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Mecanismos Celulares de Biorremediacion y Detoxificacion: Doble Eje GPX y GST

FUENTES DE CITOTOXICIDAD

Origen y naturaleza de los agentes lesivos

1. VIA ENDOGENA (Pasiva)

Estrés Oxidativo Metabélico Basal

- Respiracion mitocondrial y fotosintesis.
- Generacion basal de especies reactivas (ROS).
- Déficit hidrico y radiacién en zonas aridas.

- Peroxidaciéon de lipidos de membrana celular.

Componente citotoxico: Perdxidos (R-OOH)

2. ViA EXOGENA (Activa)

Contaminantes en Suelo y Tierra

- Absorcién radicular profunda del suelo:
- Pesticidas y agroquimicos halogenados
- Residuos de colorantes textiles industriales
(ej. Azul de Metileno recalcitrante)
- Xenobiéticos electrofilicos (CDNB)

Componhente citotdxico: Electréfilos (X- / RX)

Mitigacion coordinada de estrés oxidativo metabdlico (via pasiva) y contaminantes en suelo y tierra (via activa)

DOBLE EJE ENZIMATICO COORDINADO: GPX Y GST

Catdlisis de reduccion y conjugacion nucleofilica tidlica

S-Redx Socio-Oxidado
(GSH, Trx) (GSSG Trx_ox)

R-OOH . O R-OH
e e

Peréxido Neltuma alba GP Producto - Reducido
(Citotoxico) (mas inocuo)

VIA PASIVA: Reduccién de peréxidos lipidicos preservando la integridad de membranas

GSH

N
X / RX GST GS-X

—

Xenobidtico NaGSTU17 (Tau) Conjugado
electrofilico (mas soluble,
(Citotoxico) inocuo, estable)

VIA ACTIVA: Conjugacién nucleofilica de xenobiéticos para su neutralizacién y secuestro

DESTINO Y BIORREMEDIACION

Compartimentalizacion y saneamiento ambiental

1. DESTINO CELULAR

Secuestro Vacuolar & Trafico ABC

- GS-X es reconocido por transportadores ABC
en la membrana tonoplastica (vacuola).

- Confinamiento definitivo lejos del citosol.

- Previene dafo al ADN y protedlisis aberrante.

Resultado: Célula vegetal detoxificada

2. BIORREMEDIACION EN SUELO

Fitorremediacion por Neltuma alba

- Rizo-filtraciéon profunda en suelos aridos:
- Remocién de pesticidas agricolas residuales
- Saneamiento de efluentes textiles con
Azul de Metileno recalcitrante
- Alta acumulacién tisular sin fitotoxicidad
gracias a la doble maquinaria GST + GPX.

Impacto: Saneamiento de suelo y tierra
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Funcion tradicional (Actividad Antioxidante)

Tétrada Catalitica:tys Gln, Trp, Asn
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Peruxldatlc
Los residuos Gin y Trp activan la Cys peroxidatica (Cys-S)
mediante puentes de hidrogeno, disminuyendo su pKa

Etapa 1: Peroxidacion

SISTEMA TIOREDOXINA (TRX)
TRX-(SH), TRX-S,

TRX-(SH), TRX-S,

REDUCCION POR TIOREDOXINA (TRX),

NO GLUTATION.

El sistema TRX/NTR reduce el disulfuro para restaurar el estado
activo; las plantas prefieren TRX porque carecen de los residuos

de unién a GSH presentes en mamiferos

§.§> ROOH o H,0,
Cys-S,H

ESTADO REDUCIDO Eé%”"
(Tiol Activo)

Etapa 3: Regeneracion
y Socio Redox

Cys—S—S
/ \
Cys-S, Cys-S,

ESTADO OXIDADO
(Puente Disulfuro)

Cys-S,0H

CISTEINA
(Intermediario)

Etapa 2:
Resolucion

La Cys-S, reducida ataca al
peroxido (Hz{Jz 0 ROOH),
liberando agua o alcohol y
transformandose en un
intermediario de acido sulfénico
(Cys-S,0H)

Cys-S,H

Cys de Resolucion
(CYS'STH)

H,0

Una Cys de resolucion (Cys-S,)
realiza un ataque nucleofilico sobre
el acido sulfénico, generando un

(Toppo et al., 2009) enlace disulfuro intramolecular y
(Navrot et al., 2006) €l estado oxidado de la enzima
& Natebank] b



Funcion tradicional (Mecanismo de Detoxificacion de GST)

Arquitectura Catalitica: Sitios Gy H

@\ / J’\ Sitio Etapa 1: Activacion y Formaclon de Tiolato
"f il Glutation (GSH)

2 P + Glutation (GSH d El glutation se une al Sitio G,

Q Serig' - /—‘ ‘S\ donde el Ser-16 estabiliza su

4 GS Glutatlon anion tiolato (GS-) mediante

siios |, (6SH — T -os . o diDE.
La Ser-16 forma puentes de hldrngeno con el tiol del GSH, nucleofilico.
disminuyendo su pKa de ~9 3 ~6.2y generando el anion
tiolato és“} altamente nucleofilico en el Sitio G
adyaf)enllz:e al Slll:th Hdrofoblco donde se unen los ESTADO LIBRE ANION TIOLAT
xenobidticos electrofilicos para su conjugacion. iy G : :
(Sitio G Vacio) (Tiol Activado)

DESTINO METABOLICO DEL CONJUGADO (GS-X) \_/ Xenobiético

Etapa 2: / Al
' electrofilico
e Transportador ABC Vacwolz Bl Etapa 3: Liberacion c Ataque y " (R-X)
sl 11 v aselll) ATP—ADP+P; 1\! y Regeneracion onjugacion
e 0000000l = [GS-R] ) Sitio H
GS-X (Conjugado S-Glutation)
éCUNJUGAD[J R\
GLUTATION) j,

X~ (Grupo Saliente)
Transportador ABC & & 4 '

=== GST:[GS-R] Un xenobidtico electrofilico (R-X) entra
CONJUGACION COVALENTE IRREVERSIBLE, NO REDOX La enzima regenera su estado libre en el Sitio Hy sufre el ataque nucleofilico
El transportador ABC de Fase |1l utiliza ATP para transportar simplemente liberando el conjugado GS-X del anién tiolato (GS'), desplazando al
irreversiblemente el conjugado GS-X a la vacuola para su secuestro, del sitio activo, lista para otro ciclo sin (Armstrong, 1997) grupo saliente (X) y formando el complejo
detoxificando la célula sin requerir regeneracion redox. necesidad de sistemas redox externos.

(Deponte, 2013)  conjugado transitorio con la enzima.



MODULO | - ANTECEDENTES Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Cambio de Paradigma: De la Seializacion Redox al Enigma en Neltuma alba

Planta Modelo (Arabidopsis thaliana) Arbol Xeréfilo (Neltuma alba)

Transicion conceptual de la funcién redox en el estoma Repertorio de isoformas y adaptacion al desierto

Transicion Conceptual de la Funciéon Redox
® Modelo Clasico: 'Limpieza' pasiva de ROS (H,O, = H,0)

® Nuevo Paradigma: Sensores e interruptores redox moleculares

Evidencia Experimental en Células Oclusivas

5 Isoformas: GPX2 - GPX4 - GPX6 - GPX-L1 - GST U17

PREGUNTA CENTRAL DE INVESTIGACION:

7 _ ¢Mera detoxificacién antioxidante o sensores moleculares
Estoms ABlarte EstomaiCerads que regulan el estoma bajo estrés extremo?

Condicién Optima - Transpiracién Estrés Hidrico - Sefial por GPX
Desafio Xeréfilo y Especializacion

Descubrimiento Clave en Arabidopsis: ® Ambiente Extremo:

* Las isoformas GPX operan como transductores de sefial redox. Radiacién >1200 umol-m™s™y calor >45 °C

® Modulan las células oclusivas para inducir el cierre rapido ante sequia. ® Hipétesis de Trabajo:

Especializacion funcional no redundante:

Evidencia cientifica: Flores et al. (2023); Gémez & Diaz (2024). control estoméatico vs. detoxificacion profunda

Traslacion = ;Opera este mecanismo en arboles del desierto? Siguiente = Neltuma alba: Modelo Bioldgico de Resiliencia Extrema

Referencias clave: Flores et al. (2023); Gémez & Diaz (2024); Bela et al. (2015, 2022): Zia et al. (2021).



Neltuma alba: Un Modelo Biologico de Resiliencia Extrema

- B

-O-44% Supervivencia en estrés
| @ hidrico y térmico.

ﬁ@’f Maquinaria bioquimica

especializada.

Enigma: Homeostasis |
bajo presion oxidativa.
(Zia et al., 2021) )
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Hipotesis Central

Las isoformas de la Glutation Peroxidasa (GPX 2,4,6yL1)y
la Glutation S-Transferasa U17 (GST U17) de Neltuma alba
poseen arquitecturas tridimensionales y funciones cataliticas
gue determinan la adaptabilidad vegetal al estres abiotico
sistematico mediante la regulacion de la capacidad
antioxidante y la aperturalcierre de estomas.




OBJETIVOS

General

Analizar la estructura y funcionalidad de las isoformas
GPX 4, GPX L1y GST U17 en respuesta al estrés

abiotico en plantas de Neltuma alba




Especificos

. Obtener las isoformas recombinantes.
. Obtener informacion estructural de dichas isoformas de N. alba.

. Estimar los parametros cinéticos de la reaccion catalizada por las isoformas
recombinantes de GPX y GST.

. Valorar la expresion de las isoformas GPXIGST en plantas de N. alba
sometidas a estrés via qPCR.

. Correlacionar la expresion de las isoformas de GPX/GST con los parametros
bioquimicos y la dinamica de los estomas en N. alba durante el estrés
abiaotico.




| METODOS Y RESULTADOS

1. IN SILICO 2. BIOPROCESO 3. CINETICA 4. gPCR 5. INTEGRACION
(Estructura 3D)  (Expresion e IMAC) (FLUOstar Omega) (Expresion In Vivo) (Resistencia Redox)



y Cj__

Elucidar la estructura y los parametros in silico de las GPX y

GST

Entrada

Procesamiento

Validacion &

(= an
L_..)F
G

PROTEIN DATA BANK

Bases Estructurales:

Seleccion y curacion de
templados cristalograficos de alta
resolucion para el modelado de
isoformas homologas de
Neltuma alba.

HDOCK, SWISS-MODEL,
ClusPro

Modelado y Acoplamiento:

Generacion automatizada de
modelos tridimensionales por
homologia, ensamble
macromolecular proteina-
proteina y docking flexible
ligando-receptor.

Script Python -8
é v2.0>

Automatizacion:

Validacién con script de Python
para verificar la interaccion y
evitar falsos positivos en ligandos
largos, segun el método de
Gfeller et al. (2013).

1

/




Algoritmo para Verificacion de Contacto Real entre Proteina-Ligando

(Contacto Real)

Scripts en Python miden la distancia atomica real entre el ligando y el sitio activo. Este
metodo es mas preciso para ligandos elongados que los calculos basados en centroides,

usando un umbral de 5.0 A.
d=+[(x- XT 2 + (y - YT 2+ (z - ZT 2] Gfeller y colaboradores, 2013

Criterio de Exito: Interaccion atdmica real < 5.0 A con el residuo Serina 16.




#Locallzar Residuo: == Seleccionar residug --

d Cartacn B sticks - 8 Color E] Auta-Rotar %, Medir Distancia (A}

ISOFORMA GPX 4 (Neltuma alba)
Homologia 3D - NCBI: XP_028792674.1 - Cys42 Catalitica

Plataforma Interactoma
Modular

ar

¥ Resat

o FASTA

# GSH (Cysd2)
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&' Localizer Residus:  -- Seleccionar regidua --

o Cartoan B sticks s Color ] Auto-Rotar %, Madic Ditancla (A)

W TruH (control -

ISOFORMA GST U17 (Neltuma alba)
Homologia 3D - NCBI: XP_028793106.1 - Ser16 Catalitica

Plataforma Interactoma
Modular

# Liganda Acoplads: — Beleccionar iganda —

r

J Rosnt

i PG

o PDR

o FASTA

# OSH (Sitie G

# Gi5—DNE [Sitie H)

i 15



Avances In Silico: Arquitectura Estructural 3D del Sitio
H

Comparativa Estructural 3D Tripartita: Procariota Extremofilo vs Bacteriano Heterétrofo vs Eucariota Vegetal

A) Arthrospira platensis (ApGST_01) B) Escherichia coli (EcGST_Beta 1N2A) C) Neltuma alba (NaGSTU17 Mezquite)
Superfamilia GHR I Cy581 Activa Modelo Christian Muioz | Cyle Activa Outgroup Vegetal Carlos Montejo | Serl3 Activa

Cavidad Expansiva: 1,140 A3 Cavidad Compacta: 680 A3 Cavidad Estrecha: 412 Az




Afinidad Quimica y Capacidad de Biorremediacion

Muitiligando

Figura: Ranking Comparativo de Afinidad de Docking Molecular Tripartito
Arthrospira platensis (GHR) vs. Escherichia coli (GST-Beta) vs. Neltuma alba (GSTU17)
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Il Arthrospira platensis (ApGST_01 GHR)
-8 I Escherichia coli GST-Beta (1N2A - Christian)
[ Neltuma alba GSTU17 (Mezquite - Carlos)

Bisfenol A Menadiona (K3) Plastoquinona-1 Peréxido Cumeno Atrazina Clorpirifos Azul Metileno Glifosato CDNB
(Plastificante) (Aceptor Redox) (Tilacoide) (Estrés Oxid.) (Herbicida) (Insecticida) (Colorante) (Herbicida) (Sustrato Mod.)



PROTOCOLO DE TRANSFORMACION BACTERIANA:

Insercion del Plasmido en E. coli BL21 (DE3) mediante Choque Térmico

2. CHOQUE TERMICO (42°C) - 3. RECUPERACION 4. SELECCION CON
1. MEZCLA EN HIELO CRITICO (OUTGROWTH) AMPICILINA

Spreader
[ (Drigalski)
X /\ . Medig LB
= sin antibiético
& ~  Células ( )
S ami E. coli BL21
Plasmido - (DE3)
-/ Competentes > \ 4 .
e [ S\
) )
= e 2 Colonias
37°C, 220 rpm C,16-20h  Transformantes
(+) Resistentes
L L. . i Sembrar en placa selectiva.
Incubar mezcla (plasmido + Transferencia rapida: 42°C por Anadir medio LB. Incubar con _ .
, . i L Las colonias visibles a 37°C
células) en hielo por 20 min. EXACTAMENTE 30 s, luego retorno agitacion a 37°C, 220 rpm para _
: : : : L, : : (16-20 h) han incorporado el
Agitar suavemente. inmediato al hielo. expresion de resistencia. olasmido




PROTOCOLO DE EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINA RECOMBINANTE

MEDIANTE EL SISTEMA pET E IMAC (Basado en Studier y colaboradores, 1990).

o INDUCCION Y EXPRESION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE LISIS CELULAR Y CLARIFICACION
DEL LISADO
IPTG —,
@g IPTG induce
T7 RNA
/-{In!ﬂpl..ll;?or) Enzima o peiimerase ]))
§ l omhy  Eaeg Sobrenadante
—— ] » //%4-/ —~—~——ARNm (Lisado soluble)
(= |, PET16b | p—
i 8 A Centrifugacion
[c= @ \ Tiepe i i T Sobrenadante
diana con“ € Sedimento (ks soluble)
Cultivo LB + Ampicilina His-tag fg:ﬁ:p:;]
CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD POR IONES METALICOS ELUCION DE LA PROTEINA Y '
INMOVILIZADOS (IMAC) CON NIQUEL # VERIFICACION POR SDS-PAGE
NTA-Chelated Crude lysate Ilicn e - Tampon de elucion :
: . " (Contiene Imidazoli) Imidazole ® 3
Pl_zii::ﬁ;nga ..... M agy & . q§°

g
® & &
YT

lavado <
Agarosa y C—5 % * i 4 —
N-NTA il —
| - — A
Lisado : Unién de 'L a ; Union de ~—p
crudo |} ® Jones Ni#* quelados proteina Fgﬁ“;gg;g;; ':"_’I:v:ﬁg‘gﬂ Proteina |

a}ﬂ con NTA His-tag ) | l, Imidazole His-tag SDS-PAGE Gel

& (Flujo pasante)



Analisis de la GST U17 de Neltuma alba por SDS-PAGE

MM FNU Lavado NaGSTul7
MM1 MM2 FNU Prot total Lavado Lavado NaGSTul7
Sol Inicial Final
o w—— - =
—
—
— e -
‘ L -
.
o W
L A
T .

La proteina NaGSTul7 presenta 229 aminoacidos, un peso molecular teodrico de 25.34 kDa y un
pl tedrico de 5.98.




Numero de Residuos en NaGSTU17-Hisio

Densidad Optica (ODggo)

(6]
1

EN
L

w
1

N
1

| == NaGSTU17 soluble producida (mg/L)

MODELADO IN SILICO DEL BIOPROCESO Y VALIDACION BIOFiSICA DE BRADFORD
Expresion de NaGST U17 en E. coli BL21(DE3) (50 mL TB, IPTG 0.25 mM) y Elucién IMAC

A) Dinamica de Expresion en TB e Inducciéon a ODsoco ~ 0.65

=== Bjomasa celular bacteriana (ODggg)
= = Induccién IPTG (3.8 h, ODsoo = 0.65)

ODgoo = 0.65

L 14

12

NaGSTU17 Soluble (mg / L cultivo)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo de Cultivo en Terrific Broth (h)

C) Base Molecular de la Respuesta a Bradford (Coomassie G-250)

Mecanismo Biofisico de Unién a Coomassie G-250:

250 9 | « El colorante se estabiliza en su forma aniénica azul (A = 595 nm)
por interaccién electrostatica con grupos guanidino (Arg) y amino (Lys/His).
*« NaGSTU17 contiene 44 residuos catidnicos basicos (17.7% de la secuencia),
explicando a nivel molecular la elevada pendiente y sensibilidad en Bradford.
200 A
181
150 A
100 A
50 A
24
13 16 15 -
L N e ,
Arg (R) Lys (K) His (H + Tag) Arométicos Otros Residuos

(Phe, Tyr, Trp)

Densidad de Probabilidad

Absorbancia a 595 nm (AAsqs)

B) Validacion Estocastica de Rendimiento (N=50,000)

I= o =
14 1 Balance y Resina Ni-NTA (1 mL): - PI’edIICCIOF .|r| silico
« Alicuota TB procesada: 50 mL = Media tedrica: 0.529 mg/mL
» Masa cargada: ~0.82 mg (<3% capac. resina) == = Placa 3 (Empirico): 0.533 mg/mL
12 - * Elucién IMAC: 1.50 mL Intervalo Exp. (+20)
* Cl 95%: [0.440, 0.625] mg/mL
» Concordancia Modelo-Real: 99.5%
|
10 1 |
|
g
8 m -
6 I =
4
2 -
0 T T T T T T
0.35 0.40 0.45 0.50 0.55 0.60 0.65 0.70 0.75
Concentracién de NaGSTU17 en Eluato IMAC (mg/mL)
D) Ajuste Metroldgico: Simulacién Biofisica vs Placa 3
0.8 A
-l
0.7 1
0.6
0.5 A
0.4
0.3 1
4
/
0.2 1 // Respuesta Tedrica Lineal Beer-Lambert
== = Agotamiento del Colorante Coomassie
0.1 Ventana Lineal ()ptima (2.0 - 5.3 pg)
Zona de Subestimacién por Saturacién
@ Placa 3 (Estandar de Oro: 20, 30, 40 L)
0.0 T T T T T
0 10 20 30 40 50

Volumen de Alicuota Diluida 1:4 Cargada en Pozo (pL)



inacién

MODELADO IN SILICO DE PROGRESION TEMPORAL Y OPTIMIZACION DE [E]o (200 pL)
Ventana Optica Experimental: Absorbancia Basal Ay = 0.60 UA y Limite Lineal A3;0<2.00 UA

Lineal (R?)

Coeficiente de Determ

A) Cinética Transitoria en Microplaca (Volumen Total = 200 pL) B) Criterio de Estado Estacionario: Agotamiento de Sustrato
== = Criterio de Estado Estacionario (Consumo < 10%)
w 100 A Régimen de Orden Cero Vélido (< 10%)
i o Agotamiento Severo / Desviacion Cinética
- - g 87.5%
—~ 4 A - - u
o - (=]
> it = 80
= -7 o
£ T 2 66.7%
< i 8
o i ~
3° A7 o 60 -
m 7 4‘;
© ,/ f
i
8 - 0
g ol o 401
8 21 ] 34.5%
S
° - °
3 £
SR » 0,
2 50 18.6%
14 s o
8 - pa—
Absorbancia Basal sin blanco (Ao = 0.60 UA) o
0 50 100 150 200 250 300 10 pL 5.0 uL 2.0 uL 5.0 uL 5.0 uL
Tiempo de Reaccién (segundos) Stock Puro Stock Puro Stock Puro Predil 1:5 Predil 1:10
e Diagnéstico del Viraje Prematuro y Rango Optimo de DO (0.60 a 2.00 UA):
10 ML Puro (0.53 pM) 2.0 pL. Puro.(oAll umM) 5.0 UL, Predil }110 (0.026 M) Zona Confort (0.60-1,25) * Sin blanco previo: Ag = 0.60 UA (buffer + CDNB + fondo del pozo). ¢ 10 pL puro: 87.5% consumo, DO > 2.0 en < 55 s (viraje prematuro).
= =5t0NLIPUrGT(0.26 PM)=iets 520 Hl Predil 1251(0.05310M) Zona Saturacién (DO > 2.0) Ventana Vo (0-60 s) + 5.0 pL Predilucién 1:10: consumo de solo 9.6% (AA = 0.55 UA; Agnai = 1.15 UA, régimen lineal estable y alta fidelidad).
C) Pérdida de Linealidad Temporal por Exceso Enzimatico D) Matriz de Decision: Zona Optima de Trabajo en FLUOstar
1.00 A @ © [ 7 0.5500
= 101 0.4825
g 3
0.98 1 o~ 2
] 0.4150 §
3 8- c
2 <)
> =
c = -0.3475 @
0.96 - o Ventana Optima de Opera \g
3 015 a 0.040 uM) T
I 61 L 0.2800 £
P =
0.94 1 £ §
. ] -0.2125 &
o 4 -_
s c
=@= 10 L Puro (0.53 uM) . 0.1450 ©
| == 5.0 uL Puro (0.26 um) £ =
0.92 2.0 pL Puro (0.11 uM) = B
=@ 5.0 pL Predil 1:5 (0.053 pM) ° 21 10 pL Stock Puro (Falla: viraje en segundos, DO > 2.0) 0.0775
=@= 5.0 L Predil 1:10 (0.026 uM) > 5.0 L Predilucién 1:10 (ADO = 0.55 UA, dentro de ventana éptima)
----- Umbral Minimo de Linealidad (R2=0.995) Limites Ventana Optima [E]o (0.015 - 0.040 uM)
0.90 -+ T T T T T y T T T T T T T 0.0100
50 100 150 200 250 300 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

Duracion de la Ventana Temporal de Ajuste (s) Factor de Predilucién del Stock de NaGST U17 (X)



Determinacion de la Cinética de la GPX Vegetal

(Martinez y colaboradores, 2023)

o PREPARACION DE TIORREDOXINA e MECANISMO CATALITICO DE GPX-TRX. MONTAJE DEL ENSAYO
— CINETICO ACOPLADO

REDUCIDA (TRXred) S
o H,0 o ROH d
Agente Reductor (DTT) Oxidante 2 Tampén de
g - — N (H,0, 0 ROOH) (Agua/Alcohol) Reaccion B4
SH Y SH - \ \ NADPH Perdxido
Bt il . SH HS SH ( . Py NTR \ /’ (H,0,/RO0H)
w| r ,U_.. \ '."i 0 o’ﬁ' _. RE#UBFI&JI de REgEHEfﬂﬁiﬁﬂ (T iorredoxing =
e P HS sH eroxido de GPX Reductasa)
Gy R w0 TRX Vegetal j
Sustrato L / \ GPX Pura
Oxidante o TRXred
o TRXox TRXred (H,0, 0 ROOH) o & (Reducida, Peréxido
(Oxidada, enlace disulfuro) (Reducida, tioles libres) 242 amarillo) (H,0,/ROOH) =

o PRINCIPIO DE MEDICION DE NADPH. o ANALISIS DE RESULTADOS Y PARAMETROS.

Curvas de Absorbancia Grafica Michaelis-Menten
g VS Tiempo (340 nm) (Vo vs [Sustrato])
Consumode NADPH = =
a 340 nm §'=: S Célculo de
o0 - parametros
o o = ke, _CINEticos para
& a0 'g * TRX y Sustratos
= S de estrés abiotico
0.0 —— > -
Timpo 0 50 100 150 200 250 Ky [Sustrato]
Tasa de oxidacién de NADPH Tiempo (nm) Calculo de pardmetros cinéticos para

proporcional a |a actividad GPX Pendiente = Actividad Enziméatica TRX y Sustratos de estrés abiético



Cinética de la GST vegetal (Garcia y colaboradores, 2023)

_,\I

MONTAJE DEL ENSAYO

] PREPARACION DEL GLUTATION | | MECANISMO DE LA CONJUGACION | |
REDUCIDO (GSH) DE LA GST CON EL CDNB CINETICO DIRECTO
Pesaje y Disolucién de GSH _ El conjugado DNP-GSH ) ?;";ﬂg:-::gf ?uc:il’gtnu 100 mM, pH 6.5). |
O~. _OH OB tiene un maximo de + Muestra Enzimética
0 0 G absorbancia a 340 nm. (que contiene GST).
. HD’LL/\HIN’\E)LOH & ©/ s @ o " (Sustrato nucleoffico, ’ N
: - g 7 NH, El conjugado TG fwed) |
— GSH CDNB GST  DNP-GSH tiene un s Fguetﬂrﬂ o g P
. : méximo de 0.52 mM en EtanoljMetancl)
g GSH disuelto en Tampén (pH ~6.5) )L absorbancia a 340 nm 1 & . Agua(H,0) (para ajustar el volumen). 1
@ PRINCIPIO DE MEDICION DE LA FORMACION DE PRODUCTO ANALISIS DE RESULTADOS Y PARAMETROS

GSH + CDNB —>T 5 DNP-GSH

Curvas de formacion del Grafico de Michaelis-Menten

DNP-GSH frente al tiempo

Small Mo DIN i . ~ 30
(No DIN,) ( 2 Formacion del DNP-GSH a 340 nm < 0 Se
~ 0.4 S 2 E 2]
O H DNP < 0.3- 2 o4 § E
& H a -E 23 10
GST N A\ 2 gl 3 @ 25
GSH + — [ o 3 . 27, , :
& 01- ; : : . : 0 05 1.0
CDNB N pwpesw £ © T Tempo (i e ki
o5 SE u,un 10 20 30 40 50 Calculo de parametros cinéticos (K,
; Tiempo (min) Va0 Keot) para GST con CDNB y GSH.

Tasa de formacién de DNP-GSH
(aumento de A34,) es proporcional
a la actividad de la GST.

Célculo de Actividad Especifica (U/mg) usando el coeficiente
de extincion del DNP-GSH (€ = 9.6 mM" cm™).

Velocidad = Pendiente (AA,,,/min).




Simulacion In Sillico 96 Pozos y Analisis de Monte Carlo

MODELADO IN SILICO Y DISENO DE MICROPLACA DE 96 POZOS (NaGST U17 : 200 L)
Condicién Estandarizada: Predilucion 1:10 ([E], = 0.053 M sitios activos) - Ventana Lineal A34, €[0.60,1.25] UA

A) Curvas de Avance Continuo: Fila D ([CDNB] fijo
Gradiente de [GSH] (D1 a D11: 0.85

1.0
1.1

0 mM vs. Blanco H7)
0 mM)

B) Matriz de Velocidades Iniciales v, (1M / min) en Microplaca 96 Pozos

0.68 1 Fila A (0.85) 3.0
=
<& Fila B (0.90)
- i 2.5
& 0.66 o
NS T Filac(o.9s) T
= s 20
) E ]
< - Fila D (1.00) 3
m «Q o
© 0.64 E 15 N
-]
(] o N :
‘0 ° Fila E (1.05) _l.:
g 2 :
c -
£ 2w >
H C  FilaF (1.10) 1.0>
@ 0.62 g
2 £
[
g2  Fila G (1.15)
S 0.5
0.60 - RS v AN D pam . VNt L LA BLD AN AL ONS NN T Fila H (Blanco) 0.093 -0.002 0.023 0.004 0.059 -0.021 0.056 0.052 -0.003 0.10 0.011 0.037
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 0.0
0 50 100 150 200 250 300 €lo ci1 cl2

= [GSH]=0.85 MM (D1) ===[GSH]=0.95 MM (D5) ====[GSH]=1.05 mM (D9)
s [GSH]=0.90 MM (D3) ===[GSH]=1.00 MM (D7) ===[GSH]=1.10 mM (D11)

Ti de R on ( dos)

P

== = Blanco sin Enzima (H7)
Linea base (Ao = 0.600 UA)

C) Cinética de Saturacién vs. [CDNB] para las 6 Series de [GSH]
Lineas: Modelo Bi-Sustrato - Puntos: Promedio Duplicados Microplaca

3.2

3.0

Velocidad Inicial v, (UM / min)

2.2 9

2.0 A

0.95 1.00 1.05 1.10 1.15

Concentracién de CDNB (mM)

0.85 0.90

——[GSH] = 0.85 MM = [GSH] = 0.95 MM =——[GSH] = 1.05 mM
= [GSH] = 0.90 MM === [GSH] = 1.00 mM === [GSH] = 1.10 mM

€1 c2 ¢ € ¢ ¢c C€J C8 C9
0.85 0.85 0.90 0.90 0.95 0.5 1.00 1.00 1.05 1..05 1.10 1.10
Concentracién de GSH (mM) — [Columnas 1-12, Duplicados]

Distribucién Espacial : Filas A-G = Cinética enzimética (vo €[2.10, 3.10] uM/min, AAs4o = 0.06 — 0.09 UA en 300 s).
Fila H = 12 Blancos sin enzima (hidrélisis no enzimatica esponténea, Vspont = 0.035 uM/min, AAsso = 0.001 UA).

D) Validacién de Estado Estacionario (Linealidad R? vs. % Consumo)

1.0000 4 i
0.9975 4
0.9950 -
0.9925 -
0.9900 -
0.9875 -
0.9850 A= m = m e e e e e ]

0.9825 4

Coeficiente de Determinacién Lineal (R?, 0-60 s)

0.9800 T T T T t
2 4 6 8

Consumo de Sustrato Limitante al cabo de 300 s (%)

@ Pocillos Enziméticos (A-G, N = 84) minm
= = Umbral de Calidad Lineal (R? = 0.9850)

Limite Maximo de Consumo (10%)
Zona de Régimen Estacionario Valido (< 10%)



Cinética In Vitro: Monitoreo a 340 nm y Curado de Microturbidez

ra

Absorbancia a 340 nm (A340, Densidad Optica)

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

Curso Temporal Representativo de Avance Espectrofotométrico a 340 nm
(NaGST ul7 en Microplaca de 96 Pozos, BMG FLUOstar Omega)

Ventana de Velocidad Inicial (0 - 300 s, Consumo < 10%)

Ajuste Lineal de Orden Cero (R? = 0.99844)
Pendiente = 0.1158 OD/min

| @ Datos Experimentales (Pozo D4: [CDNB]=1.00 mM, [GSH]=0.90 mM) ° O

© Fase de Desviacién (> 300 s, Agotamiento de Sustrato) o

@)
@)
@)
@)
r"
7
@~
&
,0
B P
@
’.
,.
,.
P
,‘
B 0 PARAMETROS FOTOMETRICOS Y METROLOGICOS:
z‘ * Absorbancia inicial A340 (t = 0) = 0.633 UA
‘/' « AA340 en 300 s = 0.562 UA (A final = 1.195 UA)
’ * Coeficiente Extinciéon Ae340 = 9.6 mM-cm~!
y 2 + Camino Optico | = 0.588 cm (volumen total 200 L)

o & * Ecuacion: vO = (AA/ At) / (Ae x |)
| - ¢ Célculo: vO = 0.1158 / 0.005645 = 20.10 uM/min

0 1 2 3 4 5 6

Tiempo de Registro (minutos)




Estabilidad Temporal de NaGST u17 en Eluato Crudo (Mesada de Trabajo)

Estabilidad Temporal de NaGST ul?7 en Eluato Crudo (Mesada de Trabajo)

Banda de Dispersién Cinética (+18%)
35 == = Decaimiento de ler Orden (kg =0.44 h71, t;, = 94.1 min)
Fila B (13:04 h) i i i i
Pico de Actividad Elusto Fresco @ Velocidad Media Experimental (x SEM por corrida)
Vo =19.0 uM/min
{ Fila E (14:27 h)
—~ 30} Run 1625 (Pozos 5-12)
s Vo =18.0 uM/min
£ Fila A (12:43 h)
~ Acondicionamiento Inicial
= Vo = 8.8 UM/min
2 25f
(=]
>
©
T Fila F (15:01 h)
O 20 Pérdida Progresiva Actividad
E N Fila C (13:37 h) 5": 3;?2;2/2,“';,), i ol e
© -~ Repeticién Run 1623 "° :
kY ~ ~o Vo =9.3 UM/min
£ 15} L
- ~
© Sso Fila G (15:22 h)
_'E e ~ Decaimiento Final en Mesada
(%] ~o Vo =4.6 UM/min
O 10} " —
g S -~
e — _—
: T ———
5F  CONDICIONES METROLOGICAS:

 Carga: 5.0 uL elucién 50% (1.33 ug NaGST ul7 por pozo)

* Eluato Ni-NTA con imidazol residual sin diafiltracién previa (sin Centricon)

* Desactivacién térmica/oxidativa progresiva a 25 °C en mesada

0 I 1 I

| | | | |
0 25 50 75 100 125 150 175
Tiempo Transcurrido en Mesada desde Primera Corrida (minutos)



Validacion Cruzada In Silico vs. In Vitro: Cinética Bi-Sustrato (CDNB y

Plantilla Receptora de Validacion Cruzada: Modelo Predictivo Bi-Sustrato vs. Espectrofotometria
Familias de Curvas Continuas Primarias y Envolventes de Tolerancia (6% Cl 95%) para Acoplamiento con FLUOstar Omega

A) Saturacion Primaria de CDNB (Sustrato Variable) B) Saturacion Primaria de GSH (Co-Sustrato Variable)
Series a diferentes [GSH] fijas (0.85 a 1.10 mM) Series a diferentes [CDNB] fijas (0.85 a 1.15 mM)
25 35
3.0 1 3.0 A
£ 251 £ 251
£ £
~ b
= =
= =
o 2.0 o 2.0
5 5
o )
£ £
- 1.5 - 1.5
(] (]
) =
1% (%
o o
(] E [] e}
S 1.0 S 1.0
0.5 A 0.5
0.0 T T T T T T T 0.0 T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
Concentracion de CDNB (mM) Concentracion de Glutation Reducido (GSH) (mM)
Series de Glutatién Reducido (GSH fijo) Series de CDNB (sustrato aromético fijo)
m— [GSH] = 0.85 MM === [GSH] = 0.95 mM [GSH] = 1.05 mM = [CDNB] = 0.85 MM === [CDNB] = 0.95 mM === [CDNB] = 1.05 mM [CDNB] = 1.15 mM
m— [GSH] = 0.90 MM == [GSH] = 1.00 MM [GSH] = 1.10 mM === [CDNB] = 0.90 mM === [CDNB] = 1.00 mM [CDNB] = 1.10 mM

PROTOCOLO DE VALIDACION EXPERIMENTAL CRUZADA (WET — LAB vs. DRY — LAB) :
¢ Instrumento : Lector BMG LABTECH FLUOstar Omega (A =340 nm, 300 s, lectura cada 2 s, 200 pL/pozo en placa de 96 pozos UV-Star).
« Condicién de Reaccién: 5.0 uL de predilucién 1:10 (0.2665 ug de enzima; [E]o = 52.6 nM sitios activos); tampén fosfato 100 mM pH 6.5 a 25 °C.
« Disefio Bi — Sustrato : Panel A mapea las Filas de la placa (CDNB variable a GSH constante); Panel B mapea las Columnas (GSH variable a CDNB constante).
* Criterio de Aceptacion: Datos reales promedio (+ DE, n = 2 réplicas técnicas) dentro de la envolvente predictiva sombreada (£6% Cl 95%).



1/ vy (UM/min)~1)

Convergencia Obligada: Demostracion de Complejo Ternario Secuencial

Diagnodstico Mecanistico Bi-Bi (Lineweaver-Burk)

Diagndstico Mecanistico Bi-Sustrato: Andlisis de Dobles Reciprocos de Lineweaver-Burk
Demostracion Biofisica de Formacion de Complejo Ternario Secuencial (E-GSH-CDNB) en NaGST U17

A) Dobles Reciprocos respecto a CDNB (Sustrato Variable)

1.5

1.0 4

0.5 A

0.0

—0.5

ey
AN = 7
W Interseccion Comun:

e

1/[CDNB] = —1/Kj, = —=4.0 mM~!
1/vo = —0.367 (uM/min)~1
FIRMA: COMPLEJO TERNARIO

=2 0
1/[CDNB] (mM~1)

N
N

Series a diferentes [GSH] (x = rango microplaca)
=== [GSH] = 0.15 MM === [GSH] = 0.85 mM % (Placa 96 pozos)

=== [GSH] = 0.30 mM

[GSH] = 1.10 mM % (Placa 96 pozos)
=== [GSH] = 0.50 mM === [GSH] = 2.00 mM

1/ vo ((uM/min)~1)

B) Dobles Reciprocos respecto a GSH (Co-Sustrato Variable)
Exclusiéon de Ping-Pong: Las Rectas Convergen (No son Paralelas)

1.5

1.0 A

0.5 A

LN

0.0

—-0.5

e

5 Interseccién Comdin:
1/[GSH] = =9.37 mM~!
/v = —0.367 (uM/min)~1

DESCARTA MECANISMO PING — PONG

-10

-8 -6

-4 =2 0
1/[GSH] (mM~1)

Series a diferentes [CDNB] (* = rango microplaca)

= [CDNB] = 0.25 mM
=== [CDNB] = 0.45 mM
=== [CDNB] = 0.70 mM

=== [CDNB] = 0.95 mM % (Placa 96 pozos)
=== [CDNB] = 1.15 mM % (Placa 96 pozos)
[CDNB] = 2.00 mM

N




[CDNB] / vo (mM - (uM/min)~1)

Validacion Ortogonal de Varianza Homogénea (Hanes-Woolf)

Diagnéstico Mecanistico Bi-Sustrato: Anadlisis Lineal de Hanes-Woolf ([S]1/vo vs. [S])
Alternativa Metroldgica de Varianza Homogénea para Validacion Cinética en NaGST U17

A) Representacion de Hanes-Woolf respecto a CDNB (Sustrato Variable) B) Representacion de Hanes-Woolf respecto a GSH (Co-Sustrato Variable)
[CDNB] en Eje X sin Inversién: Distribucion Homogénea de Varianza Residual Pendiente =1/VZ\, e Intercepto =KZP/VZ’ : Evaluacidon de Pendientes
1.0 A 1.0 A
0.8 1 0.8 1
f
=
£
0.6 - £ 0.6
S~
=
E
s
0.4 1 E 04+
o
S
~
T
[9p]
0.2- S 024
0.0 0.0
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
[CDNB] (mM) [GSH] (mM)
Series a diferentes [GSH] (x = rango microplaca) Series a diferentes [CDNB] (* = rango microplaca)
=== [GSH] = 0.15 mM === [GSH] = 0.85 mM % (Placa 96 pozos) === [CDNB] = 0.25 mM === [CDNB] = 0.95 mM % (Placa 96 pozos)
m== [GSH] = 0.30 mM [GSH] = 1.10 mM % (Placa 96 pozos) === [CDNB] = 0.45 mM === [CDNB] = 1.15 mM % (Placa 96 pozos)

=== [GSH] = 0.50 MM === [GSH] = 2.00 mM == [CDNB] = 0.70 mM [CDNB] = 2.00 mM



Correlacion In Vivo: Mecanismo de Senalizacion y Respuesta Estomatica

Vinculando la Expresion Génica con la Funcion Fisiologica en Hojas de Neltuma alba

'~ )
PaSD 1: RT'q PCR QPCR Amplification Curve ! .-
de GPX y GST Q gitelr_prgtat:on
. . ologica ae
Cuantificacion de ' : - Resulgtad oS
no  transcritos (ARNm) de las

Muestreo GST sometidas a estrés B
hidrico/luminico. TS DE

El pico de sobreexpresion de la
R ls_oforma (gPCR) se asocia
ESTADISTICA E directamente con la magnitud del

INTERPRETACION cierre estomatico (Microscopia).

Paso 2: Microscopia (i ! Esto interpreta una funcién de
de Estomas s NG e GPX/GST como sefializadores

| > e iy clave en la respuesta de defensa
para regular la transpiracion.

) . .
.I ) Microscopia de Estomas
S - - i \
A& histoldlias para determinar
porcentaje de estomas -
cerrados. Estomatico

Clerada

26



DIFUSION CIENTIFICA, DIVULGACION Y ACCESO ABIERTO | DCQB — UACJ

Plataforma Web Interactoma Modular (interactomamodular.com)

e o o https:/linteractomamodular.com — Navegacion Dinamica en Vivo

@ Interacioma Yodular Inicia w DHfusidn % Divulgacidn & Multimedia B Gudas # Bithcora

0

Interactoma Modular

Sistema redox del glutation en plantas de zonas aridas

Bienvenido a Interactoma Modular, Una platafor

cientifica dedicads a documentar ion doctoral en ciencias

quimico-biolbgicas. Este espacio integra el andlisis de las elencias Smicas y la

bioinformiitica estructural para entender la resfiencia bicldgica en entornos aridos.

Caracterizacidn estructural y cindtica de GPX4, GST U7 y Tiorredoxina — las tres

én dependiente de glutation (G5H) en

abidtico

* Difusitn ¥E Divulgacion % Multimedia &

o G4 - Gloatidn Percaddsia = GETUT - Clase Tau ¥ Tiorradaxina - Ragulades O5H W Heltuma alba - Mezquits

Co

ntac

4]

Acceso a pagina web
Escanea el cédigo QR con tu dispositivo
movil

Divulgacidén y 3D: Estructuras
moleculares interactivas, docking y
andamiajes de enzimas redox.

Recursos Académicos: Protocolos y
guias de laboratorio para licenciatura y
posgrado.

Acceso Abierto: Bitacora cientifica y
datos reproducibles de la tesis doctoral.




TRANSPARENCIA ETICA Y METODOLOGIA COMPUTACIONAL | DCQB — UACJ

Declaracion sobre el Uso de Inteligencia Artificial

Google Antigravity

* Entorno Cientifico Asistivo: Empleo de
agentes computacionales para la

aceleracion de tareas técnicas repetitivas.

* Conformidad Normativa: Alineacion
estricta con las politicas de ética
académica de la UACJ y el CONAHCYT.

* Integridad Intelectual: La |A oper6 como
herramienta de calculo y procesamiento,
sin sustituir la autoria ni el juicio critico.

. Mineria y Curacién Bioinformatica In Silico

Recuperaciéon de Datos Genémicos: Asistencia en la extraccién y comparacion de secuencias
homdlogas (NCBI RefSeq, UniProtkB, AlphaFold DB).

Alineamientos Estructurales: Verificacion automatizada de conservacion de andamiajes tioredoxina
entre familias vegetales y cianobacterianas.

2. Automatizacion de Scripts y Calculos Cinéticos

Flujo de Acoplamiento GPU: Automatizacion y control de calidad de scripts de preparacion para
AutoDock Vina y analisis de poses.

Metrologia Experimental: Ajustes lineales de regresion para microplaca Bradford (BMG SPECTROstar
Omega) y calibracion de dilucion a [E] = 0.10 uM.

3. Supervision Humana y Validacion Empirica Estricta

Criterio Cientifico del Investigador: Las hipotesis, seleccidon de dianas y disefio experimental son
autoria directa de Carlos Montejo y codirectores.

Validacion en Mesa de Laboratorio: Toda inferencia in silico fue confirmada empiricamente mediante
expresion en TB, purificacion Ni2Z*-NTA y cinética UV-Vis.



LITERATURA CIENTIFICA FUNDAMENTAL | DOCTORADO EN CIENCIAS QUIMICO-BIOLOGICAS

Referencias Bibliograficas Clave por Area Tematica

BIOINFORMATICA & IN SILICO

AREA: MODELADO 3D + DOCKING ¢ FILOGENIA

Trott, O. & Olson, A. J. (2010). AutoDock Vina:

improving speed & accuracy of docking. J. Comput.

Chem., 31(2), 455-461. [Dianas: Acoplamiento
flexible en Sitio G (GSH) y Sitio H (CDNB).]

Waterhouse, A., et al. (2018). SWISS-MODEL:
homology modelling of protein structures. Nucleic
Acids Res., 46(W1), W296-W303. [Dianas:
Modelado por homologia 3D de NaGST U17 y
tetramero GPX4.]

Gfeller, D., Michielin, O. & Zoete, V. (2013).

SwissSidechain: molecular and structural database.

Bioinformatics, 29(16), 2087—2089. [Dianas:
Validacion conformacional y microentornos de
interaccion ligando-residuo.]

Bouckaert, R., et al. (2019). BEAST 2.5:
advanced software platform for Bayesian analysis.
PLoS Comput. Biol., 15(4), €1006650. [Dianas:
Inferencia filogenética bayesiana y divergencia
evolutiva interespecifica.]

Pettersen, E. F,, et al. (2021). UCSF ChimeraX:

structure visualization for researchers. Protein Sci.,
30(1), 70-82. [Dianas: Mapeo electrostatico y
caracterizacion del bolsillo catalitico.]

ENZIMOLOGIA REDOX & CATALISIS

AREA: CINETICA ESTACIONARIA « TIOLATO »
MECANISMO

Habig, W. H., Pabst, M. J. & Jakoby, W. B.
(1974). Glutathione S-transferases: first enzymatic
step in mercapturic acid formation. J. Biol. Chem.,
249(22). [Dianas: Estandarizacion del ensayo
cinético con CDNB a 340 nm.]

Deponte, M. (2013). Glutathione catalysis and
reaction mechanisms of GSH enzymes. Biochim.
Biophys. Acta, 1830(5). [Dianas: Activacion
nucleofilica de glutation y quimica redox del
tiolato.]

Dixon, D. P., Lapthorn, A. & Edwards, R.
(2002). Plant glutathione transferases. Genome
Biol., 3(3), reviews3004.1-3004.10. [Dianas:
Arquitectura dimérica y caracterizacion de
clases vegetales Tau y Phi.]

Bela, K., et al. (2015). Plant glutathione
peroxidases: emerging role in stress responses. J.
Plant Physiol., 176, 192—201. [Dianas:
Mecanismos cataliticos redox acoplados a
tioredoxina y peroxidos.]

Axarli, 1., et al. (2016). Structural & functional
characterization of plant GSTs. Biochemistry,
55(48), 6614—6628. [Dianas: Determinantes
moleculares de afinidad y especificidad hacia
xenobidticos.]

ESTRES ABIOTICO & BIOPROCESO

AREA: FISIOLOGIA s METROLOGIA « APLICACION

Chen, J.-H., et al. (2012). Drought and salt
stress tolerance of an Arabidopsis GST U17. Plant
Physiol., 158(1), 340-351. [Dianas: Respuestas
adaptativas a sequia/salinidad mediadas por
ortélogos GSTU17.]

Bradford, M. M. (1976). Rapid and sensitive
method for quantitation of microgram quantities of
protein. Anal. Biochem., 72. [Dianas:
Cuantificacion metroldgica estandarizada en
microplaca (BMG Omega).]

Studier, F. W. (2005). Protein production by
auto-induction in high-density cultures. Protein
Expr. Purif., 41(1), 207-234. [Dianas:
Optimizacion del bioproceso heterélogo en
medio Terrific Broth (TB).]

Bruneau, A., et al. (2021). New higher-level
classification of legume family (Leguminosae).
PhytoKeys, 178, 1-114. [Dianas: Reclasificacion
filogenética taxonémica del clado Neltuma (ex-
Prosopis).]

Distéfano, A. M., et al. (2017). Heat stress
induces ferroptosis-like cell death in plants. J. Cell
Biol., 216(2), 463—-476. [Dianas: Peroxidacion
lipidica, muerte celular regulada y rescate
antioxidante.]
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