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RESUMEN:

El oomycota Phytophthora infestans es un desafio a controlar, debido a que este
patogeno posee la capacidad de ocasionarle enfermedades a los cultivos alimenticios
ya que se considera un oomiceto fitopatogenos, por lo cual, hoy en dia contintia
dificultando la produccion de cultivos y perjudicando los ecosistemas a escala
mundial, esta serie de proceso de infeccion a los cultivos implica la secrecion
de proteinas efectoras por parte del patdogeno como la CRNS, con la finalidad de
manipular los procesos de las células vegetales y la captacion de nutrientes para
apoyar su crecimiento y proliferacion. Por esta razon se llevo a cabo en este estudio el
analisis mediante herramientas de biologia computacional con el fin de avanzar mas
sobre la caracterizacion completa de esta secuencia. Se realizo el alineamiento de
diversas secuencias genéticas de CRNS8 asi como también se realizd una comparacion
filogenética de estas. En la parte del andlisis estructural se realizé el modelamiento
de la estructura tridimensional de la proteina producto de este gen mediante el uso
de herramientas de predicciéon de modelos proteicos basados en métodos predictivos
por enhebrado y ab initio. Se encontr6 homologia de nuestra proteina con modelos
de enzimas de tipo transferasa al momento de realizar alineamientos con estructuras
contenidas en el Banco de Datos de Proteinas (PDB). De igual manera se logro
conseguir un dato importante como lo es el sitio de unidn a ligando de la proteina
evaluada, encontrando que la molécula S-adenosil-L-homocisteina fue la que mejor
encajo en su sitio activo.
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Bioinformatic study of the CRNS gene in Phytophthora
infestans that causes late blight disease in plants

ABSTRACT:

The oomycota Phytophthora infestans is a challenge to control, because this pathogen
has the ability to cause diseases to food crops since it is considered a phytopathogenic
oomycete, for which, today it continues to hinder crop production and harming
ecosystems On a global scale, this series of infection processes to cultures involves the
secretion of effector proteins by the pathogen such as CRNS, in order to manipulate
the processes of plant cells and the uptake of nutrients to support their growth and
proliferation. For this reason, the analysis using computational biology tools was
carried out in this study in order to further advance the complete characterization
of this sequence. The alignment of various genetic sequences of CRN8 was carried
out as well as a phylogenetic comparison of these. In the structural analysis part, the
three-dimensional structure of the protein product of this gene was modeled using
prediction tools of protein models based on predictive methods by threading and ab
initio. Homology of our protein with models of transferase-type enzymes was found
when aligning with structures contained in the Protein Data Bank (PDB). In the same
way, it was possible to obtain important data such as the ligand binding site of the
evaluated protein, finding that the S-adenosyl-L-homocysteine molecule was the one
that best fit into its active site.

KEYWORDS: Phytophthora infestans; CRNS; Crinkler proteins; Oomycetes.
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LINTRODUCCION

Entre los principales problemas emer-
gentes en seguridad alimentaria, se en-
cuentran las enfermedades ocasionadas
en los cultivos por los oomicetos fitopa-
togenos, los cuales contintian dificultan-
do la produccién de cultivos y perjudi-
cando los ecosistemas a escala mundial
(1). Las plantas y los patdégenos han ve-
nido sosteniendo una relacion compleja
que por lo general implica la secrecion
de proteinas efectoras por parte del pa-
togeno para manipular los procesos de
las células vegetales y la captacion de
nutrientes para apoyar su crecimiento y
proliferacion (2). Aunque, se ha logrado
un conocimiento cada vez mayor sobre
las proteinas efectoras secretadas que
facilitan la colonizacion del patogeno al
huésped (3), se comprende que los orga-
nismos patdogenos mas importantes para
los vegetales y animales son los oomi-
cetos (4). Por ello, es tanta la necesidad
de comprender los mecanismos que sus-
tentan el parasitismo en este importante
grupo de eucariotas, que ha provocado
esfuerzos de secuenciacion del genoma
en varias especies de oomicetos, para tra-
ducir los repertorios de genes que estan
implicados en la infeccion, la virulencia
y los estilos de vida del patogeno (5).

El oomiceto mas conocido es Phyto-
phthora infestans, agente causal de la
enfermedad del tizon tardio en tomate
y papa (6). Este microorganismo repre-
senta un desafio a controlar, debido
a que este patdgeno posee un genoma
altamente flexible que favorece una
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rapida adaptacion a las estrategias de
control (7), de tal manera, que el estu-
dio de P. infestans y otras Phytophtora
spp., como por ejemplo; Phytophthora
sojae 'y Phytophthora romarum han en-
trado en la era de la gendmica, por tan-
to, se ha evaluado el genoma de estos
organismos y se ha determinado que el
tamafio del genoma de P. infestans es de
aproximadamente 240 Mb (Tab.1) (8),
con un 51% de secuencias de ADN re-
petidas (9). Debido a este considerable
tamafio y complejidad del genoma, ha
conllevado a que los esfuerzos de la ge-
némica de P infestans se centraran en
la secuenciacion del ADNc¢ para generar
colecciones de marcadores de secuencia
expresada (EST) de una gran variedad
de condiciones de desarrollo, estrés e
infeccion (10). Sin embargo, la anota-
cion precisa de los genomas de Phyto-
phthora spp. seran un desafio importan-
te, debido a que la informacion sobre la
estructura de los genes en estas especies
se recopila solo de un pufiado de ellos,
lo cual, resulta en limitaciones significa-
tivas para el desarrollo de programas de
genes, todo esto es de vital importancia
para aumentar el impulso de los estu-
dios de gendmica funcional (11).

Ademads, P infestans es un patdgeno
hemibiotréfico, el cual, su proceso de
infeccion consiste en dos pasos; uno de
ellos consta de una fase biotrdfica tem-
prana, seguida de una segunda fase ca-
racterizada por una necrosis extensa en
el huésped que permite el crecimiento
y esporulacion del patogeno (12). Para
darse este nivel de infeccion generado
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por el patogeno P. infestans, se requiere
principalmente una serie de moléculas
secretadas por este microorganismo, de-
nominadas efectores, que interfieren con
las vias inmunes del huésped y por ello
permiten la colonizacion e infeccion
por parte del patdégeno [9], [10]. Por lo
general, los oomicetos secretan cientos
de proteinas efectoras que se translocan
dentro de las células huésped o actian
en el apoplasto (15). Aunque, algunos
de los efectores apoplasicos son inhibi-
dores de las hidrolasas vegetales, la ma-
yoria de los efectores citoplasmicos de
oomicetos (translocados en el huésped),
es decir, los miembros de las familias
RXLR y Crinkler (CRN), carecen de
similitud con las proteinas conocidas
y sus actividades bioquimicas siguen
siendo en gran parte desconocidas (16).

No obstante, los efectores citoplasmati-
cos CRN se identificaron originalmente
de P. infestans, los cuales se ha demos-
trado que estos efectores CRN codifican
supuestos péptidos que al ser secretados
provocan necrosis en la planta, lo cual
es una caracteristica de la inmunidad in-
nata de la planta (17,18)termed RXLR
(for Arg, any amino acid, Leu, Arg. Por
tanto, se ha evidenciado que en los ge-
nomas de todas las especies de Phyto-
phthora spp. examinadas hasta la fecha
albergan grandes repertorios de estos
genes efectores CRN (19). Los cuales,
forman la familia mas expandida de
genes en P. infestans (con 196 genes y
254 pseudogenes), esta expansion de los
genes CRN en P. infestans se debe por
su presencia en regiones gendémicas con

&

pOCos genes que son ricas en repeticio-
nes y elementos transponibles (20).

De tal manera que las proteinas CRN
tienen arquitecturas modulares que in-
cluyen un péptido senal, extremos N
conservados y dominios C-terminales
muy diversos (21), sin embargo, los ex-
tremos CRN N conservados albergan
un motivo LXLFLAK distinto, que es
seguido por el dominio DWL conserva-
do, adicionalmente, presenta un motivo
HVLVXXP altamente conservado que
marca el final de los dominios N-termi-
nales de CRN y forman una union en
donde se fusionan diversos dominios
C-terminales (20). Por ello, en la actua-
lidad se han identificado distintas pro-
teinas efectoras, entre las que se encuen-
tran las; (CRN2, CRN5, CRN6, CRNS
y CRN12), sin embargo, el CRNS es el
efector mas importante para el microor-
ganismo P. infestans, ya que requiere
de una sefial de localizacion nuclear
funcional (NLS) para la acumulacion
nuclear y la induccion de la muerte ce-
lular (22). Esta proteina efectora CRN8
induce la muerte celular cuando se ex-
presa en plantas hospedadoras. Ademas,
actlia como una quinasa y es capaz de
autofosforilar, sin embargo, su capaci-
dad para inducir la muerte celular no es
un resultado directo de su actividad qui-
nasa, sino una consecuencia del estado
fosforilado de los cinco residuos de se-
rina en la proteina CRNS8 (21), también
estd constituida por un dominio D2, el
cual, tiene una similitud significativa
con las proteinas serina/treonina quina-
sas (Fig.1) de la clase RD (20). Las cua-
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les se definen como aquellas quinasas
en las que el aspartato catalitico conser-
vado esta precedido por un residuo de
arginina en el subdominio de quinasa VI
(23). Por tanto, al agregar grupos fosfa-
to a las proteinas sustrato, las quinasas
dirigen la actividad, la localizacién y la
funcion general de muchas proteinas,
regulando finalmente casi todos los pro-
cesos celulares (21).

El objetivo de este estudio es propor-
cionar, mediante herramientas bioin-
formaticas, una visién general del gen
CRNS, su importancia en la regulacion
de la proteina efectora arrugada 8 en
Phytophthora infestans y la prospec-
cion del gen para el biocontrol de la
produccién de esta proteina en particu-
lar. De igual manera se busca realizar el
modelamiento de la estructura proteica
producida por este gen, puesto que en la
literatura no se encontraron resultados
concluyentes que demuestren un disefio
tridimensional concreto de la proteina
que es codificada por el gen CRNS.

II. METODOLOGIA
* Blisqueda bibliografica

Se realiz6 una busqueda sistematica de
la literatura acerca del tema en concre-
to en la base de datos PubMed (https://
pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) (24). La
busqueda se restringié a documentos de
investigacion y revisiones publicados
en los tltimos 10 afios que tuvieran alta
relevancia con el tema en especifico. Se
utilizaron los términos “Phytophthora
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infestans”, “Bioinformatics” y “CRNS&”
utilizando el operador booleano AND.

* Busqueda de la secuencia del gen
CRNS en Phytophthora infestans

Se realizé la busqueda de la secuencia
utilizando la base de datos del Centro
Nacional de Informaciéon Biotecnoldgi-
ca (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/nuccore/?term=) (25), mas precisa-
mente del GenBank, con el fin de obte-
ner la secuencia de nucledtidos del gen
CRNS, luego mediante el alineamiento
usando la Herramienta de Busqueda Ba-
sica de Alineacion Local (BLAST) (ht-
tps://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
(26), en la cual se busc6 que en el geno-
ma del oomycota, P. infestans esté pre-
sente el gen CRNS, para esto, se tomod
como referencia el genoma del oomyco-
ta “Phytophthora infestans T30-4".

« Analisis filogenético de secuencias
disponibles del gen CRN8

Se realiz6 un alineamiento multiple de
secuencias con el fin de llevar a cabo
una comparacion entre las principales
secuencias del gen CRN8 pertenecientes
a Phytophthora infestans disponibles en
la base de datos de genes del NCBI. Para
esto se utilizo la herramienta CLUSTAL
OMEGA (https://www.ebi.ac.uk/Tools/
msa/clustalo/) (27), del instituto euro-
peo de bioinformatica. Luego se realizo
la construccion y el andlisis de las rela-
ciones filogenéticas mediante la herra-
mienta Phylogeny.fr (http://www.phylo-
geny.fr/simple phylogeny.cgi) (28), la
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cual hace parte del servicio de Métodos
y Algoritmos para Bioinformatica del
Laboratorio de Informatica, Robdtica y
Microelectronica de Montpellier. Para
la visualizacion de los arboles filogené-
ticos se utilizo el programa TreeViewX
version 0.5.0 (29).

e Modelamiento tridimensional de
la proteina codificada por el gen
CRNS

El modelo tridimensional de la protei-
na codificada por el gen en cuestion
se obtuvo empleando la herramienta
SWISS-MODEL  (https://swissmodel.
expasy.org/) (30), de la universidad de
Basilea, a partir de los datos obtenidos
de la transcripcion realizada a la secuen-
cia de nucleotidos del gen CRNS. Se tu-
vieron en cuenta los valores arrojados
por el andlisis de servicio MolProbity,
el cual estd integrado en SWISS-MO-
DEL. Despues fueron empleadas las
herramientas Phyre2 (http://www.sbg.
bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?i-
d=index) (31) y I-TASSER (https://
zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TAS-
SER/) (32) para la predicciéon de la es-
tructura mediante el modelamiento por
threading y ab initio. Luego se realizo la
visualizacion de los modelos obtenidos
empleando el programa RasMol (ver-
sion 2.7.5.2) (33).

* Identificacion de los dominios pro-
teicos

La identificacion de los dominios pro-
teicos de la secuencia de la proteina co-
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dificada por el gen CRN8 de P. infes-
tans, se realizd mediante la pagina web
de busqueda MOTIF-search (https://
www.genome.jp/tools/motif/) (34)

I11. RESULTADOS Y DISCUSION
Secuencia del gen CRNS

A partir de lo secuencia de nucledtidos
correspondiente al gen CRNS de P. in-
festans (1980 bp), se determind que
esta secuencia se encontrd dentro del
genoma de referencia, el cual corres-
pondia al oomycota Phytophthora in-
festans cepa T30-4 (cddigo de accesion:
GCA _000142945.1) (Fig.2).

Al observar la (Fig.2), se eviden-
cio que al generarse el alineamien-
to de la secuencia del gen CRNS8 con
el genoma de P. infestans cepa T30-4
(GCA _000142945.1), se obtuvo que la
secuencia del gen CRNS fue la que ma-
yor porcentaje de identidades produjo,
ademas no se presentaron gaps en el ali-
neamiento para esta cepa en especifico
del oomycota, por lo cual, se decidi6
elegir esta secuencia para realizar los
demas puntos del estudio. Cabe resal-
tar que en este alineamiento fue posible
evidenciar que el gen CRNS se encuen-
tra entre las posiciones 27 y 1826 bp del
genoma de P. infestans T30-4. De igual
manera que de forma general se ha indi-
cado que este gen se encuentra en esta
posicion especifica del genoma de este
microorganismos, debido a que la se-
cuencia del genoma de P. infestans T30-
4 proporciona una cobertura casi com-
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pleta de genes con un 98,2% en cuanto a
la alineacion del ADN complementario
(20)

Analisis filogenético

La secuencia del gen CRNS corres-
pondio a la referencia AY961456.1 del
NCBI, correspondiente a “Phytoph-
thora infestans clon PB021B2 ARNm
de CRNS similar a CRN, CDS comple-
to”, ademas, se determind que la protei-
na codificada por el gen CRNS, corres-
ponde a la referencia AAY43402.1 del
NCBI, correspondiente a “CRNS8 simi-
lar al CRN [Phytophthora infestans]”
cuya secuencia de aminoacidos es de
(599 aa). El alineamiento realizado en
BLAST de la secuencia de la proteina
codificada por el gen CRNS, permitid
la identificacion de otras especies de
Phytophthora spp. (Tab.2) que presen-
taron esta misma proteina, de las cuales
se seleccionaron 4 secuencias.

Una vez se seleccionaron las secuencias
de proteinas, se realizd un alineamien-
to multiple de secuencias por medio de
la herramienta Clustal omega (Fig.3),
disponible en el sitio web del Instituto
Europeo de Bioinformatica, con la fina-
lidad de alinear las diversas secuencias
de proteinas (Tab.2) correspondiente a
la proteina codificada por el gen CRNS,
para lograr la mejor coincidencia entre
ellas.

Al observar la (Fig.3) se obtuvo que las

4 secuencias al alinearse presentaron
tres caracteres, uno de ellos es el punto
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(.), el cual indica sustituciones menos
conservativas; dos puntos (:), indica
posiciones en las que se han realizado
sustituciones conservativas y el asteris-
co (*), indica que en dicha posicion los
residuos son 100% idénticos, es decir,
en algunas columnas del alineamiento
(35). Por lo tanto, se logrd evidenciar
una Leucina muy conservada (flecha
amarilla) y un Triptofano muy conser-
vado (flecha roja), los cuales se encon-
traron en todas las secuencias, sin em-
bargo, la secuencia correspondiente a P.
nicotianae presentd un mayor nimero
de gaps y sitios con una fuerte simili-
tud, es decir, presentd mas diferencias
con respecto a las demas secuencias.
Al comparar estos resultados obtenidos
con otros articulos en cuanto al alinea-
miento de las secuencias de la proteina
codificada por el gen CRNS en distintas
especies del género Phytophthora spp.,
se determind que no hay un alineamien-
to perfecto, debido a que las secuencias
van evolucionando mas rapido que las
estructuras o funcionalidades de la pro-
teina (36). Por otra parte, Loytynoja et
al. demostré que los alineamientos con
mas huecos, es decir, menos compacto
como se observa en la (Fig.3) coinciden
mejor con la filogenia y la estructura de
las proteinas (35). Por lo general, no es
buena idea trabajar con secuencias de-
masiado parecidas asi como no es buena
idea trabajar con secuencias muy disi-
miles, ya que estos alineamientos resul-
tan no ser informativos (37). De manera
similar, en el arbol filogenético (Fig.4)
se observd que la secuencia correspon-
diente a P. nicotianae estuvo excluida
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del clado mayor en el que se encontra-
ron todas las demas secuencias, ademas,
cabe resaltar que fue la secuencia mas
divergente ya que presentd una distan-
cia genética mayor con respecto al resto.

Al observar la (Fig.4), se determind que
el arbol filogenético estd compuesto por
nodos interiores (puntos de bifurcacion)
y ramas (lineas de conexién), que conec-
tan con los nodos terminales ocupados
por las secuencias de los aminoacidos
correspondiente a la proteina CRNS,
sin embargo, los nodos son los que re-
presentan un ancestro comun inferido
(38). Por lo tanto, se logré evidenciar
distancias entre las secuencias, lo cual
se debe a que las distancias entre las es-
pecies del género Phytophthora spp. se
genera en funcion de las diferencias en-
tre las secuencias de nucleotidos o ami-
noacidos de las moléculas homologas.
Ademas, se ha estimado que la longitud
de las ramas depende de las distancias,
lo cual indica que se unen las ramas de
las secuencias con distancias mas cortas
(39). Por ello, en la (Fig.4), se evidencia
que la secuencia correspondiente a P. in-
festans y P infestans T30-4 se encontra-
ron en el mismo nodo, lo cual indica una
similitud alta entre las dos secuencias en
cuanto la proteina CRNS (38).

Modelamiento tridimensional de la
proteina codificada por el gen CRNS

Para el modelamiento de la estructura
terciaria de la proteina codificada por el
gen CRNS se utilizaron tres herramien-
tas diversas, con la que se obtuvieron
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resultados similares en la mayoria de
los casos. Mediante el uso de la herra-
mienta SWISS-MODEL, en la cual los
modelos se calculan mediante la cana-
lizacion del modelado por homologia
basados en el motor del modelado com-
parativo interno, el cual se enfoca en
OpenStructure denominado ProMod3
(40). (Fig.5)

Al observar la (Fig.5), se obtuvo el mo-
delo tridimensional de la proteina (Fig.
S5A), en el cual se puede apreciar a sim-
ple vista una mayor formacion de heli-
ces a con respecto a la cantidad de las
demas posibles estructuras secundarias,
al igual que se observaron los valores
de MolProbity (41) 2.24 y de choques
estéricos 10.27, siendo los valores idea-
les para este parametro de 0 en ambos
casos. Al observar el grafico de Rama-
chandran (Fig. 5B), en las zonas blancas
corresponden a conformaciones donde
los atomos del polipéptido estan mas
cercanos que sus radios de van der Wa-
als, y por lo general estas regiones son
estéricamente no permitidas para todos
los aminodacidos de la proteina, excepto
para el aminoacido Glicina, el cual es
el unico aminoacido que no presenta
cadena lateral, en cuanto a las regiones
que son de color verde oscuro corres-
ponden a conformaciones donde no hay
impedimentos estéricos, es decir estas
son zonas permitidas llamadas confor-
maciones a-hélices y Hojas-3, mientras
que las zonas verde claro muestran las
regiones permitidas solo si en los célcu-
los se usan radios van der Waals ligera-
mente mas pequefios, es decir se permi-
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te que los atomos puedan estar un poco
mads cercanos (42). Por lo tanto, se logro
evidenciar un mayor agrupamiento de
helices a dextrogiras con respecto a las
levogiras, asi como tambien es posible
evidenciar que hay una gran cantidad de
laminas P tanto paralelas como antipa-
ralelas.

Ademas, se logro determinar la presen-
cia de valores atipicos, que de acuerdo
con el andlisis integrado de MolProbity,
correspondieron al 1,78%, estando este
valor por encima del ideal que seria <
0.2%, lo que produjo un nimero de va-
lores tipicos del 89,33%, siendo > 98%
el caso ideal. Cabe mencionar que con
respecto al porcentaje de rotameros ati-
picos, el modelo de la proteina CRNS
presentd un valor del 1,53%, es decir,
fue un resultado que se encontrd por en-
cima del valor ideal, el cual es < 1%. Por
otro lado, se obtuvo también del mode-
lamiento con SWISS-MODEL la cali-
dad residual (Fig. 5C), que consiste en
un andlisis de cada uno de los residuos
del modelo predicho, los cuales son ca-
lificados por un valor de estimacion lo-
cal denominado QMEAN (43), que tie-
ne como valores ideales todos aquellos
que se encuentran en > 0,5. Por ello,
en este grafico se puede evidenciar que
el modelo presenta un QMEAN local
(cada residuo) muy bueno, ya que se
presentan formaciones de estructuras
secundarias tipicas, lo que se tradujo en
un QMEAN global de -3.57, es decir, es
un modelado de alta calidad, ya que el
valor ideal es de > -4.0.

ﬁ

En otro orden de ideas, se llevo a cabo
el modelamiento de la estructura tercia-
ria de la proteina CRNS8 usando Phyre2,
la cual utiliza herramientas como PSI-
BLAST (44), modelos ocultos de Mar-
kov (45), 3DLigandSite (46), entre
algunas otras mas. Todo esto con la fi-
nalidad de realizar el alincamiento con
estructuras homologas para asi lograr el
modelamiento de la estructura en cues-
tion (Fig. 6).

En la (Fig. 6) se puede apreciar el mode-
lo elaborado por Phyre2 de la secuencia
de aminoacidos de la proteina CRNS,
la cual fue elaborada utilizando como
molde la proteina serina/treonina-pro-
teina quinasa vpsl5 de Saccharomyces
cerevisiae (codigo de accesion al PDB:
SDFZ) que result6 ser la molécula con
la cual se presentd una mayor cantidad
de alineamientos. Ademas, la identidad
de este modelo fue del 16%, y aun asi la
confianza, el cual es el valor que repre-
senta la probabilidad de que la coinci-
dencia entre nuestra secuencia y la plan-
tilla molde representen una verdadera
homologia, fue del 100%, es decir, es
auténtica. Por lo tanto, cabe resaltar que
de acuerdo con los disenadores de esta
herramienta, incluso con identidades de
secuencia < 15%, los modelos pueden
ser muy utiles siempre que la confianza
sea alta (31).

Phyre2 también elabora un gréfico en el
que se analiza la estructura secundaria
y la prediccion de desorden del modelo
predicho, evidenciando en la (Fig. 7).
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Al observar la (Fig.7), se determino que
en nuestro modelo se presenta la forma-
cion de estructuras secundarias con un
nivel aceptable de confianza, sin em-
bargo contrastan algunas regiones en la
que se presenta desorden, en los cuales
los niveles de confianza son regulares y
sugieren que en estos sitios especificos
se pueden presentar estructuras atipicas.
Lo anterior se supone del hecho de que
Phyre2 no predice giros B, curvas 3, hé-
lices m o hélices 310, por lo que no se
conoce con certeza que estructuras se
generan a partir de estos sitios con nive-
les bajos de confianza (31)

Esta herramienta, mediante sus algo-
ritmos, identificdé a la molécula serina/
treonina-proteina quinasa vpsl5 de Sa-
ccharomyces cerevisiae como el molde
para la prediccion de la proteina CRNS,
y de acuerdo con el alineamiento de es-
tas dos secuencias (Fig. 8).

Al observar la (Fig.8), se puede eviden-
ciar la similitud existente entre ellas, en
donde se resalta la insercion de nueve
aminodcidos en la secuencia de nuestra
proteina, asi como tambien 10 pares de
deleciones, lo cual genero la no forma-
cion de algunas estructuras secundarias
que si estan presentes en el modelo de la
secuencia molde.

Ademas, esta herramienta permite tam-
bien la visualizacién de un ranking de
los principales dominios homodlogos a
nuestra secuencia, por lo que se realiz6
la superposicion de los dos principales
homologos, los cuales fueron los uni-

&

cos que representaron una confianza del
100%. (Fig.9)

En la (Fig.9), se puede resaltar de este
alineamiento que tanto la Desviacion
Cuadratica Media de las Posiciones
Atémicas (RMSD) como el Puntaje de
Modelado de Plantilla (TM-score) fue-
ron aceptables, ya que se ha definido
que la RMSD aceptable para modelo in
silico es de 2.5 4ngstroms (A) y de 3 A
para difraccion de rayos X (47,48), y en
el TM-score dos estructuras son idénti-
cas si presentan un puntaje 1, un puntaje
de 0.5 indica el mismo pliegue general
para ambas estructuras, y los puntajes <
0.2 indican una similitud no mejor que
al azar (49,50).

Finalmente se realizd6 el modelamien-
to de la estructura de nuestra proteina
utilizando la herramienta I-TASSER
(Fig.10), la cual integra la prediccion
de estructuras mediante los métodos de
enhebrado y ab initio (32). Esta herra-
mienta genera una valoracion del mode-
lo predicho que es denominada puntaje
de confianza (C-score), en donde los
puntajes > -1.5 indican que el modelo
posee una correcta topologia global en
su estructura (32).

Al observar la (Fig.10), Se obtuvo en-
tonces un modelo estructural de la pro-
teina CRNS (Fig. 10A) con unos valores
aceptables respecto al C-score (-0,03) y
al TM-score (0.71£0.12) que contras-
taron con el valor regular de la RMSD
(5.3+3.4 A). Con respecto a lo anterior
se puede confirmar que esta herramien-
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ta presenta una fuerte correlacion entre
los puntajes de confianza y de modela-
do de plantilla, mientras que la correla-
cién con la RMSD no es muy evidente
(32). Por otro lado se puede apreciar el
Factor B (Fig. 10B), un valor para indi-
car el alcance de la movilidad térmica
inherente de los residuos/atomos en las
proteinas, el cual se deduce del enhebra-
do de proteinas de plantilla del PDB en
combinacidn con los perfiles de secuen-
cia derivados de las bases de datos de
secuencias (51). Se observa que mayor-
mente en las hélices y laminas el Fac-
tor B fue menor, es decir, estos residuos
fueron relativamente mas estables en
la estructura con respecto a las curvas
que presentaron puntajes por encima de
cero.

En la (Fig.11) se puede apreciar el ali-
neamiento de la estructura predicha de
nuestra proteina en comparacion con
la més parecida estructuralmente que,
similar al alineamiento de Phyre2, fue
la serina/treonina-proteina quinasa 24
de Homo sapiens (co6digo de accesion
al PDB: 3CKX). En este caso se ob-
tuvieron buenos puntajes tanto para
la RMSD como para el TM-score, sin
embargo fue mejor el TM-score del ali-
neamiento de la estructura predicha por
I-TASSER con la estructura modelo, re-
saltando que ocurri6 lo contrario con la
RMSD ya que en la comparacion rea-
lizada por Phyre2 esta fue mas cercana
a 2. Por otra parte, se obtuvo el mode-
lado de los sitios de union a ligando de
la proteina CRNS, encontrando que el
ligando con el mejor C-score (0.21) fue

|i-

la S-adenosil-L-homocisteina (Fig.12),
la cual es un sulfuro orgdnico y un in-
hibidor competitivo de las metiltransfe-
rasas de ADN (52). Se evidencid que en
este modelado los residuos del sitio de
union al ligando fueron 129, 131, 135,
152, 153, 154,172, 173, 174, 175, 190.

Dominios proteicos de la proteina
CRNS

Se obtuvieron 3 dominios proteicos den-
tro de la secuencia de la proteina CRNS,
(Fig. 13).

En la (Fig.13), se logré determinar 3
dominios, entre los cuales se encuentran
dos dominios de la proteina quinasas de
dominio catalitico, y el dominio similar
a ubiquitina (Ubl), el primero consta de;
la superfamilia de proteinas quinasas,
las cuales estan compuesta principal-
mente por los dominios cataliticos de
proteinas quinasas especificas de seri-
na / treonina y especificas de tirosina.
También incluye RIO quinasas, que son
serina proteina quinasas atipicas, ami-
noglucosido fosfotransferasas y colina
quinasas. Estas proteinas catalizan la
transferencia del grupo gamma-fosfo-
rilo de ATP a grupos hidroxilo en sus-
tratos especificos como serina, treonina
o residuos de tirosina de proteinas (53).
Mientras que el otro dominio, consta
de; que las proteinas de tipo ubiquitina
(Ubl) tienen un pliegue de agarre beta
de ubiquitina (Ub) similar y se unen a
otras proteinas de una manera Ubl pero
con funciones bioquimicamente distin-
tas. Las proteinas Ub y Ubl se conjugan
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y desconjugan mediante ligasas y pep-
tidasas para modificar covalentemente
los polipéptidos diana. Algunos domi-
nios Ubl tienen roles adaptadores en la
sefalizacion de Ub al mediar la interac-
cion proteina-proteina (54).

IV. CONCLUSIONES

En los ultimos afios se han llevado a
cabo diversas investigaciones que invo-
lucran el estudio del gen CRNS pertene-
ciente al microorganismo Phytophtora
infestans. En estos trabajos se lleva a
cabo mayormente, la busqueda de me¢-
todos fisicos, quimicos y biologicos de
hacer que este gen regulador de la pro-
teina efectora arrugada 8 sea regulado y
asi evitar que cultivos de alimentos que
son de gran importancia para el consu-
mo lleguen a estar contaminados con
la expresion de este efector. El estudio
estructural de la proteina codificada por
este gen sin duda representa una gran
importancia para lograr dilucidar su pa-
pel dentro de la sintesis, puesto que no
es mucho lo que se conoce al respecto.
Se obtuvieron hallazgos importantes
como su homologia con diversas protei-
nas de origen fingico que tienen como
cualidad ser enzimas del tipo quinasa.
Por otro lado, se logré evidenciar me-
diante la herramienta [-TASSER el si-
tio de unidn a ligando, encontrando que
este sitio encaja perfectamente con la
molécula  S-adenosil-L-homocisteina.
Quedan aun muchas incognitas sobre
la expresion y funcionamiento de esta
proteina, por lo que queda abierta la
oportunidad a futuras investigaciones

&

tanto de los genes reguladores como de
los demas genes estructurales que hacen
parte del cluster encargado de la sinte-
sis de la proteina efectora CRNS8 en de-
terminadas condiciones. Por otro lado,
se resalta el avance inmenso que se ha
realizado en herramientas de prediccion
de modelos de estructuras terciarias de
proteinas, puesto que permiten que in-
vestigaciones como esta puedan llevar-
se a término.
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TABLAS.

Tabla 1. Algunas caracteristicas del genoma de tres especies de Phytophtora spp.

P. infestans P. romarum P. sojae
Tamafio del genoma (Mb) 240 65 95
Total de genes 17797 14451 16988
Genes CRN 196 19 100
Pseudogenes CRN 254 41 102
Total CRN 450 60 202

Tabla 2. Secuencias elegidas de la proteina codificada por gen CRNS8 en distintas
especies de Phytophthora spp. obtenidas de la base de datos del NCBI.

Nombre de la secuencia Longitud Codigo de accesion
(aa) (GenBank)

CRNBS similar al CRN [ 599 AAY43402.1

Phytophthora infestans|

Proteina de la familia Crinkler (CRN) 599 XP_002900721.1

[Phytophthora infestans T30-4]
Proteina CRN8 [Phytophthora nicotianae] 446 KUF93016.1
Proteina de la familia Crinkler (CRN) 599 POM77496.1

[Phytophthora palmivora var. palmivora]

FIGURAS.

Figura 1. Estructura de la proteina serina/treonina quinasa. A) Fosfoserina, B) Fosfo-
treonina. aue comnarten una similitud con la nroteina Clinker CRNR.

A) B)
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Figura 2. Alineamiento por BLAST del gen CRNS con el genoma de Phytophthora
infestans cepa T30-4 (GCA_000142945.1)

Phytophthora infestans T30-4
Sequence 10z XM_0025006T5.1 Lengrhe 282T Number of Matches: 1

Ramge 1: 8 to 1644 Geclank  Grghcs

Ezore et lenttien g brand

3395 bats(1838) 0.0 1504/3937(98%) 0/1937(0%)  PlusPlus

Query 27 ATSGTTACTITGTTCTGTGLCOTCGTTEGTGTGEL TECOAGTALGT TCCCTGTIGEALATT 86
TEORE R TR R R R TR LR LR EL BT TTELneinl
sejer B ATGHT TAC TTTGTTL TETGLCOTLGT TG TETGEL TGEEAEIACGT TLLCTGTGGACATT &7

Query B7 AALOAGAACARG TEGETGEGELAL TTRAACARACC GATC ARCEACEAGASMATGTALCAL 148

CELLLELERLEREnE R ey CRRpieieneed 1 ngel 1hig il
Sefet 68 AACGAGAACAAGTOGGTEGGECALTTOAAGEAAGCOATCAAGGCGAAGALGATGTICCAE 127
Query 147 TTTCCTGCCGATOAGE TGCAGCTCTTOL TOOCAMAGEE GEOEGEIAACGLATOOCTATOS 206
1IIIIII}II‘IIIIIIFIIIII!II IIIIIIrIItII!IIIIIJFIIillilll IIt
sojer 128 TETTCC TGECAAMGGL GOEOEECAALGEN 187
Query 207 CTCAL TOARGATGTGAMGAAGE TEAAMAMGEOC CABAVGAL TECTCTCOTCARMATET 266
1III|IIrllrrl'llllllsll'll1|| IIITIIFII1II1TI{[1I'II!II1III
sejet 184 GTGAAGAAGL TOARGAAGGOLGAGAMGAC TG TCTCATCARATET 247
Query 267  CTAACGCAAGAAGAGAAGGAGL TGLAGOOAGAGAATCCGATTTCTOAGTATCTOMAMGG. 326
LUERRLLRELORE] VRR R Rt AR B RRR Rttt
Sojet . 248 CTAACGCAAGAAGARSAGGAGLTGLAGCOAGAGGATCCOCTTTCTOAGTATCTOGAAGE. 307
Query 317  ATGGATOOCCCGAAAGTOARACAGATTCACGTALTEATOOOGLTE MT 3686
IIIII+ILIILIIIIIIIIIHII[I]II PLELELLELL] I IIl i J.u':.é
Sbjet 388 ATGORATCOCCOGAARGTOAAACAGATTCACGTGCTOETOECOTT! { CTCCT ﬁﬁl',hc 367
Query 387  AGTGOGCCTATTTCTGATOGGACGEACTTE TCGREATTTCAACATAGTGARGTT 446
EULCRELEEA RN ER Rttt |IIlII!IIIIIIII|lII|II I
sbjct 368 AGTGUGCCTATTTCTGATGEEALGGALT TATOGL THTCGAGATT TCAALA &GTGAM a7
Query 447 GLAARACTTALBLTAC TGLL CECCOSBATC TARATRAATTTA {I:Haﬂ.[ T S5
]III[II:IIEIIJIIltl‘llI!FI1IIIIIJlII!IIiIIIrI1!I
Soict 478 GLAARACTTALGCTACTGCCEACACGCOOAEATCT Twnmtmm C7C 87
Query a7 ) 'FMWITQE{&TTA EQEMTEI‘ETIJTTTEMMTIMIEN CLATTRA] .M:!‘ﬁ 84
1III[II[IIl} LELERRLERTRRLAEY FLLRE RELEEERRiR e II]

Zojct 4EX L TOT ARG T TAGA T TACCOCAR TCTATAT TTCAGAL TTRATCASG EI'_IIT“}A Ta %47

Query S67 GEHCAACTCCTTCGAGATARATTGTTCAAGC TARALGACAT TTCACCATALGAATTTTTA  B26
II!EIJ |

Tana
]IIIIIIEII II ILIRELE 11 IlIIEIIhII]II][[I!II!II!III a
Spjct S48 TCBAGATARATTGTTCGARE TARAS GCCOTGCGARTITITE 807

Query 627  AAAGATTCGGTGTTTAGCGCTGCGTTCCTGTACCCGCAGGTGGATGGGEATGCCACAGAG 656
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

sbict 608  AAAGATTCGGTGTTTAGCGCTGCGTTCCTGTACCCS GGATGCCACAGAG 667

Query 687 CATTTCATTATTTCTGGGATTCAATT 746
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

sbjct 668 TTCATTATTTCT 727

Query 747 AGGAAATCCTCGTCAGGETTTGAAGCGACCCGAC 886
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

sbjct 728 GTCAGGTTTGAAGCGACCCGAC 787

Query 507 TTTGTTTGCTTTGGATCATA 366

. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIII
sbict 788  TTTTTGTTTGCTTTGGATCATATCTGTGTTTTTCGTGGTGAGGAGARAGAACCTCGTACT 847

Query 867 CTATCACTGTG GTCCTACGGTGGEAGT 926

. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbict 848  TCTATCACTGTGCCTCGTGAGGAGCTCTCTAARAAACTGGTGTGGTCCTACGETGGAGTG 987

Query 927 CCATATATGTTTGGCTATGCTGCATCGGGCT TCOAGCTAGAATTATTTGCTATCTATCAA 986

. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbjct 988  CCGTATGTGTTTGGCTATGCTGCGTCGGEC TGCTATCTATCAA 967

Query 987 GACGTCACGGGCAACGTTARAACCCACCTTATTGGAGGGTTTAACTTGCAGCATGCGCCG 1846
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

sbjct 968 TTGCAGCATGCGCCG 1827

Query 1847 ACTTCTGAA CCCGGCAATTGTG 1186
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII I

sbict 1028 ACTTCTGAA CCCGGCAATTGEG 1887

Query 1187 GTCCGGCCTCGGCAG CGCCAATGEC 1166

Sbijct 1888 CAARACTGTCCGGCCTCGGCAGGRACCGAGT TCATGGACATCCATCACGCCAATOGCGTT 1147

Query 1167 AAGGTGCOOTTOAGTCCGA AAGAAGAGTA 1226

. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIII
sbjct 1148 AAGETGCGGTTGAGTCCGATTTTCGTCGATAAGATCTTTCACACACAAGAAGAGTATCGT 1287

Query 1227 GCATGAAGCAGA GETTCCTTGTGCCOATGCAGTC 1286

Sbjct 1288 CGCGTGAAGCGGA AGGATTCCTTETGCCOATGCAGTT 1267

Query 1287 GTCACGGTGGATTCAGACCAATTGAGGTTGACACTTAAGCCCCGCGGCATTGAGATGAAG 1346
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIII

sbjct 1268 TTGACACTTAAGCCCCGCGGCGTTGAGATGAAG 1327

Query 1347 AGCTTGAGTGAACTGTTCGTCGCRCTCGGRAMCGTTCTCGAGGLCCTTGTAGTC 1486
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

sbjct 1328 AGCTTGAGTGAACTGTTCGTCGCGCTCGGS AGGCCCTTGTAGTC 1387
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Query 987  GACGTCACGOGCAACGTTARAACCCACCTTATTOGAGRATTTAACTTGCARCATOCACC 1048

. AT AT
Shict 968 GACGTCACGBGCMCGTTAMAACCCACCTTATTGGAGGGTTTAACTTGCAGCATGCGLCE 1027

Query 1047 G TCCCGECANTTGTG 1106
. |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Shjct 1028 G TCTGCTTTTCCCGRLMTTGEE 1087

Query 1107 (CARTEGCGTC 1166
. |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Shjct 1088 GGACATCCATCGCGCCARTERCGTT 1147

Query 1167 M GTCGATAGATCTTTCATACACAAGAAGAGTATCAT 1226
. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| T

Shjct 1145 M CGATAGATCTTTCACACACMAGAAGAGTATCAT 1207

Query 1227 (OCATGAAGCAGATCTACGATTCTTTGARAGCTTATGRAGTTCCTTATOCCRATGLAGTC 1286

Shjct 1208 (GCATGAAGCGGATCTACGATTCTTTGAAAGCTTATAGGATTCCTTGTGCCGATGCAGTT 1267
Query 1287 @ ACTTARGCCCCGCOGCATTOAGATOARD 1348

Shjct 1268 @ (AGGTTRACACTTAAGCCCCRCORCATTGAGATOARD 1327
Query 1347 CCATOCAGCTTRAGTGAACTATTCATCOCACTCAGRAACOTTCTCRAGOCCCTTATAGTC 1486

Shjct 1328 (CATGCAGCTTGAGTGAACTATTCGTCGCACTCOGRAACGTTCTCOARGCCCTTATAGTC 1387
Query 1487 (CTCCATCOCAACGGRTGRATGCACAGAGACATCCATTRATCTAACOTGATCARCATATC 1466

Shjct 1388 (TCCATCGCAACGEATGAATCACAGAGACATCCGTTGATCTAACGTRATCAAGCATATC 1447
Query 1467 GACCOCATTGARTGRTTTTTGATCGACTTCACTOATGCAGCTCARAGTCCACAGARATAT 1516

Shjct 1448 GACCGCATTGAATGATTTTTGATCGACTTCACTGATGCAGCTCAARGTCCGCAGARATAT 1507
Query 1527 (CCCAGCOCOATCACTTRACGCACGACOAACACOCTTCAGATATTTTTATA0AAGETORA 1388

Shjct 1508 (CCAGCGGCGATCACTTGACGCACGACGAACACGCTTCAGATATTTTTATGGAAGTGRA 1567
Query 1587 TCCCACACGACTGCGATTGACTTATGAOCCATAOGATACCTAOTGAAGACRAGTARGATT 1648

Shjct 1568 TCCCACACGACTGCGATTGACTTATGRGCCATRRGATACCTARTGRAGACARGTAGATT 1627
Query 1647 GAACOGGAATORACTGCGOAGCCCOAMAGAGCACTTTTCCTAGATCRATTATOARCCCA 1786

Shjct 1628 GAACGRGAATOGACTACGGAGCCCGAAAGAGCOCTTTTCCTARATCGATTGATGAACACA 1687

1787 GACCCGAGTECTCGGRCCAACGGCAGACGAAGCCTTACAGCTTCTATCACGTTTTGAACGT 1766

EECELELEREEETELEE L R L L e e e e e e e ey
1685 GACCCGAGTGCTCGACCGACGGCAGACGAAGCCTTACAGCTTCTGTCACGTTTTGAACGT 1747

1767 GAAGCTGCTGAGCAGGAATCACAGGGRCAAGEATGTGLGCAAGAAGEACAGACGTGLCTGA 18286

EECLLRLCEEEETELEE A E L EELE L L LR PR EE e TIELLeny |
1748 GAAGCTGCTGAGCAGGAATCACAGGGCAAGGGTGTGCGAAGAAGCAAAGACGTACGTAA 1887

1827 ATTTTTACATCGCTATGGCACTACCATTACGCGCTGEGACGAAGTACTATGATACTAACA 18856

EELLEL DU T EL e e L e FELL LT L et
1888 ATTTTTGCATCGCTATGGCACTACCATTACGCGCTGGGACAMMGTACTATGGTACTAACA 1867

1887 ACAGGAGTAGTCGATGAATGAGCAACACACGTTTACTTCGAATGTATGAGAAATCTCGRC 1945

FECLLELLEEEETEL TR E e L e LR L ey
1868 ACAGGAGTAGTCGATGAATGAGCAACACACGTTTACTTCGAATGTATGAGAAATCTCGGT 1827

1547  TGACGAGAGAAACTCGT 1963

FECLLELEEEELTETT ]
1928 TGACGAGAGAAACTCGT 1944
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Figura 3. Alineamiento multiple de la secuencia de los aminoacidos pertenecientes a
cada una de las secuencias correspondiente a la proteina codificada por el gen CRNS8
obtenidas en la base de datos del NCBI realizado mediante Clustal Omega.
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Figura 4. Arbol filogenético obtenido del alineamiento de las secuencias de
aminoacidos de la proteina CRN8 (proteinas efectora arrugada 8) mediante la herra-
mienta Phylogeny.ft.
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Figura 5. Modelado de la estructura terciaria de la proteina CRN8 mediante la herra-
mienta SWISS-MODEL. (A) Modelo tridimensional predicho de la proteina CRNS.
(B) Grafico de Ramachandran general. (C) Calidad residual del modelo estructural.
B: residuo en puente B aislado; C: bucle o irregular, E: cadena extendida, participa en
escalera & B; G: hélices 310; H: hélice a; I: hélice m; T: giro unido por hidrégeno; S:
curva.
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Figura 6. Modelo tridimensional pre-
dicho por Phyre2 de la proteina CRNS
basado en el modelo de la molécula se-
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Figura 7. Andlisis de la estructura secundaria y prediccion de desorden por Phrye2
sobre la estructura proteica modelada de CRNS.
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Figura 8. Alineamiento de los modelos estructurales de la proteina de CRNS genera-
da por Phyre2 y el modelo de serina/treonina-proteina quinasa vps15 de S. cerevisiae
(cédigo de accesion al PDB: SDFZ). G: hélice de 3 vueltas (hélices 310); I: hélice de
5 vueltas (hélice m); T: giro unido por hidrégeno; B: residuo en puente B aislado; S:
curva.
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Figura 9. Superposicion realizada por
Phyre2 del modelo de CRNS8 basado en
el modelo de serina/treonina-proteina
quinasa vpsl5 de S. cerevisiae (co6digo
de accesion al PDB: 5DFZ) y serina/
treonina-proteina quinasa 24 de Homo
sapiens (codigo de accesion al PDB:
3CKX).

Figura 10. Modelado de la estructura terciaria de la proteina CRN8 mediante la he-
rramienta I-TASSER. (A) Modelo tridimensional predicho de la proteina CRNS. (B)
Factor B normalizado predicho obtenido del enhebrado de proteinas de plantilla del
PDB en combinacion con los perfiles de secuencia derivados de las bases de datos de
secuencias
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Figura 11. Alineamiento de la estructu- Figura 12. Modelado de los sitios de
ra entre el modelo de CRNS realizado uniéon a ligando de la estructura tri-
por I-TASSER (mostrado en dibujo) y dimensional de CRNS8 predicha por
el modelo de serina/treonina-proteina [-TASSER.

quinasa 24 de Homo sapiens (codigo de

accesion al PDB: 3CKX) (mostrado en

esqueleto)

RMSD: 1.58 A
TM-score: 0.913 _

Ligando: s-adenosil-l-homocisteina
C-score: 0.21

Figura 13. Dominios proteicos identificados en la secuencia de la proteina CRNS8
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