Los grupos oxigenados pueden ser muy variados. Entre los más comunes se encuentran 

las cetonas, alcoholes, aldehídos, metoxi, carbometoxi (Fraser y Bramley, 2004). Según su 

estructura los podemos clasificar en lineales (Fig. 1a), monocíclicos (Fig. 1b) y bicíclicos (Fig. 

1c). A los productos derivados de los carotenoides, ya sean carotenos o xantofilas, poseen menos 

de 40 carbonos se los denomina apocarotenoides (Beltran y Stange, 2016) (Fig. 2c)  

Xantófilas 

 

Apocarotenoides 

 

Figura 2.  Estructura de las xantófilas más comunes. a) Grupo correspondiente a las xantófilas que 

incluye a las especies de oxígeno en forma de OH representados por zeaxantina y 

luteína. b) Grupo que incluye a las especies de oxígeno en forma de epoxi, representados 

por anteraxantina y violaxantina. c) Estructura de apocarotenoides, carotenoides con 

menos de 40 átomos de carbonos, representados por β-ionona, retinal y β-citraurina. 
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BIOSÍNTESIS DE CAROTENOIDES 

En los organismos fotosintetizadores los carotenoides se sintetizan en los cloroplastos, que 

se localizan en las membranas tilacoidales (Sun et al., 2018). La biosíntesis en las plantas 

superiores se inicia con la unión de dos moléculas de geranil geranil difosfato (GGPP) mediadas 

por la enzima fitoeno sintasa (PSY – EC 2.5.1.32) para dar lugar al fitoeno, posteriormente es 

desaturado por la fitoeno desaturasa (PDS – EC 1.3.99.31) para generar  ζ-caroteno. Seguidamente 

el ζ-caroteno da lugar al licopeno mediante la ζ-caroteno desaturasa (ZDS – EC 1.3.5.6).  El 

licopeno sufre una acción de ciclación y es aquí en donde el camino se bifurca según sea la enzima 

que actúe: la ε-licopeno ciclasa (ε-LYC – EC 5.5.1.18) o la β-licopeno ciclasa (β-LYC – EC 

5.5.1.19). La ε-LYC genera α-caroteno mientras que la β-LYC genera β-caroteno. Ambas 

moléculas pueden hidroxilarse por enzimas específicas y generar moléculas de xantofilas: El α-

caroteno puede sufrir la acción de la ε-caroteno hidroxilasa (ε-CHX – EC 1.14.14.158) y generar 

α-criptoxantina mientras que el β-caroteno es hidroxilado por la β-caroteno hidroxilasa (β-CHX – 

EC 1.14.15.24)  para generar β-criptoxantina. La α-criptoxantina a su vez puede volver a 

hidroxilarse por acción de la β-CHX para dar paso a la luteína mientras que la β-criptoxantina 

genera zeaxantina (Ikoma et al., 2016). (Fig. 3) 

La zeaxantina puede seguir sufriendo modificaciones de carácter reversible para generar 

epoxicarotenoides como la anteraxantina y violaxantina. Ese conjunto de reacciones se conoce 

como ciclo de las xantófilas y constituyen un importante factor de protección frente al estrés 

oxidativo en el aparato fotosintético de las plantas (Latowski et al., 2011). 

Los carotenoides se acumulan en los cloroplastos en los frutos inmaduros, y a medida que 

los frutos maduran los cloroplastos pierden gran parte de su aparato fotosintético y se convierten 

en cromoplastos, la coloración que adquieren los mismos se debe a la acumulación y tipo de 

pigmentos carotenoides preexistentes (Li et al., 2016). 

Todos los genes carotenogénicos en plantas vasculares son nucleares (Baranski y 

Cazzonelli, 2016) y poseen, al igual que las enzimas de clivaje de carotenoides (CCDs), en el 

extremo N-terminal un péptido de destinación al cloroplasto (cpTP) donde tienen lugar las 

reacciones de biosíntesis y clivaje (Majer et al., 2017) (Shumskaya y Wurtzel, 2013). A pesar de 

https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=2.5.1.32
https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=1.3.99.31
https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=1.3.5.6
https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=5.5.1.18
https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=5.5.1.19
https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=5.5.1.19
https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=1.14.14.158
https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=1.14.15.24


Capítulo I 

5 
 

no ser proteínas de transmembrana, interactúan con ella a través de una región hidrófóbica que 

consigue penetrar en la membrana, desde donde toma directamente sus sustratos (Wurtzel, 2019). 

Biosíntesis de carotenoides 

 

Figura 3. Ruta de biosíntesis de los carotenoides en plantas superiores. GGPP (geranil geranil 

difosfato). En recuadro se indican las enzimas que catalizan las reacciones: PSY (fitoeno 

sintasa), PDS (fitoeno desaturasa), ZDS (ζ-caroteno desaturasa), ε-LYC (ε-licopeno 

ciclasa), β-LYC (β-licopeno ciclasa), β-CHX (β-caroteno hidroxilasa), (ε-CHX) ε-

caroteno hidroxilasa. Se indican los números EC (Enzyme Commission numbers) de 

acuerdo a la reacción química que catalizan. 
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BIOSÍNTESIS DE APOCAROTENOIDES 

La biosíntesis de apocarotenoides se da por la actividad de las enzimas CCDs (Hou et al., 

2016), estas producen un corte oxidativo de la molécula de carotenoide (C40) en las posiciones de 

doble enlace generando fragmentos más pequeños (Harrison y Bugg, 2014) (Fig. 4). Debido al 

gran número de posibles sitios de cortes se generan moléculas con distintos tamaños y propiedades. 

Las moléculas más pequeñas suelen ser moléculas volátiles con propiedades fragantes como las 

iononas y damascenonas, mientras que algunas de ellas son precursoras de fitohormonas como el 

ácido abscísico (ABA) (Auldridge et al., 2006) y la estrigolactona (Waters et al., 2017). Las 

moléculas de mayor tamaño suelen volver a clivarse en fragmentos más pequeños por las enzimas 

de clivaje de apocarotenoides (ACOs) (Sui et al., 2013) o acumularse en las membranas 

tilacoidales y ser partes constitutivas de los cromoplastos (Li et al., 2016). 

PROPIEDADES  

Desde el punto de vista fisicoquímico la presencia de dobles enlaces conjugados convierte 

a los carotenoides en cromatóforos que absorbe luz en el rango de espectro UV-visible(Meléndez-

Martínez et al., 2007). Debido a su capacidad de absorber energía luminosa y fotoprotectora son 

indispensables en la fotosíntesis (Hashimoto et al., 2016). La característica poliénica habilita a 

estos compuestos a aceptar electrones de especies reactivas y neutralizar radicales libres, lo que 

los convierte en antioxidantes (Johnson, 2002).  

En los mamíferos son importantes precursores de la vitamina A (retinal) y el ácido retinoico 

que juegan un papel muy importante en la nutrición (Johnson, 2002), la visión (von Lintig, 2012) 

y la diferenciación celular (Wang et al., 2015), mientras que en las plantas constituyen un 

importante rol en la síntesis de las moléculas hormonales tales como el ABA (Parry et al., 1990), 

que interviene en las respuestas de estrés fisiológico y las estrigolactonas responsables de la 

ramificación lateral en plantas (Jia et al., 2018).  

Algunos carotenoides intervienen como protectores de los complejos antena de los 

fotosistemas y frente a distintos tipos de estrés (Hashimoto et al., 2016). En frutas y flores la 

presencia de los carotenoides sirve para dar color y aroma que permite atraer a los polinizadores y 

organismos que ayudan a la dispersión de semillas (Cazzonelli, 2011). 
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DIOXIGENASAS DE CLIVAJE DE CAROTENOIDES (CCDs) 

 

Las CCDs constituyen una gran familia de enzimas dependientes de hierro no hémico que 

participan en la oxidación de carotenoides o apocarotenoides, y se encuentran ampliamente 

difundidas en todos los organismos vivos(Akemi Ohmiya, 2009).  Estas enzimas son capaces de 

realizar un corte oxidativo en los sitios de doble enlace C=C de los carotenoides (Harrison y Bugg, 

2014) (Fig. 4).  

Figura 4.  Posible mecanismo de reacción de clivaje oxidativo catalizada por las CCDs. El centro 

catalítico está coordinado por cuatro anillos de imidazol correspondientes a residuos de 

histidinas conservadas en las CCDs. El Fe+2 activa al O2 para iniciar el ataque del doble 

enlace del carotenoide. En la reacción se forma dioxietano, un intermediario inestable, 

que rápidamente deviene en los productos finales. 

 

Las características de estas reacciones no están del todo claras para cada caso particular, 

ya que se desconocen las características estructurales de muchos miembros de esta familia de 

enzimas, por lo que constituye un campo activo en la investigación actual (Ahrazem et al., 2016). 
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Las CCDs suelen ser muy específicas en cuanto al sitio de corte y selectivas en cuanto al 

tipo de carotenoides que aceptan como sustrato. Todas poseen un sitio activo fuertemente 

conservado formado por cuatro histidinas en coordinación con el hierro y un alto grado de similitud 

estructural a lo largo de toda la familia (Kloer y Schulz, 2006). La gran mayoría se encuentran 

asociadas a las membranas tilacoidales en el interior de los cloroplastos. Las funciones de los 

productos del clivaje son aún poco conocidos (Ahrazem et al., 2016). 

La primera CCD cuya estructura fue dilucidada fue la oxigenasa de clivaje de 

apocarotenoides (ACO – EC 1.13.11.75) de Synechocystis sp. expresada en Escherichia coli en el 

año 2015 (PDB id: 2BIW), la misma realiza un corte en la posición 15=15’ (Kloer et al., 2005) 

(Fig. 5). 

 

Figura 5.  Representación esquemática de la ACO. a) Estructura secundaria: Se observan 7 hojas 

que forman el β-propeller. Los puntos indican la posición de las histidinas conservadas 

que coordinan con el Fe+2 en el centro catalítico. Los cuatro loops y el dominio N-

terminal resaltados en gris oscuro conforman el domo hidrofóbico ubicado en la parte 

superior del sitio activo que interactúa con la membrana tilacoidal. b) Las ACOs 

solamente aceptan apocarotenoides. Se representa el túnel hidrofóbico con el centro 

catalítico formado por el Fe+2. También se observa el domo con el área hidrofóbica de 

interacción con la membrana y el canal de salida del producto de clivaje. 

https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=1.13.11.75
https://www.rcsb.org/structure/2biw
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En las plantas se encuentran los grupos más diversos de CCDs (Ahrazem et al., 2016). 

Las CCDs están clasificadas en dos grandes familias en función a su capacidad o no de producir 

ABA, una hormona implicada en la respuesta a condiciones de estrés y en el letargo de las semillas 

(Rodrigo et al., 2013). Las involucradas en la síntesis del ABA se denominan dioxigenasas de 9-

cis-epoxicarotenoides (NCEDs) (Messing et al., 2010), y fue la primera familia caracterizada (Tan 

et al., 1997), que clivan selectivamente 9-cis-violaxantina y 9-cis-neoxantina en la posición 

C11=C12 produciendo xantoxina (Schwartz et al., 1997), precursor del ABA. Las demás 

subfamilias están compuestas por cinco miembros CCD1, 2, 4, 7 y 8 (Ohmiya, 2009). Muchas de 

las cuales aún no cuentan con funciones totalmente conocidas (Ahrazem et al., 2016). 

SUBFAMILIAS CCD1 Y CCD2 

La CCD1 de la Arabidopsis thaliana fue la segunda CCD en ser aislada en las plantas 

(Schwartz et al., 2001). Su actividad enzimática ocurre de forma simétrica en la posición 

C9=C10(C9’=C10’), sobre una larga lista de substratos: ζ-caroteno, licopeno, fitoflueno, β-

caroteno, δ-caroteno, zeaxantina, luteína, violaxantina y algunos apocarotenoides (Ilg et al., 2009), 

(Tian et al., 2015). Todos sus sustratos requieren la configuración all-trans (Schwartz et al., 2001). 

Del producto del clivaje surgen compuestos volátiles como la geranilacetona, pseudoionona y β-

ionona (Kloer y Schulz, 2006). La CCD1 está involucrada en la ruta de producción de las 

estrigolactonas (Floss y Walter, 2009), la última hormona vegetal descubierta e involucrada en la 

ramificación y crecimiento de las yemas axilares y la simbiosis entre las raíces de las plantas y los 

microorganismos del suelo (Zwanenburg et al., 2016). 

La CCD2 es una subfamilia cercanamente emparentada con la CCD1, y está asociada a 

la formación de crocetina que se acumula en altas concentraciones en los estigmas de las flores, 

que se produce por el clivaje en la posición C7=C8 y C7’=C8’ de la zeaxantina. La CCD2 también 

es capaz de clivar luteína y 3-OH-β-apocarotenal en la posición C7=C8 (Ahrazem et al., 2016).  

SUBFAMILIAS CCD7 Y CCD8 

Las enzimas CCD7 y CCD8 se encuentran asociados a procesos del desarrollo vegetal, 

específicamente en las ramificaciones laterales (Alder et al., 2012). La CCD7 es capaz de catalizar 

las reacciones en C9’=C10’ del β-caroteno para producir 10’-apo-β-carotenal (C27) y β-ionona 

(C13) (Bruno et al., 2014). La CCD8 es capaz de catalizar el corte secundario del apocarotenoide 
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10’-apo-β-carotenal en la posición C13=C14 para producir 13-apo-β-carotenona (C18) (Liang et 

al., 2018). A diferencia de la CCD1 que se encuentra alojada en el citoplasma (Floss y Walter, 

2009), la CCD7 y la CCD8 se encuentran localizados en los plastidios (Auldridge et al., 2006), al 

igual que la CCD4 y la CCD2 y que son los lugares preferidos para los carotenoides (Ahrazem et 

al., 2016). 

Las CCD7 y CCD8 están también implicadas en la ruta de producción de la 

estrigolactonas (Zwanenburg et al., 2016), que gobiernan el crecimiento de las ramas laterales, la 

asociación de microorganismos con la raíz de las plantas superiores y la germinación de plantas 

parásitas (Mishra et al., 2017). 

SUBFAMILIA CCD4 

La subfamilia CCD4 se encuentra en todas las plantas con flores (Ahrazem et al., 2010). 

Sus funciones están directamente relacionadas a la coloración de frutos y flores y a la producción 

de sustancias con propiedades fragantes (Huang et al., 2009). Están presentes en hojas, flores, 

raíces, tallos y frutos (Rodrigo et al., 2013).  

El número de genes de la subfamilia CCD4 presente en los individuos varía a lo largo de 

distintas especies (Ahrazem et al., 2010). La mayoría cuenta con al menos dos genes del tipo CCD4 

(Vallabhaneni et al., 2010). En algunos casos algunos miembros se expresan específicamente en 

algunos órganos (Rodrigo et al., 2013).  

En Chrysantemum morifolium la CCD4a está asociada a la ausencia de acumulación de 

carotenoides en los pétalos de sus flores produciendo el color blanco típico en ellas (Ohmiya, 

2013). En algunas especies la expresión se da por situaciones de estrés abiótico.  

En Crocus sativus, se ha observado un aumento en la expresión de la CCD4a y b en las 

hojas ante las condiciones de estrés hídrico y calor (Rubio et al., 2008); mientras que la CCD4c se 

sobre expresa en el estigma de las flores ante la presencia de heridas y condiciones de estrés 

osmótico, frío y calor (Rubio-Moraga et al., 2014). 

Los miembros de esta familia poseen al inicio un péptido de destinación al cloroplasto 

(cpTP) en la región N-terminal (Rodrigo et al., 2013). Se encuentran alojados en el interior de los 

cloroplastos junto con otras enzimas de la biosíntesis de carotenoides que permite obtener sus 
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sustratos de forma directa (Messing et al., 2010). En el interior de los cloroplastos se constituyen 

en unas de las proteínas más abundantes, lo que permite sugerir su importancia en las rutas de 

síntesis de carotenoides en las plantas (Ytterberg et al., 2006). 

CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE LAS CCD4 

Los miembros de la subfamilia CCD4 no están aún lo suficientemente caracterizados. El 

papel biológico de la mayoría de las CCD4 de plantas sigue siendo aún desconocido. Un creciente 

número de estudios han señalado la relación entre los genes CCD4 y el color de flores y frutas 

(Rodrigo et al., 2013; Zhang et al., 2015; Ohmiya et al., 2006). 

A diferencia de otras subfamilias, las CCD4 son bastante variables en cuanto a la 

preferencia por substratos (Tabla 1). Su caracterización se realiza a menudo mediante tres 

estrategias: 

1) Ensayos in vivo en plantas mutantes con deficiencia/sobreexpresión en CCD4. 

2) Ensayos in vivo en bacterias que sobre acumulan distintos tipos de carotenoides y que 

coexpresan CCD4 

3) Ensayos in vitro de enzimas CCD4 recombinantes  

A modo de resumen, en la Tabla 1 se observa que en general las CCD4 de origen vegetal 

prefieren como sustrato al β-caroteno y la posición de clivaje en el doble enlace C9=C10 formando 

como productos β-ionona y 10’-apo-β-carotenal (Huang et al., 2009). 

La CCD4 proveniente de Arabidopsis thaliana es una las pocas en las que se observó la 

capacidad de clivar epoxy y apocarotenoides (Latari et al., 2015) 

En los cítricos se ha encontrado evidencias en ensayos in vitro que la CCD4b1 posee la 

capacidad de clivar en la posición C7=C8 o C7’=C8’, recordando la actividad de las CCD2 

(Rodrigo et al., 2013). Aún se desconoce si esta característica se encuentra extendida a los demás 

miembros de la subfamilia CCD4 presentes en especies de citrus. 
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Tabla 1.  Caracterización funcional de las enzimas CCD4. Los ensayos in planta se realizan en 

mutantes con deficiencia/sobreexpresión en CCD4; in vivo en bacterias que sobre 

acumulan distintos tipos de carotenoides y que coexpresan CCD4; in vitro utilizando 

enzimas CCD4 recombinantes. 

 

Organismo Gen Ensayo Sustrato Posición de clivado Productos Ref. 

Arabidopsis 

thaliana 
CCD4 

in planta epoxy-β-xantofilas C9=C10 o C9’=C10’ C13 (Latari et al., 

2015) 

in vitro 8’-apo-β-carotenal C9=C10 β-ionona (Huang et al., 

2009) 

Brassica napus CCD4_C3 in planta 
α-caroteno 

δ-caroteno 

C9=C10 
α-ionona (Zhang et al., 

2015b) 

Chrysantemum 

morifolium 
CCD4a 

in vitro 

in vivo 

β-caroteno 

C9=C10 y C9’=C10’ β-ionona 
(Huang et al., 

2009) 

Malus 

domestica 
CCD4 

in vivo β-caroteno 
C9=C10 y C9’=C10’ β-ionona 

(Huang et al., 

2009) 

Osmanthus 

fragans 
CCD4 

in vivo β-caroteno 
C9=C10 y C9’=C10’ β-ionona 

(Huang et al., 

2009) 

Rosa 

damascena 
CCD4 

in vivo 

in vitro 

β-caroteno  

8-apo-β-carotenal 

C9=C10 y C9’=C10’ β-ionona 
(Huang et al., 

2009) 

Solanum 

tuberosum 
CCD4 

in vitro 

in vivo 

β-caroteno 

α-caroteno 

luteína 

zeaxantina 

β-criptoxantina 

C9=C10 o C9’=C10’ 

β-ionona  

10’-apo-β-

carotenal 

(Bruno et al., 

2015) 

Citrus unshiu CCD4 

in vitro 

in vivo 

β-caroteno, 

zeaxantina 
C7=C8 o C7’=C8’ C30 (Ma et al., 2013b) 

Citrus 

clementina 
CCD4b1 in vitro 

β-caroteno 

β-criptoxantina 

zeaxantina 

luteína 

α-caroteno 

C7=C8 o C7’=C8’ 
C30 

C10 

(Rodrigo et al., 

2013) 
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CARACTERÍSTICAS DE LAS CCD4 DE ESPECIES DE CITRUS 

En naranjas y mandarinas la CCD4b1 fue caracterizada como la responsable del corte 

asimétrico de la β-criptoxantina y la zeaxantina para generar β-citraurina (C30) cuya acumulación 

produce el color naranja-rojizo intenso en la pigmentación de híbridos de mandarina de la variedad 

fortuna (Rodrigo et al., 2013) (Fig. 6) 

 

Figura 6.   Distintos niveles de coloración de tres frutas de mandarina con una composición similar 

de carotenoides C40 en la cáscara pero con una marcada diferencia en concentración del 

apocarotenoide β-citraurina (C30).Contenido nulo corresponde a una variedad mutante 

de Citrus clementina (39E7), contenido medio corresponde a Citrus clementina 

convencional y contenido alto a un híbrido (variedad Fortuna)  (Rodrigo et al., 2013) 

 

La CCD4a se expresa en todos los tejidos, pero predomina en hojas y flores, mientras que 

la CCD4b1 se expresa predominantemente en la cáscara y en menor nivel en las flores (Rodrigo 

et al., 2013), la CCD4c se expresa únicamente en las flores y ha sido propuesta como marcador 

molecular ideal para el estudio de las relaciones entre especies de citrus basados en su 

polimorfismo alélico (Zheng et al., 2015). En las CCD4b2 y CCD4d no se han observado patrones 

de expresión, se sugiere que estas enzimas han perdido residuos importantes y podría tratarse de 

pseudogenes (Rodrigo et al., 2013). 
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Figura 7. Niveles de expresión relativa de los genes CCD4a, CCD4b1 y CCD4c en las fases 

vegetativas y reproductivas de Citrus sinensis, para cada gen los niveles de expresión 

relativa se normalizaron en función a la muestra con el máximo nivel de expresión al 

que se le asignó el valor 1.Los valores representan los promedios observados ± la 

desviación estándar (Rodrigo et al., 2013) 

 

IMPORTANCIA DE LOS CÍTRICOS EN EL URUGUAY 

 

El cultivo de los cítricos es el rubro más importante en la fruticultura del Uruguay, 

centrada principalmente en la exportación de naranjas, mandarinas y limones. La superficie de 

producción de cítricos asciende a más de 14.000 hectáreas (Tabla 2). 

Las dos principales zonas productoras se encuentran al norte en los departamentos de 

Salto, Paysandú y Artigas y al sur en los departamentos de San José, Colonia, Canelones y 

Montevideo. La zona con mayor producción es la zona norte y comprende más del 90% de la 

superficie cultivada de cítricos.  

En el 2019 se exportaron más de 100.000 Tn de frutas cítricas y se calcula unos 2.000 

empleos involucrados en la producción. Las mandarinas representan el 32% de la producción total 

de cítricos a nivel nacional involucrando una superficie de 5.000 ha. 

Entre las características más importantes a los que apuntan los procesos de mejora 

genética son el tamaño de la fruta, presencia o no de semillas, la firmeza, el contenido del jugo, 

azúcares, nivel de acidez y el color de las frutas. 
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Tabla 2. Producción (Tn), número de plantas y superficie cultivada de especies cítricas comerciales 

en Uruguay correspondientes al año 2019. Fuente: Encuesta Citrícola “Primavera 2020”. 

Ministerio de Ganadería, Agricultura y Pesca - Oficina de Estadísticas Agropecuarias 

(MGAP-DIEA) Año: 2020. 

Año 2019 Producción (Tn) N° de plantas Superficie (ha) 

Naranja 115.688 3.384.000  6.107 

Mandarina 78.744 3.034.000  5.346 

Limón 47.422 744  2.582 

Pomelo 790 39  72 

Total 242.645 7.201.000 14.107  

 

El presente trabajo de tesis se centra en el estudio in silico de las CCD4s provenientes de 

especies de Citrus clementina (CCD4a, b1, b2, c y d) combinando distintas técnicas 

bioinformáticas de análisis de secuencias para inferir sus características, su estructura 

tridimensional, su selectividad en cuanto a sustratos y los residuos que participan en las 

interacciones receptor-ligando, así como su interacción con las membranas biológicas mediante 

técnicas de simulación molecular. 
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CAPÍTULO II  
 

ANÁLISIS DE SECUENCIAS DE LAS 

ENZIMAS CCD4 DE Citrus clementina 
 

 

INTRODUCCIÓN 

 

Las CCDs constituyen una familia antigua con miembros omnipresentes en los distintos 

reinos del árbol de la vida: bacterias, hongos, plantas y animales (Kloer y Schulz, 2006; Ahrazem 

et al., 2016). Las CCDs presentes en especies vegetales constituyen un grupo de enzimas 

importantes en el metabolismo de los carotenoides que catalizan el corte oxidativo en los dobles 

enlaces carbono-carbono para formar apocarotenoides (Kato, 2012).   

En Arabidopsis thaliana se han identificado 9 subfamilias CCDs (CCD1, NCED2, NCED3, 

CCD4, NCED5, NCED6, CCD7, CCD8 y NCED9). En otras especies vegetales, genes ortólogos 
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son típicamente nombrados de acuerdo a su homología con las secuencias provenientes de 

Arabidopsis thaliana (Huang et al., 2009). 

Las secuencias CCDs en especies de citrus presentan un largo variable en un rango de 1000 

a 2000 pares de base (bp) y con un largo de secuencias de aminoácidos predichas entre 450 a 600 

aminoácidos (Kato et al., 2006). 

Todas ellas comparten una arquitectura típica en β-propeller y un centro catalítico 

altamente conservado por una esfera de coordinación de cuatro histidinas que coordinan a un hierro 

no hémico en una disposición de pirámide trigonal, lo que sugiere un mecanismo catalítico común 

(Kloer y Schulz, 2006).  

La conservación es variable en distintas especies. En la mayoría de las CCDs de origen 

vegetal se reportan la secuencia de péptido de destinación al cloroplasto (cpTP) en la región N-

terminal de un largo variable (Liang et al., 2018). La región más variable de la secuencia está 

constituida por una región de α-hélices y loops que establecen un dominio hidrofóbico predichos 

como un sitio de interacción con membranas tilacoidales (Kloer y Schulz, 2006). 

Los miembros de la subfamilia CCD4 no están aún lo suficientemente caracterizados. El 

papel biológico de la mayoría de las CCD4 de plantas sigue siendo aún desconocido. Un creciente 

número de estudios han señalado la relación entre los genes CCD4 y el color de flores y frutas 

(Rodrigo, et al., 2013; Zhang et al., 2015; Ohmiya et al., 2006). En especies cítricas, las CCD4s se 

han relacionado con la formación de color del flavedo de las frutas mediante la relación en la 

formación del apocarotenoide β-citraurina, sintetizada por el clivaje de las xantofilas zeaxantina o 

β-criptoxantina en las posiciones 7,8 o 7’,8’(Rodrigo, et al., 2013).  

La mayoría de las plantas poseen al menos dos genes CCD4 (Ahrazem et al., 2010; 

Vallabhaneni et al., 2010), mientras que en Chrysanthemum morifolium y Populus trichocarpa se 

han identificado 5 miembros de esta subfamilia (Ahrazem et al., 2010), en Vitis vinífera y Brassica 

napus se han identificado al menos cuatro miembros (Lashbrooke et al., 2013; Rubio-Moraga et 

al., 2014). Por lo general en la mayoría de los genes CCD4 no se detectan intrones o si los poseen 

suele ser típicamente uno (Ahrazem et al., 2010; Vallabhaneni et al., 2010), la posición y el tamaño 

de este intrón suele ser variable a lo largo de las distintas especies (Ahrazem et al., 2010). La 
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similitud de las secuencias miembros de la subfamilia CCD4 es variable entre especie y por lo 

general mayor al 30% al nivel de secuencia proteica (Ahrazem et al., 2016). 

La caracterización de patrones de expresión en órganos y tejidos de genes identificados 

como miembros de la subfamilia CCD4 en citrus han revelado que no todos se expresan y algunos 

han sido predichos como pseudogenes originados a partir una duplicación en tándem de otros 

miembros de esta subfamilia (Rodrigo et al., 2013). 

En base a lo antes dicho, es que entendimos la necesidad de plantear en este capítulo el 

estudio de las características de las secuencias CCDs provenientes de citrus y en especial a la 

subfamilia CCD4, analizando su composición, estructura secundaria, la presencia de motivos 

conservados y las relaciones filogenéticas entre los distintos miembros de otras especies vegetales. 

 

OBJETIVOS 

 

• Identificar y caracterizar a las secuencias CCDs presentes en Citrus clementina 

• Analizar la variabilidad de las secuencias CCDs de Citrus clementina 

• Identificar los motivos conservados en las secuencias CCDs de Citrus clementina 

• Realizar una reconstrucción filogenética que permita establecer las relaciones evolutivas 

entre las CCD4 de Citrus clementina y otras CCDs de origen vegetal 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE CCDs DE Citrus clementina  

Para la identificación de las enzimas responsables de la síntesis de apocarotenoides se 

recurrió a la base de datos Phytozome v13 (Goodstein et al., 2012), una base de datos especializada 

en datos genómicos de plantas. Para la búsqueda en la base de datos se utilizó la secuencia de la 

CCD4 proveniente de Arabidopsis taliana (Uniprot id: O49675) mediante el algoritmo tBlastn 

(Gerts et al., 2006) restringiendo la búsqueda al genoma de Citrus Clementina. Las secuencias 

https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
https://www.uniprot.org/uniprot/O49675
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resultantes fueron identificadas y caracterizadas en función al número de nucleótidos, presencia o 

ausencia de intrones, número de aminoácidos. 

La presencia de secuencia de péptidos de destinación al cloroplasto (cpTP) se determinó 

mediante tres programas distintos de predicción en base a la secuencia:  ChloroP 1.1(Emanuelsson 

et al., 1999), TargetP-2.0 (Emanuelsson et al., 2000) y LOCALIZER (Sperschneider et al., 2017). 

ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS 

Con el objetivo de evaluar la similitud entre los distintos subtipos de CCD4 presentes en 

Citrus clementina se procedió al alineamiento múltiple de las secuencias utilizando el programa 

MUSCLE v3.8.31 (Edgar, 2004) y su posterior corrección manual con el programa AliView v 1.27 

(Larsson, 2014).  

PREDICCIÓN DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA 

Para predecir la estructura secundaría de las secuencias de la CCD4 se procedió 

primeramente a estudiar las regiones probablemente desestructuradas de la secuencia mediante el 

software DISOPRED3 v3.1 (Jones y Cozzetto, 2015) y posteriormente se procedió a la predicción 

de la estructura secundaria en base a la información de la secuencia de aminoácidos mediante el 

software PSIPRED v4.0 (Jones, 1999), adicionalmente se realizó un análisis de predicción de 

interacción de las α-hélices con membranas utilizando las herramientas MEMSAT-SVM 

(Membrane Helix Prediction) (Nugent y Jones, 2012) y MEMPACK (TM Topology and Helix 

Packing) (Nugent y Jones, 2009). 

BASES DE DATOS DE SECUENCIAS CCDs 

Para analizar las relaciones evolutivas de las secuencias CCD4s presentes en Citrus 

clementina con sus homólogos de origen vegetal se construyó una base de datos de secuencias de 

aminoácidos mediante el algoritmo de búsqueda Blastp (Altschul et al., 1990) utilizando como 

secuencia Query cada miembro de la subfamilia CCD4 de Citrus clementina y estableciendo como 

valor de corte un E-value de e-20 y un límite de 100 entradas por búsqueda (Query) restringiendo 

el set de datos a secuencias provenientes de plantas. Como la base de datos mediante Blastp genera 

secuencias altamente redundantes se aplicó el método de factorización QR (Sethi et al., 2005) para 

crear una base de datos de secuencias no redundantes eliminando aquellas secuencias que 
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compartan más de 75% de identidad. Con estas secuencias se procedió al alineamiento utilizando 

el programa MUSCLE.  

PREDICCIÓN DE MOTIVOS 

La predicción de motivos conservados de las secuencias CCD4 se realizó mediante el 

software MEME Suite v5.3.3 (Multiple Em for Motif Elicitation) (Bailey et al., 2009) utilizando 

la base no redundante de secuencias CCD4 de origen vegetal. Los motivos conservados 

encontrados se representaron mediante el esquema LOGO (Schneider y Stephens, 1990) e 

identificadas en las secuencias de las CCD4 de Citrus clementina. Para dar información de la 

localización estructural de dichos motivos se mapearon las secuencias motivo sobre la estructura 

cristalográfica de la VP14 (PDB: 3NPE) una NCED de Zea mays que posee los motivos 

conservados de las secuencias (Messing et al., 2010) 

ANÁLISIS DE VARIABILIDAD DE LAS SECUENCIAS 

Para el análisis de ocupación del alineamiento y entropía de la secuencia (entropía de 

Shannon) se tomó el alineamiento del conjunto no redundante de secuencias CCD4 de origen 

vegetal y se filtraron las posiciones en base a la secuencia más larga de CCD4 de Citrus clementina 

(CCD4a de 603 aminoácidos) eliminando aquellas posiciones del alineamiento en los que se 

observen gaps en esta secuencia conservando las demás posiciones. La ocupación se midió como 

la frecuencia en la que una posición (columna) del alineamiento está ocupada por algún 

aminoácido, mientras que la entropía de la secuencia mediante la ecuación de la entropía de la 

información de Shannon (Strait y Dewey, 1996) descrita en la Ecuación 1:  

Ecuación 1. 𝑆(𝑖) = ∑ 𝑃(𝑥𝑖)

20

𝑥𝑖=1

log
1

𝑃(𝑥𝑖)
 

donde, 

𝑃(𝑥𝑖)  es la probabilidad de observar un determinado aminoácido x (de 20 posibles) en una 

posición (columna) i del alineamiento.  

 

La entropía de Shannon mide la variabilidad en una determinada posición del 

alineamiento. Típicamente valores de 𝑆(𝑖) > 2  se consideran regiones variables, 𝑆(𝑖) < 2 

regiones conservadas y 𝑆(𝑖) < 1 regiones altamente conservadas. 

https://www.rcsb.org/structure/3NPE
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La información mutua para el par de posiciones i,j del alineamiento se calculó mediante 

el método descrito por Martin et al., (2005) usando la  Ecuación 2: 

Ecuación 2. 𝐼(𝑖, 𝑗) = ∑ ∑ 𝑃(𝑥𝑖 , 𝑦𝑗)

20

𝑦𝑗=1

log
𝑃(𝑥𝑖 , 𝑦𝑗)

𝑃(𝑥𝑖)𝑃(𝑦𝑗)

20

𝑥𝑖=1

 

donde, 

𝑃(𝑥𝑖)  es la probabilidad de observar un determinado aminoácido x (de 20 posibles) en una 

posición (columna) i del alineamiento.  

𝑃(𝑦𝑗)  es la probabilidad de observar un determinado aminoácido y (de 20 posibles) en una 

posición (columna) j del alineamiento.  

𝑃(𝑥𝑖 , 𝑦𝑗) es la probabilidad de observar de forma conjunta al aminoácido x y al aminoácido j en 

las posiciones i y j del alineamiento, respectivamente 

 

Como la información mutua está afectada por las relaciones filogenéticas entre las 

secuencias, para eliminar dicha influencia se utilizó la corrección del producto promedio (Average 

Product Correction – APC ) siguiendo la Ecuación 3 y 4 (Dunn et al., 2008): 

Ecuación 3. 𝑀𝐼𝑝(𝑖, 𝑗) = 𝐼(𝑖, 𝑗) − 𝐴𝑃𝐶 

en la que, 

Ecuación 4. 𝐴𝑃𝐶 =  
[𝐼(𝑖, 𝑥)𝐼(𝑗, 𝑥)]

〈𝐼(𝑖, 𝑗)〉
 

donde,  

𝐼(𝑖, 𝑥) es la media de la información mutua de la columna i (𝐼(𝑖, 𝑥) = ∑ 𝐼(𝑖, 𝑗)𝑗 ) 

𝐼(𝑗, 𝑥) es la media de la información mutua de la columna j (𝐼(𝑗, 𝑥) = ∑ 𝐼(𝑗, 𝑖)𝑖 ) 

〈𝐼(𝑖, 𝑗)〉 es la media de la información mutua de todos los pares de columnas i,j 

 

Para facilitar la visualización se representaron los valores mediante un heatmap 

normalizando los valores en función al máximo observado (Ecuación 5): 

Ecuación 5. 𝑀𝐼𝑝(𝑖, 𝑗)𝑛𝑜𝑟𝑚 =
𝑀𝐼𝑝(𝑖, 𝑗)

𝑚𝑎𝑥(𝑀𝐼𝑝(𝑖, 𝑗))
 

La información mutua nos permite identificar las posiciones variables del alineamiento 

múltiple que coevolucionan (cambios de aa de forma conjunta) a lo largo de las distintas especies. 
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RECONSTRUCCIÓN FILOGENÉTICA 

Finalmente se construyó un árbol filogenético no enraizado en base al alineamiento de las 

secuencias de aminoácidos de CCD4 de origen vegetal homólogos de Citrus clementina para 

estudiar las relaciones entre ellos. El alineamiento fue previamente filtrado removiendo secuencias 

espurias y regiones pobremente alineadas mediante el software trimAl v1.3 (Capella-Gutiérrez et 

al., 2009). Posteriormente la reconstrucción del árbol filogenético se realizó mediante el método 

de Máxima Verosimilitud (ML) utilizando el software PhyML v3.0 (Guindon et al., 2010). El 

modelo y los parámetros utilizados para la reconstrucción filogenética se obtuvo mediante el 

programa SMS v1.8.4 (Smart Model Selection in PhyML) (Lefort et al., 2017). La robustez del 

árbol obtenido se evaluó mediante el método de bootstrap no paramátrico con 1000 réplicas. 

Por último, para analizar con una perspectiva más general a las CCOs de origen vegetal 

homólogas a todas las presentes en Citrus clementina se construyó un árbol filogenético 

incluyendo todas las secuencias CCOs siguiendo el procedimiento descrito en la sección BASES 

DE DATOS DE SECUENCIAS CCDs y la reconstrucción del árbol mediante el procedimiento 

descrito en el párrafo anterior. 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE CCOs DE Citrus clementina  

Mediante la búsqueda tBlastn utilizando como secuencia Query a la CCD4 de 

Arabidopsis taliana (Uniprot id: O49675) en la base de datos Phytozome restringiendo la búsqueda 

al genoma de Citrus Clementina se indentificaron 12 genes candidatos a CCOs, de los cuales 5 

serían miembros de la subfamilia CCD4: la a, b1, b2, c y d (Tabla 1). 

La cantidad de pares de base (pb) que constituye la región codificante varía de acuerdo al 

subtipo de CCOs y con una longitud variable que va desde 1200 a 1800 pb. La gran mayoría no 

posee intrones. La longitud de la secuencia predicha de aminoácidos varía en un rango de 400 a 

600 aminoácidos. El grado de similitud de la secuencia de aminoácidos es variable a lo largo de 

las distintas subfamilias de CCOs presentes en Citrus Clementina con valores que van desde el 30 

https://www.uniprot.org/uniprot/O49675
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al 95%. Si bien, en la gran mayoría se ha podido detectar mediante análisis de predicción de 

secuencias cpTP, no se han detectado para la CCD1 y la CCD7 con los métodos evaluados.  

Tabla 1.  Enzimas CCOs identificadas en individuos de Citrus clementina en la base de datos 

Phytozome v13. Miembros de la subfamilia CCD4 se encuentran resaltados en naranja. 

Gen Código genómicoa GeneIDb N° de nucl.c Intrones Uniprotd N° de aae cpTPf 

CCD1 CICLE_v10031039mg 18043785 1233 13 V4SWQ9 589 No 

CCD1* CICLE_10031014mg 18043784 1794 13 V4TR28 597 Si 

NCED2 CICLE_v10014639mg 18050641 1830 0 A0SE34 609 Sí 

NCED3 CICLE_ v10019364mg 18046011 1821 0 A0SE37 606 Sí 

CCD4a CICLE_v10031003mg 18043465 1812 0 A0SE35 603 Sí 

CCD4b1 CICLE_v10028113mg 18034103 1692 0 V4SJR7 563 Sí 

CCD4b2 CICLE_v10030384mg 18034858 1527 0 V4SA09 508 Sí 

CCD4c CICLE_v10011335mg 18038224 1794 0 V4STW3 597 Sí 

CCD4d CICLE_v10013726mg 18038241 1236 2 V4STW5 412 Sí 

NCED6 CICLE_v10006710mg 18032346 1779 0 V4S0R4 592 Si 

CCD7 CICLE_ 10027500mg 18035847 1866 6 V4SDY8 590 No 

CCD8 CICLE_10010609mg 18055012 1671 5 V4UI82 556 Sí 

 

a Haploid Clementine Genome, International Citrus Genome Consortium, Phytozome v13 (Goodstein et al., 2011) 

b Gene assigns an identifier. National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Murphy et al., 2016) 

c Número de nucleótidos 

d Código de acceso Uniprot (The UniProt Consortium, 2018) 

e Número de aminoácidos 

f Predicho por los servidores servidor ChloroP 1.1 (Emanuelsson et al., 1999), TargetP-2.0(Emanuelsson et al., 2000) 

y LOCALIZER (Sperschneider et al., 2017) 

* Probable gen duplicado de la CCD1 

 

El análisis de similitud mediante la clasificación en clústers muestra la existencia de 

cuatro grupos bien identificados, el primero que agrupa a todos los miembros de la subfamilia 

CCD4 (CCD4a, b1, b2, c y d), el segundo conformado por las NCEDs  (NCED2, 3 y 6), el tercero 

formado por CCD1 y CCD1* (probablemente un gen duplicado de CCD1 dada su ubicación en el 

genoma y su alto grado de similitud) y por último el grupo de los más disimiles formados por la 

CCD7 y CCD8 que logran una similitud no mayor del 40% respecto a las demás secuencias. Los 

resultados del análisis de clustering se muestran en la Fig. 1. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/18043785
https://www.uniprot.org/uniprot/V4SWQ9
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/18043784
https://www.uniprot.org/uniprot/V4TR28
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/18050641
https://www.uniprot.org/uniprot/A0SE34
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/18046011
https://www.uniprot.org/uniprot/A0SE37
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/18043465
https://www.uniprot.org/uniprot/A0SE35
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/18034103
https://www.uniprot.org/uniprot/V4SJR7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/18034858
https://www.uniprot.org/uniprot/V4SA09
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/18038224
https://www.uniprot.org/uniprot/V4STW3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/18038241
https://www.uniprot.org/uniprot/V4STW5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/18032346
https://www.uniprot.org/uniprot/V4S0R4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/18035847
https://www.uniprot.org/uniprot/V4SDY8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/18055012
https://www.uniprot.org/uniprot/V4UI82
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Figura 1. Heatmap del análisis de similitud de las secuencias de aminácidos de las CCDs de Citrus 

Clementina. Se señalan los clusters encontrados mediante los colores de las ramas del 

dendograma. En recuadro azul se indican las secuencias pertenecientes a la subfamilia 

CCD4. 

 

La CCD4 en Citrus clementina se muestra como el grupo más numeroso y claramente 

diferenciado de las demás CCDs presentes, además se observa la estrecha relación entre la 

CCD4b1 y b2 como así también entre la CCD4c y la d. 
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PREDICCIÓN DE MOTIVOS CONSERVADOS 

La descripción de los motivos conservados en las secuencias de CCD4 estimados 

mediante el software MEME suite, se muestran en la Tabla 2. Estos tienen una longitud de 

secuencia que varía en un rango de 30 a 50 aminoácidos y están ampliamente distribuidos en todas 

las CCD4 de plantas. 

Tabla 2. Motivos conservados en secuencias CCD4 de origen vegetal. Secuencia consenso, valor 

esperado (E-value) y largo de la secuencia (aa). 

N° Secuencia consenso E-value Largo 

Motif 1 HLFDGDGMLHSJRISQGRATFCSRYVKTYKY 6,6e-985 31 

Motif 2 EDDGYVVSYVHBENTGESRFLVMDAKSPNLDIVAAVKLPRRVPYGFHGLF 7,4e-1450 50 

Motif 3 KVPRIGIIPRYAKDESEMRWFDVPGFNAIHAINAWEEEDDE 2,2e-1144 41 

Motif 4 GFGLANTSLAFFGNKLFALGESDLPYAIRLTSNGDIETJGR 1,9e-1092 41 

El diagrama LOGO de la secuencia consenso (Fig. 2) muestra constituciones similares 

del entono a nivel de composición de los aminoácidos en los motivos encontrados, lo que sugiere 

que se tratan de elementos comunes de una estructura simétrica.  

Para visualizar mejor la relevancia estructural de estos motivos alineamos las secuencias 

consenso sobre la estructura de la VP14, observando que los mismas se sitúan en las láminas β 

hacia la cara interna de la arquitectura en β-propeller, característica de todos los miembros de la 

familia de las CCDs.  

Dos de los motivos encontrados (Motif 2 y Motif 3) incluyen a residuos de histidina 

fuertemente conservados a lo largo de todas las especies vegetales, ya que estos intervienen 

directamente en la coordinación del Fe+2 en el centro catalítico de la enzima (Fig. S1). En esta 

misma región se localizan los residuos glutámicos que fueron descritos como una segunda esfera 

de coordinación del Fe+2 (Kloer y Schulz, 2006). 

El análisis de la distribución de los motivos también mostró la ausencia del motivo Motif 

2 en la secuencia de la CCD4d, esto constituye una pérdida importante en la estructura de la enzima 

que afecta a la esfera de coordinación del Fe+2 en el centro catalítico, y sugiere que la misma no 

sería activa en la actualidad por lo que se podría tratar de un pseudogen. 
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Figura 2.  Motivos conservados en genes CCD4. Izquierda arriba: secuencias motivo encontradas 

y representadas mediante el esquema LOGO. Izquierda abajo: P-valor y distribución de 

motivos (en rectángulos de colores) en las secuencias de aminoácidos (líneas grises) en 

genes CCD4 de Citrus clementina. Derecha: Posición de las secuencias motivo en la 

estructura de la VP14. Motif 1 en rojo, motif 2 en cyan, motif 3 en verde y motif 4 en 

violeta. 

 

PREDICCIÓN DEL DESORDEN DE LAS SECUENCIAS 

El análisis de predicción de desorden reveló la existencia de regiones desestructuradas 

que se ubican al inicio y al final de las secuencias, y que son de longitudes variables. El límite de 

probabilidad de desorden está fijado en el nivel 50% (Fig. 3).  

Si bien en general todas las secuencias presentan una región de máxima probabilidad de 

desorden antes de los primero 100 aminoácidos, en particular, la CCD4a es la que presenta la 

región más amplia por encima de ese límite, extendiéndose hasta los primeros 86. La CCD4b1 

resulta afectada solamente en los primeros 10 aminoácidos, y vuelve a presentar un pico cercano 

al límite de corte de predicción en el aminoácido número 45 de la secuencia.  
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La presencia de estas regiones desestructuradas coincide con lo observado por Rodrigo et 

al., (2013), en la que describen la presencia del cpTP en esta región. Proteínas con la señalización 

cpTP una vez traslocadas al interior del cloroplasto sufren la eliminación de esta región debido a 

la acción mediada por la peptidasa de procesamiento del cloroplasto durante el proceso de 

maduración (Lee y Hwang, 2018). 

 

Figura 3.   Predicción de desorden de la secuencia. CCD4a (naranja), CCD4b1 (rojo), CCD4b2 

(azul), CCD4c (verde), CCD4d (cyan). El punto de corte se señala con la línea horizontal 

punteada. Observe que la secuencia CCD4d tiene un largo de solo 400 aminoácidos. 

 

PREDICCIÓN DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA 

La predicción de estructura secundaria en todas las secuencias CCD4 analizadas, muestra 

una marcada presencia de regiones no estructuradas al inicio, seguidas por α-hélices. Por otro lado, 

se observa el predominio del plegamiento en láminas-β a lo largo de la secuencia (Fig. 4). 

Las α-hélices que se encuentran al inicio de la secuencia fueron identificadas como 

probables dominios de interacción con las membranas tilacoidales. Estos resultados concuerdan 

con los obtenidos por Ma et al., (2013) en CCD4 provenientes de Citrus unshui. Las α-hélices se 

han propuesto como responsables de la formación de un domo hidrofóbico predominante en CCDs 
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de origen vegetal (Kloer y Schulz, 2006). Con estas interacciones las proteínas quedarían 

hipotéticamente ancladas a la membrana tilacoidal y cabe resaltar que sus sustratos (carotenoides) 

están principalmente acumulados en dichas membranas. 

Una descripción más detallada de la predicción de la estructura secundaria junto con la 

secuencia se puede observar en las Fig. S2-S6. 

 

 

Figura 4. Predicción de la estructura secundaria de las secuencias de aminoácidos de las CCD4 

provenientes de Citrus clementina. Las regiones en rojo indican α-hélices, amarillo para 

las láminas-β. Las flechas muestran las α-hélices identificadas como probables dominios 

de interacción con las membranas. 

 

ALINEAMIENTO Y ANÁLISIS DE LA CONSERVACIÓN DE LAS SECUENCIAS  

La comparación de las secuencias completas de los miembros de la subfamilia CCD4 de 

Citrus clementina se muestra en la Fig. 5. En ella se evidencia que la región más variable es la que 

involucra a los primeros 100 aminoácidos (región N-terminal) en la que se encuentra la secuencia 

cpTP.   
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Figura 5.  Alineamiento de las secuencias CCD4 de Citrus clementina. Los motivos estás 

subrayados: motif 1 (rojo), motif 2 (cyan), motif 3 (verde) y motif 4 (violeta). Histidinas 

responsables de la coordinación del Fe+2 están señaladas mediante rectángulos 

amarillos. Regiones conservadas se indican en gris oscuro. 
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También se puede observar la distribución de los motivos de la secuencia y las histidinas 

conservadas que intervendrían en la esfera de coordinación del Fe+2 en el centro catalítico (Fig. 

S1).  

Analizando el alineamiento de las CCD4 de Citrus clementina en la Fig. 5, se observa 

que la CCD4d se diferencia de las restantes en su longitud por la ausencia de los 100 aminoácidos 

en la región C-terminal que todas las demás poseen. Esta región corresponde a uno de los motivos 

conservados que se ha asociado a una de las láminas-β del centro del β-propeller (Fig. 2) que 

contiene a una histidina de la esfera de coordinación del Fe+2. En consecuencia, se puede afirmar 

que ese es el motivo de la pérdida de su capacidad catalítica. 

Por otro lado, estudios a niveles de expresión génica han observado que CCD4b2 no se 

expresa en ningún tejido/órgano (Rodrigo et al., 2013). Dada que la duplicación en tándem de 

genes CCD4 es una característica común en especies vegetales (Ahrazem et al., 2010), se puede 

concluir que CCD4b2 y CCD4d se tratarían de copias de CCD4b1 y CCD4c respectivamente. Este 

fenómeno permitiría acumular mutaciones dada la menor presión evolutiva sobre las mismas, 

resultando en secuencias de mayor variabilidad que las existentes entre ortólogos de esta 

subfamilia. 

 

ANÁLISIS DE LA VARIABILIDAD DE LAS SECUENCIAS 

El análisis de entropía de las secuencias (entropía de Shannon) para el alineamiento de 

las CCDs de origen vegetal muestra que la región más variable involucra a los primeros 100 

aminoácidos (bit-score > 2), esto concuerda con lo observado en el alineamiento de las secuencias 

CCD4 provenientes de Citrus clementina. En esta región se puede observar una ocupación variable 

del alineamiento lo que indica un largo variable, es decir la ausencia de parte de estas regiones en 

algunos genes miembros de esta subfamilia (inserciones-deleciones) (Fig. S7).  

El análisis de información mutua (𝑀𝐼𝑝𝑛𝑜𝑟𝑚) muestra que esta variabilidad en la región   

que va desde el aminoácido número 15 al 75, tomando como molde a la CCD4a (la más extensa 

de las CCD4 en Citrus clementina), pero los cambios en las posiciones no son independientes entre 

sí y está caracterizada por la coocurrencia de pares de aminoácidos en este sitio lo que da 

evidencias de coevolución de las posiciones que involucran a la secuencia cpTP. (Fig. 6) 
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Figura 6.  Información Mutua (𝑀𝐼𝑝𝑛𝑜𝑟𝑚) en el alineamiento múltiple de las secuencias de CCD4 

de origen vegetal filtradas por columnas (posiciones de aminoácidos) de CCD4a. En 

rojo se resalta la región en la que sustituciones de aminoácidos ocurren de manera 

conjunta (posición 15 a 75). 

 

ANÁLISIS FILOGENÉTICO 

La relación entre distintas proteínas de la subfamilia CCD4 provenientes de distintas 

especies vegetales se analizó en base a la secuencia y con la que se generó el árbol filogenético 

(Fig. 7). En el árbol se puede observar claramente que las secuencias provenientes de Citrus 
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clementina más cercanamente relacionadas corresponden a los pares CCD4b1/b2 y CCD4c/d lo 

que fortalece la hipótesis de que estas secuencias se tratarían de genes duplicados.  También se 

puede observar que la CCD4a junto con otra especie del género citrus (Citrus unshui) está más 

cercanamente emparentada al grupo formado por las secuencias CCD4c/d mientras que 

CCD4b1/b2 se encuentran en ramas separadas y más lejanamente relacionadas a los demás 

miembros CCD4 de Citrus clementina. 

 

 

Figura 7.  Árbol filogenético de secuencias de aminoácidos del tipo CCD4 de Citrus clementina 

calculado por máxima verosimilitud (Log likelihood: -11419.306373). Se muestran los 

valores porcentuales del bootstrap (1000 réplicas). Se señalan los grupos de CCD4 de 

Citrus Clementina cercanamente emparentados mediante esferas de colores: CCD4a 

(verde); CCD4b1 y CCD4b2 (naranja) y; CCD4c y CCD4d (azul). Las siglas 

representan a las especies: At (Arabidopsis thaliana), Bn (Brassica napus), Cc (Citrus 

clementina), Cu (Citrus unshui), Cmor (Chrysanthemum x morifolium), Cros (Crocus 

sativus). Md (Malus domestica), Of (Osmanthus fragrans), Rd (Rosa damascena), St 

(Solanum tuberosum) y Vv (Vitis vinífera). Información de los identificadores de 

secuencia en la Tabla S1. 
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Finalmente, para analizar con una perspectiva más general a las CCOs de origen vegetal 

homólogas a las presentes en Citrus clementina se construyó un árbol filogenético (Fig. 8), en él 

se observan las relaciones entre las secuencias claramente definidas en dos grandes grupos o 

familias bien diferenciadas: las NCEDs y las CCDs.  Se identificaron 3 subfamilias NCEDs 

homólogas a las presentes en Citrus clementina (NCED2, NCED3 y NCED6) y 4 subfamilias 

CCDs (CCD1, CCD4, CCD7 y CCD8). Estos resultados sugieren que cada familia de las CCOs 

analizadas evolucionan de forma independiente. 

 

Figura 8. Árbol filogenético de 75 proteínas CCOs de distinto origen vegetal, homólogas a las 

presentes en Citrus clementina, obtenido por el método de máxima verosimilitud (ML). 

Los colores indican las distintas subfamilias de CCOs. Se indican con un círculo las 

hojas correspondientes a las especies de Citrus clementina. Información de los 

identificadores de secuencia en la Tabla S2. 



Capítulo II 

40 
 

CONCLUSIONES 

 

Se han identificado 12 genes de enzimas de clivaje de carotenoides (CCDs) en Citrus 

clementina (CCD1, CCD1*, NCED2, NCED3, CCD4a, CCD4b1, CCD4b2, CCD4c, CCD4d, 

NCED6, CCD7, CCD8) y específicamente 5 miembros de la subfamilia CCD4. El análisis de las 

secuencias revela que las CCD4s forman un grupo claramente separado de las demás. 

Los motivos conservados identificados de las secuencias CCD4s de origen vegetal 

presentan un largo variable entre 30 a 50 aminoácidos. Las secuencias consenso de tales motivos 

poseen una composición similar, lo que sugiere que estas regiones se organizan en plegamientos 

similares conformando láminas-β en la arquitectura típica de β-propeller características de las 

enzimas de origen vegetal que clivan carotenoides, como se comprobó al alinear los motivos sobre 

la estructura de la VP14.  

La CCD4b2 y la CCD4d fueron predichas como duplicaciones de la CCD4b1 y CCD4c, 

respectivamente. Estas duplicaciones en tándem explican la mayor variabilidad de las mismas 

debido a la menor presión selectiva y la pérdida de un motivo fuertemente conservado en la CCD4d 

que afecta a una de las histidinas conservadas en la esfera de coordinación del Fe+2 sugiere la 

pérdida de su capacidad catalítica. 

Se ha predicho la presencia de péptidos de destinación al cloroplasto (cpTP) en la mayoría 

de las CCOs de Citrus clementina con las excepciones de las CCD1 y CCD7 en las cuales no se 

ha podido identificar por ninguno de los métodos empleados.  

El análisis de la región N-terminal de los miembros de la CCD4 que abarca 

aproximadamente unos ~100 aminoácidos muestran una región de alta variabilidad con un alto 

grado de desorden y estas posiciones marcan una clara tendencia a coevolucionar. En esta región 

se encuentra la señal cpTP y una vez que la enzima es traslocada al interior del cloroplasto 

duramente la maduración es eliminada de la estructura (Lee y Hwang, 2018). 

La predicción de la estructura secundaria muestra un claro predominio de las láminas-β a 

lo largo de la secuencia, resultado consistente con la arquitectura de esta familia de proteínas cuya 

arquitectura se describe como β-propeller. Las α-hélices aparecen al inicio de la secuencia luego 
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de la región N-teminal desestructurada (> 100 aa) y las mismas fueron identificadas como 

probables dominios de interacción con la membrana tilacoidal. Este dominio de α-hélices se 

postula como el domo hidrofóbico de interacción con las membranas consistente con lo observado 

por Messing et al., (2010) en la VP14 de Zea mays. 

Finalmente, el análisis filogenético de las CCD4s demostró la cercana relación entre la 

CCD4a, CCD4c y CCD4d mientras que la CCD4b1 y CCD4b2 fueron las más lejanamente 

emparentadas con los demás miembros CCD4 de Citrus clementina. 
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Figura S1. Esfera de coordinación del Fe+2 (esfera rosa). Histidinas en varillas observadas en 

cristales VP14 de Zea mays (PBD: 3NPE en verde), ACO de Synechocystis sp. (PDB: 

2BIW en naranja) y RPE65 de Bos taurus (PDB: 3FSN en amarillo).  

 

https://www.rcsb.org/structure/3NPE
https://www.rcsb.org/structure/2BIW
https://www.rcsb.org/structure/3FSN
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Figura S2. Estructura secundaria predicha para CCD4a. Láminas-β (amarillo) y α-hélices (rosa) 
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Figura S3. Estructura secundaria predicha para CCD4b1. Láminas-β (amarillo) y α-hélices (rosa) 



Capítulo II 

49 
 

 

Figura S4. Estructura secundaria predicha para CCD4b2. Láminas-β (amarillo) y α-hélices (rosa) 
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Figura S5. Estructura secundaria predicha para CCD4c. Láminas-β (amarillo) y α-hélices (rosa) 
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Figura S6. Estructura secundaria predicha para CCD4d. Láminas-β (amarillo) y α-hélices (rosa) 
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Figura S7.  Información del alineamiento múltiple de las secuencias de CCD4s de origen vegetal 

filtradas por columnas (posiciones de aminoácidos) de CCD4a de Citrus clementina a) 

Ocupación por residuos del alineamiento de las CCDs de origen vegetal. Región de 

menor ocupación indicada mediante la barra púrpura. b) Entropía de Shannon de las 

posiciones del alineamiento. Región de mayor variabilidad en el alineamiento indicada 

mediante la barra púrpura. La estructura secundaría predicha se indica en la barra 

inferior: α-hélice (rojo), lámina-β (amarillo) y loops (negro). 
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Tabla S1. Identificadores de acceso e información de las secuencias utilizadas para la construcción 

del árbol filogenético de secuencias de aminoácidos del tipo CCD4 de Citrus 

clementina. 

N° Nombre de la especie Etiqueta Identificador 

1  Arabidopsis thaliana  AtCCD4 NP_193652.1 

2  Brassica napus  BnCCD4 XP_013656050.1 

3  Citrus unshiu  CuCCD4 GAY43306.1 

4  Malus domestica  MdCCD4 ABY47995.1 

5  Osmanthus fragrans  OfCCD4 ABY60887.1 

6  Rosa x damascena  RdCCD4 ABY60886.1 

7  Solanum tuberosum  StCCD4 NP_001275103.1 

8  Chrysanthemum x morifolium  CmorCCD4a ABY60885.1 

9  Citrus clementina  CcCCD4a XP_006437482.1 

10  Crocus sativus  CrosCCD4a ACD62476.1 

11  Vitis vinifera  VvCCD4a AGT63321.1 

12  Citrus clementina  CcCCD4b1 XP_006424046.1 

13  Citrus clementina  CcCCD4b2 XP_006424047.2 

14  Crocus sativus  CrosCCD4b ACD62477.1 

15  Vitis vinifera  VvCCD4b AGT63322.1 

16  Citrus clementina  CcCCD4c XP_006430912.1 

17  Crocus sativus  CrosCCD4c AEO50759.1 

18  Citrus clementina  CcCCD4d ESR44157.1 
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Tabla S2-1.  Identificadores de acceso e información de las secuencias utilizadas para la 

construcción del árbol filogenético de secuencias de aminoácidos de CCDs de 

origen vegetal. 

N° Nombre de la especie Etiqueta Identificador 

1 Solanum tuberosum StCCD7 XP_006347925.1 

2 Sesamum indicum SiCCD7 XP_011094476.1 

3 Daucus carota DcCCD7 XP_017228448.1 

4 Trema orientale ToCCD7 PON85588.1 

5 Cicer arietinum CaCCD7 XP_004513935.1 

6 Tripterygium wilfordii TwCCD7 XP_038684300.1 

7 Arachis hypogaea AhCCD7 RYR05300.1 

8 Prosopis alba PaCCD7 XP_028753454.1 

9 Hibiscus syriacus HsCCD7 XP_039040729.1 

10 Carica papaya CpCCD7 XP_021903305.1 

11 Ricinus communis RcCCD7 EEF50298.1 

12 Corchorus olitorius CoCCD7 OMP00710.1 

13 Citrus clementina CcCCD7 XP_006425527.2 

14 Rhamnella rubrinervis RrCCD7 KAF3440065.1 

15 Malus domestica MdCCD7 XP_028961438.1 

16 Tripterygiu mwilfordii TwCCD8 KAF5748266.1 

17 Vigna radiata VrCCD8 XP_014500485.2 

18 Populus deltoides PdCCD8 KAF9827265.1 

19 Citrus clementina CcCCD8 XP_006450690.2 

20 Quercus lobata QlNCED2 XP_030972679.1 

21 Citrus clementina CcNCED2 XP_006449708.1 

22 Durio zibethinus DzNCED2 XP_022777272.1 

23 Gossypium barbadense GbNCED2 PPR90777.1 

24 Nyssa sinensis NsNCED3 KAA8524088.1 

25 Citrus clementina CcNCED3 XP_006442236.1 

26 Populus deltoides PdNCED3 KAF9840133.1 

27 Vitis riparia VitrNCED6 XP_034685154.1 

28 Syzygium oleosum SoNCED6 XP_030462960.1 

29 Cucumis sativus CucNCED6 XP_004150345.1 

30 Brassica rapa BrNCED6 XP_033130359.1 

31 Morus notabilis MnNCED6 EXB76918.1 

32 Cannabis sativa CansNCED6 KAF4370844.1 

33 Rhododendron simsii RsNCED6 KAF7112535.1 

34 Jatropha curcas JcNCED6 XP_012092670.1 

35 Prunus yedoensis PyNCED6 PQP99424.1 

36 Rosa chinensis RcNCED6 XP_024195455.1 

37 Hibiscus syriacus HsNCE6D XP_039050921.1 

38 Morella rubra MrNCED6 KAB1203761.1 



Capítulo II 

55 
 

Tabla S2-2. (Continuación). Identificadores de acceso e información de las secuencias utilizadas 

para la construcción del árbol filogenético de secuencias de aminoácidos de CCDs 

de origen vegetal. 

N° Nombre de la especie Etiqueta Identificador 

39 Citrus clementina CcNCED6 XP_006420602.2 

40 Manihot esculenta MeNCED6 XP_021594070.1 

41 Salix brachista SbNCED6 KAB5564874.1 

42 Citrus clementina CcCCD1 XP_024041179.1 

43 Rosa chinensis RcCCD1 XP_024188836.1 

44 Bixa orellana BoCCD4b AMJ39500.1 

45 Bixa orellana BoCCD4c AMJ39501.1 

46 Bixa orellana BoCCD4d AMJ39502.1 

47 Populus trichocarpa PtZCD XP_024464565.1 

48 Citrus clementina CcCCD4b1 XP_006424046.1 

49 Citrus clementina CcCCD4b2 XP_006424047.2 

50 Theobroma cacao TcZCD XP_017982919.1 

51 Herrania umbratica HuCCD4 XP_021278762.1 

52 Corchorus capsularis CorcCCD4a OMO51635.1 

53 Gossypium raimondii GrCCD4 XP_012485195.1 

54 Durio zibethinus DzCCD4 XP_022753724.1 

55 Nyssa sinensis NsCCD4a KAA8519447.1 

56 Nyssa sinensis NsCCD4b KAA8544388.1 

57 Rhododendron simsii RhosCCD4 KAF7138155.1 

58 Actinidia rufa ArCCD4 GFZ02936.1 

59 Vitis vinifera VvCCD4 XP_002269538.2 

60 Nelumbo nucifera NnCCD4a XP_010251938.1 

61 Cephalotus follicularis CfCCD4a GAV84147.1 

62 Nelumbo nucifera NnCCD4b XP_010275133.1 

63 Corchorus capsularis CorcCCD4b OMO88378.1 

64 Raphanus sativus RsCCD4 XP_018447153.1 

65 Macleaya cordata McCCD4 OVA01701.1 

66 Vigna angularis VaCCD4 KOM45343.1 

67 Cephalotus follicularis CfCCD4b GAV77659.1 

68 Nelumbo nucifera NnCCD4c XP_010275132.1 

69 Manihot esculenta NnCCD4d XP_021595193.1 

70 Citrus clementina  CcCCD4a XP_006437482.1 

71 Prunus dulcis PrundCCD4 VVA13456.1 

72 Gossypium barbadense GbCCD4 PPS01874.1 

73 Theobroma cacao TrCCD4 EOY25343.1 

74 Citrus clementina CcCCD4d ESR44157.1 

75 Citrus clementina CcCCD4c XP_006430912.1 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO III  
 

MODELADO MOLECULAR Y 

SIMULACIÓN DE LA CCD4a Y CCD4b 

DE Citrus clementina 
 

 

INTRODUCCIÓN 

 

En los citrus, el color de la cáscara y el jugo está asociado por los consumidores con la 

calidad de la fruta y es uno de los principales parámetros para su aceptación. Las frutas cítricas 

constituyen una de las principales producciones frutales del mundo con más de 120 millones de 

toneladas (FAO, 2017). Por este motivo las investigaciones enfocadas en la bioquímica y bases 

moleculares de la coloración de las frutas cítricas han ganado interés en los últimos años y han 

constituido un área de investigación activa. (Rodrigo et al., 2013). 
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Se ha reportado una serie de CCDs de la subfamilia CCD4 en citrus responsables de la 

generación de apocarotenoides C30 (8’-apo-β-carotenal y β-citraurina) que proveen la característica 

pigmentación naranja-rojiza a las cáscaras de algunas variedades de mandarinas y naranjas (Ma et 

al., 2013b). 

La actividad de muchas CCD4 provenientes de plantas han mostrado que el sustrato 

preferente es el β-caroteno y el punto de corte preferencial es la posición 9=10 (9’=10’) 

produciendo β-ionona y 10’-apo-β-carotenal (Huang et al., 2009; Gonzalez-Jorge et al., 2013; 

Lätari et al., 2015) (Fig. 1) 

 

Figura 1.  Corte en la posición 9=10 (9’=10’) de las CCD4 de plantas del β-caroteno y sus 

productos β-ionona y 10’-apo-β-carotenal. Los posibles sitios de corte se señalan con 

flecha y con la barra roja. 

 

La CC4b1 (en adelante CCD4b) de citrus fue el primer caso reportado de una dioxigenasa 

capaz de cortar carotenoides C40 en la posición de doble enlace 7=8 o 7’=8’. Se han sugerido como 

potenciales sustratos de la enzima CCD4b en citrus la zeaxantina y la β-criptoxantina, carotenoides 

di y monohidroxilados, respectivamente (Rodrigo et al., 2013). Ambas pertenecen al grupo de las 
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xantófilas sintetizadas en frutas cítricas de color naranja durante la maduración. Ensayos in vitro 

han observado una ligera preferencia en la posición 7’=8’ cercana al anillo hidroxilado de la β-

criptoxantina, produciendo 8’-apo-β-carotenal y β-citraurina (Kato, 2012) (Fig. 2) 

 

Figura 2.    (a)  Zeaxantina y los dos productos resultantes de la escisión en el doble enlace 7=8: 

β-citraurina y 3-hidroxi-β-ciclocitral. (b) La estructura 8’-apo-β-carotenal, producto 

apocarotenoide cuando el sustrato es β-caroteno o β-criptoxantina con el anillo 

hidroxilado dentro del sitio activo. 

Ensayos in vitro de las enzimas CCD4b con otros carotenoides como el β-caroteno y α-

caroteno, luteína y licopeno muestran que el β-caroteno puede ser sustrato produciendo 8’-apo-β-
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carotenal, mientras que la luteína y el α-caroteno fueron solamente clivados del lado del anillo β. 

La actividad de la CCD4b en carotenos lineales fue probada en dos trabajos utilizando como 

sustrato el licopeno, para estos casos, se detectó actividad nula o muy baja (Ma et al., 2013; 

Rodrigo et al., 2013). 

En resumen, para la mayoría de las CCD4 provenientes de plantas analizadas mediante 

ensayos in vitro e in vivo apuntan al β-caroteno como el sustrato de preferencia y como puntos de 

corte a las posiciones de doble enlace 9=10 y/o 9’=10’. De cualquier manera, las CCD4 

provenientes de especies de citrus constituyen una relevante excepción en cuanto a la preferencia 

por el sustrato y la posición de clivaje, y que puede constituir una clave en el entendimiento de la 

selectividad de las enzimas CCD4. (Ohmiya et al., 2006; Bruno et al., 2015) 

La estrategia de estudio in silico se aplica en la construcción de modelos de estructura 

tridimensional de las enzimas y de los complejos enzima-sustrato como herramientas de 

racionalización de resultados experimentales, explorar nuevas hipótesis y realizar predicciones. 

Los conocimientos de bioinformática estructural en términos de docking y simulaciones de 

dinámica molecular pueden dar una visión más profunda de las fuerzas intermoleculares que 

gobiernan la interacción de los complejos proteína-ligando. Esta información puede ayudar a 

entender las bases moleculares de la reactividad y selectividad de las enzimas CCD4 con sus 

sustratos carotenoides, y conjeturar sobre su influencia en el color y otras características 

organolépticas in vivo de las especies de citrus. Ya que el comportamiento estructural y dinámico 

de estas enzimas y sus sustratos permanecen desconocidos, analizarlos son los objetivos de esta 

sección del trabajo. 

En este capítulo presentamos las estructuras tridimensionales de los subtipos a y b de la 

subfamilia CCD4, modelados por homología y validados por dinámica molecular. 

Adicionalmente, los complejos moleculares de estas enzimas fueron construidos y se estudió el 

modo de unión y sus interacciones moleculares con 7 carotenoides distintos (α-caroteno, β-

caroteno, licopeno, zeaxantina, luteína, β-criptoxantina y 3-OH-8’-β-apocarotenol). 

El presente capítulo fue publicado bajo el título “An in silico study of the citrus 

dioxygenases CCD4 family substrates” en la revista Journal of Biomolecular Structure and 

Dynamics. (Vega-Teijido et al., 2018). El artículo completo está disponible en el Anexo 1. 
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OBJETIVOS 

• Obtener un modelo de la estructura tridimensional de la CCD4a y CCD4b1 mediante 

modelado por homología y validar mediante Dinámica Molecular. 

• Evaluar los requerimientos estructurales para la interacción receptor-ligando mediante 

docking molecular y analizar sus interacciones puntuales. 

• Realizar simulaciones de Dinámica Molecular de los complejos y evaluar las interacciones 

moleculares que gobiernan la unión de complejo receptor-ligando. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

SOFTWARE, HARDWARE, CAMPO DE FUERZA Y PARAMETRIZACIÓN 

Los modelos y simulación se realizaron en una estación de trabajo con un procesador Quad 

Core Intel i7. Los cálculos se realizaron con el programa Molecular Operating Environment 

(MOE) versión 2013.10 (Chemical Computing Group Inc, 2014), en una suite Linux (OpenSUSE 

12.3) y Windows 7. 

El campo de fuerza seleccionado para la simulación fue Amber96 implementado en MOE. 

El programa MOE es capaz de parametrizar a los ligandos mediante un algoritmo de 

reconocimiento de patrones, identificando a los átomos del ligando y asignando los parámetros 

dependiendo del elemento (sea el caso C, H, O), la conectividad, la valencia y la geometría. 

Finalmente, las cargas atómicas parciales fueron asignadas siguiendo la definición de Amber96. 

Como resultado, las interacciones no covalentes entre el ligando y el receptor se evaluaron a lo 

largo de la dinámica molecular.(Weiner et al., 1986; Wang et al., 2000)   

MODELADO POR HOMOLOGÍA DE LAS PROTEÍNAS 

La selección del template se definió utilizando la estructura de la CCD con mayor similitud 

de secuencia que contaba con un carotenoide en el sitio activo. La enzima oxigenasa de clivaje de 

apocarotenoides (ACO) es una estructura cristalográfica proveniente de Synechocystis sp. 

expresada en Escherichia coli (PDB ID: 2BIW). La ACO es una enzima capaz de tomar como 

sustrato 8’-apo-β-carotenol (3ON) y clivar en la posición 15=15’ para producir retinal. La 

resolución del cristal es de 2,39 Å, con un R-factor = 0,182 y R-free = 0,224. (EC 1.13.11.75) 

(Kloer et al., 2005) 

https://www.rcsb.org/structure/2biw
https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=1.13.11.75
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Modelos por homología de la CCD4a y CCD4b fueron construidos luego de un 

alineamiento con el template, se reemplazaron las cadenas laterales, reteniendo las coordenadas 

espaciales de la cadena principal de la ACO, el cofactor Fe+2 y el apocarotenoide 8’-apo-β-

carotenol (3ON).  

Debido al nivel porcentaje de similitud de las secuencias entre las CCD4 y el template 

(37,1% con la CCD4a), los modelos por homología de la CCD4a resultaron una aproximación 

preliminar. Estos modelos fueron refinados y sometidos a un proceso de validación. En la primera 

etapa se procedió a una inspección de la esfera de coordinación del Fe+2, del sitio activo y de la 

posición del apocarotenoide cocristalizado, definiendo el sitio activo como el sitio ocupado por el 

apocarotenoide cocristalizado, no se observaron clashes. La siguiente etapa consistió en un 

refinamiento del modelo por minimización de su energía. Se procedieron a varias optimizaciones 

locales y finalmente a una dinámica molecular de corta duración, para asegurar la estabilidad del 

modelo. Para modelar la CCD4b se utilizó como template el modelo final de la CCD4a siguiendo 

el mismo protocolo. 

REFINAMIENTO Y DINÁMICA MOLECULAR 

Se construyó una caja de agua con solvente explícito definiendo 6 Å de margen entre el 

átomo más externo y el borde de la caja en cada eje cartesiano, resultando una caja con las 

dimensiones: 90 x 80 x 75 Å conteniendo un total de 12.000 moléculas de agua. Se utilizaron como 

contraiones átomos de Na+ y Cl- a fin de asegurar la neutralidad global de cargas del sistema. 

Posteriormente se realizó una etapa de minimización de energía hasta un gradiente de                                       

1 kcal/mol/Å2 y una dinámica molecular para equilibrar termodinámicamente todo el sistema a 

300 K de temperatura constante con una duración de 5 ns en condiciones periódicas con un cutoff 

para las interacciones de largo alcance de 10 Å. El tamaño de los pasos de la simulación (time step) 

fue de 2 femtosegundos (fs), las moléculas de agua se consideraron como cuerpos rígidos, 

permitiendo su rotación y traslación a lo largo de la caja. Se utilizó el ensamble canónico NVT y 

para resolver las ecuaciones de movimiento, se utilizó la formulación Nosé-Poincaré-Andersen 

(NPA) (Bond et al., 1999). La estructura cristalográfica utilizada como template junto con su 

ligando cocristalizado fueron utilizadas como moléculas de prueba para poder comparar a los 

efectos de la validación, las trayectorias realizadas en las mismas condiciones con todos los 

modelos, todas ellas ejecutadas siguiendo el mismo protocolo. 
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PROCEDIMIENTO DE DOCKING: BASE DE DATOS DE LIGANDOS 

Las geometrías de los ligandos (α-caroteno, β-caroteno, licopeno, zeaxantina, luteína, β-

criptoxantina y 3-OH-8’-β-apocarotenol) se construyeron manualmente, y refinadas mediante 

minimización de energía utilizando el campo de fuerza MMFF94x (Halgren, 1999). 

Posteriormente, debido al amplio espacio conformacional que pueden adoptar los carotenoides por  

sus múltiples enlaces simples rotables, se realizó una búsqueda conformacional construyendo una 

base de datos del mapa conformacional de cada uno de los ligandos que luego se utilizó en la fase 

de docking. 

VALIDACIÓN DEL DOCKING  

Un procedimiento inicial de docking de validación fue realizado para encontrar las mejores 

poses del apocarotenoide 3ON en el sitio activo del template, a modo de lograr obtener mediante 

el anclaje la pose observada en la estructura cristalográfica. En una primera etapa, se definió como 

receptor a toda la proteína, como ligando la base de datos del mapa conformacional de la 3ON y 

como sitio de unión al espacio ocupado por la esfera de 4,5 Å de la pose cristalográfica del 3ON. 

En la segunda etapa se evaluaron distintos métodos de placement y funciones de score, de manera 

de determinar el método más adecuado para este tipo de receptor. 

El proceso de anclaje seleccionado incluyó al método de placement “Proxy triangle”, la 

función de score “ASE”, posteriormente una fase de refinamiento del ligando en el sitio utilizando 

el campo de fuerza Amber99 y finalmente una evaluación ulterior del score utilizando la función 

“London ΔG”.  Todas estas funciones se incluyen dentro del programa MOE. 

Durante el placement se permitió a los enlaces rotables girar libremente, generando una 

colección de poses, siguiendo el método Proxy triangle. Este método fue desarrollado para 

manipular ligandos con muchos grados de libertad conformacional, como es el caso de los 

carotenoides. Luego se evalúan las poses con la función de score ASE, para luego almacenar las 

30 mejores poses para cada ligando.  

La función de score ASE (Chemical Computing Group Inc, 2014), evalúa la contribución 

entálpica de la energía libre de unión como una descripción del empaquetamiento de la molécula 

en el sitio, definiendo a partir de los pares de átomos ligando-receptor una suma de funciones 

gaussianas multiplicado por una constante de proporcionalidad, siguiendo la Ecuación 1: 



Capítulo III 
 

63 
 

 

Ecuación 1.  𝐴𝑆𝐸 =  𝑐 ∗ ∑ 𝑅𝑖𝑅𝑗𝑒−𝑑2

2⁄  

siendo, 

𝑅𝑖 los radios atómicos del ligando en Å, 

𝑅𝑗 los radios atómicos del receptor en Å, 

d es la distancia entre los pares de átomos 𝑅𝑖𝑅𝑗  en Å, 

c es la constante de proporcionalidad igual a 0,146 kJ/mol. 

 

 La función London ΔG es una estimación más detallada de las contribuciones entálpicas 

de la energía libre de unión entre el ligando y el receptor (Chemical Computing Group Inc, 2014), 

descritas en la Ecuación 2 e involucra a los siguientes términos: 

Ecuación 2.  𝐿𝑜𝑛𝑑𝑜𝑛 ∆𝐺 =  𝑐 + 𝐸𝑓𝑙𝑒𝑥 + ∑ 𝐶𝐻𝐵𝑓𝐻𝐵

𝑒𝑛𝑙𝑎𝑐𝑒𝑠−𝐻

+ ∑ 𝐶𝑀𝑓𝑀

𝑒𝑛𝑙𝑎𝑐𝑒𝑠−𝑀

+ ∑ 𝛥𝐷𝑖

á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠−𝑖

 

donde, 

c es el promedio de la ganancia/pérdida de entropía rotacional y traslacional, 

𝐸𝑓𝑙𝑒𝑥es la energía debido a la pérdida de flexibilidad del ligando, calculado solamente por la 

topología del ligando, 

𝑓𝐻𝐵 mide las imperfecciones geométricas de los enlaces de hidrógeno y toma valores en el rango 

[0-1], 

𝐶𝐻𝐵 es la energía del enlace de hidrógeno ideal, 

𝑓𝑀 mide las imperfecciones geométricas de los enlaces metálicos y toma valores en el rango [0-1], 

𝐶𝑀 es la energía del enlace metálico ideal, 

𝐷𝑖 es la energía de desolvatación del átomo i. 

La diferencia en la energía de desolvatación se calculó siguiendo la Ecuación 3: 

Ecuación 3.  ∆𝐷𝑖 =  𝑐𝑖𝑅𝑖
3 { ∭ |𝑢|−6𝑑𝑢 −

𝑢∉𝐴∪𝐵

∭|𝑢|−6𝑑𝑢

𝑢∉𝐵

} 

donde, 

𝐴 ∪ 𝐵 son los volúmenes del ligando y/o receptor con el átomo i que corresponden al volumen B. 

𝑅𝑖 es el radio de solvatación del átomo i (usando el parámetro 𝜎 más 0.5 Å de la función de Van 

der Waals del campo de fuerza OPLS-AA) 

𝑐𝑖 es el coeficiente de desolvatación del átomo i. 

Los valores de los coeficientes 𝑐, 𝐶𝐻𝐵, 𝐶𝑀, 𝐶𝑖 están determinados empíricamente de una 

base de datos con aproximadamente 400 de complejos cristalográficos de proteína-ligando para 
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los que se conocen los valores experimentales de pKi. El volumen está estimado usando el método 

de integración de Bohr generalizado.  

Finalmente, dada la similitud estructural entre la CCD4a y la CCD4b, y aprovechando el 

desarrollo realizado para la estructura CCD4b, la posición inicial de los ligandos en la CCD4b se 

estableció alineando ambas estructuras y tomando la posición del carotenoide en el modelo CCD4a 

obtenido por docking. 

DINÁMICA MOLECULAR DE LOS COMPLEJOS 

La simulación de dinámica molecular se realizó siguiendo el protocolo de la sección de 

REFINAMIENTO Y DINÁMICA MOLECULAR. La simulación se dividió en tres etapas: 

calentamiento de 0 a 300 K en 100 ps, 900 ps adicionales a 300 K restringiendo la posición de los 

átomos de la cadena principal (backbone). Luego, se obtuvo una trayectoria de muestreo (sin 

ningún tipo de restricción) de 10 ns. 

MEDIDAS DE LA ENERGÍA DE INTERACCIÓN 

 A lo largo de la simulación de dinámica molecular se evaluaron las interacciones entre los 

ligandos y el resto del sistema (receptor, solvente e iones), la misma se definió como Uab y se 

describe en la Ecuación 4: 

Ecuación 4.  〈𝑈𝑎𝑏〉 = 〈𝑈 − 𝑈𝑎 − 𝑈𝑏〉 

donde, 

U = La energía potencial total del sistema. 

Ua = La energía potencial del receptor, el solvente e iones y sus interacciones (excluyendo al 

ligando). 

Ub = La energía potencial interna del ligando. 

 

ENTORNO DE INTERACCIONES DEL LIGANDO 

Adicionalmente se generaron diagramas en 2D que resumen las componentes más 

importantes de la interacción entre los ligandos y sus receptores, listando los enlaces de hidrógeno, 

el entorno que establecen los residuos en la esfera de interacción con el ligando, sean estos ácidos, 

básicos o hidrofóbicos, así como también las interacciones aromáticas que se podrían presentar. 
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El proceso computacional utilizado consistió en una serie de etapas que se muestran en la 

Fig. 3 en la cual se muestra una estrategia que implica las etapas de modelación y posterior uso de 

los modelos para medir la interacción con diferentes carotenoides.  

 

Figura 3.   Resumen de las etapas del proceso de modelado, docking molecular, simulación de 

dinámica molecular y análisis de las trayectorias utilizadas en el estudio. 



Capítulo III 
 

66 
 

 

La etapa de modelación incluye modelado por homología, minimización de energía 

(refinamiento), dinámica molecular, análisis y selección del mejor modelo. Luego, en la etapa de 

docking, cada modelo seleccionado dio lugar a un modelo de cada carotenoide anclado a cada 

proteína. Luego, cada complejo fue validado mediante simulación de dinámica molecular en la 

cual se analizó la estabilidad y se estableció el tiempo a partir del cual se puede considerar que 

cada complejo CCD4-carotenoide ha alcanzado el equilibrio termodinámico. A partir de ese 

tiempo se establece la etapa de producción en equilibrio.  Finalmente, una vez determinado el 

tiempo en el que los modelos se muestran equilibrados, se colectaron las estructuras y propiedades 

durante las etapas de producción de las simulaciones con el fin de realizar medidas de energía de 

interacción Uab, RMSD, distancias en la esfera de coordinación del Fe+2 y posibles sitios de clivaje 

de cada carotenoide 

 

RESULTADOS Y DISCUSION 

 

ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS Y SELECCIÓN DEL TEMPLATE  

Los alineamientos de las secuencias muestran un porcentaje de identidad de 22,9% entre la 

CCD4a y la ACO y una similitud de 37,1% mientras que, para la CCD4b, se observa un 23,1% de 

identidad y 38,9% de similitud (Tabla 1).  

Tabla 1. Porcentaje de identidad (diagonal inferior) / similitud (diagonal superior), para las 

secuencias de la CCD4a, CCD4b comparando con el template ACO. Para el 

alineamiento se utilizó la matriz de sustitución BLOSUM62, para abrir un gap = 7, 

extender un gap = 1, utilizando el programa MOE-Align. 

Identidad/similitud CCD4a CCD4b ACO 

CCD4a 100,0 62,7 37,1 

CCD4b 48,8 100,0 38,9 

ACO (template) 22,9 23,1 100,0 

 

Los valores observados son relativamente bajos, pero se espera una buena conservación de 

la estructura secundaria y terciaria en la superfamilia de las CCDs, debido a esto se consideró 
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aceptable tomar a la ACO como un template para modelado para proceder a la fase de modelado 

por homología. Adicionalmente, considerando el gran número de grados de libertad que poseen en 

su estructura los carotenoides, es de crucial importancia contar con una referencia cristalográfica 

del ligando en el sitio de unión. La estructura de la ACO cumple con estos requisitos, debido a 

esto se seleccionó como template frente a otros posibles candidatos. 

MODELADO MOLECULAR 

El modelo por homología de la CCD4b, incluyendo al ligando apocarotenoide y su 

estructura secundaria, así como la esfera de coordinación del Fe+2 en el sitio activo, están resaltados 

en la Fig. 4. La superposición de los cuatro modelos CCD4 iniciales (a, b, c) sobre el template de 

la ACO se muestra en la Fig. 5. 

 

Figura 4.  Diagrama de cinta de la cadena principal de la proteína CCD4b modelada antes y después 

de 10 ns de simulación de dinámica molecular. El apocarotenoide co-cristalizado en la 

estructura ACO se indica en esferas grises. Los átomos de oxígeno en el apocarotenoide 

se muestran en color rojo. El átomo de Fe+2 se muestra en una esfera cian y algunos 

detalles del entorno catalítico se indican con varas. 
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Figura 5. Diagrama de cinta de la cadena principal de las proteínas CCD4 modeladas: CCD4a en 

rojo, CCD4b en amarillo y CCD4c en verde, superpuestos con el template ACO en rosa. 

En azul están representados: el átomo de Fe+2 en el centro catalítico y el apocarotenoide 

co-cristalizado en la estructura de la ACO. 
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Las proteínas modeladas pueden describirse como un β-propeller formada por siete 

láminas-β arregladas en un eje formando una estructura toroidal, análoga a lo descrito para el 

template. Cuatro residuos de histidina altamente conservadas se encuentran formando la esfera de 

coordinación de la Fe+2. La estructura terciaria contiene una serie de cadenas antiparalelas que 

están conectadas por loops. Las láminas-β forman un cilindro espiralizado como la parte de una 

estructura rígida, mientras que los loops juntos con algunas α-hélices cortas conforman la parte 

flexible de la estructura. (Kloer y Schulz, 2006) 

El sitio activo conformado por la esfera de coordinación de la estructura de la CCD4a 

modelada y del template se muestran en la Fig. 6. 

 

 

 

 

Figura 6.   Esfera de coordinación del Fe+2 (esfera cian). Las moléculas de agua están marcadas 

con un "W". (a) Esfera de coordinación del template ACO. (b) Esfera de coordinación 

del modelo CCD4a. 
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RESULTADOS OBSERVADOS EN EL DOCKING  

 

En la Tabla 2 se muestran los 5 mejores scores de docking de las mejores poses 

correspondientes a conformaciones de los tres carotenoides estudiados con CCD4a. Todos estos 

valores se encuentran en el rango de -85 a -65 kJ/mol, lo que resulta razonable por ser ligandos 

semejantes, si bien la función de score utilizada es lo suficientemente sensible como para detectar 

las bajas diferencias en la polaridad y la formación de enlaces de hidrógeno de estos tres ligandos. 

Tabla 2. Valores observados del score London ΔG en el procedimiento de docking para la 

Zeaxantina, β-criptoxantina y β-caroteno en el sitio activo de la CCD4a 

Poses Zeaxantina β-criptoxantina β-caroteno 

1 -85,14 -73,43 -67,40 

2 -82,30 -73,30 -66,19 

3 -81,13 -72,84 -65,40 

4 -80,25 -72,51 -64,94 

5 -78,83 -71,76 -64,73 

 

El score logrado se puede asociar con el número de grupos hidroxilos ubicados en los 

anillos de los ligandos, donde se observa que ambos siguen la misma tendencia: zeaxantina > β-

criptoxantina > β-caroteno. Estos resultados confirman la importancia de los patrones de enlaces 

de hidrógeno entre los carotenoides y las oxidasas. 

Una estimación más precisa de las energías de interacción entre los ligandos y el receptor 

fue calculada con la función Uab y en la Tabla 3 se compararon con los resultados experimentales. 

En las dinámicas moleculares, los valores de la Uab reflejan la capacidad de establecer los enlaces 

de hidrógenos de los ligandos, siendo correlativo al número de grupos OH presentes: Luteína y 

Zeaxantina > β-criptoxantina > (α,β)-caroteno y licopeno. 

Por otro lado, en la misma Tabla 3 se informan las distancias entre el Fe+2 y los átomos de 

carbono de los ligandos mostrándose que los dobles enlaces susceptibles a ser clivados 

corresponderían a las posiciones 7’=8’ y 9’=10’. 
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Tabla 3. Distancias (en Å) entre el centro metálico Fe+2 de la CCD4b y los átomos de carbono 15, 

15’, 10’, 9’, 8’ y 7’ en los correspondientes carotenoides estudiados. Coeficiente de 

partición octanol/agua (logPo/w), energía de interacción del ligando Uab (kJ/mol) y 

bioactividad reportada por la literatura. 

CCD4b 15 15’ 10’ 9’ 8’ 7’ logPw/o Uab (kJ/mol) Bioactividad(+) 

Luteína 11,70 12,48 7,05 6,19 5,70 5,82 8,77 -450,53 Sustrato* 

Zeaxantina 10,90 9,68 5,51 5,38 5,97 6,13 8,57 -407,73 Sustrato 

β-criptoxantina 11,68 11,16 5,24 5,81 5,28 6,22 8,65 -339,11 Sustrato 

Licopeno 11,87 10,75 4,84 4,49 5,27 5,47 17,65 -254,43 Baja actividad 

α-caroteno 12,84 11,69 7,45 8,17 7,65 8,18 17,28 -264,81 Sustrato* 

β-caroteno 12,91 11,92 8,02 8,53 7,68 8,19 17,44 -253,17 Sustrato* 

*Compuestos presentes solamente en frutas cítricas inmaduras. 

+ (Rodrigo et al., 2013) 

Con fines comparativos, en la Tabla 4 se presentan las distancias entre el Fe+2 y los átomos 

de carbono de la CCD4a y se observa que son ligeramente mayores que las observadas para CCD4b 

(Tabla 3), aun siendo distancias adecuadas para un clivaje mediado por Fe-O2. 

Tabla 4. Distancias (en Å) entre el centro metálico Fe+2 de la CCD4a y los átomos de carbono 15, 

15’, 10’, 9’, 8’ y 7’ en los correspondientes carotenoides estudiados. Coeficiente de 

partición octanol/agua (logPo/w), energía de interacción del ligando Uab (kJ/mol) y 

biactividad reportada por la literatura. 

CCD4a 15 15’ 10’ 9’ 8’ 7’ logPw/o Uab (kJ/mol) Bioactividad(+) 

Zeaxantina 11,32 10,93 8,11 7,23 7,95 7,69 8,57 -424,76 Sustrato 

β-criptoxantina 9,80 8,02 7,85 7,07 7,70 7,48 8,65 -322,08 Sustrato 

β-caroteno 12,30 11,62 8,14 6,90 6,67 7,75 17,44 -247,02 Sustrato* 

*Compuestos presentes solamente en frutas cítricas inmaduras. 

+ (Rodrigo et al., 2013) 

 

En la Tabla 4 se muestran los valores de la Uab para tres ligandos estudiados en ambas 

enzimas CCD4, con el objetivo de compararlas. En ambos casos, la diferencia en los valores de la 

Uab entre la zeaxantina y la β-criptoxantina es aproximadamente de 103 kJ/mol y entre la 

zeaxantina y el β-caroteno es de 178 kJ/mol.  
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En las Tablas 3 y 4 se presentaron los valores del logaritmo del coeficiente de partición 

octanol/agua (logPo/w) como referencia sobre las características hidrofílicas/hidrofóbicas de los 

ligandos. En este caso todos los ligandos se pueden clasificar como hidrofóbicos, tomando como 

referencia que el logPo/w de la molécula de agua es de 3,34 y que los valores positivos mayores 

corresponden a moléculas hidrofóbicas. Se observan diferencias significativas en las xantofilas 

que se presentan como menos hidrofóbicas que los carotenos por poseer hidroxilaciones en sus 

ciclos. 

En la Tabla 5 se presentan los aminoácidos detectados y el número de moléculas de agua 

en la esfera de coordinación del átomo de Fe+2 para los distintos complejos proteína-ligando 

estudiados, tomando como distancia de corte 4,5 Å, por ser esta una distancia en la cual se 

conforman la mayoría de las interacciones no enlazantes. Como se puede observar, el Fe+2 

mantienen los contactos con los cuatro residuos His y dos moléculas de aguas alineadas, que se 

encuentran en la dirección del ligando. En el caso los complejos CCD4, durante la dinámica 

molecular, el Asp268 entra en contacto con la esfera de coordinación del Fe+2, cancelando parte 

de la carga positiva. 

Tabla 5. Residuos aminoácidos detectados en la esfera de 4,5 Å alrededor del centro metálico Fe+2 

y número de moléculas de agua detectadas  

Complejos His218 His267 Asp268 His333 His513 H2O 

CCD4b - Zeaxantina X X X X X 2 

CCD4b - β-criptoxantina X X X X X 2 

CCD4b - β-caroteno X X X X X 2 

CCD4a - Zeaxantina X X X X X 2 

CCD4a - β-criptoxantina X X X X X 2 

CCD4a - β-caroteno X X X X X 2 

ACO-3ON X X  X X 1 

Para completar el análisis, se presenta a continuación una visión gráfica en dos dimensiones 

(2D) de la interacción entre ligandos y CCD4a (Fig. 7). 

En la Fig. 7, se muestran los gráficos de interacción 2D entre ligandos y el receptor de los 

complejos CCD4a con β-caroteno, β-criptoxantina y zeaxantina. Se puede observar la importancia 

de las interacciones hidrofóbicas con el sitio de unión, representadas por nubes esféricas azules. 
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Es de notar que los enlaces de hidrógenos presentes en este diagrama están todos mediados por 

moléculas de agua en el interior del sitio de unión, lo cual indica que el solvente está jugando un 

rol de mediador con la enzima. 

 

Figura 7. Gráfico de interacción 2D de los complejos de CCD4a con β-caroteno, β-criptoxantina 

y zeaxantina obtenidos con el módulo Ligand-Interaction del programa MOE. Los 

residuos que hacen contactos se muestran como círculos en colores correspondientes a 

la hidrofobicidad / hidrofobicidad (rosa= residuos polares; verde = residuos 

hidrofóbicos). Las áreas azules representan la accesibilidad del solvente y la línea 

punteada representa el sitio de unión del ligando. En el caso de las xantófilas β-

criptoxantina y zeaxantina, Se representan la red de enlaces de hidrógeno formada con 

las moléculas de agua dentro del sitio de unión, que juegan un papel de puente con los 

residuos de la enzima. 



Capítulo III 
 

74 
 

 

Finalmente, para completar la descripción de la evolución de la estructura de los diferentes 

complejos en una situación en la que se simulan las mismas condiciones termodinámicas que en 

los procesos biológicos/bioquímicos observados, se hizo uso de las trayectorias de dinámica 

molecular y se evaluó la desviación cuadrática media (RMSD) para dos muestras seleccionadas: 

una trayectoria duplicada de 10 ns cada una del complejo CCD4a-zeaxantina, y una simulación de 

20 ns de trayectoria del complejo CCD4b- β-caroteno. Por un lado, el RMSD fue graficado y se 

obtuvo un promedio de 0,286 y 0,3 Å para las dos trayectorias duplicadas del complejo CCD4a-

zeaxantina. En el caso del complejo CCD4b-β-caroteno el RMSD promedio fue de 0,380 Å. Esto 

demuestra una situación de equilibrio estructural en la simulación.  El resultado se muestra en la 

Fig. 8. 

 

Figura 8. Evolución del RMSD en el tiempo para dos réplicas del complejo CCD4a-Zeaxantina. 

Las réplicas están separadas en colores indicadas en la leyenda de la figura. 

Por otro lado, se realizó un estudio de la evolución del patrón de enlaces de hidrógeno a lo 

largo del tiempo en la esfera de 4,5 Å centrada en cada carotenoide estudiado y se midieron la 
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cantidad de enlaces de hidógeno que forman todos los átomos dadores y aceptores presentes en 

dicha esfera (Fig. 9).  

 

Figura 9.   Evolución del patrón de enlaces de hidrógeno en trayectorias de dinámica molecular 

observadas en una esfera de 4,5 Å centrada en cada ligando.  Superior: Se muestran 

dos réplicas (r1 y r2) en trayectorias de 10 ns de CCD4a y zeaxantina donde el número 

de enlaces de hidrógeno promedio observado fue de 177 Inferior: Se muestra una 

trayectoria de 20 ns de CCD4b1 y β-caroteno, donde el número de enlaces de 

hidrógeno promedio observado fue de 154. 



Capítulo III 
 

76 
 

 

Para el complejo CCD4a-zeaxantina en 10 ns de simulación se observaron promedios de 

176 y 178 enlaces de hidrógeno, mientras que para para el complejo CCD4a-zeaxantina en 10 ns 

de simulación mientras que se obtuvo un total de 154 para el complejo CCD4b-β-caroteno en 20 

ns de simulación. En primer lugar, es de destacar que el β-caroteno no participa de ninguno de 

esos enlaces de hidrógeno, tal como se pone en evidencia gráficamente en la Fig. 7. Sin embargo, 

puede jugar un rol estructurante del solvente (y sus interacciones de enlace de hidrógeno) de 

manera diferente a cualquier otro carotenoide hidroxilado. Por otro lado, tal como es esperable, en 

el caso de las xantofilas se observa un patrón de enlaces de hidrógeno mayor (176 y 178) y que las 

mismas participan en el mismo a través de sus grupos hidroxilados. Eso también se observa en la 

Fig. 7. Esto agrega otra evidencia en que las interacciones de las xantófilas son más intensas que 

en el caso de los carotenos. En conclusión, el promedio de enlaces de hidrógeno mayor para el 

caso de las xantofilas se corresponde con la presencia de un cluster de moléculas de agua 

configurado en el entorno de las hidroxilaciones de las diferentes xantofilas (Fig. 7). 

 

ESFERA DE COORDINACIÓN DEL Fe+2 Y LA INFLUENCIA EN LA REACTIVIDAD DE LAS 

ENZIMAS CCD4 

 

En el cristal de la ACO y en los correspondientes modelos de las CCD4s, una molécula de 

agua toma el lugar del oxígeno en la catálisis real, en la cual el Fe+2 activa al oxígeno para que 

pueda llevarse a cabo el ataque sobre alguno de los carbonos de los dobles enlaces. Por eso es 

esencial en los modelos, ubicar a tal molécula de agua y medir su distancia al Fe+2. Tal como se 

anota en la Fig. 10, construida mediante la sobreposición de todas las moléculas de carotenoides 

ancladas, la distancia entre el Fe+2 y una de las moléculas de agua es de 2,54 Å, y entre ella y el 

doble enlace es de 2,63 Å. Podemos concluir que existe un espacio adecuado para que una 

molécula de oxígeno, posicionada en el lugar de esta molécula de agua, participe de la catálisis en 

donde alguno de los dobles enlaces de los carotenoides será oxidado. 
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Figura 10.  Representación en varas y esferas superpuestas de carotenoides acoplados en CCD4a. 

Magenta: zeaxantina; Verde: β-caroteno; Naranja: β-criptoxantina. En el gráfico se 

muestra la distancia entre la molécula de agua (que ocupa la posición del oxígeno) y 

el Fe+2 y la distancia de la molécula de agua al enlace 7=8. 

 

 

CONCLUSIONES 

 

En el presente trabajo presentamos modelos moleculares validados para la CCD4a y 

CCD4b de Citrus clementina con una serie de seis diferentes ligandos carotenoides. Estimaciones 

de las energías de interacción se presentaron por scores de docking y cálculos de dinámica 

molecular. Ambos modelos moleculares, en su primera versión (la acá presentada) fueron 

obtenidos por modelado por homología partiendo de la estructura cristalográfica de la ACO (PDB 

ID: 2BIW) y resultaron energéticamente estables luego de 5 ns de simulación de dinámica 

molecular. Los modelos construidos confirman la estabilidad de la típica estructura terciaria de los 

homólogos de la CCD4. En ella se pueden describir una parte flexible conformada por loops largos 

y α-hélices cortas y una parte rígida conformada por láminas-β que contienen al Fe+2. El átomo 

metálico está coordinado en una primera esfera por cuatro residuos de histidina. Una segunda 

esfera de coordinación, a una distancia mayor que tales histidinas, se puede describir envolviendo 

https://www.rcsb.org/structure/2biw


Capítulo III 
 

78 
 

 

y manteniendo la estabilidad general de la primera. En ella se encontró el residuo Asp268. Durante 

la simulación de dinámica molecular, los residuos y moléculas de agua alternaban posiciones 

cercanas al Fe+2 lo que sugiere un entorno flexible, con la variabilidad y adaptabilidad suficiente 

como para que la estructura y dinámica de la esfera de coordinación acompañe adecuadamente el 

evento catalítico. 

Los resultados de docking de los carotenoides en el sitio activo de la CCD4a sugieren que 

la unión es más favorable a la zeaxantina que la β-criptoxantina y menos favorable para el β-

caroteno. Los cálculos de dinámica molecular de la CCD4a muestran que la energía de interacción 

promedio sobre las trayectorias están en el mismo orden de unión zeaxantina > β-criptoxantina > 

β-caroteno. 

En el caso de la CCD4b, se encontró de acuerdo con el resultado experimental para todos 

los carotenoides con anillos β, el orden de la preferencia de unión fue: Luteína > zeaxantina > β-

criptoxantina > α-caroteno > licopeno > β-caroteno. Estos resultados muestran mejores 

comportamientos de las xantófilas comparadas con los carotenos, siendo la polarizabilidad y la 

presencia de anillos β hidroxilados importantes para la unión con la enzima. 

La isomería geométrica de los carotenoides a quienes se les asignaron una configuración 

con todos sus enlaces trans (all trans) se conservó durante las simulaciones de dinámica molecular 

en la mayoría de los ligandos. De cualquier manera, el licopeno (caroteno alifático) sufrió una 

isomerización geométrica de trans a cis de uno de sus dobles enlaces conjugados, resultado que 

amerita una investigación más profunda. Una isomerización in silico es un evento inesperado 

durante una dinámica molecular de equilibrio dada la alta energía relativa requerida para una 

rotación de un doble enlace y el espacio restringido que ocupa el ligando en el sitio activo. De 

cualquier manera, isomerizaciones in vivo pueden ocurrir, a través de la actividad catalítica de 

estas enzimas, cuando ellas promueven cambios en los enlaces de los ligandos (Kloer y Schulz, 

2006). Adicionalmente en otros trabajos, la geometría y el espacio conformacional se estudió para 

licopeno y zeaxantina (Meléndez-Martínez et al., 2014).   

Las distancias entre el centro catalítico Fe+2 y los ligandos son adecuados para clivar en la 

posición del doble enlace 7’=8’. En todos los casos se puede descartar la posible actividad de corte 

simétrico 15=15’, que concuerda con los resultados experimentales (Rodrigo et al., 2013). 
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Alternativamente, no se puede descartar un posible punto de corte en el doble enlace 9’=10’ debido 

a que las distancias son cercanas a las observadas en 7’=8’. 

Una vez realizado un estudio detallado del sitio de unión y el comportamiento de dos 

miembros de la familia CCD4 provenientes de Citrus clementina a través de los modelos 

propuestos en este capítulo, nos dispusimos a analizar la estructura de estas proteínas en un 

contexto más realísta. El mismo incluye la interacción con membranas por lo que fue necesario 

reconstruir el modelo con sus respectivos dominios de interacción con membranas, el cual será 

presentado en el capítulo siguiente, en una investigación que brindará una visión in silico más 

cercana a los ensayos in vivo. 
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CAPÍTULO IV 
 

CCD4 DE Citrus clementina Y SU 

INTERACCIÓN CON MEMBRANAS 

BIOLÓGICAS 
 

 

INTRODUCCIÓN 

 

El cloroplasto es un organelo celular característico de las especies vegetales y en el interior 

de el se desarrolla la fotosíntesis. El cloroplasto está conformado por un par de membranas 

concéntricas que forman la envoltura. La membrana de la envoltura interna es altamente selectiva 

y contiene numerosos transportadores que regulan los flujos de metabolitos e iones entre el 

cloroplasto y el citosol. La membrana interna también interviene en algunas enzimas de las rutas 

biosintéticas y entre ellas las de carotenoides.(Rascio, 2013) 
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El tilacoide es un sistema de membranas al interior del cloroplasto, que contiene los 

complejos multiprotéicos por lo general involucrados en las reacciones de la fase luminosa de la 

fotosíntesis. El sistema de membranas del cloroplasto consta de lamelas acopladas (membranas 

tilacoides) separadas por un estrecho espacio intermembrana, que se intercomunican para 

constituir un sistema de membrana continuo y cerrado, cuyo espacio interno (lumen) está 

totalmente aislado del entorno (estroma). (Rascio, 2013) 

La composición de la membrana tilacoidal está integrada principalmente por glicolípidos, 

sulfolípidos, fosfolípidos, las clorofilas y los carotenoides, siendo los principales carotenoides 

presentes la luteína, la violaxantina, la neoxantina y el β-caroteno. (Jeffrey et al., 1974; Britton, 

1990) 

La localización de las enzimas que intervienen en la ruta de los carotenoides, 

específicamente con su asociación a las membranas es determinante para su actividad enzimática. 

La existencia de estas enzimas explica la acumulación y transporte de varios carotenoides, 

productos intermedios y finales en las membranas tilacoidales, muchas de estas enzimas están 

relacionadas a los fotosistemas en las plantas. (Rodríguez-Villalón et al., 2009). 

Como se ha señalado en el Capítulo 3, la estructura en forma de β-propeller se conserva en 

toda la familia de enzimas CCD y también el parche hidrofóbico en el domo de la proteína que 

cubre al canal de entrada del sustrato (Kloer y Schulz, 2006).  En las plantas esta región es aún 

mayor y está formada por dos α-hélices antiparalelas que se han propuesto como involucradas en 

la penetración de la membrana (Ahrazem et al., 2016).  

Un estudio previo sugirió que los residuos de aminoácidos de las α-hélices de la CCD4 de 

citrus cuentan con la capacidad de interactuar con la membrana, sin embargo, la herramienta 

utilizada en ese estudio estaba desarrollada para identificar específicamente proteínas de 

transmembrana. Esta identificación se realizó únicamente en base a la predicción de la constitución 

de la secuencia sin datos estructurales adicionales como la profundidad de penetración y 

orientación de los residuos que intervendrían en el anclaje a la membrana.(Ma et al., 2013a) 

Estudios mutacionales muestran que con la remoción del dominio α-hélice la enzima pierde 

su capacidad de interactuar con la membrana tilacoidal llevando a una perdida de su actividad 

enzimática. (Tan et al., 2001) 
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 Otro estudio mostró que en la VP14, una CCD proveniente de Zea mays, gran parte del 

dominio comprendido por las α-hélices podrían penetrar la superficie de la membrana tilacoidal y 

extraer el sustrato de la membrana a través de un túnel formado principalmente por residuos 

hidrofóbicos y que se extiende hacia el centro catalítico de la enzima (Rubio-Moraga et al., 2014) 

La primera estructura cristalográfica cristalizada de una CCD proveniente de planta 

corresponde a Zea mays y sus autores sugieren como la VP14 se asocia a la membrana de manera 

tal que su orientación y profundidad de penetración permitiría acceder a su sustrato soluble en 

membrana. (Messing et al., 2010). Es importante destacar que 9-cis-neoxantina y 9-cis-

violaxantina, los sustratos primarios de VP14, son 10 veces más abundantes en la membrana 

tilacoide que en otras membranas vegetales (Parry y Horgan, 1991). Además, estos autores 

sugieren que es un mecanismo heredado consistente entre todos las CCDs de origen vegetal. 

En las CCDs provenientes de Arabidopsis thaliana se han observado diferencias en la unión 

a la membrana entre los distintas miembros de esta familia, demostrando que diferentes CCDs de 

una misma especie pueden diferir en su afinidad a la membrana. (Tan et al., 2003) 

Dada la importancia biotecnológica de las dioxigenasas CCD4, ampliamente detallada en 

el Capítulo 1, y la ausencia de evidencia estructural suficientes sobre el anclaje y la interacción 

con las membranas, el presente capítulo se centró en las CCD4 de especies de Citrus clementina 

que se expresan (CCD4a, b y c) combinando diferentes técnicas bioinformáticas para modelar y 

validar sus estructuras tridimensionales, la construcción de complejos con ligandos carotenoides 

putativos para dilucidar su selectividad de sustrato y posibles sitios de corte junto con un análisis 

detallado de los residuos que participan en las interacciones receptor-ligando, así como su 

interacción con membranas biológicas mediante técnicas de simulación molecular. 

El presente capítulo fue remitido a la revista “International Journal of Molecular Sciences 

(IJMS)” bajo el título “Citrus carotenoids cleavage dioxygenases type CCD4 family and their 

interaction with membranes”. Autores: Jorge Cantero, Fabio Polticelli y Margot Paulino. El 

manuscrito se encuentra actualmente en revisión. El documento completo se adjunta en el Anexo 

A2. 
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OBJETIVOS 

 

• Obtener modelos de la estructura tridimensional de proteínas de la familia CCD4 

provenientes de especies de Citrus clementina en interacción con un modelo de 

membrana biológica. 

• Caracterizar los aminoácidos que intervienen en la interacción con la membrana. 

• Evaluar la influencia de la membrana en la estabilidad estructural del dominio α-

hélice de las CCD4 mediante simulación de dinámica molecular. 

• Identificar la selectividad y posibles sitios de corte sugeridos por el análisis de las 

trayectorias de dinámica molecular. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

SOFTWARE, HARDWARE, CAMPO DE FUERZA Y PARAMETRIZACIÓN 

 

Los modelos y simulación se realizaron en una estación de trabajo equipada con un 

procesador Intel® Core™ i7-6950X Extreme Edition corriendo bajo el sistema operativo Linux 

(Ubuntu 18.04), una tarjeta gráfica NVIDIA GTX 1080 para aceleración de cálculos utilizando la 

tecnología CUDA Toolkit 9.0. Todos los cálculos fueron llevados a cabo mediante el software 

NAMD2 versión 2.12 optimizado para trabajar en núcleos CUDA (Phillips et al., 2020). 

El campo de fuerza seleccionado para la simulación fue el Charmm36 (Best et al., 2012) 

compatible de forma nativa con el programa NAMD2. La parametrización de los ligandos se 

realizó a través del programa CGenFF (CHARMM General Force Field) (Vanommeslaeghe et al., 

2010), compatible con el campo de fuerzas Charmm36. En este programa la asignación de 

parámetros y cargas se realiza por analogía, estudiando los patrones de conectividad y el entorno 

químico de cada átomo. Para el átomo de Fe+2 en coordinación se utilizó el esquema no enlazante. 

En consecuencia, la interacción Fe+2-proteína se modeló mediante términos electrostáticos y 
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VDW, permitiendo de esta manera el estudio de posibles cambios en el centro de coordinación. 

Las interacciones de VDW se modelaron mediante un potencial 12−6 Lennard-Jones (LJ) 

siguiendo el modelo del campo de fuerza Charmm36. Los parámetros Rmin y ε se obtuvieron de 

trabajos previos publicados en parametrización de cationes metálicos con carga +2 (Li et al., 2013) 

y se optimizaron para este sistema. 

 

CONSTRUCCIÓN DE MODELOS 3D DE LAS PROTEÍNAS 

 

Los modelos de las proteínas CCD4a, CCD4b y CCD4c, incluyendo a los dominios α1 y 

α3  se construyeron utilizando el software PHYRE2 (Protein Homology / analogY Recognition 

Engine) (Kelley et al., 2016). Este software combina el método de modelado por threading con 

técnicas ab initio con modelado de partes de la secuencia por homología de múltiples templates. 

Se tomaron algunos elementos estructurales del modelo presentado en el capítulo anterior, 

como punto de partida  (Vega-Teijido et al., 2018). En ese sentido, luego de una inspección de la 

esfera de coordinación del Fe+2, la posición del Fe+2 se definió por superposición de ambos 

modelos, verificando la esfera de coordinación del Fe+2 con las histidinas (His257, His307, His373 

y His548). 

Por otro lado, en estos nuevos modelos, la inclusión de los dominios α1 y α3 (presentes 

únicamente en proteínas provenientes de plantas) es especialmente importante dado que son 

quienes interactúan con las membranas tilacoidales de los cloroplastos. 

Los modelos obtenidos de la CCD4a, CCD4b y CCD4c fueron comparados con la 

estructura cristalográfica de la enzima vegetal dioxigenasa de clivaje de 9-cis-epoxicarotenoides 

(VP14), una estructura proveniente del maíz (Zea mays) expresada en Escherichia coli (PDB ID: 

3NPE) siendo esta la única estructura proveniente de plantas con estructura cristalográfica 

conocida que posee los dominios α1 y α3 que interactúan con las membranas tilacoidales. VP14 

es una enzima capaz de tomar como sustrato a los carotenoides con la configuración 9-cis y clivar 

en la posición 11 = 12 (11 '= 12') de los dobles enlaces, formando parte de la primera etapa de la 

https://www.rcsb.org/structure/3NPE


Capítulo IV 
 

87 
 

 

ruta de biosíntesis del ABA (EC 1.13.11.51). La resolución del cristal es de 3.2 Å, con un R-factor 

= 0.242 y un R-free = 0.272. 

 

REFINAMIENTO Y DINÁMICA MOLECULAR 

 

La validación de los modelos se realizó mediante simulaciones de dinámica molecular, para 

lo cual se construyó una caja de agua con solvente explícito definiendo 15 Å de margen entre el 

átomo más externo y el borde de la caja en cada eje cartesiano, resultando celdas periódicas de 

dimensiones de 88 x 100 x 86 Å. Se utilizaron contraiones de NaCl a fin de asegurar la neutralidad 

global de cargas del sistema. Las cajas de agua se construyeron utilizando el modelo de agua 

TIP3P, en el cual las moléculas de agua se consideran rígidas, permitiendo su rotación y traslación 

a lo largo de la caja. 

Para todas las simulaciones se consideraron sistemas en condiciones periódicas, con un 

time step de 2 fs. Las etapas de muestreo se realizaron cada 2 ps.  La electrostática del sistema se 

trató mediante el método Particle Mesh Ewald (PME con un tamaño de grilla de 1 Å y una distancia 

de cutoff para las interacciones de largo alcance de 12 Å. 

Cada simulación consistió en cuatro etapas: 

1 Refinamiento mediante minimización de energía con 2000 steps utilizando gradientes 

conjugados y aplicando restricciones armónicas sobre la cadena principal de la proteína 

y sobre la espera de coordinación del Fe+2 para evitar posibles deformaciones en etapas 

iniciales. 

2 Etapa de calentamiento de 0 a 300 K en 100 ps de simulación, manteniendo la presión 

constante a 1 atm y las restricciones armónicas sobre la cadena principal y la esfera de 

coordinación del Fe+2. 

3 Etapa de simulación de dinámica molecular a temperatura constante de 300 K durante 

1 ns, manteniendo las restricciones armónicas de las etapas anteriores. 

4 Etapa de simulación de dinámica molecular a temperatura constante (300 K) durante 

20 ns, sin restricciones armónicas. 

https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=1.13.11.51
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  La ecuación de movimiento se resolvió utilizando la ecuación de dinámica de Langevin 

(Ecuación 1) para simular un ensamble isotérmico-isobárico (NPT): 

 

Ecuación 1. 𝑚𝑖

𝑑2𝑥𝑖(𝑡)

𝑑𝑡2
= 𝐹𝑖𝑥𝑖(𝑡) − 𝛾𝑖

𝑑𝑥𝑖(𝑡)

𝑑𝑡
𝑚𝑖 + 𝑅𝑖(𝑡) 

donde, 

𝑚𝑖 es la masa del átomo i 

𝑥𝑖(𝑡) es la posición del átomo i al tiempo t 

𝐹𝑖𝑥𝑖(𝑡) es la fuerza que actúa sobre el átomo i al tiempo t 

𝛾𝑖 es el coeficiente de fricción que actúa sobre el átomo i (5 ps-1) 

𝑅𝑖(𝑡) son las fuerzas aleatorias que actúan sobre el átomo i al tiempo t 

 

Luego de finalizar las etapas de simulación de los modelos de la CCD4a, CCD4b y CCD4c, 

se analizó su comportamiento energético y estructural en el equilibrio y como resultado, se 

consideraron adecuadas para utilizarlas en el estudio de los complejos CCD4-ligando y sus 

interacciones con modelos de membranas biológicas. 

 

CONSTRUCCIÓN DE LOS COMPLEJOS CCD4-LIGANDOS 

 

Dada la similitud estructural entre la CCD4a, la CCD4b, y CCD4c obtenidas mediante el 

método de threading con los obtenidos por homología, la posición inicial de los ligandos en el 

sitio activo se estableció alineando estructuralmente ambos modelos y tomando la posición del 

carotenoide en los modelos obtenidos y validados en el Capítulo III (Vega-Teijido et al., 2018). 

Posteriormente, todos los complejos fueron sometidos a simulaciones de dinámica molecular. 
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DINÁMICA MOLECULAR DE LOS COMPLEJOS 

 

La simulación de dinámica molecular de los complejos se realizó siguiendo el protocolo de 

la sección de REFINAMIENTO Y DINÁMICA MOLECULAR. La simulación se dividió en 

cuatro etapas: minimización de energía, calentamiento de 0 a 300 K en 100 ps, dinámica molecular 

de equilibrio a 300 K durante 1 ns restringiendo la posición de los átomos de la cadena principal 

(cadena principal). Luego, se obtuvo una trayectoria de muestreo (sin ningún tipo de restricción) 

de 20 ns. Todas las simulaciones se realizaron por triplicado para lograr un muestreo estadístico 

de los parámetros fisicoquímicos a ser medidos. 

 

CONSTRUCCIÓN DE LOS COMPLEJOS EN MEMBRANA 

 

Para proponer la disposición espacial de las estructuras de proteínas en las bicapas lipídicas 

utilizamos el programa OPM (Orientations of Proteins in Membranes) (Lomize et al., 2012) en el 

cual cada proteína se considera como cuerpo rígido que puede interactuar libremente con una capa 

hidrofóbica de ancho ajustable. La orientación de la proteína se optimiza mediante una simulación 

de dinámica molecular de cuerpo rígido, considerando siempre la proteína como el soluto cuya 

posición relativa respecto a la membrana se debe optimizar y a la membrana mediante una 

representación implícita (no estructural). Como primera etapa, la energía libre (ΔGtransfer) de 

transferencia de la proteína a la membrana desde un medio de solución acuosa se minimiza 

mediante un cálculo a diferentes niveles de penetración, moviendo a la proteína a una velocidad 

de 0,2 Å /step. Finalmente se reporta la profundidad de penetración óptima, el ángulo de rotación 

del centro de masas respecto al plano conformado por la bicapa fosfolipídica, los residuos en 

contacto con la membrana y los residuos fuera de ella y el valor óptimo del ΔGtransfer 

Para la construcción de la membrana utilizamos un modelo pre-equilibrado de 

fosfatidilcolina (POPC), formado por unidades de diacilglicerol y fosfolípido, las cuales 

inicialmente abarcaron una superficie de 102 x 140 Å. El ancho inicial de las membranas, se midió 
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como la distancia promedio entre las capas de los grupos fosfato, y tuvo un valor promedio de 39 

Å para los tres modelos (CCD4a, b y c).  

Las estructuras de las proteínas se acoplaron a las capas de membrana, respetando la 

profundidad y orientación obtenidas en la etapa anterior y removiendo las unidades de POPC que 

se superponían con las mismas. 

El modelo de los complejos proteína-membrana se sometió a simulaciones de dinámica 

molecular siguiendo el protocolo de la sección de REFINAMIENTO Y DINÁMICA 

MOLECULAR, manteniendo la superficie de la membrana constante (formada por el plano X-Y). 

La simulación se dividió en cuatro etapas: minimización de energía, calentamiento de 0 a 300 K 

en 100 ps, dinámica a 300 K durante 1 ns restringiendo la posición de los átomos de la cadena 

principal (backbone) y finalmente la etapa de producción para todos los complejos modelados con 

trayectorias triplicadas de 20 ns. 

Como última etapa, al complejo CCD4b-β-criptoxantina para modelar un paisaje biológico 

más realísta, considerando que la β-criptoxantina es uno de los carotenoides más activos reportado 

en la literatura y para el cual se tiene evidencia experimental (Rodrigo et al., 2013), se amplió el 

muestreo de observación, extendiendo la trayectoria a 1 µs. 

 

ENERGÍA DE INTERACCIÓN DEL LIGANDO (Uab) 

 

La energía de interacción del ligando con todo el sistema molecular modelado (proteína, 

solventes e iones) se evaluó a lo largo de la dinámica molecular, de acuerdo a la Ecuación 2: 

Ecuación 2. ⟨𝑈𝑎𝑏⟩ = ⟨𝑈 − 𝑈𝑎 − 𝑈𝑏⟩ 

donde, 

U es la energía potencial total del sistema 

Ua es la suma de la energía potencial del receptor, membrana, iones, solventes y sus 

interacciones (el ligando es excluido del sistema) 

Ub es la energía potencial del ligando 
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La Uab está compuesta por las componentes no enlazantes del campo de fuerza, que se 

separan en dos términos: las contribuciones de Van der Waals (VDW) y la componente 

electrostática (ELECT). 

 

INTERACCIONES PROTEINA-MEMBRANA 

 

Para el estudio de la influencia de la membrana fosfolipídica en los dominios de las CCD4 

a lo largo de las simulaciones de dinámica molecular, se identificarán los residuos que participan 

directamente de la interacción, la evolución temporal de la superficie de contacto entre la proteína 

y la membrana y la caracterización de las interacciones no enlazantes presentes (tales como el 

patrón de enlaces de hidrógeno, las componentes electrostáticas y de VDW que caracterizan a la 

interacción no enlazante entre ambas). 

Además, se estudiarán los cambios de la estructura de la membrana relacionados a la 

inserción de estas proteínas. 

 

INFLUENCIA DE LA MEMBRANA EN LA MOVILIDAD DE RESIDUOS  

 

El cálculo de la movilidad de los residuos que conforman a una proteína es una medida 

muy importante de su estabilidad. Una de las maneras de representarla es la fluctuación cuadrática 

media o RMSF (Root Mean Square Fluctuation), que es una medida de la desviación de las 

posiciones que ocupa el carbono alfa de cada residuo respecto a una ubicación espacial de 

referencia como puede ser el promedio de las coordenadas del ensemble (Ecuación 3): 
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Ecuación 3. 𝑅𝑀𝑆𝐹𝑖 = √
1

𝑇
∑ (𝛤𝑖(𝑡𝑗) − 𝛤𝑖̅)

2
𝑇

𝑡𝑗=1

 

donde, 

𝑇 es tiempo total de la simulación 

𝛤𝑖(𝑡𝑗) es la posición del centro de masas de la cadena principal del residuo 𝛤𝑖 al tiempo 𝑡𝑗 

𝛤𝑖̅ es el promedio de las posiciones del centro de masas de la cadena principal del residuo 𝛤𝑖, como 

posición de referencia. 

 

Mientras mayor es el valor de RMSF de un residuo, este será más móvil. 

Para estimar las diferencias de movilidad y estabilidad de los distintos dominios de las 

CCD4 en solvente respecto al modelo con interacción con las membranas, se diseñó ad hoc una 

manera de calcular las diferencias entre las fluctuaciones cuadráticas medias (ΔRMSF), siguiendo 

la siguiente ecuación (Ecuación 4): 

Ecuación 4. 𝛥𝑅𝑀𝑆𝐹𝑖 = ⟨𝑅𝑀𝑆𝐹𝑖⟩𝑚𝑒𝑚𝑏 − ⟨𝑅𝑀𝑆𝐹𝑖⟩𝑠𝑜𝑙 

donde, 

⟨𝑅𝑀𝑆𝐹𝑖⟩𝑚𝑒𝑚𝑏 es el valor de la fluctuación cuadrática media del residuo i en el modelo de interacción 

con las membranas. 

⟨𝑅𝑀𝑆𝐹𝑖⟩𝑠𝑜𝑙 es el valor de la fluctuación cuadrática media del residuo i en el modelo en solvente. 

 

 Si el valor de 𝛥𝑅𝑀𝑆𝐹𝑖 es positivo, el residuo i presenta mayor movilidad en el modelo de 

interacción con membranas cuando se compara con el modelo en solvente. Si el valor de 𝛥𝑅𝑀𝑆𝐹𝑖 

es negativo, el residuo i presenta menor movilidad en el modelo de interacción con membranas 

cuando se compara con el modelo en solvente. Si el valor de 𝛥𝑅𝑀𝑆𝐹𝑖  es cero, no se observan 

diferencias en las fluctuaciones del residuo i entre el modelo de interacción con membranas y el 

modelo en solvente. 

Para facilitar la visualización, se representarán los valores del 𝛥𝑅𝑀𝑆𝐹𝑖  mediante la 

coloración similar del diagrama de cintas de la que se utiliza para visualizar las diferencias en el 

factor B cristalográfico. En ese caso, hemos adaptado esa visualización de manera que cuando se 
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visualice la cinta en un color azul, esto indicará una mayor movilidad en fase acuosa, mientras que 

los colores rojizos en las cintas estarán indicando regiones de mayor movilidad em membrana. 

 

PENETRACIÓN EN LA MEMBRANA 

 

La penetración de la proteína dentro de la membrana se estimó mediante la medida de tres 

parámetros a lo largo de la simulación, para lo cual desarrollamos “ad hoc” un conjunto de 

algoritmos. Estos parámetros describen la evolución del espesor de la membrana en el tiempo, la 

profundidad de penetración de la proteína dentro de la membrana y la penetración relativa de la 

proteína en función al grosor de la membrana. 

Para medir el grosor de la membrana, los grupos fosfato alineados en el plano XY y 

proyectados en el eje Z se agruparon en dos conjuntos: un primer conjunto MP2 se definió como 

todos los grupos fosfato en el lado de la membrana en el que se encontraba insertada la proteína. 

Los MP1 son los fosfatos que pertenecen a la otra capa de la membrana. 

El método con el que se midió el grosor medio de la membrana se presenta en la Ecuación 

5: 

 

Ecuación 5. 𝐺𝑟𝑜𝑠𝑜𝑟𝑡 =
∑ (𝑍𝑀𝑃1(𝑖))𝑖

𝑡

𝑛(𝑖)
−

∑ (𝑍𝑀𝑃2(𝑗))𝑗
𝑡

𝑛(𝑗)
 

donde, 

𝑍𝑀𝑃1(𝑖) es el conjunto de valores de las coordenadas cartesianas en el eje Z de los i fosfatos que 

pertenecen al conjunto MP1 al tiempo t, 

𝑍𝑀𝑃2(𝑗)  es el conjunto de valores de las coordenadas cartesianas en el eje Z de los i fosfatos que 

pertenecen al conjunto MP2 al tiempo t, 

𝑛(𝑖) es el número de fosfatos que pertenecen al conjunto MP1, 

𝑛(𝑗)) es el número de fosfatos que pertenecen al conjunto MP2. 

 



Capítulo IV 
 

94 
 

 

El segundo parámetro medido es la penetración de la proteína dentro de la membrana para 

cuyo cálculo se desarrolló el algoritmo presentado en la Ecuación 6: 

 

 

Ecuación 6. 𝑃𝑒𝑛𝑒𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛𝑡 = 𝑀𝑎𝑥(𝑍𝑝𝑟𝑜𝑡)
𝑡

−
∑ (𝑍𝑀𝑃2(𝑗))𝑗

𝑡

𝑛(𝑗)
 

 

donde,  

𝑀𝑎𝑥(𝑍𝑝𝑟𝑜𝑡)
𝑡
 es el máximo valor observado de la coordenada cartesiana Z de la proteína (no se 

consideran átomos de hidrógeno). 

 

Dado que el grosor de la membrana es variable a lo largo de la simulación, el tercer 

parámetro desarrollado fue la penetración relativa de la proteína en la membrana (RPD) en función 

al ancho de la misma, el que se evaluó a lo largo de la simulación mediante el algoritmo presentado 

en la Ecuación 7: 

 

Ecuación 7. 𝑅𝑃𝐷𝑡 =
𝑃𝑒𝑛𝑒𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛𝑡

𝐺𝑟𝑜𝑠𝑜𝑟𝑡
∗ 100 

 

 

ESTIMACIÓN DE LA ENERGÍA LIBRE DE UNIÓN (MMPBSA)  

 

MMPBSA (Molecular Mecanics Poisson-Boltzmann Surface Area) es un método útil para 

la estimación de la energía libre de unión que combina mecánica molecular y modelos de solvente 

implícito continuo. Los procesos de unión receptor ligando se descomponen en dos etapas: 

asociación en fase gaseosa y solvatación en fase acuosa.  Mientras que la energía en fase gaseosa 

se calcula con campos de fuerza de mecánica molecular, los términos de solvatación se cuantifican 

usando modelos de solvente implícito. 
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El muestreo de conformaciones se tomó de las trayectorias generadas durante las dinámicas 

moleculares de equilibrio. Se calcularon tres contribuciones energéticas siguiendo el método 

MMPBSA. Primero, en fase gaseosa se calculó la diferencia energética entre el complejo y la suma 

de las energías del receptor y el ligando por separado, utilizando NAMD y el campo de fuerzas de 

la MD (MM). Luego, la contribución polar a la energía libre de solvatación se calcula 

numéricamente mediante la ecuación de Poisson-Boltzmann (PB) implementado en el programa 

APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) (Jurrus et al., 2018). Posteriormente, se miden los 

cambios (diferencias) de la superficie del área accesible al solvente (SASA) y a partir de ella se 

estima la contribución no polar a la energía libre de solvatación, mediante la relación lineal con 

SASA. Por último, la energía libre de unión ΔGunión se estima mediante la Ecuación 8: 

 

Ecuación 8. 𝛥𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑𝑖𝑛𝑔 = 𝛥𝐻 − 𝑇𝛥𝑆 = ⟨𝛥𝑀𝑀𝑔𝑎𝑠 + 𝛥𝐺𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟 + 𝛥𝐺𝑛𝑜𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟 − 𝑇𝛥𝑆⟩ 

 

donde, 

𝐻 es la entalpía 

T es la temperatura absoluta 

S es la entropía del sistema 

𝛥𝑀𝑀𝑔𝑎𝑠 es la diferencia energética entre el complejo y la suma de las energías del receptor y el 

ligando por separado, calculada por mecánica molecular en fase gaseosa 

𝛥𝐺𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟 es la contribución polar a la energía libre de solvatación 

𝛥𝐺𝑛𝑜𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟 es la contribución no polar a la energía libre de solvatación 

𝑇𝛥𝑆 es la contribución entrópica 

 

El grupo de compuestos estudiados es estructuralmente similar, por pertenecer todos a la 

clase estructural “carotenoides”. Se puede asumir que su contribución a las diferencias en la 

entropía es similar y que por lo tanto los cambios de la energía libre debido al factor entrópico se 

anulan entre sí, cuando se estudian las diferencias entre las energías libres (expresadas como ΔΔG). 

En consecuencia, el término TΔS puede ser ignorado tal como es usual en los métodos MMBPSA. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Los modelos tridimensionales alineados resultados del threading de la CCD4a, CCD4b y 

CCD4c se muestran en la Fig. 1, superpuestos a la estructura de la VP14, una CCD proveniente 

del maíz que posee los dominios de α-hélices que caracterizan a las CCDs de origen vegetal. Tal 

como se explicó antes, estas α-hélices tendrían como función interactuar con las membranas 

tilacoides. En consecuencia, incluirlas en el modelo nos permitirá estudiar el efecto de la 

interacción de nuestras proteínas con membranas biológicas. 

 

Figura 1. Esquema de cintas de los modelos CCD4 alineados:  CCD4a (verde), CCD4b (azul), 

CCD4c (rosa) y VP14 (rojo). El dominio α1 / α3 está señalado con flechas rojas. 

 

Las estructuras obtenidas por PHYRE 2 describen una estructura característica del tipo β-

propeller de los CCDs. Este dominio está formado por siete hojas-β que se disponen alrededor de 

un eje central y dentro del cual se encuentra el centro catalítico compuesto por una esfera de 

coordinación de Fe+2 a través de 4 histidinas altamente conservadas en los miembros de esta 

familia. 
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El alineamiento estructural de los modelos con la estructura cristalográfica de la VP14 

muestra una diferencia estructural en un rango de RMSD 0,85-1,38 Å, mostrando una gran 

similitud entre ellos (Tabla 1). Esto nos permite sugerir que los modelos tridimensionales 

obtenidos fueron muy cercanos a la ya conocida en otra especie vegetal, similitud esperada ya que 

comparte una gran similitud de secuencia con la VP14. 

Tabla 1.  Valores de RMSD (Diagonal inferior, en blanco) y porcentaje de similitud (diagonal 

superior, naranja claro) calculados para los modelos de CCD4a, CCD4b y CCD4c, 

comparados con la estructura cristalográfica de la VP14. 

RMSD/Similitud CCD4a CCD4b CCD4c VP14 

CCD4a -- 62,70 72,00 51,90 

CCD4b 1,14 -- 64,30 52,60 

CCD4c 1,38 0,85 -- 49,60 

VP14 (X-Ray) 0,95 0,69 0,85 -- 

Las principales diferencias en la estructura tridimensional observadas en los modelos se 

encuentran en los loops, que constituyen las regiones más móviles de la estructura como se puede 

apreciar en la Fig. 2. 

 

Figura 2.   Diagrama de cinta de los modelos obtenidos de la CCD4a, b, c y la VP14 indicados 

mediante un esquema de colores RGB en el diagrama de cinta, coloreados en una 

escala continua desde 0 a 1,5 Å, en la cual se colorean según tres rangos: valores bajos 

(en verde) medios (en amarillo) y altos (en rojo). 
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INSERCIÓN DEL DOMINIO α-HÉLICE EN LAS MEMBRANAS 

 

El dominio de α-hélices de las CCD4s está formado por dos α-hélices antiparalelas, α1 y 

α3. En la Fig. 3, las secuencias alineadas de las estructuras secundarias helicoidales α1 y α3 se 

muestran y se colorean por su característica polar/carga. La CCd4b se utiliza como ejemplo, pero 

todos los modelos muestran una disposición similar. Para analizar en detalle, en la parte inferior 

de la figura, se alinearon las secuencias de todas las regiones helicoidales para todos los modelos. 

Es de notar que, en la CCD4b, la región helicoidal α1 comienza en el 45º aminoácido, mientras 

que en la CCD4a y CCD4c en el 86º y 78º respectivamente. Sin embargo, la estructura terciaria 

está muy conservada entre los miembros de la subfamilia CCD4, los primeros aminoácidos siendo 

eliminados en la etapa postraduccional. 

Por un lado, α1 está conformado por 19-20 aminoácidos y predominan los aminoácidos 

polares, Por otro, α3 está conformado por 17 aminoácidos con predominio de hidrofóbicos, lo que 

hace posible una mejor interacción con el núcleo hidrofóbico de la membrana. Se hace evidente 

que, dada una mayor superficie polar o cargada del dominio α1, sus aminoácidos interactúan con 

la membrana tilacoide a través de interacciones polares con las cabezas de los grupos fosfolípidos. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. a) Localización del dominio de α-hélices en la estructura de la CCD4a. El dominio α1/α3 

está señalado con flechas rojas y diagrama de cintas del mismo color. 

 

α1 

α3 
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Figura 3 (continuación). b) Secuencias alineadas del dominio helicoidal (α1 y α3) en los receptores 

CCD4a, b y c. La polaridad de los aminoácidos se representa en colores: cargados 

negativos (rojo); cargados positivos (azul); hidrofóbicos (verde); polares neutros 

(violeta). Init y fin: indican la posición inicial y final de las secuencias.  

 

En la Fig. 4 se muestran dos representaciones del modelo de la proteína CCD4b insertada 

en la membrana. Por un lado, una representación en cinta del modelo insertado en la membrana 

permite ver las dos hélices α1 y α3 insertadas en la membrana. Por otro lado, las superficies 

accesibles al solvente están coloreadas por la distribución de carga y se muestran en dos 

perspectivas. En ambas representaciones, los grupos fosfato de la membrana están representados 

mediante esferas grises. Se muestra la interacción de los grupos hidrofílicos (superficies rojas y 

azules) de las α-hélices, y la de las regiones hidrofóbicas que interactuarán con el núcleo 

hidrofóbico al interior de la membrana. 

Se puede observar que la penetración de la proteína en la membrana tilacoidal es tal que 

los grupos hidrófobos de las α-hélices interactúan con los ácidos grasos dentro de la membrana. 

Dependiendo del receptor, la penetración inicial en la membrana fosfolipídica fue de 5,2 a 7 Å, y 

con un valor promedio del ΔGtransfer de -58,1 kJ / mol (Tabla 2). Estos valores son consistentes con 

los observados para VP14, en la que se reportó una de penetración de 7 Å (Messing et al., 2010). 

En consecuencia, el modelo propuesto no sugiere que sean proteínas transmembrana, sino 

posibles proteínas periféricas ancladas a las membranas tilacoidales. La proteína quedará anclada 

a la membrana tilacoidal y la mayor parte de su superficie se orientará hacia el estroma (la matriz 

al interior de los cloroplastos). 
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Figura 4.   Superior: Representación en diagrama de cintas del modelo CCD4b insertado en la 

membrana (grupos fosfatos indicados mediante la superficie gris punteada). Inferior: 

una representación de la superficie molecular coloreada por carga/hidrofobicidad: 

hidrófobo (verde), negativo (rojo) y azul (positivo). 

 

Una comparación entre todos los modelos de CCD4s anclados a la membrana, indica una 

orientación similar dentro de la membrana. En la Tabla 2 se muestran el ángulo, la profundidad y 

la energía libre de transferencia del solvente a la membrana (ΔGtransfer). En la Fig. 5, se representan 

como cintas todos los modelos alineados de complejos de membrana-CCD4. 
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Figura 5.  CCD4a (rosa), CCD4b (naranja) y CCD4c (cian) en complejos con la membrana 

representada por un plano de esferas grises definidas por las cabezas de fosfolípidos 

en las que se orientan los dominios α1 y α3. La flecha roja apunta al centro catalítico 

de Fe+2 (esfera en cian). 

 

Es evidente a partir de esta figura y de los valores que se muestran en la Tabla 2 que no 

existe una gran diferencia entre estos modelos. 

Tabla 2.   Estimación de los valores del ángulo de inclinación del primer eje principal de inercia 

con respecto al plano formado por los grupos fosfatos de la membrana, la profundidad 

de penetración en la membrana y la energía libre de transferencia del solvente a la 

membrana (ΔGtransfer). 

Proteína Ángulo Profundidad ΔGtransfer(kJ/mol) 

CCD4a 32° (±4°) 7,0 (±0,6) -64,4 

CCD4b 39° (±4°) 5,8 (±1,3) -61,5 

CCD4c 28° (±4°) 5,2 (±0,5) -48,5 

Promedio 33° 6,0 -58,1 

 

La visión de estos modelos nos permite proponer que la penetración de la región 

hidrofóbica formada por las α-hélices de las CCD4s coloca el canal de entrada del sustrato en las 

proximidades de la membrana tilacoidal, facilitando el acceso de los ligandos al receptor. Es 
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importante señalar que uno de los componentes más abundantes de la membrana tilacoidal son los 

carotenoides, observación que permite apoyar nuestra hipótesis. 

ANÁLISIS ENERGÉTICO Y EQUILIBRIO TERMODINÁMICO 

En la Tabla 3 se muestran los valores promedios y las desviaciones estándar 

correspondientes a las componentes de las energías de interacción: Van der Waals (VDW) y 

electrostática (ELECT), y la energía total de interacción (Uab) de los ligandos, para las trayectorias 

de la dinámica molecular de los complejos CCD4 a, b, c y todos los carotenoides aquí estudiados. 

Tabla 3.  Energía de interacción total (Uab) y sus componentes de Van der Waals (VDW) y 

electrostáticos (ELECT) promediados para todos los complejos. Los promedios se 

evalúan en función del tiempo para todas las trayectorias. Todos los valores están en 

kJ/mol. Valores menores de la Uab (Total) se resaltan en naranja. 

Receptor Ligando Uab (ELECT ) 

Media (±SD ) 

Uab (VDW) 

Media (±SD ) 

Uab (Total) 

Media (±SD ) 

CCD4a 

3ON -116,50 (±23,93)  -274,37 (±16,58)  -390,87 (±23,61)  

ACR -33,11 (±10,16)  -344,21 (±18,75)  -377,32 (±22,07)  

BCR -21,03 (±8,75)  -344,23 (±17,66)  -365,26 (±19,51)  

LYC -32,66 (±10,96)  -351,83 (±15,51)  -384,49 (±18,94)  

LUT -110,95 (±21,48)  -342,63 (±17,54)  -453,58 (±23,83)  

RRX -77,24 (±16,85)  -333,07 (±17,81)  -410,30 (±21,77)  

ZEX -135,94 (±25,19)  -316,85 (±18,62)  -452,79 (±26,42)  

CCD4b 

3ON -124,99 (±27,10)  -271,27 (±18,53)  -396,27 (±24,13)  

ACR -33,41 (±10,80)  -351,57 (±16,37)  -384,97 (±21,24)  

BCR -31,76 (±10,65)  -342,07 (±14,83)  -373,83 (±18,16)  

LYC -32,05 (±10,86)  -367,96 (±15,46)  -400,02 (±19,02)  

LUT -119,87 (±23,65)  -331,35 (±17,78)  -451,22 (±24,61)  

RRX -76,22 (±12,89)  -350,70 (±15,71)  -426,93 (±20,45)  

ZEX -121,58 (±25,71)  -348,27 (±18,43)  -469,85 (±26,72)  

CCD4c 

3ON -137,52 (±25,04)  -257,66 (±16,61)  -395,18 (±24,23)  

ACR -29,88 (±10,07)  -355,33 (±14,78)  -385,21 (±17,95)  

BCR -32,91 (±11,40)  -346,46 (±16,16)  -379,36 (±21,21)  

LYC -36,42 (±11,65)  -363,98 (±17,23)  -400,40 (±19,95)  

LUT -137,28 (±28,76)  -318,32 (±18,68)  -455,60 (±26,78)  

RRX -83,85 (±18,59)  -329,94 (±18,81)  -413,79 (±23,63)  

ZEX -132,90 (±23,44)  -360,72 (±18,69)  -493,62 (±24,86)  
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Los carotenoides son moléculas altamente hidrófobas. De manera complementaria, el sitio 

de unión es un canal lineal altamente hidrofóbico que favorece las interacciones con el ligando que 

está fuertemente empaquetado con interacciones gobernadas por interacciones de tipo VDW de 

corto alcance. Las interacciones polares también están presentes, pudiéndose entonces comprender 

y explicar que la contribución a la energía de interacción es mayor en las xantofilas en comparación 

con los carotenos alifáticos. Las xantofilas en sus regiones polares (sitios caracterizados por la 

presencia de oxígeno) tienden a formar enlaces de hidrógeno con moléculas de agua, o interactuar 

con otras moléculas polares del receptor. 

En la Fig. 6 se muestra gráficamente la evolución de las energías de β-criptoxantina, el 

carotenoide más activo, en función del tiempo. 

 

 

Figura 6.  Evolución de la energía de interacción (Uab) y sus componentes (Elec y VDW) de la β-

criptoxantina en complejo con el CCD4b a lo largo de la simulación de dinámica 

molecular. Se muestran las contribuciones electrostaticas (rojo), Van der Waals (verde) 

y la energía de interacción Uab total (azul). 
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ANÁLISIS ESTRUCTURAL (RMSD Y RMSF) 

 

En la Fig. 7 se representa el análisis de los complejos RMSD de los modelos CCD4 a, b y 

c y los siete carotenoides en estudio. 

 

Figura 7.    Valores de RMSD en función al tiempo de simulación de dinámica molecular para los 

modelos de los complejos CCD4a (a), CCD4b (b) and CCD4c (c) y siete ligandos 

carotenoides: 3ON: 3-hidroxi-8'-apocarotenol, ACR: α-caroteno; BCR: β-caroteno; 

LUT: luteína; LYC: licopeno; RRX: β-criptoxantina: ZEX: zeaxantina. 

Como se desprende de estos gráficos, los diferentes complejos presentaron una estabilidad 

global (energética y estructural). 

Para evaluar la influencia de la membrana en la estabilidad estructural, se realizó una 

evaluación del RMSF de modelos con y sin membrana y se evaluaron las diferencias (ΔRMSF) 

entre ambos grupos de modelos. Los resultados se muestran en la Fig. 8. 
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Figura 8.  Izquierda: Valores de ΔRMSF para CCD4a, CCD4b y CCD4c. El primer cuadrado azul 

punteado está señalando hélices α1 y el segundo cuadrado de puntos azules α3. Derecha: 

Estructuras 3D de todos los modelos insertados en la membrana. Regiones más móviles, 

corresponden a ΔRMSF > 0 se indican con el color rojo. Las hélices coloreadas en azul 

corresponden a regiones menos móviles y con ΔRMSF < 0. 
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Los dominios α1 y α3, al tener una interacción directa con la membrana, son las regiones 

que reciben el efecto de la presencia de la membrana, evidenciado una disminución de las 

fluctuaciones promedio (ΔRMSF negativo). Además, es posible observar que α1 tiene una 

coloración azul más intensa lo que indica una menor movilidad en comparación con la α3. Con 

respecto a las regiones que aumentan la movilidad (ΔRMSF positivo y de color rojo en la imagen 

3D), son loops expuestos a la matriz líquida del estroma en el cloroplasto. 

DISTANCIAS AL Fe+2 Y ENERGÍAS LIBRES DE UNIÓN 

Las energías libres de unión de los complejos CCD4 a, b y c con todos los carotenoides 

(ACR, BCR, LUT, RRX) en estudio y el apocarotenoide cocristalizado (3ON), se estimaron 

mediante el método MMPBSA a partir de conformaciones generadas en las simulaciones de 

dinámica molecular y se calcularon como promedios temporales y sus desviaciones estándar 

correspondientes. 

Se muestran los valores promediados y las desviaciones estándar correspondientes de la 

energía libre de unión ΔGbinding estimada mediante MMPBSA, calculada para las estructuras 

extraídas de las trayectorias de dinámica molecular equilibradas de los complejos CCD4 a, b, c y 

todos los carotenoides aquí estudiados. Los resultados se muestran en la Tabla 4. 

Como se puede observar en la Tabla 4, el anclaje y todo el evento catalítico se podría centrar 

principalmente alrededor de una región cerca del doble enlace C7 = C8 y C9 = C10 y sugiere que 

la catálisis ocurre en un sitio asimétrico. 

Cuando las energías libres de unión de MMPBSA se consideran junto a la observación de 

distancias, se podría concluir que la tendencia del sitio catalítico de las oxidasas del tipo CCD4 de 

citrus se ubican cerca del doble enlace C9 = C10, promoviendo una ruptura no simétrica en esa 

región. 

Con respecto a la especificidad del sustrato, se podría conjeturar que para el caso de CCD4a 

se favorecerá una oxidación asimétrica en C9 = C10 del β-caroteno como posible mejor sustrato, 

con la mejor energía de unión estimada de -162,54 kJ/mol, y separándose del resto, mientras que 

su afinidad por las xantofilas es menor (LUT, RRX y ZEX), dando cierta preferencia a los 

carotenos. 
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Tabla 4.  Distancias (A) entre los átomos de carbono C7, C8, C9, C10, C10 y C15´ de los 

carotenoides y el átomo de Fe+2. Primera columna: carotenoides ensayados: ACR = α-

caroteno; BCR = β-caroteno; LUT = luteína; RRX = β-criptoxantina y ZEX = 

zeaxantina. Las celdas que contienen los valores mínimos de distancias están resaltadas 

en naranja. Las energías libres de unión evaluadas en kJ/mol por el método MMPBSA 

se presentan en la última columna. La trayectoria de RRX * en CCD4b se extendió a 1 

µs. 

Receptor Ligando C7 C8 C9 C10 C15 C15’ MMPBSA (±SD) 

CCD4a 

ACR 9,3 8,7 8,4 8,2 10,6 11,9 -148,50 (±14,88)  

BCR 8,2 7,1 6,3 6,0 8,0 9,2 -162,54 (±17,60)  

LUT 9,5 8,5 8,6 8,3 11,2 11,9 -136,63 (±17,78)  

RRX 7,4 7,3 7,3 8,4 10,9 11,2 -133,16 (±18,15)  

ZEX 7,8 7,04 6,5 7,4 10,2 11,1 -124,20 (±17,85)  

CCD4b 

ACR 11,8 12,3 12,2 11,4 11,7 11,7 -123,18 (±17,91)  

BCR 11,1 11,2 10,7 9,5 9,4 10 -142,60 (±19,08)  

LUT 7,5 7,1 6,5 7,3 9,5 10,6 -119,18 (±29,12)  

RRX 10,1 9,9 8,9 7,8 5,8 6,8 - 150,19 (±16,83)  

RRX* 8,9 8,0 6,8 6,9 7,9 8,6 -164,57 (±15,74)  

ZEX 7,0 6,7 6,2 7,1 10 11 -88,43 (±22,31)  

CCD4c 

ACR 12,3 12 11,3 10 7,9 7,3 -106,32 (±19,08)  

BCR 10,9 9,9 8,5 8,2 5,8 6,3 -92,58 (±27,12)  

LUT 11,4 12,2 11,9 11,6 11,6 11,3 -105,77 (±28,35)  

RRX 10,8 11,2 10,5 9,8 8,7 9,12 -128,21 (±20,68)  

ZEX 12,2 11,14 9,93 8,8 6,4 6,8 -99,74 (±19,03)  

CCD4b-RRX* corresponde al complejo extendido a un tiempo de simulación de dinámica molecular de 1 µs. 

En el caso de la CCD4c, si nos referimos a distancias con el Fe+2 en el sitio catalítico, 

podría ser favorable una rotura no simétrica (C9 = C10) así como simétrica (C15 = C15´). En este 

caso, la β-criptoxantina tiene una energía de enlace de -128,21 kJ/mol obtenida como promedio de 

la trayectoria de 20 ns. 

Prestamos especial atención a la enzima CCD4b en la que la energía libre de unión apunta 

a la β- criptoxantina como el mejor ligando. Como no existe una definición clara con respecto a la 

simetría de rotura, se obtuvo una trayectoria de microsegundos para confirmar este resultado y se 

presenta anotado como RRX *. Con la extensión de la simulación se observa una disminución en 

las distancias C9 = C10 con Fe+2 sugiriendo a esta posición como posible sitio de corte. 
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Para conocer con más detalle cómo interactúa el ligando RRX con el receptor CCD4b, se 

utilizó la herramienta de “Ligand Interaction” en MOE (Fig. 9) en la que se observan los 

principales aminoácidos que intervienen en la interacción, en una visión bidimensional. En la 

segunda parte de la Fig. 9, se aporta la visión tridimensional para el mismo complejo. 

 

 

Figura 9. a) Representación gráfica 2D de la interacción de la β-criptoxantina en complejo con la 

CCD4b. Se muestran los residuos que entran en contacto con el carotenoide a menos de 

4,5 Å. El significado de los colores y las sombras dibujadas como esferas sobre cada 

aminoácido se indica en la leyenda de la figura. b) Representación 3D en la que se 

señaliza el centro catalítico y especialmente el átomo de Fe+2, mostrando la proximidad 

al doble enlace C9=C10.  
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ANÁLISIS DE LA INTERACCIÓN PROTEÍNA – MEMBRANA 

 

En la Fig. 10, se muestra el modelo de la CCD4b insertada en la membrana, luego de 20 ns 

de dinámica molecular. La evolución a lo largo de la simulación del espesor medio de la 

membrana, la profundidad de penetración de la proteína dentro de la membrana y la penetración 

relativa de la proteína en la membrana se muestran en las Fig. 11 – 13. 

El área que comprende la superficie de contacto observado a lo largo de la simulación de 

dinámica molecular entre los distintos complejos y la membrana muestra que la interacción es 

significativa y abarca una superficie no despreciable que va típicamente desde los 2250 a los 3250 

Å2. (Fig. 14). Esta superficie de contacto está dominada principalmente por los residuos que 

involucran al dominio α-hélice, al igual que lo observado en la estructura de la VP14 por Messing 

et al. (2010), lo que nos permite señalar como un mecanismo consistente también con las CCD4 

de citrus, sugeridos previamente en los estudios de Ma et al. (2013), estableciendo una interacción 

estable que debido a la orientación y profundidad de penetración en la superficie de la membrana 

tilacoidal permitiría a las CCD4 a extraer a los carotenoides solubles en la membrana a través de 

un túnel formado principalmente por residuos hidrofóbicos y que se extiende hacia el centro 

catalítico de las enzimas, este túnel hidrofóbico fue previamente caracterizado en el Capítulo III.  

Por último, para complementar el análisis de  las interacciones entre las proteínas y la 

membrana,  se registró y graficó la evolución de los enlaces de hidrógeno a lo largo de la 

simulación (Fig. 15). El promedio  de enlaces de hidrógenos observados fueron:  9 para el CCD4a, 

7 para CCd4b y 10 para CCD4c. Por tanto, no existe una diferencia significativa a este respecto 

entre las diferentes proteínas que indican que el mecanismo de unión proteína-membrana es similar 

en todas ellas.  
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Figura 10.  CCD4b insertado en una bicapa de fosfatidilcolina después de la etapa de 20 ns. Los 

grupos fosfato están alineados en el plano XY y proyectados en el eje Z. MP2 es el 

conjunto de todos los grupos fosfato en el lado de la membrana en el que se insertó la 

proteína. MP1 es el conjunto de todos los grupos fosfato que pertenecen a la otra capa 

de la membrana. 𝑀𝑎𝑥(𝑍𝑝𝑟𝑜𝑡) es la máxima posición atómica observada de la proteína 

a lo largo del eje Z (sin considerar los átomos de hidrógeno). Z1 y Z2 son los valores 

promedios de las coordenadas en el Z de MP1 y MP2, respectivamente. 
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Figura 11.  Espesor promedio de la membrana para los complejos CCD4a, CCD4b y CCD4c en 

el tiempo, coloreados según un código que se indica en el lado derecho de la figura. 

 

 
Figura 12.  Profundidad de inserción de las proteínas en la membrana medida para los tres 

complejos estudiados, coloreados según el código indicado a la derecha 
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Figura 13.  Penetración relativa de la proteína en la membrana (RPD) evaluada a lo largo de las 

trayectorias de dinámica molecular para la CCD4a, CCD4b y CCD4c. 

 

 
Figura 14.   Evolución de la superficie de contacto (Å2) de los complejos con la membrana: CCD4a 

(rojo), CCD4b (verde) y CCD4c (azul). CCD4a obtuvo una media de 2797.15 

(±153.89), CCD4b:  2674.08 (±163.75) y CCD4c: 2885.87 (±118.13). 
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Figura 15.   Evolución temporal de los enlaces de hidrógeno entre proteínas y la membrana. CCD4a 

(rojo), CCD4b (verde) y CCD4c (azul). El promedio de los enlaces de hidrógeno fue 

nueve para CCD4a, siete para CCD4b y 10 para CCD4c. 

  

 

CONCLUSIONES 

 

Se han construido nuevos modelos de los miembros de la subfamilia CCD4 provenientes 

de Citrus clementina, incluyendo dominios que interaccionan con las membranas, para estudiar la 

posible interacción con las membranas tilacoidales. Los modelos han sido validados mediante 

procesos de simulación de dinámica molecular en agua en trayectorias que han mostrado 

estabilidad estructural a lo largo de la simulación. 

Se aportan evidencias de que los dominios de las hélices α1 y α3 incluidos en estos modelos 

son esenciales para la interacción con las membranas tilacoidales y que en presencia de estas la 

fluctuación promedio en estos dominios disminuye estabilizando la estructura. Mientras que α1 se 

caracteriza por el dominio de aminoácidos polares que interactúan con los grupos fosfatos de la 

membrana, α3 se caracteriza por la abundancia de aminoácidos apolares que favorecen la 
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interacción con el núcleo hidrofóbico de la membrana, logrando una penetración de 10 Å que 

constituye una penetración relativa de aproximadamente 30-35% de la membrana (Fig. 12-13). 

Mientras que en la energía de interacción Uab se observa una preferencia en la unión con 

las xantofilas (ZEX, LUT y RRX), cuando se mide por el método MMPBSA se observa un 

panorama similar pero que también incluye a los carotenos como BCR como posibles sustratos, 

en concordancia con lo que se sabe a partir de datos experimentales que las xantofilas y los 

carotenos se unen a CCD4 (Ahrazem et al., 2016). 

Finalmente, el posible sitio de escisión oxidativa muestra una tendencia claramente 

asimétrica en las posiciones C7 = C8 y C9 = C10 que es consistente con la de otros miembros ya 

conocidos del tipo CCD4 (Ahrazem et al., 2016; Rodrigo et al., 2013). 
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CAPÍTULO V 
 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
 

 

CONCLUSIONES 

 

 

Del conjunto de resultados de esta Tesis se pueden extraer las siguientes conclusiones: 

 

Se han identificado 12 genes de enzimas de clivaje de carotenoides (CCDs) en Citrus 

clementina (CCD1, CCD1*, NCED2, NCED3, CCD4a, CCD4b1, CCD4b2, CCD4c, CCD4d, 

NCED6, CCD7, CCD8), que contiene entonces 5 miembros de la subfamilia CCD4. El análisis de 

las secuencias revela que las CCD4s forman un grupo claramente separado de las demás 

subfamilias. 

Los motivos conservados identificados de las secuencias CCD4s de origen vegetal, 

presentan un largo variable entre 30 a 50 aminoácidos. Las secuencias consenso de tales motivos 

poseen una composición similar, lo que sugiere que estas regiones se organizan en plegamientos 

similares conformando láminas-β en la arquitectura típica de β-propeller. Tales plegamientos son 
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característicos de las enzimas de origen vegetal que clivan carotenoides, como se comprobó al 

alinear los motivos sobre la estructura de la VP14 de Zea mays (PDB: 3NPE).  

La predicción de la estructura secundaria muestra un claro predominio de las láminas-β a 

lo largo de las secuencias de las CCD4, resultado consistente con la arquitectura de esta familia de 

proteínas cuya arquitectura se describe como β-propeller. Las α-hélices aparecen al inicio de la 

secuencia luego de la región N-teminal desestructurada (> 100 aa) y las mismas fueron 

identificadas como probables dominios de interacción con la membrana tilacoidal. Este dominio 

α-hélices se postula como el domo hidrofóbico de interacción con las membranas consistente con 

lo observado por Messing et al., (2010) en la VP14 de Zea mays. 

La CCD4b2 y la CCD4d fueron predichas como duplicaciones de la CCD4b1 y CCD4c, 

respectivamente. Estas duplicaciones en tándem explican la mayor variabilidad de las mismas 

debido a la menor presión selectiva y a la pérdida de un motivo fuertemente conservado en la 

CCD4d que afecta a una de las histidinas conservadas en la esfera de coordinación del Fe+2, 

sugiriendo la pérdida de su capacidad catalítica. 

Se ha predicho la presencia de péptidos de destinación al cloroplasto (cpTP) en la mayoría 

de las CCDs de Citrus clementina con las excepciones de las CCD1 y CCD7 en las cuales no se 

ha podido identificar por ninguno de los métodos empleados.  

El análisis de la región N-terminal de los miembros de la CCD4 que abarca 

aproximadamente unos ~100 aminoácidos muestran una región de alta variabilidad con un alto 

grado de desorden y estas posiciones marcan una clara tendencia a coevolucionar. En esta región 

se encuentra la señal cpTP y posteriormente, una vez que la enzima es traslocada al interior del 

cloroplasto duramente la maduración, es eliminada de la estructura (Lee y Hwang, 2018). 

El análisis filogenético de las CCD4s demostró la cercana relación entre la CCD4a, CCD4c 

y CCD4d mientras que la CCD4b1 y CCD4b2 fueron las más lejanamente emparentadas con los 

demás miembros CCD4 de Citrus clementina. 

Se obtuvieron modelos moleculares validados para la CCD4a y CCD4b de Citrus 

clementina construidos por homología partiendo de la estructura cristalográfica de la ACO (PDB 

ID: 2BIW) con una serie de seis diferentes ligandos carotenoides anclados por métodos de docking 

y posterior cálculo de dinámica molecular que confirman la estabilidad de la típica estructura 

terciaria como los descritos para los homólogos de la CCD4.  

https://www.rcsb.org/structure/3NPE
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Se identificó una región flexible conformada por loops largos y α-hélices cortas y una 

región rígida conformada por láminas-β que contienen al Fe+2 en el centro del sitio catalítico. El 

centro catalítico está definido el átomo metálico, que en una primera esfera de coordinación 

contiene cuatro residuos de histidina, que se puede ampliar a una segunda esfera conteniendo 

ácidos glutámicos y aspárticos. 

Durante la simulación de dinámica molecular, los residuos y moléculas de agua alternan 

posiciones cercanas al Fe+2 lo que sugiere un entorno flexible, con la variabilidad y adaptabilidad 

suficiente como para que la estructura y dinámica de la esfera de coordinación acompañe 

adecuadamente el evento catalítico. 

Los resultados de docking de los carotenoides en el sitio activo de la CCD4a sugieren que 

la unión es más favorable a la zeaxantina que la β-criptoxantina y menos favorable para el β-

caroteno. Los cálculos de dinámica molecular de la CCD4a muestran que la energía de interacción 

promedio sobre las trayectorias están en el mismo orden de unión: zeaxantina > β-criptoxantina > 

β-caroteno. 

En el caso de la CCD4b se observó que, de acuerdo con el resultado experimental, para 

todos los carotenoides con anillos β, el orden de la preferencia de unión fue: luteína > zeaxantina 

> β-criptoxantina > α-caroteno > licopeno > β-caroteno. Estos resultados muestran mejores 

comportamientos de las xantófilas comparadas con los carotenos, siendo la polarizabilidad y la 

presencia de anillos β hidroxilados importantes para la unión con la enzima. 

La isomería geométrica de los carotenoides a quienes se les asignaron una configuración 

inicial con todos sus enlaces trans (all-trans) se conservó durante las simulaciones de dinámica 

molecular en la mayoría de los ligandos. De cualquier manera, el licopeno (caroteno alifático) 

sufrió una isomerización geométrica de trans a cis de uno de sus dobles enlaces conjugados. 

Modelos de las CCD4 (a, b y c) provenientes de Citrus clementina, incluyendo dominios 

α-hélices que interaccionan con las membranas, han mostrado estabilidad estructural a lo largo de 

la simulación de dinámica molecular que, sumando todas las simulaciones realizadas, acumula un 

tiempo de 4,5 µs. 

Se aportan evidencias de que los dominios de las hélices α1 y α3 incluidos en estos 

modelos, son esenciales para la interacción con las membranas tilacoidales y que en presencia de 

estas la fluctuación promedio en estos dominios disminuye estabilizando la estructura.  



Capítulo V 

    120 
 

La región que involucra a α1 se caracteriza por el dominio de aminoácidos polares que 

interactúan con los grupos polares de la membrana. La hélice α3 se caracteriza por la abundancia 

de aminoácidos apolares que favorecen la interacción con el núcleo hidrofóbico de la membrana, 

logrando una penetración de 10 Å que representa una penetración relativa de aproximadamente 

30-35% del grosor de la membrana. 

El análisis energético señala la preferencia en la unión con las xantofilas (ZEX, LUT y 

RRX), sin excluir como posibles sustratos a carotenos como el BCR, en concordancia con lo que 

se sabe a partir de datos experimentales (Ahrazem et al., 2016). 

Finalmente, el posible sitio de escisión oxidativa muestra una tendencia claramente 

asimétrica en las posiciones 7=8 (7’=8’) y 9=10 (9’=10’), resultado consistente con otros 

miembros ya conocidos del tipo CCD4 (Ahrazem et al., 2016; Rodrigo et al., 2013). 

 

PERSPECTIVAS 

 

De la experiencia adquirida durante las investigaciones realizadas en este trabajo de tesis, 

señalamos las perspectivas y posibles campos que se abren dentro de esta área: 

 

El estudio de las secuencias de la subfamilia CCD4 ha mostrado una alta variabilidad y 

heterogeneidad en la región N-terminal (<100 AA) que corresponde al péptido de destinación al 

cloroplasto (cpTP). Un estudio más exhaustivo de esta región podría revelar mayores detalles de 

cómo coevolucionan con el resto de la estructura de las CCDs, las señales de localización al 

cloroplasto. 

Se ha observado en una de las simulaciones de los complejos proteína-ligando, la 

isomerización de un carotenoide (licopeno). Una isomerización in silico es un evento inesperado 

durante una dinámica molecular de equilibrio dada la alta energía relativa requerida para un cambio 

de configuración cis-trans de un doble enlace y también debido al espacio restringido que ocupa 

el ligando en el sitio activo. Las isomerizaciones son eventos comunes in vivo, y pueden estar 

mediados por enzimas con actividad de isomerasas, en las que ellas promueven cambios en los 

enlaces de los ligandos y que están muy cercanamente relacionadas a las CCDs en su estructura 

(Kloer y Schulz, 2006). Por todas estas razones una investigación más profunda de isomerasas de 

carotenoides se puede postular como una perspectiva interesante. 
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Se sugieren investigaciones más profundas sobre la geometría y el espacio conformacional 

de los carotenoides dado el alto grado de flexibilidad de los mismos. Así también la inclusión de 

isómeros geométricos en el estudio de la preferencia y selectividad de las CCDs, todos ellos siendo 

aspectos no cubiertos en esta tesis. 

Debido a que el centro catalítico describe un entorno altamente cargado y las limitaciones 

de los campos de fuerza para describir este tipo de entornos son conocidos se recomienda la 

incorporación de métodos del tipo Mecánica Cuántica (QM) y métodos hídridos Mecánica 

Molecular/Mecánica Cuántica (QM/MM), los que aportarían más información del 

comportamiento electrónico y la catálisis enzimática. 

La exploración de otros métodos de simulación basados en dinámica molecular tales como 

la Steered Molecular Dynamics (SMD) o Metadinámica en conjunto con la extensión de los 

tiempos de simulación podrían revelar más detalles de la interacción proteína-ligando y también 

de las interacciones proteína-membrana. 

La fosfatidilcolina (POPC) es un componente común en los modelos de membranas 

biológicas, sin embargo, modelos más específicos de la composición de la membrana tilacoidal 

utilizando principalmente glicolípidos, previa validación de los mismos, podrían dar una 

descripción más realista de los fenómenos de interacción proteína-membrana. 

 

REFERENCIAS 

 

Ahrazem, O., Gómez-Gómez, L., Rodrigo, M. J., Avalos, J., & Limón, M. C. (2016). Carotenoid 

cleavage oxygenases from microbes and photosynthetic organisms: Features and functions. 

International Journal of Molecular Sciences, 17(11). https://doi.org/10.3390/ijms17111781  

Lee, D. W., & Hwang, I. (2018). Evolution and design principles of the diverse chloroplast transit 

peptides. Molecules and Cells, 41(3), 161–167. https://doi.org/10.14348/molcells.2018.0033  

Messing, S. A. J., Mario Amzel, L., Gabelli, S. B., Echeverria, I., Vogel, J. T., Guan, J. C., Tan, 

B. C., Klee, H. J., & McCarty, D. R. (2010). Structural insights into maize viviparous14, a 

key enzyme in the biosynthesis of the phytohormone abscisic acid. Plant Cell, 22(9), 2970–

2980. https://doi.org/10.1105/tpc.110.074815  

Rodrigo, M. J., Alquézar, B., Alís, E., Medina, V., Carmona, L., Bruno, M., Al-Babili, S., & 

Zacarías, L. (2013). A novel carotenoid cleavage activity involved in the biosynthesis of 

https://doi.org/10.3390/ijms17111781
https://doi.org/10.14348/molcells.2018.0033
https://doi.org/10.1105/tpc.110.074815


Capítulo V 

    122 
 

Citrus fruit-specific apocarotenoid pigments. Journal of Experimental Botany, 64(14), 4461–

4478. https://doi.org/10.1093/jxb/ert260  

 

 

https://doi.org/10.1093/jxb/ert260


 

 

 

 

 

Anexo 1



 Anexo 1 
  

A1 
 

Anexo 1 

 



 Anexo 1 
  

A1 
 

 



 Anexo 1 
  

A1 
 

 



 Anexo 1 
  

A1 
 

 



 Anexo 1 
  

A1 
 

 



 Anexo 1 
  

A1 
 

 



 Anexo 1 
  

A1 
 

 



 Anexo 1 
  

A1 
 

 



 Anexo 1 
  

A1 
 

 



 Anexo 1 
  

A1 
 

 



 Anexo 1 
  

A1 
 

 



 Anexo 1 
  

A1 
 

 

 



 

 

 

 

Anexo 2



 Anexo 2 
  

A2 
 

Anexo 2 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 
Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, x. https://doi.org/10.3390/xxxxx www.mdpi.com/journal/ijms 

Article 1 

CITRUS CAROTENOIDS CLEAVAGE DIOXYGENASES 2 
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Abstract: Coloring is one of the most important characteristics in commercial flowers and fruits, 14 

generally due to the accumulation of carotenoid pigments. Enzymes of the CCD4 family in citrus 15 

intervene in the generation of β-citraurin, an apocarotenoid that gives the reddish-orange color in 16 

mandarins. Citrus CCD4s enzymes could be capable of interacting with the thylakoid membrane 17 

inside chloroplasts. However, to date this interaction has not been studied in detail. In the present 18 

work we present three new complete models of the CCD4 family members (CCD4a, CCD4b and 19 

CCD4c), modeled with a lipid membrane. To identify the preference for substrates, typical carote- 20 

noids were inserted in the active site of the receptors and the protein-ligand interaction energy was 21 

evaluated. The results show a clear preference of CCD4s for xanthophylls over aliphatic carotenes. 22 

Our findings indicate the ability to penetrate the membrane and maintain a stable interaction 23 

through the N-terminal α-helical domain, spanning a contact surface of 2250 to 3250 Å2. The orien- 24 

tation and depth of penetration at the membrane surface suggests that CCD4s have the ability to 25 

extract carotenoids directly from the membrane through a tunnel consisting mainly of hydrophobic 26 

residues that extends to the catalytic center of the enzyme. 27 
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1. Introduction 29 

The carotenoids are isoprenoid pigments (terpens) abundant in the membranes of all 30 

phototrophic and most of heterotrophic organisms. The empiric formula of β-carotene 31 

(C40H56) was determined for the first time in 1907 by Willstatter and Mieg [1] and its chem- 32 

ical structure dilucidated by Paul Karrer in 1931. It was the first molecule declared as pro- 33 

vitamin and this research deserved the Nobel Prize in Chemistry in 1937 [2]. The name 34 

“carotenoids” derived from its major member, β-carotene [3], a molecule abundant in car- 35 

rots (Daucus carota).  36 

The abundance and diversity of carotenoids in plants is due to multiple functions 37 

and properties related to their chemical structure. Most of the animals are not capable to 38 

synthetize them and for this reason an equilibrated diet must include their intake [3]. Ex- 39 

ceptionally, some aphides are able to synthetize carotenoids and it has been demonstrated 40 

that this capacity is the result of a horizontal transfer of genes involved in the biosynthesis 41 

of carotenoids from bacteria and fungi [4]. 42 

1.1 Carotenoids biosynthesis 43 

Carotenoids are localized in the thylakoid membranes and their biosynthesis is car- 44 

ried out in chloroplasts [1]. The biosynthesis in higher plants is initiated with the covalent 45 

binding of two geranyl diphosphate (GGPP) molecules, catalysed by phytoene synthase 46 

(PSY – EC 2.5.1.32). After, phytoene is desaturated by phytoene desaturase (PDS – EC 47 

1.3.99.31) to generate ζ-carotene. ζ-carotene, through the action of ζ-carotene desaturase 48 

(ZDS – EC 1.3.5.6) yields a lycopene molecule. Lycopene is then cyclized in two ways: on 49 

one hand ε-lycopene cyclase (ε-LYC – EC 5.5.1.18) produces α-carotene and on the other 50 

hand β-lycopene cyclase (β-LYC – EC 5.5.1.19) produces β-carotene. Both products can be 51 

hydroxylated by specific enzymes and generate xanthophylls. α-cryptoxanthin is the 52 

product of the activity of ε-carotene hydroxylase (ε-CHX – EC 1.14.14.158) while β-cryp- 53 

toxanthin is the product of the activity of β-carotene hydroxylase (β-CHX – EC 1.14.15.24). 54 

α-cryptoxanthin can be further hydroxylated by β-CHX to give lutein and the same can 55 

happen for β-cryptoxanthin to give zeaxanthin [5] (Figure 1a) 56 
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Figure 1. a) Carotenoids biosynthetic pathways b) Structural formulas and numbering of apocarot- 59 
enoid 3-hydroxy-8'-apocarptenol (3ON) and α-carotene, β-carotene, lutein, lycopene, β-cryptoxan- 60 
thin and zeaxanthin carotenoids. 61 

Zeaxanthin can be reversibly modified and generate epoxicarotenoids such as an- 62 

theraxanthin and violaxanthin. The set of reactions is known as xanthophylls cycle and 63 

the products represent important protective factors against the oxidative stress resulting 64 

from the photosynthetic metabolism in plants [6]. 65 

All the carotenogenic genes in vascular plants are nuclear [6] and have as in the ca- 66 

rotenoids cleavage enzymes genes (CCDs) a region that codes for a N-terminal chloroplast 67 
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targeting peptide (cpTP). Thus, biosynthesis and cleavage reactions occur in the chloro- 68 

plast [6,7]. These enzymes are not transmembrane proteins but they interact with mem- 69 

branes through a hydrophobic region that penetrates in the membrane where their sub- 70 

strates are located [8]. 71 

The carotenoids accumulate in the chloroplasts of immature fruits, which in the sub- 72 

sequent steps of the maturation process lose their photosynthetic system and become 73 

chromoplasts. The color of fruits is then due to the preexistent carotenoids [9]. 74 

1.2 Carotenoids reactivity  75 

The presence of conjugate double bonds makes carotenoids chromophores that ab- 76 

sorb light in the UV-visible spectrum [10]. The polyenic structure of carotenoids gives to 77 

these compounds the capacity of being antioxidants by accepting electrons from reactive 78 

species and neutralizing free radicals [1].  79 

In mammals, the carotenoids are Vitamin A (Vit-A; retinal) and retinoic acid precur- 80 

sors, which play an important role in nutrition, vision and cellular differentiation pro- 81 

cesses [1,11]. In plants they are crucial for the synthesis of hormones such as abscisic acid 82 

(ABA) [12], a molecule participating in the physiological stress responses of the strigolac- 83 

tones and responsible for the plants lateral ramification [13].  84 

Some carotenoids could have a role as photosystems antennas and in different types 85 

of stress [13]. In fruits and flowers, the presence of carotenoids gives color and smell, sen- 86 

sorial properties appealing to pollinators and organisms that help in the seeds dispersion 87 

[14]. 88 

1.3 Carotenoids cleavage dioxygenases (CCDs)  89 

The CCDs constitute a big family of non heme Fe+2 dependent enzymes participating 90 

in the oxidation of carotenoids and apocarotenoids, widely distributed in all living organ- 91 

isms[15]. These enzymes are able to catalyze an oxidative cleavage at the level of carote- 92 

noids double bonds[16]. 93 

The CCDs are usually very specific both in terms of cleavage site and carotenoid 94 

specificity. All of them have a highly conserved site formed by four histidines that coor- 95 

dinate a Fe+2 atom. The CCD4 family is characterized by a high level of structural conser- 96 

vation [17]. A vast majority of CCD4s is associated to the thylakoid membranes inside the 97 

chloroplasts. The function of the cleavage products is not yet entirely dilucidated [18]. The 98 

first CCD whose X-ray three-dimensional structure was solved was the Synechocystis sp 99 

apocarotenoids cleavage oxygenase (ACO – EC 1.13.11.75) expressed in Escherichia coli 100 

(PDB id: 2BIW). This enzyme cuts the apocarotenoid in the position 15=15’ [19]. 101 

A very diverse set of CCDs exists in plants [18]. The CCDs are classified by their 102 

capacity to produce ABA, a hormone implicated in the oxidative stress response and in 103 

the seeds dormancy [20]. The first characterized subfamily was the one involved in the 104 

ABA biosynthesis, i.e. the 9-cis-epoxicarotenoids dioxygenases (NCEDs) [21,22]. Members 105 

of this family oxidize selectively in the position C11-C12 9-cis-violaxantine and 9-cis-ne- 106 

oxantine, giving xantoxine as product, an ABA precursor[23]. The functions of other sub- 107 

families (CCD1, 2, 4, 7 y 8) are not yet fully known[18,24]. 108 

1.4 CCD4 subfamily 109 

The CCD4 subfamily is distributed in all flowering plants [25]. The functions of sub- 110 

family members are directly related to the color of fruits and flowers and their scents [26]. 111 

They are present in leaves, flowers, roots, and stems [27]. A variable number of genes 112 

coding for the CCD4 subfamily members is present in different species, with most of them 113 

having at least two CCD4 genes [25,28]. Some CCD4 genes are specifically expressed only 114 
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in certain organs (Rodrigo et al., 2013) and their expression can be triggered by abiotic 115 

stress [27].  116 

Similarly, to other members of the CCD family, members of this subfamily initially 117 

possess a chloroplast targeting peptide (cpTP) in the N-terminal region [27]. They are 118 

housed inside the chloroplasts together with other enzymes of the carotenoids biosynthe- 119 

sis pathways thus giving them easy access to their substrates [22]. Inside the chloroplasts 120 

they are among the most abundant proteins, making evident their importance in the ca- 121 

rotenoids synthesis routes in plants [29]. 122 

1.5 Functional characterization of CCD4s 123 

Most of CCD4s are capable of cleaving carotenoids at the C9 = C10 and C9'= C10' 124 

position producing C13 apocarotenoids. However, in citrus evidence on CCD4b indicates 125 

the ability to cleave in one of the positions C7 = C8 or C7 '= C8' [27]. 126 

1.6 Characteristics of the CCD4 of citrus species 127 

A total of 8 CCD genes have been currently identified in citrus: two NCEDs, one 128 

CCD1 and five members of the CCD4 subfamily. The CCD4 subfamily members are 129 

named a, b1, b2, c and d. 130 

The largest number of CCD4 genes are found in citrus. The number of base pairs (bp) 131 

that make up the coding region varies from species to species and ranges from 1200 to 132 

1800 bp (Zheng et al., 2015) [30]. The vast majority of genes do not have introns. Sequence 133 

analysis shows extensive allelic diversity, including SNPs and in-frame shift mutations 134 

[30]. The length of the predicted sequence ranges from 400 to 600 amino acids. The degree 135 

of amino acid sequence identity varies throughout the members of this subfamily, ranging 136 

from 30% to 98% with typical values between 50% and 70% [18]. 137 

In oranges and mandarins, CCD4b1 was characterized as responsible for the asym- 138 

metric cleavage of β-cryptoxanthin and zeaxanthin to generate β-citraurin (C30) whose 139 

accumulation produces the intense orange-reddish color in the pigmentation of mandarin 140 

hybrids of the Fortune variety [27]. 141 

CCD4a is expressed in all tissues, but it predominates in leaves and flowers, while 142 

CCD4b1 is expressed predominantly in the peel and to a lesser extent in flowers [27]. 143 

CCD4c is expressed only in flowers and has been proposed as ideal molecular marker for 144 

the study of the relationships between citrus species based on their allelic polymorphism 145 

[30]. The CCD4b2 and CCD4d are not expressed. These genes have lost important regions 146 

coding for conserved residues of the CCD family and evidence indicates that they are 147 

pseudogenes [27]. 148 

Given the biotechnological importance of the CCD4 dioxygenases and the absence of 149 

enough data about their structure and mechanism of action, the present work was focused 150 

on the CCD4s from Citrus clementina varieties with emphasis on those that are expressed 151 

(CCD4a, CCD4b1 (hereinafter CCD4b) and CCD4c). To this aim in this work a combina- 152 

tion of different bioinformatics techniques was used to model and validate their three- 153 

dimensional structures, to build the complexes with putative carotenoid ligands, to eluci- 154 

date substrate selectivity. Furthermore, a detailed analysis of the residues that participate 155 

in enzyme-substrate interactions, as well as in the interactions with biological membranes 156 

was carried out using molecular simulation techniques. 157 

2. Results 158 

2.1. Molecular Modeling 159 

The threading models of CCD4a, CCD4b and CCD4c are shown in Figure 2, super- 160 

imposed onto the three-dimensional structure of VP14, a dioxygenase from corn that pos- 161 

sesses the α-helix domains that characterize CCDs of plant origin. These are thought to 162 
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have a function in the interaction of the protein with thylakoid membranes, which is why 163 

the model that will be proposed obeys to the hypothesis that such α-helical domains in- 164 

teract with biological membranes in CCD4s as well. 165 

 166 

Figure 2. Ribbon representation of the CCD4s models: CCD4a (green), CCD4b (blue), CCD4c 167 
(pink) and VP14 (red). α-helices 1 and 3 are indicated by arrows. 168 
 169 

The models obtained with PHYRE 2 display the β-propeller structure characteristic 170 

of CCDs. This structural domain is formed by seven β-sheets arranged around a central 171 

axis. At the center of this structure is located the catalytic center composed of a Fe+2 ion 172 

coordinated by four histidine residues, highly conserved in the members of this family. 173 

The structural alignment between the models and the crystallographic structure of 174 

VP14 show very small structural differences, with RMSD values ranging from 0.85 to 1.38 175 

Å (Table 1). 176 

 177 
Table 1. RMSD values (lower diagonal) and percentage of sequence similarity (upper diagonal, col- 178 
ored in violet) calculated for the CCD4a, CCD4b and CCD4c models as compared to the crystal 179 
structure of VP14. The sequence alignment was obtained with the BLOSUM62 substitution matrix 180 
(gap open penalty = 7, gap extension penalty = 1) using the MOE-Align program (Molecular Oper- 181 
ating Environment [31]) 182 

 183 

RMSD/ Similarity CCD4a CCD4b CCD4c VP14 

CCD4a -- 62.70 72.00 51.90 

CCD4b 1.14 -- 64.30 52.60 

CCD4c 1.38 0.85 -- 49.60 

VP14 (X-Ray) 0.95 0.69 0.85 -- 

 184 

The main differences in the three-dimensional structure observed in the models are 185 

found in the loops, which constitute the most mobile regions of the structure as can be 186 

seen in Figure 3. 187 
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 188 
 189 

Figure 3. Ribbon representation of the models obtained for CCD4a, CCD4b, CCD4c and of the three- 190 
dimensional structure of VP14 colored according to RMSD values in the range 0.0-1.5 Å. Low values 191 
(green), medium values (yellow) and high values (red).  192 

2.2 Insertion of α-helix domains into the membrane 193 

The α-helix domain of CCD4s is made up of two antiparallel α-helices, α1 and α3. 194 

In the Figure 4, the alignment of the sequences of the α1 and α3 helicoidal regions for all 195 

models is shown. It is interesting to note that in CCD4b, the helicoidal region starts at the 196 

45th amino acid, while in CCD4a and CCD4c starts at the 86th and 78th amino acid, respec- 197 

tively. However, the tertiary structure of the helical domain is highly conserved in the 198 

CCD4 subfamily members. 199 

 200 

 201 

 202 

 203 

 204 

 205 
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a) 206 

 207 
b) 208 

 209 
 210 
 211 
 212 
 213 
 214 
 215 

 Figure 4. Sequence alignment of the α1 and α3 helicoidal regions of CCD4a, b and c. Colors indicate 216 
the degree of polarity of the amino acids: red: negatively charged; blue positively charged; green: 217 
hydrophobic; violet: polar. Init and end indicate the initial and final position of the helical regions in 218 
the sequences. 219 

 220 

The α1 domain is formed by 19-20 amino acids and polar amino acids are predomi- 221 

nant. The α3 domain is formed by 17 mainly hydrophobic amino acids that interact with 222 

the hydrophobic region of the membrane. The polar and charged surface of the helices 223 

interacts with the thylakoid membrane through polar interactions with the phospholipid 224 

moieties characterized by a zwitterionic structure (as, for example, in the case of phospha- 225 

tidylcholine). To refine the analysis of the interactions between the proteins and the mem- 226 

brane, the time evolution of hydrogen bonds through the trajectory has been recorded and 227 

plotted (Supplementary Material – Figure S1), and the number of hydrogen bonds aver- 228 

aged. The average resulted to be 9 for the CCD4a, 7 for CCd4b and 10 for CCD4c. Thus, 229 

there is no a significant difference in this respect between the different proteins indicating 230 

that the mechanism of the protein-membrane binding is similar.  231 

Receptor Init 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 end 

CCD4a 86 A E P T I P T I I L N A C D - D I I N N 104 

CCD4b 45 P I Q S L M G T N S S Y N T K S A P S L 64 

CCD4c 78 T T T N V S A V I L N T L N K - L I K P 96 

Receptor init 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 end 

CCD4a 218 T A S A A R G A L S A A R L L A 233 

CCD4b 180 L V D M V Q C V A S T A R V L M 195 

CCD4c 210 L A F L T R A G V L A A R V L T 225 
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 232 

Figure 5. Top) Ribbon representation of CCD4b model inserted in the membrane (dotted grey 233 
surface). Bottom) Molecular surface representation colored by hydrophobic (green), negatively 234 
charged (red) and positively charged (blue) areas. 235 

 236 

Figure 5 shows two representations of the CCD4b protein model inserted in the 237 

membrane following the protocol described in the Methods section. A ribbon 238 

representation of the model inserted in the membrane allows to see the two α1 and α3 239 

helices (in red) penetrate in the membrane (whose plane is represented by the grey dotted 240 

area). Protein solvent accessible surface colored by charge distribution is also shown from 241 

two different viewpoints. 242 

It can be seen from Figure 5 that the penetration of the protein into the thylakoid 243 

membrane is such that the hydrophobic groups of the α-helices interact with the fatty 244 

acids inside the membrane. Depending on the protein subtype, the initial phospholipid 245 

membrane penetration was from 5.2 to 7.0 Å, with a predicted average ΔGtransfer value of - 246 

58.1 kJ/mol (Table 2). These values are consistent with those observed for VP14, with a 247 

reported penetration depth of 7 Å [22]. Thus, the proposed model indicates that CCD4s 248 

are putative peripheral membrane proteins. 249 

A comparison between all the CCD4-membrane models gives evidence of a similar 250 

placement inside the membrane. In Table 2 values of the angle, depth and energy of 251 

transfer from the solvent to the membrane are reported. In Figure 6 all the CCD4- 252 

membrane complex models are represented. 253 

 254 
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 255 
Figure 6: Models of CCD4a (pink), CCD4b (orange) and CCD4c (cyan) in complex with a membrane 256 
model, represented by a plane of grey balls defined by the phospholipids phosphate groups. The 257 
red arrow indicates the Fe+2 catalytic center (cyan sphere).  258 

 259 

Table 2. Values of the angle of inclination of the proteins’ first principal axis of inertia with respect 260 
to the membrane plane, of the depth of the penetration in the membrane and of the free energy of 261 
transfer from the solvent to the membrane (ΔGtransfer in kJ/mol). 262 

 263 

Protein Angle Depth (Å) ΔGtransfer (kJ/mol) 

CCD4a 32° (±4°) 7.0 (±0.6) -64.4 

CCD4b 39° (±4°) 5.8 (±1.3) -61.5 

CCD4c 28° (±4°) 5.2 (±0.5) -48.5 

Average 33° 6.0 -58.1 

 264 

It is evident from Figure 6 and from the values reported in Table 2 that all the CCDs 265 

are predicted to interact with the membrane in a similar manner. 266 

The penetration of the hydrophobic region formed by the α-helices of the CCD4s 267 

places the substrate channel in proximity of the thylakoid membrane, allowing to hypoth- 268 

esize that the enzyme can have a direct access to the membrane interior. In this regard, it 269 

is important to note that carotenoids are among the most abundant constituents of the 270 

thylakoid membrane.  271 

2.3 Energies analysis and thermodynamic equilibrium. 272 

In Table 3 are reported the averaged values and the corresponding standard devia- 273 

tions of the van der Waals and electrostatic components of the interaction energy, as well 274 

as the value of the total interaction energy (Uab) obtained from the analysis of the molec- 275 

ular dynamics trajectories of the complexes formed by CCD4a, b, c with selected carote- 276 

noids.  277 
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Carotenoids are highly hydrophobic molecules. The enzymes’ binding site is a 278 

highly hydrophobic linear channel as well, favoring interactions with the ligand that are 279 

governed by short-range VDW-type interactions. Polar interactions are also present and 280 

the contribution to the interaction energy is greater in xanthophylls as compared to ali- 281 

phatic carotenes. The xanthophylls in their polar regions (sites characterized by the pres- 282 

ence of hydroxyl groups) tend to form hydrogen bonds with water molecules or to interact 283 

with other polar molecules of the system. 284 

 285 

Table 3. Total interaction energy (Uab) and van der Waals and electrostatic components averaged 286 
for all complexes. Averages are evaluated as a function of time for all trajectories. Best interaction 287 
energy values are highlighted in yellow. All values are in kJ/mol. Abbreviations 3ON: 3-hydroxy- 288 
8'-apocarptenol; ACR: α-carotene; BCR: β-carotene; LYC: lycopene; LUT: lutein; RRX: β-cryptoxan- 289 
thin; ZEX: zeaxanthin. 290 

 291 

Receptor Ligand 

Uab(ELECT) 

Mean(±SD) 

Uab(VDW) 

Mean(±SD) 

Uab(Total) 

Mean(±SD) 

CCD4a 

3ON -116.50 (±23.93) -274.37 (±16.58) -390.87 (±23.61) 

ACR -33.11 (±10.16) -344.21 (±18.75) -377.32 (±22.07) 

BCR -21.03 (±8.75) -344.23 (±17.66) -365.26 (±19.51) 

LYC -32.66 (±10.96) -351.83 (±15.51) -384.49 (±18.94) 

LUT -110.95 (±21.48) -342.63 (±17.54) -453.58 (±23.83) 

RRX -77.24 (±16.85) -333.07 (±17.81) -410.30 (±21.77) 

ZEX -135.94 (±25.19) -316.85 (±18.62) -452.79 (±26.42) 

CCD4b 

3ON -124.99 (±27.10) -271.27 (±18.53) -396.27 (±24.13) 

ACR -33.41 (±10.80) -351.57 (±16.37) -384.97 (±21.24) 

BCR -31.76 (±10.65) -342.07 (±14.83) -373.83 (±18.16) 

LYC -32.05 (±10.86) -367.96 (±15.46) -400.02 (±19.02) 

LUT -119.87 (±23.65) -331.35 (±17.78) -451.22 (±24.61) 

RRX -76.22 (±12.89) -350.70 (±15.71) -426.93 (±20.45) 

ZEX -121.58 (±25.71) -348.27 (±18.43) -469.85 (±26.72) 

CCD4c 

3ON -137.52 (±25.04) -257.66 (±16.61) -395.18 (±24.23) 

ACR -29.88 (±10.07) -355.33 (±14.78) -385.21 (±17.95) 

BCR -32.91 (±11.40) -346.46 (±16.16) -379.36 (±21.21) 

LYC -36.42 (±11.65) -363.98 (±17.23) -400.40 (±19.95) 

LUT -137.28 (±28.76) -318.32 (±18.68) -455.60 (±26.78) 

RRX -83.85 (±18.59) -329.94 (±18.81) -413.79 (±23.63) 

ZEX -132.90 (±23.44) -360.72 (±18.69) -493.62 (±24.86) 

 292 

In Figure 7 the evolution of the interaction energy of CCD4b with the best carotenoid 293 

substrate β-cryptoxanthin (RRX) is shown as a function of the trajectory time. 294 
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 295 
Figure 7. Evolution of the interaction energy of CCD4b in membrane with cryptoxanthin along the 296 
20 ns molecular dynamics simulation trajectory. Electrostatic (red), van der Waals (green) and total 297 
(blue) potential energies are plotted. 298 

 299 

2.4 Structural analysis (RMSD and RMSF). 300 

 301 

In the Figures 8A, 8B and 8C are reported, as a function of the simulation time, the 302 

RMSD values for the complexes formed by the CCD4a, b and c models with the seven 303 

carotenoids under study.  304 

 305 

Figure 8. Values of RMSD as a function of the MD simulation time for the models of the complexes 306 
between CCD4a (a), CCD4b (b) and CCD4c (c) and seven carotenoid putative ligands. 3ON: 3-hy- 307 
droxy-8'-apocarptenol, ACR: α-carotene; BCR: β-carotene; LUT: lutein; LYC: lycopene; RRX: cryp- 308 
toxanthin: ZEX: zeaxanthin. 309 
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To analyze the influence of the membrane on the structural stability of the models, 310 

the RMSF values of models were calculated with and without the membrane. The RMSF 311 

values are shown in Figure 9. 312 

 313 

Figure 9. Left panels: RMSF values for CCD4a, CCD4b and CCD4c (for details see text). The first 314 
blue dotted squares from the left indicate the α1 helices. The second blue dotted squares indicate 315 
the α3 helices. Right panels: three-dimensional structures of the models. More mobile regions, 316 
corresponding to RMSF>0, are colored in red. Less mobile regions (RMSF<0) are colored in blue. 317 

 318 

The α1 and α3 helical domains, having a direct interaction with the membrane, are 319 

the regions most affected by the presence of the membrane, evidenced by a decrease of 320 

the average fluctuations (negative RMSF values). It is worthwhile to note that the α1 321 

helix is characterized by a more intense blue color, indicating a lower mobility with 322 

respect to the α3 helix. Regarding the regions whose mobility is increased (higher RMSF 323 

values and red colored in the Figure 9 Right), these are loops exposed to the stroma liquid 324 

matrix of the chloroplast.  325 
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 326 

2.5 Carotenoids distances from the Fe+2 atom and binding energy values 327 

Binding energies between CCD4a, b and c and all carotenoids under study were 328 

evaluated from the molecular dynamics simulations as a time average. The averaged 329 

values of the MMPBSA binding free energy ΔGbinding, and the corresponding standard 330 

deviation values, estimated for the structures extracted from the equilibrated molecular 331 

dynamics trajectories are reported in Table 4. 332 

 333 

Table 4. Values of the distances between the C7, C8, C9, C10, C15 and C15´carbon atoms of each 334 
carotenoid and the Fe+2 atom. Lower distance values are highlighted in yellow. In the last column 335 
binding free energy values, evaluated by MMPBSA method are reported in kJ/mol units. Best bind- 336 
ing energy values are highlighted in green. RRX* indicates the results obtained by extending the 337 
MD trajectory of the CCD4b-RRX complex to 1 μs. 338 

Receptor Ligand C7 C8 C9 C10 C15 C15’ MMPBSA (±SD) 

CCD4a 

ACR 9.3 8.7 8.4 8.2 10.6 11.9 -148.50 (±14.88) 

BCR 8.2 7.1 6.3 6.0 8.0 9.2 -162.54 (±17.60) 

LUT 9.5 8.5 8.6 8.3 11.2 11.9 -136.63 (±17.78) 

RRX 7.4 7.3 7.3 8.4 10.9 11.2 -133.16 (±18.15) 

ZEX 7.8 7.04 6.5 7.4 10.2 11.1 -124.20 (±17.85) 

CCD4b 

ACR 11.8 12.3 12.2 11.4 11.7 11.7 -123.18 (±17.91) 

BCR 11.1 11.2 10.7 9.5 9.4 10 -142.60 (±19.08) 

LUT 7.5 7.1 6.5 7.3 9.5 10.6 -119.18 (±29.12) 

RRX 10.1 9.9 8.9 7.8 5.8 6.8 - 150.19 (±16.83) 

RRX* 8.9 8.0 6.8 6.9 7.9 8.6 -164.57 (±15.74) 

ZEX 7.0 6.7 6.2 7.1 10 11 -88.43 (±22.31) 

CCD4c 

ACR 12.3 12 11.3 10 7.9 7.3 -106.32 (±19.08) 

BCR 10.9 9.9 8.5 8.2 5.8 6.3 -92.58 (±27.12) 

LUT 11.4 12.2 11.9 11.6 11.6 11.3 -105.77 (±28.35) 

RRX 10.8 11.2 10.5 9.8 8.7 9.12 -128.21 (±20.68) 

ZEX 12.2 11.14 9.93 8.8 6.4 6.8 -99.74 (±19.03) 

 339 

As predicted, the best CCD4b substrate β-cryptoxanthin (RRX) displays the lowest 340 

binding free energy. 341 

Another observation that emerges from the analysis of Table 4 (distances 342 

highlighted in yellow) is that the MD simulations indicate that the anchorage and the 343 

catalytic event is mainly centered around a region near the carotenoid C7=C8 and C9=C10 344 

double bonds, suggesting that the catalysis occurs in an asymmetric fashion. 345 

When the MMPBSA binding energy values are considered together with the 346 

distance values observed, it can be concluded that the tendency of the catalytic site of 347 

oxidases is to position the carotenoids C9=C10 double bond near the Fe+2 atom, promoting 348 

in this way an asymmetric cleavage at this site.  349 

With respect to substrate specificity, data indicate that in the case of CCD4a an 350 

asymmetric oxidation in C9=C10 of the β-carotene as the best putative substrate would be 351 

favored. In fact, this compound displays the best binding energy of -162.54 kJ/mol, 352 

highlighting a certain degree of carotenoid specificity for CCD4a. 353 

In the case of CCD4c, if we take into account the distances between the carbon atoms 354 

of the putative substrates and the Fe+2 ion in the catalytic site, it could be favored an 355 

asymmetric (C9=C10) as well as a symmetric (C15=C15´) cleavage. In this case, β- 356 

cryptoxanthin is predicted to be the best substrate with a binding energy of -128.21 kJ/mol.  357 

A special attention was devoted to the CCD4b enzyme in which the binding energy 358 

values point to β-cryptoxanthin as the best ligand. As a clear result was not obtained from 359 



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, x FOR PEER REVIEW 15 of 26 
 

 

the 20 ns MD trajectory with respect to the cleavage site, a 1 s trajectory was carried out 360 

whose results are presented in Table 4 and indicated as RRX*. These results confirm β- 361 

cryptoxanthin as the best ligand and indicate that CCD4b catalyzes an asymmetric 362 

cleavage of β-cryptoxanthin.  363 

To analyze in deeper detail how RRX is positioned in the catalytic site of CCD4b and 364 

the interactions taking place, the Ligand interaction tool of MOE was used. The results of 365 

this analysis, shown in Figure 10, indicate that the main interactions are established with 366 

the C9=C10 double bond. 367 

 368 

 369 
Figure 10. (A) 2D representation of the interactions established by β-cryptoxanthin within the 370 
CCD4b catalytic site. Only the residues contacting the carotenoid at less than 4.5 Å distance are 371 
shown. (B) 3D representation of the interactions in which the catalytic center and the Fe+2 atom is 372 
represented by a cyan sphere. 373 

 374 

 375 
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3.6 Analysis of membrane – protein interaction 376 

 377 

The model of CCD4b inserted in the membrane, at the end of the 20 ns molecular 378 

dynamics trajectory, is displayed in Figure 11. The evolution through the simulation of 379 

the membrane thickness, the depth of penetration of the protein into the membrane and 380 

the relative membrane penetration of protein (RPD) are shown in Figures 12-14.  381 

 382 
 383 

Figure 11. Three-dimensional view of the CCD4b inserted into the membrane. The phosphate 384 
groups (dark yellow balls) were aligned in the XY plane and projected on the Z axis. A first set MP2 385 
include all phosphate groups on the membrane side in which the protein was inserted. The second 386 
set MP1 includes the phosphates belonging to the other layer of the membrane. is the maximum 387 
atomic position observed for the protein along the Z axis for the 20 ns frame (not considering 388 
hydrogen atoms). Z1 and Z2 are the mean values of the phosphate Z coordinates belonging to each 389 
layer. 390 

 391 

 392 
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 393 
Figure 12. Membrane thickness for the three complexes throughout the simulations 394 

 395 

 396 
Figure 13. Depth of penetration of the protein into the membrane measured for the three studied 397 
complexes. 398 
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 399 
Figure 14. Relative membrane penetration of protein (RPD) evaluated through all simulations. 400 

 401 

The area involved in the contact observed throughout the molecular dynamic’s 402 

trajectory between the different proteins and the membrane indicates that the interaction 403 

is significant and covers a non-negligible surface that typically ranges from 2250 to 3250 404 

Å2 (Supplementary Material – Figure S2). This contact surface is mainly dominated by 405 

residues of the α-helical domain, as was observed in the structure of VP14 by Messing and 406 

Amzel [22]. This allows us to suggest the same protein-membrane interaction mechanism 407 

for Citrus CCD4s, previously pointed out in the studies by Ma et al. [32]. These results 408 

indicate that a stable interaction, due to the orientation and penetration on the surface of 409 

the thylakoid membrane, would enable CCD4s to extract the membrane-soluble 410 

carotenoids through a tunnel formed mainly by hydrophobic residues that extends to the 411 

catalytic center of the enzymes, as also hypothesized before by our research group [33]. 412 

4. Discussion 413 

Complete models of the members of the CCD4 family, including membrane, have 414 

been constructed in order to study the possible interaction with thylakoid membranes. 415 

The models have been validated through molecular dynamics simulations in water. All of 416 

them have displayed structural stability throughout the simulation trajectory. 417 

The α1 and α3 helical domains included in these models have been found to be 418 

essential for the interaction with thylakoid membranes, which promotes a decrease of 419 

their movements. These domains are characterized by an abundance of nonpolar amino 420 

acids that favor the interaction with the membrane, allowing a penetration of 421 

approximately 10 Å that constitutes a relative penetration of approximately 30-35% of the 422 

membrane width (see Figure 12, 13 and 14). 423 

According to the interaction energy Uab values, a preference of the enzymes is 424 

observed for the binding of xanthophylls (ZEX, LUT and RRX). When the binding energy 425 

is calculated using the MMPBSA method a similar result is obtained with the difference 426 

that also carotenes such as BCR are predicted to be putative substrates. These results 427 

confirm what is known from experimental data, i.e. that both xanthophylls and carotenes 428 

bind to CCD4 [18]. 429 
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Finally, the prediction of the possible oxidative cleavage site indicates a clearly 430 

asymmetric tendency at the C7 = C8 and C9 = C10 positions, a result that is consistent with 431 

what is already known for other members of the same enzymes family [18,27]. 432 

4. Materials and Methods 433 

The Materials and Methods should be described with sufficient details to allow oth- 434 

ers to replicate and build on the published results. Please note that the publication of your 435 

manuscript implicates that you must make all materials, data, computer code, and proto- 436 

cols associated with the publication available to readers. Please disclose at the submission 437 

stage any restrictions on the availability of materials or information. New methods and 438 

protocols should be described in detail while well-established methods can be briefly de- 439 

scribed and appropriately cited. 440 

4.1 Proteins structural model building 441 

4.1.1 Modelling by threading  442 

For the construction of structural models of the CCD4a, CCD4b and CCD4c 443 

proteins, including the α1 and α3 domains that interact with the thylakoid membranes of 444 

the chloroplast and are present only in proteins of plant origin, the software PHYRE2 445 

(Protein Homology / analogY Recognition Engine) was used [34]. PHYRE2 combines the 446 

threading/ab initio modeling method with the modeling of parts of the sequence by 447 

homology with multiple templates. 448 

Some structural elements of a model previously published by our group were used 449 

[33], given their established validity. In this sense, after an inspection of the Fe+2 450 

coordination sphere, the position of Fe+2 was defined by superimposing both models, 451 

verifying the Fe+2 coordination sphere with the histidine residues (His257, His307, His373 452 

and His548).  453 

The models obtained for CCD4a, CCD4b and CCD4c were compared with the 454 

structure of the Zea mays dioxygenase viviparous 14 (VP14), an enzyme active in the 455 

cleavage of 9-cis-epoxycarotenoids (PDB ID: 3NPE). This is the only enzyme of plant 456 

origin with known crystallographic data that possesses the α1 and α3 domains of 457 

interaction with the membrane. VP14 is an enzyme acting on carotenoids in the 9-cis 458 

configuration and cleaving the double bond at position 11 = 12 (11' = 12'), thus 459 

participating to the first steps of the biosynthetic pathway of ABA (EC 1.13.11.51). The 460 

resolution of the crystal structure is 3.2 Å, with an R-factor = 0.242 and R-free = 0.272. 461 

4.1.2 Refinement and molecular dynamics 462 

All calculations were carried out using NAMD2 version 2.12 software optimized to 463 

work on CUDA cores [35]. 464 

The force field selected for the simulation was the Charmm36 natively compatible 465 

with the NAMD2 program[36]. The parameterization of the ligands was carried out 466 

through the CGenFF (CHARMM General Force Field) program , compatible with the 467 

Charmm36 force field [37]. In this program, the assignment of parameters and charges is 468 

done by analogy, studying the connectivity patterns and the chemical environment of 469 

each atom. For the Fe+2 atom in coordination the unbound scheme was used. The Fe+2- 470 

protein interaction was modeled using electrostatic and VDW terms, thus allowing the 471 

study of possible changes in the coordination center. The VDW interactions were modeled 472 

by a 12-6 Lennard-Jones (LJ) potential following the Charmm36 force field model. The 473 

parameters Rmin and ε were obtained from Li et al. [38] and were optimized for this system. 474 

The validation of the models was carried out by means of molecular dynamics 475 

simulations, for which a water box with explicit solvent was built defining 15 Å of margin 476 

between the outermost atom and the edge of the box in each direction, with the 477 

dimensions of the periodic cells of 88 x 100 x 86 Å. NaCl counter ions were used to ensure 478 

the overall charge neutrality of the system. The water boxes were built using the TIP3P 479 
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water models, and the water molecules were considered rigid bodies allowing their 480 

rotation and translation along the box. 481 

For all simulations, systems under periodic boundary conditions were considered, 482 

with a time step of 2 fs. The sampling stages were carried out every 2 ps. The electrostatics 483 

of the system was treated using the Particle Mesh Ewald (PME) method with a grid size 484 

of 1 Å and a cutoff distance for long-range interactions of 12 Å. 485 

 486 

  Each simulation consisted of four stages: 487 

• Refinement through energy minimization with 2000 steps using conjugated 488 

gradients and applying harmonic restraints on the main chain atoms of the protein 489 

and on the Fe+2 coordination sphere to avoid possible deformations in the initial 490 

stages. 491 

• Heating stage from 0 to 300 K in 100 ps simulation time, keeping the pressure 492 

constant at 1 atm and the harmonic restraints on the main chain atoms and the 493 

coordination sphere of Fe+2. 494 

• Molecular dynamics simulation stage at a constant temperature of 300 K for 1 495 

ns, maintaining the harmonic restraints of the previous stages. 496 

• Molecular dynamics simulation stage at constant temperature (300 K) for 20 ns, 497 

without harmonic restraints. 498 

 499 

4.2 Construction of the CCD4X-Ligand Complexes 500 

Given the structural similarity between the CCD4a, CCD4b, and CCD4c structural 501 

models obtained by threading with those obtained by homology, the initial position of the 502 

ligands in the active site was established by structurally aligning both models and taking 503 

the position of the carotenoid modelled in previous works of our research group [33]. All 504 

complexes were validated by molecular dynamics simulations. 505 

 506 

4.3 Molecular dynamics simulations of the complexes 507 

The molecular dynamics simulation of the complexes was performed following the 508 

protocol described above in the Refinement and Molecular Dynamics section. The 509 

simulation was divided into four stages: energy minimization, heating from 0 to 300 K in 510 

100 ps, equilibrium dynamics at 300 K for 1 ns restricting the position of the main chain 511 

(main chain) atoms and production. Then, triplicated sampling trajectories (without any 512 

type of restriction) of 20 ns were obtained and statistical sampling of the physicochemical 513 

parameters was evaluated.  514 

 515 

4.4 Construction of membrane complexes 516 

4.4.1 α-helical domains and their interaction with membranes 517 

To propose the spatial arrangement of protein structures in lipid bilayers we used the 518 

OPM (Orientations of Proteins in Membranes) program [39], in which each protein is 519 

considered as a rigid body that can freely interact with a hydrophobic layer of adjustable 520 

width. The orientation of the protein is optimized by a rigid body molecular dynamics 521 

simulation, always considering the protein as the solute whose relative position with 522 

respect to the membrane must be optimized by means of an implicit (non-structural) 523 

representation. As a first step, the free energy ΔGtransfer of protein transfer to the membrane 524 

from an aqueous solution medium is minimized by a calculation at different penetration 525 

levels, moving the protein at a speed of 0.2 Å / step. Finally, the optimal penetration depth, 526 

the angle of rotation of the center of mass with respect to the plane formed by the 527 

hydrophobic layer, the residues in contact with the membrane and the residues outside it 528 

and the optimal value of the ΔGtransfer are reported. 529 
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For the construction of the membrane, we used a pre-equilibrated membrane model 530 

of phosphatidylcholine (POPC) which initially covered a surface area of 102 x 140 Å. The 531 

initial thickness, measured as the distance between the bilayer phosphates, was 39 Å for 532 

the three CCD4a, b and c models.The protein structures were coupled to the membrane 533 

layers, respecting the depth and orientation obtained in the previous step and removing 534 

the POPC units that overlapped with the protein. 535 

The model of the protein-membrane complexes was subjected to molecular dynamics 536 

simulations following the protocol described above in the Refinement and Molecular 537 

Dynamics section, keeping the surface of the membrane constant (formed by the X-Y 538 

plane). The simulation was divided into four stages: energy minimization, heating from 0 539 

to 300 K in 100 ps, equilibrium dynamics at 300 K for 1 ns restricting the position of the 540 

main chain (main chain) atoms and a production of all the complexes models was 541 

obtained with triplicated trajectories of 20 ns. 542 

Finally, a one microsecond (1 µs) trajectory was obtained for the CCD4b-β- 543 

cryptoxanthin complex to model a more biologically realistic event, considering that this 544 

is one of the substrates reported in literature [27]. 545 

 546 

4.5 Analysis of molecular dynamics simulations 547 

4.5.1 Ligands Interaction energy (Uab)  548 

The ligand interaction with the modelled macromolecular system (protein, solvent 549 

and ions) has been evaluated through molecular dynamics simulation, according to the 550 

Equation 1: 551 

〈Uab〉 = 〈U − Ua − Ub〉 (1) 

where, 552 

U is the total potential energy of the system, 553 

Ua is the potential energy of receptor, ions and solvent (ligand was excluded), 554 

Ub is the potential energy of the ligand, 555 

Uab is composed by non-covalent energy partition and is splitted in the van der Waals 556 

(VDW) and the electrostatic (ELECT) components. 557 

 558 

4.5.2 Protein-membrane interactions 559 

For the study of the influence of the membrane on the CCD4x domains throughout 560 

the molecular dynamics simulations, the residues that participate directly in the 561 

interaction, the temporal evolution of the contact surface between the protein and the 562 

membrane and the characterization of the non-bonded interactions, such as the pattern of 563 

hydrogen bonds, the electrostatic and VDW components, were analyzed. 564 

In addition, changes in the membrane structure related to the insertion of these 565 

proteins has been studied. 566 

The calculation of the mobility of the residues that make up a protein is a very 567 

important measure of its stability; one of the ways to represent it is the mean square 568 

fluctuation or RMSF (Root Mean Square Fluctuation). 569 

The differences between the root mean square fluctuations (ΔRMSF) of the CCD4x 570 

models solvated or inserted in the membrane were calculated following Equation 2: 571 

∆RMSFi  = 〈RMSFi〉memb − 〈RMSFi〉sol (2) 

where, 572 
〈𝑅𝑀𝑆𝐹𝑖〉𝑚𝑒𝑚𝑏  is the value of the root mean square fluctuation of residue i in the membrane 573 

interaction model, 574 
〈𝑅𝑀𝑆𝐹𝑖〉𝑠𝑜𝑙  is the value of the root mean square fluctuation of residue i in the solvent 575 

model. 576 

 577 
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A set of in house developed algorithms was used to estimate three parameters in 578 

relation to the penetration of the protein inside the membrane throughout the simulation, 579 

i.e. the time evolution of membrane thickness, the depth of penetration of the protein 580 

inside the membrane and the relative membrane penetration of the protein. 581 

To measure the penetration depth of the protein into the membrane, the phosphate 582 

groups aligned in the XY plane and projected on the Z axis were grouped in two sets: a 583 

first set MP2 is defined by all phosphate groups on the membrane side in which the 584 

protein was inserted. The second set MP1 is defined by the phosphate groups belonging 585 

to the other layer of the membrane. 586 

 587 

The average thickness of the membrane was calculated according to Equation 3: 588 

 589 

Thicknesst  =
∑ (ZMP1(i))

ti

n(i)
−

∑ (ZMP2(j))
tj

n(j)
  (3) 

where, 590 

𝑍𝑀𝑃1(𝑖)is the set of values on the Z axis of the cartesian coordinates of the i phosphates that 591 

belong to the set MP1 at time t, 592 

𝑍𝑀𝑃2(𝑗)is the set of values on the Z axis of the cartesian coordinates of the j phosphates that 593 

belong to the set MP2 at time t, 594 

𝑛(𝑖)is the number of phosphates belonging to the MP1 set, 595 

𝑛(𝑗)is the number of phosphates belonging to the MP2 set. 596 

 597 

The depth of penetration of the protein inside the membrane has been calculated 598 

using Equation 4: 599 

 600 

Deptht  = Max(Zprot)
t

−
∑ (ZMP2(j))

tj

n(j)
  (4) 

where, 601 

𝑀𝑎𝑥(𝑍𝑝𝑟𝑜𝑡)
𝑡
 is the observed maximum value of the atomic cartesian Z coordinate of the 602 

protein (not considering hydrogen atoms). 603 

 604 

Given that the thickness of the membrane is variable through the simulation, the 605 

relative membrane penetration of the protein (RPD) through all the simulation was 606 

evaluated using Equation 5: 607 

 608 

RPDt  =
Deptht

Thicknesst

∗ 100  (5) 

 609 

4.5.3 Calculation of binding free energy using the MMBPSA method 610 

The conformational sampling for MMBPSA binding free energy calculation was 611 

carried out on the trajectories generated during the equilibrium molecular dynamics. 612 

Three energy contributions were calculated following the MMPBSA method. First, in the 613 

gas phase, the energy difference between the complex and the sum of the energies of the 614 

receptor and the ligand separately was calculated, using NAMD and the Charmm36 force 615 

field (MM). Then, the polar contribution to the free energy of solvation was calculated 616 

numerically using the Poisson-Boltzmann (PB) equation implemented in the APBS 617 

(Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) program [40]. Subsequently, the changes 618 

(differences) of the solvent accessible surface area (SASA) were measured and from them 619 

the nonpolar contribution to the free energy of solvation was estimated, through the linear 620 

relationship with SASA. Finally, the binding free energy ΔGbinding was estimated by the 621 

following Equation 6: 622 

 623 
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∆Gbinding  =  ∆H − T∆S = 〈∆MMgas + ∆Gpolar + ∆Gnonpolar − T∆S〉  (6) 

where, 624 

𝐻 is the enthalpy, 625 

𝑇 is the absolute temperature, 626 

𝑆 is the entropy of the system, 627 

∆𝑀𝑀𝑔𝑎𝑠  is the energy difference, calculated by molecular mechanics, between the 628 

complex and the sum of the energies of the receptor and the ligand separately, in the gas 629 

phase, 630 

∆𝐺𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟  is the polar contribution to the free energy of solvation, 631 

∆𝐺𝑛𝑜𝑛𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟  is the non-polar contribution to the free energy of solvation,  632 

𝑇∆𝑆 is the entropic contribution to the free energy. 633 

 634 

The group of compounds studied is structurally similar, as they all belong to the 635 

structural class "carotenoids". It can be assumed that their contribution to the differences 636 

in entropy is similar and that therefore the changes in free energy due to the entropic 637 

factors cancel each other out when the differences between the free energies are calculated 638 

(expressed as ∆∆𝐺 ). As a consequence, the 𝑇∆𝑆  term can be ignored as usual in the 639 

MMBPSA methods. 640 

 641 

5. Conclusions 642 

Novel tridimensional models of CCD4 (a, b and c) from Citrus clementina, including 643 

α-helix domains that interact with membranes have shown structural stability throughout 644 

molecular dynamics simulations. 645 

Evidence is provided that the α1 and α3 helices domains included in these models are 646 

essential for the interaction with thylakoid membranes and that in their presence the 647 

average fluctuation in these domains decreases, stabilizing the structure. The region that 648 

involves α1 is characterized by the domain of polar amino acids that interact with the 649 

polar groups of the membrane, α3 is characterized by the abundance of apolar amino acids 650 

that favor interaction with the hydrophobic nucleus of the membrane. A protein 651 

penetration of 10 Å inside the membrane constitutes a relative penetration of 652 

approximately 30-35% to the membrane. 653 

The averaged values of the MMPBSA binding free energy ΔGbinding, indicates the 654 

preference in the union with xanthophylls (ZEX, LUT and RRX), without excluding 655 

carotenes such as BCR as possible substrates, in agreement with what is known from 656 

experimental data (Ahrazem et al., 2016 ). 657 

Finally, the possible site of oxidative cleavage shows a clearly asymmetric tendency 658 

at positions 7 = 8 (7 '= 8') and 9 = 10 (9 '= 10'), a result consistent with other already known 659 

members of the CCD4 type (Ahrazem et al., 2016; Rodrigo et al., 2013). 660 
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Supplemetary Material 
 

 
Figure S1. Temporal evolution of hydrogen bonds between proteins and membranes. CCD4a (red), 

CCD4b (green) and CCD4c (blue). Averaged H bond amounts are nine for CCD4a, 

seven for CCD4b and ten for CCD4c.  
 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Figure S2. Temporal evolution of contact surface area  ( Å2) in the complexes CCD4a (red), 

CCD4b (green) and CCD4c (blue). CCD4a has a mean of 2797.15 (±153.89), CCD4b :  

2674.08 (±163.75) and CCD4c: 2885.87 (±118.13). 
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