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RESUMEN

El virus del mosaico babaco (VMB) fue recientemente reportado gracias a estudios realizados
a nivel de secuencia permitiéndonos conocer la similitud que tiene con el virus del mosaico de
la papaya. Sin embargo, no hay informacion sobre la similitud que hay a nivel de estructura, es
por ello que en este estudio se procedid a determinar su modelo estructural tridimensional y
caracterizar las funciones de las proteinas del VMB (CP, RdRp, Helicasa, Metiltransferasa,
AlkB, TGB1, TGB2 y TGB3), mediante el uso de herramientas bioinformaticas. Para esto,
para cada proteina se realizd una prediccion del modelo de estructura tridimensional y un
andlisis de confianza de su calidad. Luego, se hizo un andlisis de desorden para ver si las
proteinas tenian regiones inestables y, de esta manera, tener informacion sobre la fluctuacion
espontanea de estas regiones entre diferentes rangos conformacionales en la dindmica
molecular, lo que nos da una idea de la flexibilidad de las proteinas. De la misma manera, se
analizé la coevolucién para saber si las proteinas tenian residuos que mutaban
simultaneamente. Después, se usO el paguete Gromacs para llevar a cabo la dinamica
molecular de cada una de las proteinas, ya que es un paso preparatorio para la prediccion de
funciones y también para confirmar los datos de flexibilidad del modelo. Sexto, se realizd un
analisis de la estructura para refinar dichas estructuras y comparar los modelos estructurales
anteriores y los obtenidos después de la dindmica molecular. Finalmente, la prediccién de las
funciones se realizd por similitud estructural utilizando herramientas como Dali, UniProt y
PDBe. Obtuvimos que, estructuralmente, las proteinas tienen similitud con las proteinas no
solo de virus sino también de bacterias. Un resultado de esto, fue la proteina AlkB, la cual
tenia similitud a nivel estructural con el dominio Cupin de Bordetella pertussis (2fqp).

Palabras clave: Virus de mosaico del babaco, Proteina de cobertura (CP), ARN-polimerasa-
dependiente de ARN(RdRp), Helicasa, Metiltransferasa, AlkB, Triple Gene Block (TGB).



ABSTRACT

The babaco mosaic virus (BMV) was recently reported thanks to studies at the level of
sequence, resulting in similarity with the Papaya mosaic virus. However, in this study we
proceeded to determine the three-dimensional structural model and characterize the functions
of BMV proteins (CP, RdRp, Helicase, Methyltransferase, AlkB, TGB1, TGB2 and TGB3).
through the use of bioinformatics tools. For this, for each protein a prediction of the three-
dimensional structure model and confidence analysis of their quality was made. Then, a
disorder analysis was performed to see if the proteins had unstable regions and in this way
have information about the spontaneous fluctuation of these regions between different
conformational ranges in the molecular dynamics, giving us an idea about the flexibility of the
proteins. In the same way, a coevolution analysis was done to know if the proteins had
residues that mutate simultaneously. In addition, the Gromacs package was used to carry out
the molecular dynamics of each of the proteins since it is a preparatory step for the prediction
of functions and also to confirm model flexibility data. Sixth, a structure analysis was done to
refine structures and compare structural models before and those obtained after molecular
dynamics. Finally, the function prediction was made by structural similarity using tools such
as Dali, UniProt and PDBe. We obtained that, structurally, proteins have similarity with
proteins not only of viruses but also of bacteria. One result of this was the AIKB protein, which
was found to have structural similarity to the Cupin domain of Bordetella pertussis (2fqp).

Key words: Babaco mosaic virus, Coverage protein (CP), RNA-polymerase-dependent RNA (RdRp),
Helicase, Methyltransferase, AIkB, Triple Gene Block (TGB).
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INTRODUCCION

El babaco (Vasconcellea x heilbornii) es una planta nativa de la zona subtropical del
Ecuador, principalmente de la provincia de Loja. Puede crecer incluso a alturas que
sobrepasan los 2000 m.s.n.m. y se caracteriza por ser la més tolerante al frio en comparacion a
las otras especies. Es un hibrido natural entre el toronche (Vasconcellea stipulata) y el
chamburo (Vasconcellea cundinamarcensis), por lo que es un arbusto que no sobrepasa los 8
metros de altura y su fruto se diferencia de la papaya por ser mas angosto (Soria & Viteri,
1999). El cultivo del babaco tiene importancia para el sector agricola ya que no necesita de
amplias superficies y tiene un alto rendimiento. El fruto del babaco se caracteriza
principalmente por su sabor, alto valor nutricional y se ha demostrado sobre su contenido de
enzimas proteoliticas y lipoliticas las cuales son de interés industrial debido a que se pueden
usar como catalizadores en diversos procesos metabdlicos (Proafio, 2007).

En nuestro pais, el cultivo de babaco se realiza en varias provincias tales como
Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua y Azuay, pero debido a su versatilidad ahora su distribucion
geogréfica se extiende incluso en paises europeos como Reino Unido (Robles et al., 2016). Sin
embargo, la calidad de este cultivo se ha visto afectada por la infeccion de fitopatdgenos,
incluyendo nematodos, bacterias, hongos y virus; lo cual ha provocado significativas pérdidas.
Los virus han llamado la atencion pues actualmente no hay suficiente informacién de la forma
de prevenirlos ni tratarlos y son los que mas afectan a la produccion de la fruta. Se ha
reportado que pertenecen a los géneros Potexvirus, Tombusvirus y Tobavirus (Guillén, 2017).

Los Potexvirus pertenecen a una nueva familia de virus (Alphaflexiviridae) que
infectan a plantas. Su virion se caracteriza por ser flexible, filamentoso, no tiene envoltura,
tiene una longitud de 470- 1000 nm. o mas y un didmetro de 12-13 nm. (Leiva, 2015).
Respecto a su material genético, se caracterizan por ser virus de ARN lineal monocatenario de
sentido positivo, aproximadamente de 5.9 - 7 Kb de longitud, con un extremo Cap-5’ y otro
extremo 3’ poliadenilado (Loebenstein & Lecoq, 2012). Su genoma se encuentra organizado
en cinco marcos de lectura abiertos (Open Reading Frames), los cuales son evolutivamente
conservados, codifican para diferentes proteinas y se encuentran flanqueados por dos regiones
no traducidas (UTRs) (Garcia et al., 2014). EI primer cuadro de lectura abierto codifica la

ARN polimerasa putativa dependiente de ARN (RdRp), la cual a su vez contiene cuatro
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dominios bien conservados: metiltransferasa, AIkB, helicasa, y RARp (Alvarez et al., 2017). El
dominio metiltransferasa se ubica cerca al extremo N de la replicasa y actia como un
catalizador del RdRp formando parte del mecanismo de proteccion del ARN contra
exonucleasas (Alvarez et al., 2017). Después se encuentra el dominio AIkB el cual esta
implicado en la reparacion del material genético viral y proteccion del ARN viral contra los
compuestos metilantes del medio ambiente (Bratlie & Drablgs, 2005). A continuacion, esta el
dominio de la helicasa la cual interviene en la replicacion del ARN viral debido a su funcion
motora (Jankowsky & Fairman, 2007). EI dominio RdRp se encuentra cerca del extremo C de
la replicasa y su funcién es catalizar la replicacion del ARN a partir de un template de ARN
(Venkataraman et al., 2018). El segundo, tercer y cuarto cuadro de lectura abierto abarca las
proteinas bloque de triple gen (TGB) las cuales se superponen parcialmente y codifican para:
TGB1, TGB2 y TGB3. Se encuentran involucradas en el movimiento del virus de una célula a
otra y a larga distancia. TGB1 contiene una region de dominio similar a la helicasa con tres
residuos de arginina conservados que son necesarios para la actividad ATPasa de dicha
proteina, union de ARN y el movimiento de célula a célula. Se encuentra ubicada en el
citoplasma y en el nacleo, e interactda con la proteina de cobertura (CP) para encapsular el
ARN viral. En cambio, TGB2 y TGB3 son proteinas integrales de la membrana pues se
encuentran asociadas con el reticulo endoplasmatico y granulos mdviles (Verchot et al., 2010).
En el dltimo cuadro de lectura abierta se encuentra la proteina de cobertura (CP) la cual
protege el genoma viral de la degradacion durante la transmision y replicacion del virus,
interviene en el ensamblaje del virus e incluso activa o desactiva los mecanismos de defensa
de la planta hospedera (Bol, 2008).

Los Potexvirus poseen un virion infeccioso que sirve como genoma y ARN mensajero
viral. La replicacion de estos virus consiste en que infectan a la planta penetrando en la célula
huésped y liberando el VARN en el citoplasma (Lough et al., 2006). Después, el VARN (+) se
traduce en mARN monocistrénico y producen RdRp codificada por el virus usando
maquinaria de traduccién del hospedador. La replicacion ocurre en fabricas virales reclutadas
por TGB1. A partir de sSARN (+) se sintetiza un dsARN. EI genoma de dsARN se replica,
proporcionando asi mMARN y nuevos sSARN (+). Posteriormente, se utilizan promotores
subgendmicos internos para que el SJARN se traduzca en proteinas de la capside (CP) y del

movimiento, y se ensamblan las nuevas particulas viricas (Park, 2014). Después de la
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replicacion, el (+) VARN pasa a ser parte de un complejo de movimiento de
ribonucleoproteina (RNP) el cual también estd conformado por las proteinas TGB1 y CP para
el transporte del material genético. Dicho (+) VARN se encuentra total o parcialmente
encapsidado por subunidades CP, y TGBI1 se une a su extremo 5°. Posteriormente, la proteina
TGBL interacta con TGB2 la cual induce a la formacion de vesiculas para el complejo RNP.
Algunos estudios recientes sugieren que las vesiculas son producidas por el reticulo
endoplasmatico y se mueven a lo largo de la red de actina hacia la periferia de la célula
(Verchot & Bamunusighe, 2007). TGB2 emite un mensaje para que TGB3 pueda inducir el
transporte del RNP desde el reticulo endoplasmatico perinuclear al cortical. Finalmente, el
complejo RNP conducido por TGB1 dirige los viriones hacia el poro del plasmodesmo
(Tilsner et al., 2009). Mediante experimentos de microinyeccion se ha demostrado que solo
TGBL, pero no CP, puede desencadenar una activacion del plasmodesmo, lo que sugiere que
estas proteinas actlan juntas dentro de estos canales para promover la expansion del poro y
permitir el transporte del virus de célula a célula (Verchot & Bamunusighe, 2007).

Dentro de los Potexvirus, se ha reportado que hay un virus que infecta al babaco y
provoca varios sintomas en las plantas tales como mosaicos, manchas en forma de anillo,
enanismo e incluso hay casos asintomaticos. Hasta el momento, en una investigacion realizada
por Alvarez et al. (2017) han llamado a este fitopatdgeno virus de mosaico del babaco
(secuencia del genoma y anotaciones completas estan disponibles en NCBI GenBank: nimero
de acceso MF978248) y se ha demostrado que tiene similitud a nivel de secuencia con el virus
de mosaico de la papaya. Ademas, se ha reportado que este virus conserva las ocho proteinas
propias de los Potexvirus repartidas en los cinco cuadros abiertos de lectura. Sin embargo,
todavia no se cuenta con informacién computacional ni experimental de todas las proteinas,
como se puede verificar en la base de datos UniProt, no se encuentran anotadas
computacionalmente las proteinas metiltransferasa, helicasa y AIkB. (Karplus & McCammon,
2002).

La replicacion de los Potexvirus es conservada y por ende para el virus de mosaico del
babaco ocurre de una manera similar en donde la infeccion de la planta hospedera se origina
por una serie de interacciones entre las proteinas virales y del huésped (Song et al., 2007).
Dichas interacciones se encuentran relacionadas no solo por las moléculas inmunes de la

planta huésped y los compuestos antivirales, sino también por las mutaciones en proteinas
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virales. Entonces, para comprender de una manera mas amplia, la forma en la que dichas
interacciones proceden mecanicamente y como estan influenciadas por mutaciones, es
necesario conocer las estructuras y la dindmica de las proteinas (Tarasova & Nerukh, 2018).
La dindmica molecular (MD) es un método de simulacion computacional empleado para
analizar los movimientos de proteinas a escala atdbmica a través de principios teoricos y
empiricos en quimica fisica. Los recientes avances en el hardware y software para la
simulacion biomolecular han mejorado rapidamente la precision y el rendimiento de esta
técnica. La dindmica molecular se estd extendiendo rapidamente y actualmente tiene bastante
aplicabilidad en el campo de la biologia, ayudando a revelar caracteristicas Unicas de
estructuras de proteinas que serian dificiles de obtener solo con métodos experimentales (Epa
& Tran, 2012).

Las proteinas fluctian espontaneamente en solucion. La evidencia acumulada indica
que dichas fluctuaciones juegan un papel clave en las funciones especificas de las proteinas,
como las reacciones cataliticas de las enzimas (Voth, 2016). A lo largo de los afios han
existido varios métodos experimentales que se han empleado para caracterizar la dindmica de
las proteinas, como la microscopia de fuerzas atomica, transferencia de energia de resonancia
de Forster, radiacion infrarroja y resonancia magnética nuclear. Sin embargo, llegaron a ser
técnicas que necesitaban complementarse con otras para poder tener un conocimiento mas
detallado de los movimientos de las proteinas a escalas atomicas (Ode et al., 2012).

La simulacion computacional actualmente nos permite investigar la dindmica
estructural de las proteinas en fracciones de tiempo de nanosegundos a microsegundos, y
probablemente en un futuro se podré trabajar en milisegundos (Henzler et al., 2007). Esta
técnica es ampliamente utilizada en el campo de la biologia estructural. Entre las ventajas que
presenta la dinamica molecular se encuentran que es util para refinar las estructuras
tridimensionales (3D) de las proteinas determinadas experimentalmente. Ademas, es
beneficiosa para la construccion de estructuras 3D de proteinas previamente no descritas en
combinacion con técnicas de modelado de homologia, cuando la estructura de un homélogo
esta disponible. (Dodson et al., 2008). También, proporciona una herramienta Unica para
ejecutar la dinamica estructural de las proteinas, es decir, permite conocer la evolucion de las

conformaciones en solucion en escalas de tiempo de nanosegundos a microsegundos. Las
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imagenes estructurales obtenidas durante la simulacion son Utiles para describir las
caracteristicas estructurales Unicas de las proteinas (Karplus & McCammon, 2002).

Algunas proteinas no tienen una estructura 3D estable bajo condiciones fisiologicas y
se las conocen como proteinas intrinsecamente desordenadas. Es posible que se sometan a una
transicion estructural de un estado desordenado a un estado ordenado al unirse a moléculas
diana, como proteinas y material genético (Dunker et al., 2002). Las proteinas virales o
determinadas regiones de estas a menudo estan intrinsecamente desordenadas, como es el caso
de la proteina VPg ligada al genoma de los virus de plantas, Tat del VIH-1, proteinas Vif, y
nucleoproteinas y fosfoproteinas de paramixovirus (Grzela et al., 2008) (Shojania & D O’Neil,
2010) (H Reingewertz & Friedler, 2010) (Habchi & Longhi, 2012). Se ha propuesto que la
estructura desordenada es beneficiosa para que los virus obtengan multiples funciones en el
ciclo de vida viral. El uso de dinamica molecular ha permitido entender mejor el plegamiento
de las proteinas virales y comprender los principios estructurales mediante los cuales dichas
proteinas ejecutan multiples funciones en el ciclo de vida de los virus (Dunker et al., 2002)

Dentro del campo de la virologia, ha sido importante entender mejor la estructura de
los virus para comprender los mecanismos de infeccion viral y de ensamblaje. La dinamica
molecular se utiliza para abordar este problema. Freddolino et al. (2006) realiz6 una
simulacion de dinamica molecular de proteoma completo del virus satélite de mosaico del
tabaco, reportada como una de las mas grandes. Se simularon 1 millébn de atomos y se
evidenci6 los cambios ocurridos cada 50 ns. demostrando la estabilidad de todo el virién y del
nicleo de ARN. Se analizaron las propiedades fisicas de la particula viral simulada,
incluyendo el potencial electrostatico, la distribucion radial de los componentes virales y los
patrones de movimiento correlacionados, asi como las implicaciones para el ensamblaje v el
mecanismo de infeccion del virus. De la misma manera, Larsson et al. (2012), usaron la
dindmica molecular a gran escala para estudiar la capside del virus de la necrosis del tabaco
por satélite donde se analizaron los movimientos atdbmicos de 1,2 millones de particulas, y se
vieron los cambios producidos por estas cada 1 ps. Encontraron que la capside se expandia en
las simulaciones y que la permeabilidad del agua aumentaba 10 veces al eliminar los iones
estructurales de calcio.

Gracias a estos estudios, actualmente se cuenta con una base estructural para identificar los

reguladores clave del ensamblaje y las infecciones, y tener méas certeza de como funcionan
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mecéanicamente. Aunque la dindmica molecular de viriones compuesta por un gran nimero de
atomos es aun dificil de llevar a cabo en la mayoria de los casos, el progreso en el hardware y
software para la simulacion, junto con la acumulacion de informaciéon bioldgica y
fisicoquimica sobre viriones, ayudara a superar estas limitaciones para seguir avanzando en el

campo de la virologia (Arkhipov et al., 2006).
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AREA DE ESTUDIO

Los virus han sido estudiados durante mucho tiempo, no solo por su patologia y las
enfermedades que provocan, sino también como sistemas modelo para procesos moleculares y
como herramientas para identificar importantes proteinas y vias reguladoras celulares (Alfonso
et al., 2004). Los avances recientes en los métodos de espectrometria de masas, junto con el
desarrollo de enfoques proteémicos, han facilitado enormemente la deteccion de componentes
virales, las interacciones de proteinas en las células infectadas y los cambios inducidos por los
virus en el proteoma celular, lo que ha permitido la comprension mas completa de la infeccién
viral (Viswanathan & Friih, 2007). Ademas, se han incrementado los reportes de estructuras
proteicas virales de alta calidad las cuales han proporcionado informacion valiosa sobre su
mecanismo de accién, y han contribuido en el disefio y la comprension de inhibidores
especificos de virus. (Ince et al., 2015).

A pesar de ello, el estudio del proteoma exige cada dia una investigacion mas profunda
y ya no solo se necesitan de procesos experimentales, sino actualmente se la complementa con
la bioinformatica. La dinamica molecular es un método computacional que permite conocer el
movimiento de las proteinas a una escala atomica, mediante una simulacién de condiciones
biol6gicas reales. El virus de mosaico del babaco es un fitopatdgeno que ha provocado
importantes pérdidas agricolas en nuestro pais. Sin embargo, falta complementar la
informacién que se tiene sobre el virus a nivel de secuencia con datos a nivel de estructura
para lo cual en este proyecto de investigacion se ha decidido caracterizar su proteoma

mediante el uso de herramientas bioinformaticas (Guillén, 2017).
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JUSTIFICACION

El Ecuador se caracteriza no solo por su diversidad biologica sino también por la
variedad de microclimas los cuales permiten la produccion de cultivos de importancia agricola
y economica. Por varios afios se ha exportado varios productos de cultivos, principalmente
banano, cacao y café. Sin embargo, no se ha podido expandir nuestro mercado a pesar de que
nuestro pais cuenta con cultivos no tradicionales o de especies “exdticas”, los cuales tienen
apertura en los mercados extranjeros (Soria, 1999).

Uno de los cultivos no tradicionales con los que cuenta el Ecuador es el babaco. En los
afios 90, la produccion de esta fruta cumplia con todos los requerimientos de calidad por lo
que se lo exportaba a paises como Estados Unidos, Canada, México, Colombia, Holanda,
Alemania, Italia, Reino Unido, Suecia y Suiza. Segun datos reportados, desde el afio 1996
hasta el 2002 se exportaba un promedio de 3270 toneladas anuales. Sin embargo, a inicios del
afio 2003, se dejo de comercializar al mercado internacional por incumplimiento de estandares
fitosanitarios y falta de conocimiento por parte de los agricultores para manejar
adecuadamente los cultivos de esta planta. (Tobar, 2008).

Los principales implicados en este problema son los virus, en especial los
pertenecientes al género de los Potexvirus, pero aun no se tiene suficiente informacion sobre
los mecanismos que usa para dafiar a los cultivos y su forma de diseminacion. En Pichincha se
han reportado casos en los que las plantas de babaco han presentado sintomas tales como
clorosis, ampollamiento y deformacién de hojas; y mediante microscopia electronica y
técnicas seroldgicas se ha reportado que se trata de un virus con similitud con el virus de
mosaico de la Papaya (Guillén, 2017) (Pisi & Vicchi, 1989).

Sin embargo, aun hay falta de conocimiento sobre los agentes fitopatdgenos que
afectan al babaco, en especial por parte de los agricultores quienes confunden las infecciones
virales con dafios producidos por otros factores como climaticos. Es por ello que se aspira que
al solucionar este problema se logre implementar campafias de control del virus y de esta
manera mejorar la productividad y la calidad de los cultivos. Una forma de conseguir esto es
complementando estudios moleculares y técnicas de secuenciacion con analisis

bioinformaticos.
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OBJETIVOS

Objetivo general
e Determinar los modelos estructurales tridimensionales y caracterizar las propiedades

de las proteinas del virus de mosaico del babaco usando herramientas bioinformaticas.

Objetivos especificos
e Predecir la funcion de las proteinas del virus de mosaico del babaco mediante similitud
a nivel estructural con otras proteinas de otros virus.
e Establecer la estructura de cépside del virus de mosaico del babaco a partir de datos

protedmicos.
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MATERIALES Y METODOS

Secuencia y estructura
Las secuencias fueron obtenidas por el Laboratorio de Biotecnologia de la ESPE,

quienes identificaron molecularmente el virus de mosaico del babaco en hojas de esta planta
que presentaban la sintomatologia y que fueron recolectadas en varios puntos de la provincia
de Pichincha. (Secuencia del genoma y anotaciones completas estdn disponibles en NCBI
GenBank: numero de acceso MF978248)

A partir de estas secuencias, en la USFQ se procedié a analizar cada secuencia de
amino&cidos con los servidores Phyre2 (Protein Homology Analogy Recognition Engine) y I-
Tasser (Iterative Threading Assembly Refinement) los cuales permitieron predecir el modelo
de la estructura tridimensional de las proteinas y para corroborar su calidad se us6 como
referencia los valores de fiabilidad que cada una de estas interfaces brinda. En el caso de
Phyre2, se analiz6 los residuos de la secuencia y se obtuvo un porcentaje de confianza, el cual
mientras mas alto sea significaba que el modelo obtenido era mas confiable y por ende tenia
una mejor calidad. (Kelley et al., 2015). Mientras que en I-Tasser se uso la métrica C-score el
cual es un valor de confidencia para estimar la calidad del modelo predicho; varia entre -5y 2,
pero al obtener un C-score > -1.5 es indicativo de que el modelo tiene una topologia global
correcta. (Roy et al., 2010).

Analisis de Desorden
Se realizd un andlisis de las regiones desordenadas de las proteinas, esto debido a que

dichas regiones representan alrededor de una quinta parte de un proteoma tipico, y que un
tercio de las proteinas contienen una region desordenada contigua con una longitud superior a
treinta aminoacidos, ademas que las proteinas del virus de mosaico del babaco se encuentran
involucradas en procesos regulatorios importantes como la replicacion (Bryson et al., 2005).

Para este estudio se usdé el método de prediccion DISOPRED3 del grupo
bioinforméatico Bloomsbury de la UCL. Las gréaficas obtenidas permitieron analizar los niveles
de confianza de desorden de los residuos involucrados en las interacciones proteina-proteinas
(Buchan et al., 2013).
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Analisis de Coevolucion
Se procedié a realizar un analisis de la coevolucién de todas las proteinas que

conforman el virus de mosaico del babaco pues se considerd importante conocer sobre las
interacciones existentes entre dos aminoacidos que son indispensables para la estructura y
funcién de las proteinas, ya que pueden imponer restricciones evolutivas en los sets de
mutaciones aceptables en los sitios de interaccion. Para ello se empleo la plataforma Gremlin
el cual es un método para aprender un modelo estadistico que permitié conocer patrones de
conservacion y coevolucién de las proteinas. Se usaron las secuencias mejores alineadas en

NCBI blast para cada una de las proteinas del virus objeto de estudio. (Kamisetty et al., 2013).

Analisis de calidad de estructuras
Fue necesario evaluar y analizar la calidad de los modelos obtenidos antes y después

de iniciar los célculos de dindmica molecular pues se desed prevenir la presencia de errores en
las estructuras o que en el caso de que fuesen inestables alteren el proceso. Para esto se utiliz6
la interfaz denominada “DOE Lab”, de la Universidad de California (UCLA), la cual cuenta
con varias herramientas que permitieron validar y verificar los modelos proteina-proteina. Los

programas utilizados fueron:

ERRAT
Permitié diferenciar entre las regiones de estructuras de proteinas determinadas

correctamente o incorrectamente en funcion de la interaccion atdmica caracteristica. Los
errores en la construccién del modelo pueden a distribuciones mas aleatorias de los diferentes
tipos de atomos, que pueden distinguirse de las distribuciones correctas por métodos
estadisticos. Los atomos se clasifican en una de tres categorias: carbono (C), nitrégeno (N) y
oxigeno (O). De igual manera, utiliza una funcién de error cuadratico para caracterizar el
conjunto de interacciones de los atomos pares no covalentes en una base de datos de 96

estructuras de proteinas confiables (Colovos &Yeates, 1993).

Verify3D
Determind la compatibilidad de una estructura tridimensional (3D) conocida con su

propia secuencia de aminoacidos (1D) asignando una clase estructural basada en su ubicacion
y entorno (alfa, beta, bucle, polar, no polar, etc.), y comparando los resultados con estructuras

buenas. Los entornos de los residuos corresponden a tres parametros: la estructura secundaria
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local, el &rea del residuo que esté abarcando en la proteina y la inaccesibilidad al solvente, y la
fraccion del area de la cadena lateral que estd cubierta por los atomos polares (Bowie et al.,
1991).

Procheck
Permitio comprobar la calidad estereoquimica de una estructura proteica determinada,

evaluando cuando normal o inusual era la geometria de los residuos de dicha estructura, en
comparacion con los pardmetros estereoquimicos derivados de modelos de alta resolucion bien
refinados. Esto se pudo hacer gracias a los distintos diagramas que se obtuvieron donde se

hizo un andlisis general y residuo por residuo (Laskowski et al, 1993).

Dinamica molecular
Los estudios que se han realizado hasta hora del virus de mosaico del babaco solo se han

basado en andlisis a nivel de secuencia, sin embargo, no se cuenta con una investigacion sobre
la similitud que pueden tener las diferentes proteinas a nivel estructural. Es por ello que se
procedio a realizar una dindmica molecular con cada una de las proteinas que, si cumplieron
con los pardmetros de confianza de calidad antes mencionados, pues este es un paso
preparativo importante para predecir la funcionalidad de las proteinas que conforman el virus
de mosaico del babaco (Abraham et al., 2015). El programa que se us6 fue Gromacs 5.1.4 con
el campo de fuerza AMBER-03.

Las condiciones a las cuales se llevo a cabo la dinamica molecular fueron a una fuerza
maxima de convergencia del sistema de 10 kJ/mol/nm para la minimizacion de energia, a una
temperatura maxima de 298K para la dindmica de acoplamiento de temperatura (NVT), pues
es a esta temperatura a la cual la planta del babaco crece con normalidad; y a una presién de 1
bar para la dindmica de acoplamiento de presion (NPT) (Bhutani et al., 2015).

Para el andlisis de estructura se procedid a realizar el clusterizado pues a partir de esto se
desea agrupar a las proteinas que tengan estados conformacionales moleculares similares en
solucion y de esta forma tener una idea mas clara sobre las interacciones de la proteina. El
proceso que se uso para esto fue un analisis de cluster hecho por Gromacs, se us6 la funcion

gmx cluster (Zhang et al., 2005).
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Analisis de estructura
Se realizaron alineamientos de cada uno de los modelos proteicos estructurales

tridimensionales a los cuales se les hizo dindmica molecular bajo condiciones fisioldgicas
normales con los modelos iniciales que no fueron simulados. Para esto se uso el programa
TM-align, el cual mediante un puntaje (TM- score) permitiéo medir la similitud estructural de
dos modelos de proteinas (Zhang & Skolnick, 2005).

Prediccion de la funcion de las proteinas en base a su similitud estructural
Para esto se emple0 el servidor Dali el cual permitié comparar estructuras de proteinas en

3D con un banco de datos con el fin de que se pudiera obtener similitudes bioldgicas de interés
gue no son detectables mediante la comparacion de secuencias (Holm & Sander, 1995). En el
caso de este estudio, se emplearon los archivos en formato PDB obtenidos antes y después de
la dindmica molecular, se generd un documento de texto con las estructuras proteicas con las
que fueron comparadas y se encontré cierta similitud a nivel estructural, y se brindd
informacidn de los siguientes parametros: codigo PDB, cadena de la proteina, RMSD, Valor
Z, largo del alineamiento (LAIli) y la descripcion del PDB.

Posteriormente, se uso la base de datos UniProt la cual es un repositorio universal de datos
de secuencias de proteinas e informacion funcional y brindé detalles sobre la funcién
bioldgica de las proteinas derivadas de estudios de investigacion (Apweiler et al., 2004). Para
este trabajo de investigacion se procedié a emplear los hits que brindé DALI (cédigo PDB), se
los procesé dentro de esta base de datos y las proteinas que tenian similitud fueron exportadas
a una hoja de célculo. Las propiedades que permitié conocer este repositorio fueron: cédigo
PDB, cddigo de entrada, nombre de la proteina con la que se compar6 y el organismo al que
corresponde, longitud, referencia cruzada, cadena a la que pertenecio y funcion.

Finalmente, se usé la plataforma Rapid Miner la cual permite la preparacion de datos,
machine learning y el despliegue de modelos predictivos (Fayruzov et al., 2010). En el caso de
este estudio permitio filtrar los datos obtenidos en las dos bases de datos antes mencionadas y
se unificd la informacién en una tabla. Los codigos PDB obtenidos de las diferentes proteinas
permitieron aproximarnos a la funcion que podrian tener cada una de las proteinas del virus
del mosaico del babaco.

Para corroborar esto, también se uso el servidor PDBeFold el cual permitié identificar las

estructuras que fueron similares a las proteinas del virus de babaco en base a la identificacion
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de residuos que ocupan posiciones geométricas equivalentes (Velankar et al., 2010). Para esta
investigacion se empled el archivo PDB de cada una de las proteinas cuyas estructuras
generamos Yy los resultados fueron analizados en base a las siguientes caracter