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La presente investigacion tiene como objetivo analizar genéticamente las enzimas gluco-
quinasas/hexoquinasas del patégeno Phytophthora infestans, con el fin de determinar si
estas enzimas pueden representar un blanco de ataque al patégeno. El analisis de estas
enzimas se realizo utilizando herramientas de bioinformatica, y se determiné a través de
esta investigacion que las glucoquinasas/hexoquinasas de P.infestans son posibles blanco
de ataque al patdgeno debido a que no presentan grandes similitudes con las enzimas del
hospedero. La bioinformatica es una herramienta muy importante en los estudios genéticos
de toda clase de organismos, por lo tanto se recomienda la utilizacién de esta herramienta
en futuras investigaciones por parte de alumnos del colegio “San Juan Bosco”.
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INTRODUCCION

Desde la prehistoria, el ser humano co-
menzo a utilizar la genética para mejorar distin-
tos tipos de plantas, pero al no existir suficiente
informacion sistematizada ni desarrollo para la
época, estas pequefias practicas de genética
no pasaron de ser sencillos experimentos.

Hoy en dia para analizar gran parte de
la informacion genética, se utiliza una herra-
mienta muy conocida en la biologia: la bioin-
formatica, en la cual se utilizan herramientas
de computacién para el andlisis de los genes
de los organismos; también se realizan alinea-
mientos de secuencias, prediccion de genes
y de estructuras, entre muchas otras acciones
que se pueden realizar mediante la bioinforma-
tica. En este sentido, el campo bioinformatico,
esta fuertemente ligado a la matematicay a la
tecnologia de la informacién, para poder anali-
zar en base a modelos y trabajos ya realizados
la informacioén requerida.

Gracias a la bioinformatica se han podido
realizar muchos avances en la biologia. Uno de
los proyectos que tienen estrecha relacion con
la bioinformatica son los Proyectos Genomas,
los cuales consisten en el secuenciamiento

total del genoma del individuo, lo que nos per-
mite obtener la informacion que necesitamos
acerca de su taxonomia, su composicion gené-
tica, celular, molecular, sus estructuras, entre
muchas otras caracteristicas.

Se han realizado una gran cantidad de
Proyectos Genomas de muchos organismos
tanto en organismos procariotas como en euca-
riotas (los proyectos genomas son realizados en
grandes consorcios cientificos de esta actividad
especifica). En la actualidad, la cantidad de
organismos secuenciados es grandisima y se
encuentran secuenciados la mayoria de orga-
nismos de interés como el de muchos animales,
plantas, bacterias, hongos,etc.

En el afio 2009 se realiz6 el secuencia-
miento total del genoma de Phytophthorainfes-
tans debido a su importancia en el area agricola.
Phytophthora infestans es un organismo per-
teneciente a la clase de los Oomycetes dentro
del grupo de los Stramenopiles, un grupo de
eucariotas que comparten caracteristicas tales
como la presencia de mastigonemas en alguna
estructura de su ciclo de vida. Los Oomycetes
estan fuertemente ligados a la humedad, ata-



can animales acuaticos y plantas y son muy
especificos para los organismos que atacan.
Jaramillo (2003) (Cfr.)

Desde hace muchos afos se considera-
ba a Phytophthora infestans como un hongo.
Sin embargo, estudios de filogenia molecular
determinaron que pertenecia al grupo de los
Stramenopiles, por lo tanto los fungicidas utili-
zados para atacar hongos no tenian el efecto
deseado en este organismo. Phytophthora
infestans ataca principalmente a solanaceas,
especificamente a papas y tomates y ocasiona
en su hospedero una enfermedad llamada tizén
tardio o mildiu de la papa, esta enfermedad es
muy comun en este tipo de cultivos de papa,
pero es muy dificil de diagnosticar a tiempo,
debido a que cuando las plantas empiezan a
tener caracteristicas propias de la enfermedad
ya es muy tarde para erradicarla.

Tal es la gravedad de las cosechas que
poseen este patdégeno, que P.infestans ocasio-
no la gran hambruna irlandesa entre los afios
1845-1850 y la gran hambruna escocesa entre
los afios 1846-1857, responsable de que cerca
de un tercio de la poblacién irlandesa perdiera
su alimento y de esta manera tuvieran que
movilizarse a otros paises. La mejor medida
que se puede tomar para combatir a P.infestans
es limitar las posibles fuentes de infeccion,
como por ejemplo: los tubérculos dejados en
el terreno de la temporada pasada y revisar
las condiciones meteoroldgicas para el dia de
siembra y dias aledafios, es decir, comprobar
que la humedad sea menor de un 75% por lo
menos por dos dias después de la siembra.

Hasta el presente, no se ha encontrado
una manera eficiente de atacar a P.infestans
debido a su rapida mutacion, por lo tanto, se
debe buscar un elemento diferente entre el hos-
pedero y su huésped para atacar ese elemento
diferente y no ocasionarle dafios al huésped,
en este caso a la papa. Una manera de atacar
a P.infestans podria ser interviniendo en su
metabolismo. ElI metabolismo es un proceso
que ocurre a nivel celular, mediante el cual
un organismo consume energia y realiza sus
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funciones vitales como crecer, reproducirse,
etc. Este proceso se divide en dos partes: el
catabolismo y el anabolismo. En el catabolismo
se libera energia y en el anabolismo se utiliza
la energia ya liberada mediante el catabolismo
y se recomponen los enlaces para poder conti-
nuar con el ciclo. Wikipedia (2010) (cfr.)

En el presente trabajo se analizaran
genéticamente las enzimas glucoquinasas/
hexoquinasas de P.infestans, las cuales son
las primeras enzimas involucradas en la glu-
colisis. La glucdlisis es un proceso catabdlico,
por lo tanto es el primer paso del metabolismo,
si se desea atacar dicho proceso eliminando
la enzima,se necesita conocer sus caracte-
risticas genéticas y sus diferencias con las
glucoquinasas/hexoquinasas de su huésped.
Debido a lo anteriormente explicado, la pre-
gunta de investigacion del presente trabajo es:
¢ Cuales son las caracteristicas genéticas de
las glucoquinasas/hexoquinasas del patégeno
Phytophthora infestans?

Objetivo general
Analizar genéticamente las enzimas glu-
coquinasas/hexoquinasas de P.infestans.

Objetivos especificos

1. Cuantificar el numero de genes que codifi-
can para glucoquinasas/hexoquinasas de
Phytophtora infestans.

2. Determinar su estructura genética. (Genes
continuos o conteniendo intrones).

3. Analizar comparativamente los genes de
Phytophthora infestans para conocer su
identidad y similitud.

4. Determinar para cada gen su homologia
con genes de otros organismos.

5. Determinar para cada gen su relacion
filogenética.

6. Predecir la estructura terciaria para cada
glucoquinasa/hexoquinasa de Phytophtho-
ra infestans.



108 / Rodriguez Natalia M. Estudio bioinformético de las enzimas... Creando REVISTA CIENTIFICA JUVENIL Mérida-Venezuela. ISSN 13169505 Vol. IX-X (2010-2011):106-119

MARCO TEORICO

Phytophthorainfestans, un organismo
patégeno

Phytophthora infestans, es un importante
patdégeno relativamente especializado que
ataca principalmente a solanaceas. Las sola-
naceas son un grupo muy extenso de plantas
que se encuentran principalmente en América
del Sur y que comprenden mas de 2700 espe-
cies como: la papa (Solanum tuberosum L.), el
tomate (Solanum lycopersicum)y la berenjena
(Solanum melongena) entre muchos otros.

Tabla 1: Tomada de Lépez. P (2009).
Clasificacion taxonédmica de P.infestans:

REINO Chromista (grupo Strame-
nopiles)

PHYLUM Oomycota

CLASE Oomycete

SUBCLASE | Peronosporomycetidae

ORDEN Pythiales

FAMILIA Pythiaceae

GENERO Phytophthora

El género Phytophthora pertenece al Reino
Chromista. Este reino puede considerarse como
un reino independiente o como un reino integra-
do a Protista, y comprende todos los organismos
que no pueden ser clasificados ni dentro del
reino Animalia, Plantae o Fungi. Kamoun (2000)
Margulis and Schwartz (2000) (Cfr.)

Asuvez, el género Phytophthora pertene-
ce al grupo de los Stramenopiles, el cual es uno
de los 8 mayores grupos de eucariotas y que
incluye organismos tan diversos como algas
multi y unicelulares y las células semejantes a
hongos y parasitos. Moreno (2006) (Cfr.)

Margulis and Schwartz, Kamoun, Latijn-
houwers et al, Moreno. (2010) (Cfr.) Phyto-
phthora pertenece al Phylum Oomycota,
un grupo muy diverso de organismos con
similitudes importantes con los hongos y que

comprende mas de 700 especies. Este grupo
presenta ciertas caracteristicas Unicas, entre
ellas: no poseen pigmentos fotosintéticos,
producen zoosporas biflageladas, poseen
paredes celulares que aunque tienen quitina,
estan constituidas principalmente por celulosa
o polimeros similares y, ademas, necesitan en
cualquier circunstancia la presencia de agua en
el medio para sobrevivir.

Debido a las semejanzas superficiales de
este grupo con los hongos, los Oomicetes fue-
ron tradicionalmente incluidos dentro del Reino
Fungi. Sin embargo, analisis taxondémicos recien-
tes han demostrado que hongos y Oomicetes se
hallan en grupos filogenéticamente distantes y
que incluso desarrollaron la habilidad de infectar
plantas de maneras independientes. Jaramillo
(2003), Lopez (2009), Kamoun (2003) (Cfr.)

Phytophthora infestans esta ubicada dentro
de la subclase Peronosporomycetidae, la cual
comprende una gama de mas de 120 especies
que producen enfermedades en plantas, donde
los mildus y las rayas blancas representan el
grupo mas grande. Dentro de la subclase Pero-
nosporomycetidae el género Phytophthora ha
sido ubicado en el orden de los Pythiales, el cual
esta conformado en su mayoria por mohos que
causan enfermedades en distintos vegetales y
son muy importantes econémicamente debido
a las pérdidas que generan.

Caracteristicas generales de
Phytophthora

En estado vegetativo este género exhibe
un crecimiento micelial filamentoso, constituido
por hifas hialinas y generalmente cenociticas,
pero que en cultivos viejos pueden presentar
algunos septos.

La caracteristica que ha hecho mas cono-
cido e importante a nivel mundial el género, es
que incluye patégenos de una enorme variedad
de plantas tanto silvestres, como ornamentales
y de consumo, cuyo control e impacto en pérdi-
das para los agricultores se traduce en costos
exorbitantes.



Reproduccion

El género Phytophthora es capaz de re-
producirse tanto sexual como asexualmente. La
reproduccion asexual origina zoosporangios.
Los zoosporangios de esta especie tienen la
habilidad de formar zoosporas o germinar di-
rectamente. La temperatura es determinante en
la germinacion de estas estructuras. Tempera-
turas entre 18 y 24°C favorecen la germinacién
directa de los zoosporangios, mientras que
temperaturas inferiores de 12 a 16°C estimu-
lan la liberacién de las zoosporas moviles. La
reproduccién sexual por otra parte involucra
la produccién del oogonio y el anteridio, los
cuales surgen de las puntas del micelio que
se contactan y forma oosporas, estos a su vez
producen el esporangio.

El problema con Phytophthora
infestans

La papa (Solanum tuberosum L.) originaria
de los Andes Suramericanos, es uno de los ali-
mentos mas populares del mundo. Fue llevada
por los conquistadores espafioles a Europa y
era, en un principio, catalogada como comida
para cerdos. Actualmente es el cuarto cultivo
mas importante del mundo y es la base de la
alimentacion de millones de personas.

En el 2003 se realizaron distintos estudios
de la ingesta per capita de papa en las princi-
pales ciudades de los Andes Suramericanos.
El promedio de ingesta fue de 50-60 Kg por
persona, lo cual es una tasa muy alta, si se le
compara con la ingesta per capita en el resto
del mundo, que es de un valor aproximado
de 33 Kg, con lo cual podemos observar la
importancia de la papa en la dieta basica de
los Andes Suramericanos.

Se cree que esta enfermedad que ocasio-
na P.infestans, la candelilla tardia, el tizon tardio
o mildu de la papa, se conoce desde la época
precolombina, pero no se le dio la debida impor-
tancia sino hasta el afio 1845 cuando ocasioné
la gran hambruna irlandesa, arrasando con la
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base de la alimentacion de dicho pais, se esti-
ma que la cifra de personas que emigraron en
ese periodo de tiempo es de un milléon y medio
de personas, y la cifra de gente que murio es
cercana al millén. Jaramillo (2003) (Cfr.)

Hoy en dia, este problema sigue presente
en gran parte de los cultivos de papa en todas
partes del mundo, y ocasiona pérdidas millo-
narias cada afio, ademas de que su control
requiere grandes esfuerzos por partes de mu-
chisimos entes.

En Venezuela existe una gran variedad
de plagas y enfermedades importantes en
las siembras de papa, pero el tizon tardio re-
presenta la principal amenaza del género en
nuestra region, éste se encuentra presente en
la mayoria de las regiones agricolas de nuestro
paisy sigue causando grandes estragos en las
cosechas de papa, ocasionando en algunas
ocasiones perdidas de hasta el 100% en los
cultivos.

Proyecto para el desarrollo de nuevas
estrategias para el manejo del pato-
geno desde el area del metabolismo
energético

Debido a la situacion planteada anterior-
mente, y a que practicamente no existe infor-
macion referente al metabolismo energético
de P. infestans, se ha planteado una estrategia
para el desarrollo de nuevas metodologias en
el manejo del patégeno. En esta estrategia, se
pretende comparar las enzimas de las rutas
metabdlicas esenciales en el organismo que
difieran con las del hospedero. Una vez encon-
tradas esas enzimas diferentes y corroboradas
sus funciones distintivas, se espera utilizarlas
como blanco de ataque a través de quimicos
especificos que soélo puedan atacar las enzimas
del patégeno y no las del hospedero.

Un comienzo de esta estrategia fue
realizada en el laboratorio de Fisiologia de
la Universidad de Los Andes. En este trabajo
previo se estudid una enzima esencial en los
metabolismos de todos los organismos: la en-



110 / Rodriguez Natalia M. Estudio bioinformético de las enzimas... Creando REVISTA CIENTIFICA JUVENIL Mérida-Venezuela. ISSN 13169505 Vol. IX-X (2010-2011):106-119

zima malato deshidrogenada. Sin embargo,
esta enzima no mostro ser un blanco de ataque
ideal, sus diferencias no eran marcadas con
las malato deshydrogenasas de plantas. Por
lo tanto se comenzo a estudiar otra enzima: la
glucoquinasa/hexoquinasa. Para realizar este
trabajo se requiere conocer previamente a
través de un trabajo de bioinformatica cuantas
enzimas estan codificadas en el genoma de P.
infestans y qué caracteristicas tedricas poseen
estas enzimas.

La bioinformatica

La bioinformatica es una disciplina en la
cual estan unidas: la biologia, la informatica y
la buena manera de manejar la informacion.
En un principio se utilizaba simplemente para
procesar datos bioldgicos, pero gracias a los
avances tecnolégicos, hoy en dia se pueden
realizar diversas actividades que antes reque-
rian de muchisimo mas esfuerzo y que tenian
una gran complicacion.

Los programas de bioinformatica que se
utilizaron en el presente trabajo son los siguien-
tes: Blast, Clustal X, Mega.

Blast por sus siglas en inglés “Basic Local
Alignment Search Tool” es un programa que se
encarga principalmente de alinear y comparar
secuencias, tanto de nucleotidos como de pro-
teinas y las compara contra una gran cantidad
de genomas que estan contenidos en el banco
de genes del NCBI (Centro Nacional para la
Informacion Biotecnolégica

El programa Clustal X es un programa
utilizado para el alineamiento multiple de se-
cuencias divergentes de ADN o de proteinas,
de manera tal que las identidades, similitudes
y diferencias puedan ser vistas.

El programa Mega es un programa que
entre otras cosas permite la realizacion de
arboles filogenéticos o cladogramas, que es
lo que realizaremos en este caso.

Proyectos Genomas

Los proyectos genomas consisten en la
secuenciacion completa de todos los cromoso-
mas de un organismo. En estos cromosomas
se encuentra la molécula de ADN que codifica
la informacion genética del organismo. EI ADN
esta formado por los nucleétidos Adenina (A),
Citosina (C), Guanina (G) y Timina (T). Estas
moléculas forman el cddigo genético. Los pro-
yectos genomas permiten identificar los genes
de una especie, la organizacion de estos genes
y las relaciones filogenéticas de todos los or-
ganismos para entender su origen evolutivo.

Proyecto genoma de P. infestans

El genoma completo de P. infestans fue
secuenciado por Hass y colaboradores en el
2009 y ha permitido obtener nueva informacion
acerca de este organismo. La informacion del
genoma esta disponible en la Web (http://www.
broadinstitute.org). Anteriormente habia sido
igualmente secuenciados otros organismos
relacionados como P. sojae y P. ramorum.

Con respecto a la organizacion del ge-
noma del género, quizas la caracteristica mas
resaltante detectada hasta ahora, es la enorme
abundancia de secuencias repetidas. En P. in-
festans se estima que por lo menos el 50% de
su genoma corresponde a secuencias repetidas.

Familia de las glucoquinasas/
hexoquinasas

La familia de las glucoquinasas/hexoqui-
nasas son un grupo de enzimas que catalizan
la fosforilaciéon de la glucosa y otras hexosas
(azucares de seis carbonos) a partir de ATP
principalmente, pero pueden utilizar otras fuen-
tes de fosfato tales como: ADP,PPI y polifosfa-
tos inorganicos. Esta familia de enzimas puede
poseer dos tipos de enzimas: a) glucoquinasas,
cuando el sustrato es unicamente glucosa, y
b) hexoquinasas cuando el sustrato puede ser
diferentes hexosas.



Las glucoquinasas/hexoquinasas catalizan la
siguiente reaccion:

Glucosa + ATP _, Glucosa-6P + ADP

(Esta reaccién requiere magnesio).

En la figura 1 se muestra un esquema
simplificado de la clasificacion de la familia de
las glucoquinasas/hexoquinasas.

Familiade las glucoguinasas/hexoquinasas

Familia Grupo
Hexoquinasas

Usan ATP
Hexoquinasas
B Usan
poli-P
Glucoquinasas

Hexoquinasas

~

Riboquinasas

Usan ADP

Figura 1:-Esquema de clasificacion de las glucoquinasas/hexoqui-
nasas:

Los organismos eucariotas tales como las
plantas, los cuales son los hospederos de nues-
tro patdgeno de estudio, poseen hexoquinasas
del grupo hexoquinasa.

Funcion de las glucoquinasas/
hexoquinasas

Las enzimas glucoquinasas/hexoquinasas
tienen una funcion principal en la ruta de la
glucdlisis. Esta es una de las ruta principales
para la obtencion de energia en todos los
organismos a partir de carbohidratos. Las glu-
coquinasas/hexoquinasas catalizan la primera
reaccion de esta ruta fosoforilando la glucosa
y por lo tanto son enzimas altamente regula-
das. Adicionalmente se ha demostrado que
ellas también participan en diversos procesos
fisioldgicos; Por ejemplo: estas enzimas son
capaces de interactuar entre si, con otras pro-
teinas y con lipidos. También se han encontrado
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hexoquinasas en el reticulo endoplasmatico,
en la membrana plasmatica y asociados a
membranas externas de la mitocondria. Estas
ubicaciones subcelulares variables revelan la
diversidad funcional de esta enzima.

Glucoquinasas/hexoquinasas en P.infestans

Actualmente no se conocen las caracteris-
ticas de las glucoquinasas/hexoquinasas de P.
infestans. Debido a su importancia metabdlica,
esta enzima podria ser blanco de ataque contra
el patogeno si posee diferencias con las gluco-
quinasas/hexoquinasas del hospedero Solanum
tuberosum (la papa). Conocer estas caracteristi-
cas es el objetivo principal de este trabajo.

Del hospedero, la papa, se conoce que
posee varias enzimas de esta familia, todas
pertenecen al grupo hexoquinasa de la familia
hexoquinasa, estas tienen diferentes localiza-
ciones subcelulares encontrandose en el clo-
roplasto, citoplasma y membrana plasmatica.

HIPOTESIS

Phytophthora infestans posee genes que
codifican para la enzima glucoquinasa/hexo-
quinasa, las cuales tienen caracteristicas dife-
rentes alas del hospedero plantay pueden ser
blanco de estrategias de ataque al patégeno.

VARIABLES
Tlpp de Variable Dimensiones Indicadores
Variable
Genes que -NUmero de -Tamafio
codifiquen para | genes. -Similitud de
glucoquinasa/ -Similitud entre | secuencia.
hexoquinasa en | genes. -Repeticio-
Phytophthora -Homologia. nes en el
Dependiente | infestans. -Isoformas. genoma.
-Mutaciones. -Utilizacion
-Secuencia. de ADP, ATP
-Caracteristicas. | o Poli-P.
Genes de
Phytophthora
infestans que no
Indepen- codifiquen para
diente glucoquinasa/
hexoquinasa.
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ALCANCEY D!SENO DE LA
INVESTIGACION

Este proyecto es una investigacion con un
nivel o alcance descriptivo debido a que consis-
te en la caracterizacion de una familia de genes
de un organismo particular (Phytophthora in-
festans). El disefio de esta investigacion es de
caracter cuasi experimental, entendiendose por
ello que se realizaron experimentos virtuales
utilizando la herramienta de la bioinformatica,
que se baso en toda la informacion que propor-
ciona el genoma de este organismo.

Fases de la investigacion

1. Se buscé en el proyecto genoma de P.
infestans (Hass et al. 2009) genes que codifica-
ran para la enzima glucoquinasa/hexoquinasa
a través del programa “Blast” (de su siglas en
ingles Basic Local Alignment Search Tool) el
cual es un programa que compara genes a
partir de un gen tipico.

2. Se procedio haciendo un Blast de cada
glucoquinasa/hexoquinasa de P. infestans
contra todos los genomas contenidos en el
banco de genes, lo cual permitié conocer con
exactitud las similitudes de cada una de las glu-
coquinasas/hexoquinasas de P.infestans con
las glucoquinasas/hexoquinasas de todos los
organismos contenidos en el banco de genes.

3. Se realizaron comparaciones entre las
glucoquinasas/hexoquinasas de P.infestans a
través del programa “Clustal” el cual realiza
alineamientos mutiples entre secuencias y
agrupa segun similitudes.

4. Se construyeron e interpretaron los ar-
boles filogenéticos utilizando el programa MEGA
que cuantifica las comparaciones entre las se-
cuencias y contruye un cladograma.

5. Por ultimo se determiné cuales de las
glucoquinasas/hexoquinasas de P.infestans
pueden ser blanco de ataque al patégeno y se
realizo la prediccion de las estructuras tercia-

rias de las enzimas.

Para la prediccion de estructuras se utiliza-
ron programas de comparacion con estructuras
cristalinas (por difraccién de rayos X) de gluco-
quinasas/hexoquinasas de la base de datos de
estructuras (Protein Data Bank).

Técnicas e instrumentos de
recoleccion de datos

Las técnicas utilizadas para analizar y
recolectar los datos, fueron programas que
poseen su propio mecanismo de almacena-
miento de informaciéon y manera de presentar
los resultados obtenidos; los mismos fueron
explicados anteriormente.

ANALISIS DE RESULTADOS

Del primer paso del trabajo de campo, es
decir de la busqueda del proyecto genoma de
P.infestans y de la determinacioén de los genes
codificantes para glucoquinasa/hexoquinasa se
obtuvieron los siguientes resultados:

P.infestans posee 8 genes que codifican
para glucoquinasa/hexoquinasa. A continuacion
se presentan cada uno de ellos y su estructura.

1. PITG_06015.1 es la primera glucoqui-
nasa de P.infestans, esta glucoquinasa posee
dos intrones y posee un total de 1209 pares de
bases (pb) y 339 aminoacidos (aa).

Glucoquinasa 1 en formato FASTA*:

>PITG_06015.1
MKEARMRERLPVACVLACAGRPIL-
NNTVEFTNIKDGWKIDGPGLEKEL-
GITTVKLINDFAAMGYGLLTLKPHEYI-
VLNEAEKEEGMPIATIGAGTGLGECY
LTADKHGEYSCYACEGGHTDFAPA-
DEIEIELYNSIKEELGCSRRFSVERIVS-
GPGLATIYKFLAKKFPDKVDKKVHDA-
FVRAKSLQGKIVGDNAKTNELC
NQAMEIFVDAYGREAGCAMLKYL-
PRGGFYITGGLAPKNLDYFTQRDI-



FLKACFNKGRVSPALKAIPIYLVLTEDL-
GERGAHYYAYQLLQTYNNSLLGNIV
QRERVQRKFATMDHLALYSTVGAVGVA-
AGVVLGNLLRK*

2. PITG_21313.1 es la segunda glucoqui-
nasa de P.infestans, no posee intrones y posee
933 pb y 311 aa.

Glucoquinasa 2 en formato FASTA:

>PITG_21313.1IMSGDCGGTNTRLSLWN-
IPKDSKHVKGDIAPGSMLFSKKYLNEDY
ASFAEVCHLFLNEAKLVDQIPEACVLAC
AGPILKNTVDFTNVAFGWKIDGPGLEKE
LGIKKVRLINDFAAMGYGLLTLRPHE-
YIVLNDVPKDETAPMATIGAGTGLGE-
CFLTPGMDGQYSCFACEGGHTDFAPA-
DEIEIELYNEIKAKLGCSQRFS
VERIVSGPGLATIYEFLAKKFPE-
KVDPKVHEEFLQANTQQGKVIGENAKT-
NELCNQTLEIFVGAYGREAGNAMLKYL-
PRGGFYITGGLAPKNLDYFTKKD
IFLMSLFDKG*

3. PITG_06019.1 es la tercera glucoqui-
nasa de P.infestans, no posee intrones y tiene
919 pb y 225 aa.

Glucoquinasa 3 en formato FASTA:

>PITG_06019.1MATDLIMSGDCGGTNTR-
LSLWNIPKDSKHVKGDIAPGSMLFSKKY
LNEDYASFAEVCHLFLNEAKLVDQIPEA
CVLACAGPILKNTVDFTNVAFGWKIDG
PGLEKELGIKKVRLINDFAAMGYG-
LLTLRPHEYIVLNDVPKDETAPMATI-
GAGTGLGECFLTPGNDGQYSCVACE-
GGHTDFAPADEIEIELYDEIKAKMG
CSQRFSVERIVSGPGLRVLGQEVP*

4. PITG_06021.1 es la cuarta glucoqui-
nasa de P.infestans, no posee intrones y posee

1041 pb y 347 aa.

Glucoquinasa 4 en formato FASTA:
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>PITG_06021.1

MSGDCGGTNTRLALWNIPKSSVYTKG-
DIAPGEMLFSKKYLNEEHGSFNEVCHL-
FLNEAKLVDEVPAACVLACAGPILS-
NTVDFTNVESGWKIDGTSLEKI
LGIRTVRLINDFAAMGYGLLTLRPHE-
YIVLNDVPKDETAPMATIGAGTGLGE-
CFLTPGNDGQY SCFACEGGHTDFAPA-
DEIEIELYNEIKAKLGCSQRFS
VERIVSGPGLATIYEFLAKKFPE-
KVDPKVHEEFLQANTQQGKVIGENAKT-
NELCNQTLEIFVGAYGREAGNAMLKYL-
PRGGFYITGGLAPKNLDYFTKKD
IFLNSVFDKGRVSPALKACPIYLVLTEDL-
GERGAHFFAYQLLGQCE*

5. PITG_06016.1 es la quinta glucoquina-
sa de P.infestans, no posee intrones y posee
1245 pb y 354 aa.

Glucoquinasa 5 en formato FASTA:

>PITG_06016.1
MSDYSLIISGDCGGTNTRLSLWKIPT-
GATQLKGNIAPGDVIFAKKYLNEDHASF-
NEVCHLFMNEAKLTDHVPEACVLACAG-
PILNNTVDFTNVEFGWKID
GASLEKELGIKQVQLINDFAAMGY-
GLLTLRPHEYIVLNDAPKDETAPMATI-
GAGTGLGECFLTPGNDGQYSCFACEG-
GHTDFAPADEIEIELYNEIKAKL
GCSQRFSVERIVSGPGLATIYEFLAKKF-
PEKVDPKVHEEFLKANTQQGKVIGENA-
KTNELCNQTLEIFVGAYGREAGNAMLK-
YLPRGGFYITGGLAPKNL
DYFTKKDIFLKSLFDKGRVSPALKACPI-
YLVLTEELGERGAHFYAYQLLHSSA*

6. PITG_03365.1 es la sexta glucoquinasa
de P.infestans, posee 8 intrones y posee 1193
pby 323 aa.

Glucoquinasa 6 en formato FASTA:
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>PITG_03365.1
MTATMMFAGVDIGATGVKVGV-
VNSEGAVVAREQKNYHPEKHEPQDV-
VDLAISVMHNVLETTRLGLG-
DLEAVGVGCPGVLEAGGVIHAAANFP-
SWLDVPLQ
QLFTNTLGRPVTVCNDADAAILAE-
QWVGTAKGDIKDFIMLTLGTGVGFGV-
VANGELVRGGSNAIEGGHMIVERN-
GRPCGCSQRGCLEAYSSAGALMSQVQ
EHLRAGRDSSLAKYSEADINAE-
FVFKHAAEGDELCKHLVEEAADYLG-
FACVTFCRMLDPEIIVLSGGIAEAGEAY-
IDKIRRAY TKHTWTKFPNPVRIEKA
SAGYDSGIIGAVAVCKKQRKGQ*

7. PITG_06022.1 es la séptima glucoqui-
nasa de P.infestans, tiene un intréon y posee
1087 pb y 203 aa.

Glucoquinasa 7 en formato FASTA:

>PITG_06022.1
MTADLVMSGDCGGTNTRLSLWNIPKD-
SKHIKGDIAPGSMLFSKKYLNEDYAS-
FAEVCHLFLNEAKLVDQIPEACVLACAG-
PILKNTVDFTNVAFGWKIDG
PGLEKELGIKKVRLINDFAAMGYGLLTL-
RPHEYIVLNDVPKDETAPMATIGAGTGL-
GECFLTPGMDGQYSCFACEGGHTDFA-
PADEIEIELYNEIKAKLG

CS*

8.PITG_11459.1 es la octava glucoquina-
sa de P.infestans, tiene un intrén y posee 1596
pby 532 aa.

Glucoquinasa 8 en formato FASTA:

> PITG_11459.1
MYSASQLVALGVSLAICAAAVLYAN-
YFAALFPTREVSLSVTEQQQMLTSL-
VFHASKSGDAAANGADKETRDPPRLA-
FCCSADLDVAVPAVELMQSVQERH
HERIGSLKELQESFAYYFSSGAAAEQS-

MLSPEQFREVVALADALPQVKRKVGG-
NAATMAERASAEGCVVLLGAAMGKD-
MKPYFVDQRIQLVGHLEEHEHE
DVHLVLEYSSGDEFRGHISPRANRYYL-
NHDIHNAQLSVLEEFEKSLDAFQPDL-
VVFGGLQLMEVQTDENARLTRLKALSE-
VLQNLFVARTPTHYEFAAVS
DFSLFDDTVRLVLPWVDSIGLNEQELFIL-
HHYLVTGEEGTATTSRPTVAEISAQLHD-
VIQFASKAKKNFQTNSEDKDASLALAQL-
SRIHFHTLQFHIVCQ
KTGSMWEDPKTALVQSALMSSKVA-
CGKPPTPAASDDSDKPKPMRTSAEME-
VDPERIEILLARQQLLSKRQDLKVEL-
DPFSPIVTWQEADFQCHLVPMLAC
KKPDHTAGLGDNISGTGVAYHRIQKKS-
DANN*

Después se procedi6 a realizar la compa-
racion en el Blast (programa informatico que
realiza comparaciones entre un gen determina-
do y una gran cantidad de secuencias que se
encuentren contenidos en una base de datos
0 en este caso, el banco de genes) de cada
una de las glucoquinasas de P.infestans, para
determinar su homologia con otros organismos
El Blast se realiz6 a través del portal del NCBI,
de manera que las glucoquinasas de P.infestans
se compararon con todos los organismos con-
tenidos en el banco de genes del NCBI. Del
Blast se obtuvieron los siguientes resultados.

Blast de las glucoquinasas/
hexoquinasas de P.infestans

En primer lugar, se obtuvo como resul-
tado que la mayoria de las glucoquinasas de
P.infestans posee mayor homologia con los
demas genes codificantes para glucoquinasa/
hexoquinasa de P.infestans, que con genes de
otros organismos.

En segundo lugar, se obtuvo como resul-
tado que todas las glucoquinasas, al menos en
una ocasion, presentan a otra glucoquinasa de
P.infestans dentro de los primeros 10 genes con
los cuales poseen mayor homologia.



En tercer lugar, se identific6 un grupo
de seis glucoquinasas que poseen grandes
similitudes entre si, correspondientes a las
glucoquinasas 1,2,3,45y 7.

Igualmente, se determiné que existen dos
glucoquinasas de P.infestans que no poseen
grandes similitudes con ninguna de las otras
glucoquinasas, las cuales son correspondientes
a las glucoquinasas 6 y 8. La glucoquinasa nu-
mero ocho es una enzima dependiente de ADP
y no de ATP, lo cual la convierte en una enzima
aun mas distante y diferente de las demas.

Por ultimo, se obtuvo como resultado que
las glucoquinasas de P.infestans, son homo-
logas con genes de distintas bacterias, que
representan el 25% de todos los organismos
resultantes del Blast, ubicandose en el se-
gundo lugar de los organismoss que poseen
mayor homologia con las glucoquinasas de
P.infestans. Y en el tercer lugar, se encuentran
los coanoflagelados.

Arboles fildgenéticos de las glucoquinasas
de P.infestans y otros organismos

Para conocer con mas exactitud la relacion
filogenética de estos genes, es decir las rela-
ciones de cercania evolutiva de los genes, se
realizaron los siguientes arboles filogenéticos:

En primer lugar se realiz6 un arbol filoge-
nético de las glucoquinasas/hexoquinasas de
P.infestans para determinar la relacion filoge-
nética entre las glucoquinasas de P.infestans
y conocer sus similitudes.

au|{‘>|..'o-r||.|r.1 33 2

B0 || Ghpooquinasa T
B2 Glucoquinasa 3
% — Glucoquinasa 4

Glucoqguinasa 5

Glucoquinasa 1

Glcoqunasa &

—

—
02

Glcogunasa 8

Figura 2. -Arbol filogenético de las glucoquinasas/hexoquinasas
de P.infestans.

En este arbol filogenético podemos ob-
servar que existen dos brazos, uno que lo
conforma solamente la glucoquinasa ocho,
que es la glucoquinasa que esta mas distante
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de las demas, y otro brazo que esta dividido
en dos ramas, en la primera estan agrupadas
las glucoquinasas 1,2,3,4,5 y 7 que son las
glucoquinasas que poseen mayores similitu-
des entre si, y en la segunda se encuentra la
glucoquinasa 6, que aunque no es tan distante
a las glucoquinasas 1,2,3,4,5y 7 como lo es
la octava glucoquinasa, esta medianamente
distante del grupo de glucoquinasa que son
bastante similares entre si, es decir, posee
algunas cosas en comun con el grupo de glu-
coquinasa 1,2,3,4,5y 7 pero no las suficientes
como para pertenecer a dicho grupo.

Con este arbol comprobamos que definiti-
vamente existe un grupo de seis glucoquinasas
que son muy similares entre si, y que existen
dos glucoquinasas que no pertenecen a este
grupo, de las cuales una de ellas es mucho mas
distinta de las demas que la otra.

A continuacion se presenta el arbol filo-
genético de las glucoquinasas de P.infestans
y las hexoquinasas de S.tuberosum (la papa).

g7 Glucoquinasa 2
B8 f Glucoquinasa 7
33 | L Gucoquinasa 3

Glcogquinasa 4

Glucoquinass 1

{ | 23— Guesguinasa 5
.

Glucoquinass 8

Glucoguanasa §

L]

Hexixguinass papa 3

0 | ! Hoxoquenasa paps 1

mel Hexoquinasa papa 2

1

Figura 3. -Arbol filogenético de las glucoquinasas/hexoquinasas de
P.infestans y S.tuberosum.

Este arbol filogenético es el mas impor-
tante de toda la investigacion, debido a que
en él se estudian las similitudes del patdgeno
(P.infestans) y el hospedero (S.tuberosum).

En el arbol filogenético se puede obser-
var que hay dos ramas, una primera rama
que la conforman todas las glucoquinasas de
P.infestans excepto la glucoquinasas 6, y otro
brazo donde se encuentran todas las hexo-
quinasas de la papa y la glucoquinasa 6 de
P.infestans.
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Esta division en dos brazos que se ob-
serva en el arbol filogenético, significa que el
programa esta separando las glucoquinasas
en dos grupos que son muy distintos entre
ellos, es decir, los esta separando porque las
glucoquinasas de los dos grupos son muy
distintas entre si. Estos resultados son muy
importantes, debido a que nos expresan que las
glucoquinasas de la papay las glucoquinasas
de P.infestans son distintas, lo cual convierte
a las glucoquinasas de P.infestans en posibles
blancos de ataque al patogeno.

Este arbol nos indica que cualquiera de las
glucoquinasas de P.infestans podria ser blanco
de ataque al patégeno, excepto la glucoqui-
nasa 6, debido a que esta glucoquinasa como
nos indico el arbol filogenético tiene bastantes

las glucoquinasas de P.infestans:
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similitudes con las hexoquinasas de papa, por
lo tanto no se puede utilizar una enzima ho-
mologa a las glucoquinasas de S.tuberosum
debido a que podria ocasionarle dafios también
al hospedero.

Prediccion de las estructuras terciarias
de las glucoquinasas/hexoquinasas de
P.infestans.

Las predicciones de las estructuras ter-
ciarias de las glucoquinasas/hexoquinasas de
P.infestans se realizaron a través del portal de
Swiss Model: http:/swissmodel.expasy.ora/ y
se editaron a través del programa PyMOL.

A continuacion se presentan las prediccio-
nes de las estructuras terciarias de algunas de

Glucoquinasa 1

Figura 4. -Prediccion de la estructura terciaria de la glucoquinasa 1 de P.infestans.

Esta imagen, es la prediccion de la estructura terciaria que se obtuvo a través del portal de
Swiss model, en el cual se introduce la determinada secuencia de un geny él busca en su base de
datos a genes que sean similares y en base a la comparacidn que realiza de los genes, construye
la estructura terciaria del gen que se introdujo, basandose en la secuencia que se le proporciono
y en la comparacion con las estructuras de genes similares.
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Glucoquinasa 2

Figura 5. -Prediccion de la estructura terciaria de la glucoquinasa 2 de P.infestans.

A través del programa PyMOL se pueden pulir y arreglar las figuras que se generan en el
portal de SwissModel, es posible cambiarle los colores y como es un programa que disefa figuras
en tres dimensiones, se pueden girar las estructuras y colocarlas en la posicion que se desee.
Luego se convierte la figura en 3D en una imagen 2D, y de esa manera se pueden visualizar en
formatos como PDF, PNG y otros, de esta manera se pueden incluir en los documentos como una
imagen cualquiera.

Glucoquinasa 3

Figura 6. -Prediccion de la estructura terciaria de la glucoquinasa 3 de P.infestans.
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El programa PyMOL también permite al usuario presentar la estructura de distintas maneras,
en este caso las estructuras se realizaron utilizando en método cartoon.

Glucoquinasa 8

Figura 7. -Prediccion de la estructura terciaria de la glucoquinasa 8 de P.infestans.

Determinacion de las posibles gluco-
quinasas/hexoquinasas que podrian
ser blanco de ataque a P.infestans.

Antes de determinar la posible glucoqui-
nasa/hexoquinasa de P.infestans que podria
representar el blanco de ataque, es importante
explicar en qué consiste una ruta de ataque.
Una ruta de ataque es como un camino que se
busca con la finalidad de convertirlo en una via
de ataque a un determinado gen u organismo.
Las rutas de ataque son vias muy eficaces para
eliminar patdégenos y organismos, pero son ca-
minos muy dificiles de determinar, puesto que
se deben de tomar en cuenta diversos factores:
se debe buscar una ruta de ataque que elimine
al patdgeno pero que no le ocasione darios al
hospedero, lo cual es algo bastante complejo
teniendo en cuenta que en la mayoria de los

casos se atacan enzimas que ambos organis-
mos poseen 0 procesos que ambos realizan.
El punto clave en las rutas de ataque esta en
identificar una diferencia notable entre el blan-
co de ataque y la enzima o gen homdlogo que
posee el hospedero y es ésto lo que hace que
una ruta de ataque sea eficaz, y que se pueda
atacar al patégeno sin ocasionarle dafios al
hospedero.

El arbol filogenético de las glucoquinasas
de P.infestans y S.tuberosum nos permite decir
que la hipétesis de investigacion es correcta,
pues las glucoquinasas/hexoquinasas de
P.infestans son posibles blancos de ataque al
patégeno, debido a que no son similares a las
glucoquinasas del hospedero.

Por tanto, cualquier glucoquinasa/hexoqui-
nasa (excepto la glucoquinasa 6) de P.infestans
podria representar un blanco de ataque a



P.infestans.Se debe tomar en cuenta que las
hexoquinasas de la papa son enzimas que uti-
lizan ATP, mientras que P.infestans posee una
enzima que utiliza ADP y que constituye un po-
sible blanco de ataque.Con esto, la enzima se
diferencia todavia mas de las hexoquinasas de
la papa y representa un mejor blanco de ataque.

Debido a lo anteriormente planteado se
propone a la octava glucoquinasa de P.infestans
como blanco de ataque al patégeno,debido a
que esta glucoquinasa, a diferencia de las
demas glucoquinasas que podrian represen-
tar un blanco de ataque al patégeno, es una
enzima que utiliza ADP, lo cual la convierte en
una enzima que comparte menos cosas con el
hospedero, convirtiendo el proceso de ataque
al patégeno en un proceso mas seguro para
las enzimas del hospedero.

CONCLUSIONES

* P.infestans posee 8 genes que codifican
para glucoquinasa/hexoquinasa.

*  Se determino que existe un grupo de seis
glucoquinasas de P.infestans que son muy
similares entre si y que existe una gluco-
quinasas dependiente de ADP.

*  Se comprobd mediante la construccion de
varios arboles filogenéticos que las glu-
coquinasas/hexoquinasas de P.infestans
pueden ser blanco de ataque a P.infestans
debido a que no presentan notables simili-
tudes con las glucoquinasas del hospedero.

*  Sedemostro que la hipoétesis planteada en
la investigacion era correcta, demostrando
de esa manera que las glucoquinasas/
hexoquinasas de P.infestans son posibles
blancos de ataque al patégeno.

e Se propuso a la glucoquinasa 8
(PITG_11459.1) como posible y preferen-
te blanco de ataque a P.infestans debido
a que no presenta similitudes con las glu-
coquinasas del hospedero y a que es una
glucoquinasa dependiente de ADP mien-
tras que las glucoquinasas del hospedero
son dependiente de ATP.
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