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Resumen 

 

El género Potyvirus incluye un amplio grupo de virus de plantas que afectan diversos cultivos 

de gramíneas y dicotiledóneas en Colombia y el mundo. Su especie tipo, el Potato virus Y 

(PVY), es uno de los principales virus de distribución global que afecta severamente 

diferentes plantas solanáceas de importancia económica como la papa y el tomate, lo que ha 

promovido el desarrollo de investigaciones en métodos de detección, manejo y comprensión 

de su ciclo infectivo. La secuenciación de nueva generación (NGS) ha permitido establecer 

estrategias para la identificación rápida de especies virales, aún en condiciones de bajo título 

viral, y que en conjunto con aplicaciones bioinformáticas, representan una herramienta 

fundamental para el apoyo de los estudios de detección asintomática, relaciones 

filogenéticas y biología de los virus. Sobre este último aspecto, se destacan los estudios 

dirigidos a la comprensión de los mecanismos de replicación y expresión de los genomas 

virales, específicamente en las etapas que involucran interacciones proteína-proteína, tales 

como el procesamiento postraduccional de las poliproteínas potyvirales.  

 

En este trabajo se presenta la caracterización molecular de aislamientos de PVY infectando 

plantas de Solanum tuberosum subsp. andigena var. Diacol-Capiro en las dos principales 

regiones cultivadoras de papa de Antioquia (Oriente y Norte), utilizando metodologías de 

biología molecular como RT-PCR, pruebas de ELISA, secuenciación Sanger y NGS. Dicha 

información fue posteriormente empleada para proponer un modelo cinético de maduración 

de la poliproteína de PVY, a partir de simulaciones por Dinámica Molecular y tomando como 

referencia la estructura cristalográfica de la proteasa NIa-Pro del potyvirus Tobacco etch 

virus (TEV). La ejecución del trabajo permitió obtener un panorama de los niveles de 

diversidad genómica y de incidencia de PVY en las principales regiones cultivadoras de papa 

en Antioquia. Adicionalmente, la aplicación del modelo desarrollado aporta nueva información 

básica sobre el procesamiento postraduccional de este virus, un aspecto fundamental de la 

biología de los potyvirus. Se espera que estos resultados en su conjunto, apoyen los 

programas de manejo integrado de las enfermedades causadas por PVY en papa y otros 

cultivos en el país.  

 

Palabras clave: Dinámica Molecular, ELISA, Potyvirus, Secuenciación de Nueva Generación 
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Abstract 

 

The genus Potyvirus comprises a large number of plant viruses that affect several 

gramineous and dicotyledonous crops worldwide. Potato virus Y (PVY), the type species of 

the genus, is one the most important viruses affecting solanaceous crops of economic 

importance around the world like potato and tomato. With the advent of Next-generation 

sequencing (NGS) technologies, it is now possible to quickly identify the presence of viruses 

infecting plants, even at low titers. In combination with bioinformatic analysis tools, NGS has 

become an important method for studying the basic biology of viruses, their evolutionary 

relationships and as a detection tool in asymptomatic plants. 

 

This work presents the molecular characterization of two PVY isolates infecting Solanum 

tuberosum subsp. andigena var. Diacol-Capiro in the two main potato-producing regions of 

Antioquia using RT-PCR, ELISA, Sanger sequencing and NGS. The genomic data was used 

to model the dynamic behaviour of the NIa-Pro protease in presence of each of its cognate 

cleavage sites and predict the maturation kinetics of each PVY isolate. This model was first 

tested using the X-ray structure of the NIa-Pro protein Tobacco etch virus (TEV) and validated 

using published experimental data. This investigation gives an overview on the genomic 

diversity and incidence levels of PVY in potato-producing regions of Antioquia. Upon 

experimental validation, the theoretical methods developed in this work could be used after 

NGS sequencing to make predictions on the infection cycle of potyviruses. The results 

presented here will be useful for integrated disease management programs against PVY in 

potato and other solanaceous crops. 

 

Key words: ELISA, Molecular Dynamics, Next-Generation Sequencing, Potyvirus  
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INTRODUCCIÓN 

 

La familia Potyviridae está conformada por virus de plantas de estructura filamentosa y 

flexuosa con un genoma de RNA de cadena sencilla y sentido positivo. Esta familia está 

integrada por seis géneros: Potyvirus, Ipomovirus, Macluravirus, Rymovirus, Tritimovirus y 

Bymovirus. Potyvirus es actualmente el grupo más estudiado y numeroso de virus de plantas, 

con 143 especies reportadas y 32 especies tentativas (King et al., 2012). Los virus de este 

grupo pueden ser transmitidos por áfidos, de forma mecánica o mediante propagación de 

material vegetal infectado (e.g. tubérculo-semilla en el caso de la papa) (Petrov et al., 2015).  

 

La distribución geográfica de los potyvirus es muy amplia y su rango de hospedantes incluye 

los grupos de plantas de mayor importancia económica en el mundo como solanáceas, 

leguminosas y diversas gramíneas (Scholthof et al., 2011a). Por ejemplo, el Plum pox virus 

(PPV), agente causal de la enfermedad de la sharka en cultivos de ciruela (Prunus sp.), 

puede provocar la pérdida total de la producción y se estima que su impacto económico en 

los últimos 30 años es cercano a 10 billones de dólares (Cambra et al., 2006;  Rimbaud et al., 

2015). En papaya (Carica papaya), la enfermedad causada por Papaya ringspot virus 

(PRSV) figura como la mayor amenaza en la producción de este cultivo tanto en áreas 

tropicales como subtropicales (Estados Unidos, Suramérica, África, Australia, entre otros), 

llegando a causar bajas en el rendimiento de hasta el 100% (Tennant et al., 2007; Kalam et 

al., 2014). Por su parte, Tobacco etch virus (TEV) es uno de los principales virus que infectan 

los cultivos de tabaco (Nicotiana tabacum) y otras especies de solanáceas como tomate de 

mesa (Solanum lycopersicum) y pimentón (Capsicum annuum), causando necrosis, grabado 

severo, mosaicos, decaimiento de las plantas y clorosis que resultan en pérdidas del 20 al 

70% en la producción anual en Norte y Suramérica (Velásquez et al., 2015). Finalmente, el 

Potato virus Y (PVY) es uno de los virus que generan mayores impactos económicos 

negativos en diversos cultivos de solanáceas del mundo. Desde el punto de vista 

taxonómico, PVY está dividido en una compleja clasificación de razas y variantes que 

pueden inducir desde defoliación y enanismo severo hasta necrosamiento en la superficie de 

los tubérculos (Beczner et al., 1984;  Scholthof et al., 2011b;  Karasev y Gray, 2013).  

 

PVY es la especie tipo del género Potyvirus y su reporte inicial se remonta a 1930 en 

investigaciones de los métodos selectivos de transmisión realizadas por Kennet Smith 
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(Smith, 1931). Entre sus principales hospedantes se encuentran la papa, el tomate de mesa, 

tomate de árbol (Solanum betaceum), tabaco y pimentón (Díaz et al., 2010;  Jaramillo et al., 

2012;  Quenouille et al., 2013a). Este virus es transmitido mecánicamente, por tubérculo-

semilla (en papa) y de manera no persistente por más de 100 especies de áfidos. PVY es 

altamente variable a nivel biológico y molecular gracias a sus elevadas tasas de mutación y 

recombinación genética, por lo que su clasificación intraespecífica se ha definido con base a 

cuatro razas principales: PVYO, PVYC, PVYZ y PVYN;  esta última dividiéndose, a su vez, en 

las variantes PVYNTN y PVYWi (Shukla et al., 1995;  Quenouille et al., 2013b; Chikh-Ali y 

Karasev, 2015). A pesar de ser un virus que se ha estudiado con cierto nivel de profundidad, 

aún se desconocen aspectos básicos de su ciclo de infección y específicamente de aspectos 

asociados a la expresión de su genoma (Ivanov et al., 2014). Es sabido que el procesamiento 

proteolítico de los potyvirus es mediado por las proteasas P1, HC-Pro y NIa-Pro, y constituye 

un evento crítico en su ciclo infectivo. NIa-Pro es la más importante de las tres proteasas, al 

estar involucrada en la maduración de P3, 6K1, CI, 6K2, NIa-Vpg, NIb y CP (Gutiérrez-

Campos et al., 1999). Recientemente, en los potyvirus se reportó el descubrimiento de dos 

nuevas proteínas, PIPO y PISPO, productos de una estrategia novedosa en la expresión de 

genes, lo que denota lo mucho que resta por conocer sobre la biología molecular de las 

especies de este género (White, 2015;  Mingot et al., 2016). 

 

Al igual que para otras infecciones virales en plantas, no existen agentes químicos de uso 

práctico en la agricultura para el manejo de enfermedades inducidas por potyvirus, por lo que 

el manejo técnico de sus vectores resulta fundamental (Díaz et al., 2010), al igual que lo es, 

el uso de semilla certificada libre de virus, lo que ha promovido estrictos programas de 

indexación en diferentes países (Halterman et al., 2012). Debido a la ocurrencia de las 

variantes necróticas antes indicadas, dichos estándares de certificación han necesitado de 

técnicas complementarias como pruebas serológicas y métodos moleculares, lo que ha 

hecho de la detección de virus un proceso complejo y en constante mejoramiento (Singh et 

al., 2013).  

 

En nuestro país existe un gran desconocimiento de la diversidad de especies virales que 

infectan cultivos de importancia económica. Para PVY no se cuenta con mucha información 

relevante respecto a su genoma y/o sintomatología específica que induce en las variedades 

locales de papa como Diacol-Capiro (S. tuberosum), Criolla Colombia (S. phureja) o en otras 
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solanáceas de origen andino como el tomate de árbol, la uchuva (Physalis peruviana) y el 

lulo (S. quitoense), entre otros (Jaramillo et al., 2011). Entre los trabajos pioneros se destaca 

el reporte de la secuencia de un aislamiento de PVY en conjunto con Potato yellow vein virus 

(PYVV) en plantas de Solanum phureja en Cundinamarca (Villamil et al., 2014) y el registro 

de variantes filogenéticas de PVY no reportadas en otras partes del mundo (Henao-Díaz et 

al., 2013). Recientemente, el genoma completo de una cepa de PVY fue reportado por 

primera vez infectando tomate de forma natural en América, lo que corrobora su amplio 

rango de hospederos (Muñoz-Baena et al., 2016). Igualmente, la detección de PVY se ha 

logrado mediante TAS-ELISA y RT-qPCR en una alta proporción de muestras de tubérculos 

analizados para Criolla-Colombia y Diacol-Capiro, enfatizando la necesidad de utilizar 

tubérculo-semilla certificado en los cultivos de papa colombianos (Medina et al., 2015).  

 

En este trabajo se planteó caracterizar a partir de resultados de Secuenciación de Nueva 

Generación (NGS), el genoma completo de variantes de PVY presentes en las regiones 

cultivadoras de papa de Antioquia, como punto de partida para adelantar estudios de 

incidencia y diversidad genética de esta especie viral. Adicionalmente, el genoma 

ensamblado fue utilizado para la obtención de modelos estructurales como base para el 

establecimiento de un método computacional que permita entender, a escala molecular, el 

proceso de maduración de la poliproteína de PVY mediado por la proteasa NIa-Pro.  
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Nota al lector 

 

Atendiendo la normatividad para la presentación de tesis del posgrado en Biotecnología de la 

Universidad Nacional de Colombia Sede Medellín, dos de los capítulos se presentan 

directamente como artículos científicos publicados en revistas reconocidas por Colciencias; 

por lo tanto éstos presentan el formato propio de la respectiva revista. 
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1. MARCO TEÓRICO 

 

1.1. Potato virus Y (PVY) 

 

El género Potyvirus conforma el grupo más numeroso de la familia Potyviridae y está 

caracterizado por partículas virales flexuosas y filamentosas sin envoltura externa (King et 

al., 2012). El genoma de los potyvirus consiste en una molécula de RNA de cadena sencilla y 

polaridad positiva (ssRNA+), ligada covalentemente a una proteína (VPg) en el extremo 5'  y 

con una cola de poliadenina (poli-A) en el extremo 3'. Potato virus Y (PVY) es la especie tipo 

del género Potyvirus y es además una de las que genera mayor impacto en la agricultura 

mundial. El descubrimiento de PVY proviene de las investigaciones de Kenneth Smith en 

1931 sobre la virosis en papa. Gracias al uso de plantas indicadoras y mecanismos 

selectivos de transmisión, Smith llegó a la conclusión que muchas de las enfermedades 

presentes en la papa eran causadas por dos especies de virus diferentes a las que llamó: 

virus X y virus Y, siendo el primero transmitido mecánicamente mientras el segundo podía 

hacerlo a través del áfido Myzus persicae. Posteriormente, estas dos especies fueron 

nombradas como Potato virus X y Potato virus Y, respectivamente (Smith, 1931;  Mahy y Van 

Regenmortel, 2010). 

 

El genoma de PVY tiene una longitud aproximada de 9.7 kb y contiene un único ORF que 

codifica para una poliproteína que es procesada postraduccionalmente en diez polipéptidos 

funcionales (Revers y García, 2015). Su proteína de cápside (267 aa) es codificada por el 

fragmento C-terminal de la poliproteína y se encarga de proteger el RNA viral en partículas 

helicoidales y flexuosas de aproximadamente 740 nm de largo y 11 nm de diámetro (Karasev 

y Gray, 2013). En 1958, los viroplasmas de PVY fueron observados por primera vez en hojas 

de Datura metel (Trompeta del diablo), al apreciarse patrones cilíndricos de longitud similar 

organizados en el citoplasma de las células infectadas. Dichas inclusiones cilíndricas fueron 

igualmente encontradas para otros potyvirus como Tulip breaking virus (TBV), Turnip mosaic 

virus (TuMV), Tobacco etch virus (TEV), Wheat streak mosaic virus (WSMV), Bean yellow 

mosaic virus (BYMV), Watermelon mosaic virus (WMV), Lettuce mosaic virus (LMV), Bean 

common mosaic virus (BCMV) y Sugarcane mosaic virus (SCMV) (David-Ferreira y Borges, 

1958;  Edwardson, 1966). Estas estructuras de aspas son una de las características 
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taxonómicas que caracterizan los miembros del género Potyvirus y fueron utilizadas por 

mucho tiempo como herramientas diagnósticas a partir de microscopía óptica (Figura 1-C) 

(Sorel et al., 2014). 

 

 

Figura 1. Características del genoma de PVY. A) Esquema de la forma de varilla flexuosa del PVY. 
B) Formación de cuerpos de inclusión fuera del núcleo celular que corresponden a C) las estructuras 
únicas en forma de aspas de molino características de miembros del género Potyvirus (Tomado de 
ViralZone; Mahy y Van Regenmortel, 2010). 
 

El rango natural de hospederos para PVY comprende cerca de nueve familias de plantas en 

las que se incluyen cultivos de importancia económica como pimentón (Capsicum anuum), 

tabaco (Nicotiana tabacum), papa (Solanum tuberosum), tomate (Solanum lycopersicum), 

berenjena (Solanum melongena) y plantas ornamentales como petunia (Petunia spp.), entre 

otras (Jeffries, 1998;  Karasev y Gray, 2013). La sintomatología que genera PVY en estas 

especies consiste generalmente en mosaicos, decaimiento y necrosamiento de diferentes 

tejidos de las plantas infectadas. Uno de los principales factores que afecta el desarrollo de 

síntomas inducidos por PVY en papa es la cantidad de variantes virales que aparecen, 

frecuentemente, como resultado de la agricultura moderna en donde nuevos cultivos 

susceptibles reemplazan a las variedades tradicionales tolerantes, incrementando las 
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posibilidades de recombinación genética entre cepas virales (Salazar et al., 1988;  Moury, 

2010).  

Los virus económicamente importantes, causan alteraciones a nivel de tallos y hojas, donde 

es frecuente observar cambios en el color, manifestadas a través de aclaramiento de venas, 

mosaicos y amarillamientos (Castro y Contreras, 2011a;  Barragán y Guzmán-Barney, 2014). 

En cuanto a la textura y forma, pueden presentarse hojas pequeñas, enrollamiento, 

encrespamiento y deformación foliar. En etapas avanzadas de la infección también es 

factible observar necrosis foliar, que a su vez puede clasificarse de tres formas: apical, si 

ocurre en los ápices principales y laterales de las plantas;  sistémica, cuando son distribuidos 

en todo el follaje;  y necrosis de venas, que ocurre directamente sobre los haces vasculares 

de las hojas. En los tubérculos también es posible encontrar síntomas que alteren su forma y 

textura, entre ellos se tienen: alteraciones de la sección transversal normalmente redondeada 

del tubérculo (forma ahusada), abultamiento de las yemas, rajaduras, flacidez y necrosis 

tanto superficial (patrones en forma de anillo que se forman en la cáscara) como interna 

(manchas o puntos circulares dentro del tubérculo) (Castro y Contreras, 2011b). Cabe 

destacar que la necrosis es uno de los síntomas causados en papa por cepas de al menos 

once especies virales diferentes y hace de los tubérculos un producto poco comercializable 

para consumo fresco o para procesamiento por la industria de alimentos (Gil et al., 2011).  

 

En tabaco, PVY modifica el contenido de nicotina en las hojas curadas de la planta, 

desencadenando grandes pérdidas económicas (Latorre et al., 1984;  Doubnerová et al., 

2009). En tomate y pimentón, se ha visto la generación de necrosis en hojas (Mascia et al., 

2010) (Figura 2). PVY también se ha reportado causando infecciones mixtas con otros virus 

como Cucumber mosaic virus (CMV) y Potato virus X (PVX;  Potexvirus) (Pacheco et al., 

2012).  
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Figura 2. Principales síntomas inducidos por PVY. (A) Reducción en el tamaño, amarillamiento y 
rugosidad foliar en cultivos de papa. (B) Clareamiento de venas en una hoja de tabaco. (C) 
sintomatología asociada a Potato tuber necrotic ringspot disease (PTNRD) en tubérculo y en (D) hoja 
basal (amarillamiento y necrosamiento). (E) Infección de PVY en tabaco cv Burley. (F) Arrugamiento 
severo y deformación foliar en hojas de pimentón. (G) Patrones necróticos en hojas de pimentón. (H) 
Arrugamiento suave, distorsión y moteado suave en tomate (Tomado de Mahy y Van Regenmortel, 
2010). 

 

1.1.1. Diversidad del Potato virus Y 

 

Filogenéticamente, PVY pertenece a un grupo de 19 potyvirus denominado clado PVY dentro 

del género Potyvirus (Moury y Verdin, 2012). Al interior de esta agrupación, se encuentran 16 

especies en América (de las cuales 11 son exclusivas de este continente), sugiriendo que el 

centro de origen y diversificación del clado PVY está en el continente americano, 

probablemente en Suramérica. El análisis de genomas ha revelado cinco clados principales 
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dentro de la especie PVY: C1, N, O, C2 y Chile;  siendo los dos últimos los más restringidos 

en su distribución geográfica y de rango de hospederos (Figura 3).  

 

 

 

Figura 3. Filogenia simplificada de PVY. Se incluyen las razas y/o variantes más importantes en la 
infección de cultivos de la familia Solanaceae (las variantes recombinantes no se presentan en este 
gráfico). Nótese que el grupo de Chile presentó la primera diversificación durante la evolución del 
virus (Adaptado de Quenouille et al., 2013). 

 

Los aislamientos de PVY en papa han sido distinguidos según criterios patogénicos y 

moleculares y tienen una compleja clasificación debido a su diversidad biológica, serológica y 

molecular (Mahy y Van Regenmortel, 2008). El primer nivel de clasificación consta de tres 

razas principales: PVYO, PVYN, PVYC. Históricamente, estos grupos fueron discriminados por 

la respuesta hipersensible (HR) que inducen en cultivares de papa que albergaban el gen N, 

y por los síntomas que causan en plantas de tabaco (Lacroix et al. 2011). Específicamente, la 

raza PVYC comprende aislamientos de PVY que inducen HR en cultivos que presentan el 

gen NCtbr, mientras que PVYO está conformado por aislamientos que realizan lo propio para el 

gen NYtbr. Por su parte, las cepas de PVYN no inducen HR en los cultivares que presentan 

estos genes. Sintomáticamente PVYN también puede ser discriminado de sus pares al inducir 

necrosis de venas en tabaco (PVYC y PVYO inducen mosaico y amarillamiento de venas, 

solamente). En 1980, un nuevo grupo de cepas denominado PVYZ fue hallado al superar los 

genes NC y NY, inducir HR en ciertos cultivares de papa pero no causar necrosamiento de 

venas (a diferencia de PVYN), por lo que se pensó en la presencia de otro gen putativo, NZtbr. 

Una década después, otro grupo denominado PVYE mostró superar todos los genes de 

resistencia (NC, NY y NZ) pero no inducir necrosis en venas (Karasev y Gray, 2013). La Tabla 
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1 resume la sintomatología y respuestas que causan cada una de las variantes descritas 

según las características de los cultivares donde fueron identificadas.  

 
Tabla 1. Respuestas sintomáticas y resistencia hipersensible según las variantes de PVY. HR: 
Respuesta hipersensible;  Mos: mosaico;  s: susceptible;  VN: necrosis de venas. (Tomado de 
Karasev y Gray, 2013). 

 

Característica de los cultivares PVYO PVYC PVYZ PVYN PVYE 

Ny (Desiree, Pentland Crown) HR s s s s 

Nc (King Edward) s HR s s s 

Ny, Nc, Nz (Maris Bard, Pentland Ivory) HR HR HR s s 

Tabaco Mos Mos Mos VN Mos 

 

Gracias a los avances en las técnicas de secuenciación aplicados a la virología de plantas, 

fue posible esclarecer que muchos aislamientos de PVY presentan eventos de 

recombinación entre las cepas de PVYO y PVYN (Singh et al., 2008). PVYN presenta, a su 

vez, dos variantes relacionadas y denominadas PVYNTN y PVYW, siendo el último un genotipo 

particular producto de eventos de recombinación entre variantes y altas tasas de mutación 

que induce necrosis de venas en tabaco pero que es serológicamente similar a la raza PVYO 

(razón por la cual en Norteamérica es conocido como PVYN:O) (Henao-Díaz et al., 2013). 

PVYN:O es un recombinante entre dos genomas parentales de PVYN y PVYO;  mientras que 

PVYNTN, probablemente provino de la variante PVYN:O mediante eventos adicionales de 

recombinación (Karasev et al., 2011). En la Figura 4 se ilustran lo patrones de recombinación 

entre dos razas de PVY que generan las cepas PVYN-Wi y PVYNTN. 
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Figura 4. Patrones de recombinación entre dos razas de PVY. Regiones de PVYO (gris claro) y 
PVYN (gris oscuro) que son compartidos entre dos variantes principales. En la parte superior se 
muestra el esquema del genoma de un potyvirus (tomado de Quenoille, 2013). 

 

1.2. Enfermedades del cultivo de la papa  

 

Las condiciones ecológicas del cultivo de la papa tienen gran influencia sobre las especies 

de fitopatógenos a las que es susceptible. Si bien hay más de 300 plagas y enfermedades 

reportadas afectando este cultivo, no todas causan grandes pérdidas en sus rendimientos. 

Entre los patógenos más limitantes se destacan el oomycete Phytophthora infestans que 

causa la gota de la papa (Fry et al., 2015), la bacteria Ralstonia solanacearum (la marchitez 

bacteriana) y el protozoario Spongospora subterranea f.sp. subterranea (la sarna polvosa de 

la papa) (Osorio et al., 2012). Los nemátodos más limitantes corresponden a  Globodera sp. 

y Meloidogyme sp.; mientras que los insectos de mayor importancia son la polilla pequeña 

(Phthorimaea operculella) y la polilla grande de la papa (Tecia solanivora), generalmente 

controlados con plaguicidas químicos (Castro y Contreras, 2011). Los áfidos, también se 

incluyen en este conjunto por ser vectores de muchos virus (Petrov et al., 2015). En la Figura 

5 se ilustran los microorganismos causales de algunas de las enfermedades más importantes 

en papa. 
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Figura 5. Microorganismos asociados a las principales enfermedades en papa no causadas 
por virus. A) Phytophthora infestans responsable del tizón tardío o gota de la papa. (Tomado de Fry 
y Grünwald, 2010). B) El nemátodo Meloidogyne sp. causa agallas irregulares en la raíz de la papa. 
(Tomado de Lazo, 2010; Bayer, 2016). C) El protozoario Spongospora subterranea asociado a la 
sarna polvosa de la papa (Tomado de Unimedios, 2008; Balendres et al., 2017). 

 

Por otra parte, se han reportado cerca de 38 especies de virus que afectan el cultivo de la 

papa, algunos de los cuales dependen de este hospedante para su diseminación: Potato 

virus S (PVS), Potato virus M (PVM), Potato leafroll virus (PLRV), Potato mop-top virus 

(PMTV), Andean potato latent virus (APLV). Otros virus presentan otros hospederos 

principales como: Cucumber mosaic virus (CMV), Tobacco ringspot virus (TRSV), Tobacco 

rattle virus (TRV), Tobacco mosaic virus (TMV) y Alfalfa mosaic virus (AMV) (Valkonen et al., 

1994;  Al-Saleh et al., 2014). La infección combinada con diversas especies virales puede 

desencadenar en una serie de afecciones en el crecimiento de las plantas que termina en 

grandes pérdidas (más del 90 %) en el rendimiento de los cultivos (Roossinck, 2015;  

Rodríguez et al., 2015). Tal reducción es medida en variables como el tamaño, número, 
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aspecto y contenido de tubérculos, y cambian según la especie, variante y mecanismo de 

transmisión del virus en cuestión (Figura 6). La Tabla 2 resume los ocho virus más 

importantes en el mundo para este cultivo (Mahy y Van Regenmortel, 2008).  

 

 

 
Figura 6. Síntomas inducidos por diversas especies virales en papa. A) Infección secundaria por 
PLRV en donde se aprecia retraso en el crecimiento y enrollamiento foliar. B) Arcos necróticos en 
tubérculos asociado con TRV. C) Síntomas de PMTV en tubérculos de papa. D) Necrosis localizada 
inducida por PLRV en tubérculos de papa (Tomado de Mahy y Van Regenmortel, 2008). 
 

Tabla 2. Principales virus reportados en cultivos de papa a nivel mundial. NP: No persistente;  P: 
Persistente. (Adaptado de Mahy y Van Regenmortel, 2008). 

 

Especie y  

año del 

primer 

reporte 

Género Importancia 

económica 

Distribución 

geográfica 

Transmisión Otros 

hospederos 

Variabilidad 

Potato virus Y 

(PVY) 

1931 

Potyvirus Muy alta Mundial Áfidos (NP) Tabaco, 

tomate, 

pimentón 

Cepas: PVYO,N,C 

Variantes: 

PVYNTN,N-W,N:O 
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Potato 

Leafroll virus 

(PLRV) 

1916 

Polerovirus Muy alta Mundial Áfidos (P) Solanum 

spp., tomate 

Baja variabilidad  

Potato virus X 

(PVX) 

1931 

Potexvirus Alta Mundial Contacto Tomate, 

pimentón 

Cepas 1, 2, 3, 4 

Serotipos PVXO, 

PVXA 

Potato virus A 

(PVA) 

1932 

Potyvirus Moderada Mundial Áfidos (NP) Sólo papa Cuatro cepas 

Tres serotipos 

Potato virus S 

(PVS) 

1952 

Carlavirus Moderada Mundial Áfidos (NP) 

Contacto 

Solanum spp. Cepas PVSO, 

PVSA 

Potato virus M 

(PVM) 

1923 

Carlavirus Moderada Mundial Áfidos (NP) 

Contacto 

Solanáceas 

mayormente 

Cepa PVM-ID 

Tobacoo rattle 

virus (TRV) 

1946 

Tobravirus Alta Mundial Nemátodos Tabaco, 

lechuga, 

espinaca 

Diversas cepas 

Potato mop-

top virus 

(PMTV) 

1966 

Pomovirus Moderada Climas fríos pseudohongo Solo papa PMTV-S, PMTV-

T 

 

En las últimas cuatro décadas, se ha registrado un incremento en el número de virus 

reportados que afectan el cultivo de papa en América Latina, especialmente en la región 

Andina (Quenouille et al., 2013). Un estudio realizado por Kerlan et al. (2008) registró la 

incidencia de cerca de 16 virus encontrados principalmente en Latinoamérica cuya 

importancia económica y mecanismos de transmisión aún no se hallan completamente 

esclarecidos;  la Tabla 3 describe algunas de estas especies.  

 

Tabla 3. Virus de la papa encontrados principalmente en Latinoamérica. NP: transmisión no 

persistente. SP: transmisión semipersistente. 
 

Virus Género Distribución 
geográfica 

Transmisión Referencia 

Andean potato latent 
virus 

Tymovirus Bolivia, Colombia, 
Ecuador, Perú 

Contacto, semilla, 
coleópteros 

(Kreuze et 
al., 2009) 
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(APLV) 

Andean potato mottle 
virus 
(APMoV) 

Comovirus Chile, Ecuador, 
Perú, Brazil 

Contacto, semilla, 
coleópteros 

(Neves-
Borges et al., 
2001) 

Potato virus V 
(PVV) 

Potyvirus Colombia Áfidos (NP) (Gutiérrez et 
al., 2014) 

Potato virus T 
(PVT) 

Tepovirus Perú, Bolivia Mecánica, semilla (Hooker 
1981) 

Tobacco ringspot virus 
(TRSV) 

Nepovirus Perú Nemátodos, 
semilla 

(Hooker 
1981) 

Potato yellow vein virus 
(PYVV) 

Crinivirus Colombia, 
Ecuador, Perú 

Mosca blanca 
(SP), tubérculos 

(Rodríguez et 
al., 2015) 

 

En conjunto con Potato virus A y Potato leaf roll virus (PLRV;  Polerovirus), PVY representa 

una de las mayores amenazas para la producción del cultivo de papa en el mundo, 

generando pérdidas en el rendimiento de hasta un 90% (Salazar, 2003). Entre los diez 

principales virus de plantas, PVY ha sido catalogado en el puesto número cinco debido a la 

ausencia de fuentes de resistencia eficiente en los cultivares de papa frente a las variantes 

del virus que inducen síntomas necróticos tanto en hojas como tubérculos (Scholthof et al., 

2011a). El desconocimiento de las interacciones PVY-hospedero y falencias en las 

herramientas disponibles para su diagnóstico han llevado a que las razas necróticas de PVY 

sean responsables de pérdidas económicas valoradas en cientos de millones de dólares al 

año sólo en Norteamérica (Kogovsek et al., 2008;  Scholthof et al., 2011b). 

 

Además del tubérculo-semilla, en papa la diseminación de los virus ocurre de una manera 

altamente eficiente, gracias a diversos vectores artrópodos. Los áfidos son el grupo más 

importante de vectores de virus de plantas. Pertenecen a la familia Aphididae y rara vez 

causan daños a las plantas durante sus procesos de alimentación. La manera cómo se 

comportan los áfidos sobre las plantas, así como su ciclo de vida y las condiciones 

ambientales, determinan el tipo y la cantidad de virus que puedan transmitir (Quenouille et 

al., 2013). Myzus persicae es uno de los vectores más importantes y eficientes de PVY y 

prácticamente se encuentra en todos los lugares donde se cultiva papa;  otros ejemplos son: 

Aphis fabae, Cryptomyzus galeopsidis y Hyalopterus erysimi (Verbeek et al., 2010). Existen 

tres tipos de clasificación de los mecanismos de transmisión asociados a estos vectores: 

persistente, semipersistente y no persistente (Maxwell et al., 2016). Potyvirus es el género 

más numeroso y conocido que se transmite de manera no persistente, siendo ejemplos 

típicos PVA y PVY; pero también otras especies como PVS y PVM (Carlavirus) presentan 
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este tipo de transmisión. En este sistema de transmisión no existe un período de latencia, es 

decir que la adquisición e inoculación del virus se llevan a cabo en segundos o pocos 

minutos (Leclerc et al., 2014). Los áfidos pierden la capacidad de transferir el virus una vez 

ocurre la muda de los estiletes viejos, la faringe y la membrana que recubre el intestino 

anterior (Quenouille et al., 2013). Recientemente, se demostró cómo una adquisición 

preferencial de la variante PVYNTN sobre PVYO por M. persicae, se debía a la expresión del 

gen de resistencia NY en el cultivo que confería una resistencia parcial a la variante ordinaria 

(Carroll et al., 2016). Adicionalmente, el trabajo de Govier y Kassanis (1974) demostró la 

dependencia de proteínas para la transmisión no persistente de los virus. En el caso de los 

potyvirus, trabajos posteriores han demostrado que la transmisión es dependiente de la 

proteína no estructural HC-Pro (Helper-Component Protease) que lo asiste en su proceso 

infectivo (Sasaya et al., 2000; Syller, 2006).   

 

1.2.1. Cultivo de papa en Colombia: Incidencia de PVY 

 

El cultivo de papa en Colombia es uno de los renglones agrícolas más importantes de la 

zona altoandina. En el año 2000, este cultivo alcanzó 2.8 millones de toneladas sembradas 

en 163.841 ha y un rendimiento de 17.3 t/ha;  muy por encima al de países vecinos como 

Bolivia, Perú y Ecuador. En el 2007, el área del cultivo se vio reducida a 110 mil ha, con una 

producción de 1.9 millones de toneladas (FAO, 2008). En 2013, Cundinamarca, Boyacá y 

Nariño, fueron los principales departamentos productores de papa con 19.57, 15.37 y 9.78%, 

de la producción, respectivamente;  con un área nacional de cultivo de 151616 ha, 2.7 

millones de toneladas y un rendimiento de 18.4 t/ha (Agronet, 2016). Adicionalemente, el 

cultivo de la papa tiene un efecto significativo sobre otros renglones de la economía regional 

al requerir una elevada cantidad de plaguicidas químicos y fertilizantes (en segundo lugar 

después del café) y generar la demanda más alta de transporte terrestre en el país (Toro et 

al., 2013). En el ámbito social, más de 500 mil personas son dependientes directas del cultivo 

de la papa, además de comerciantes, transportadores, procesadores y productores. Dada su 

condición de especie eje en los sistemas de producción de clima frío, representa una fuente 

de ingresos y generación de empleos directos a nivel rural para más de 95 mil familias en el 

país (Cuartas, 2006).  
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La información de los niveles de incidencia, severidad y efecto de PVY en los cultivos de 

papa de Colombia es escasa, al punto que se desconocen las características genotípicas de 

sus principales variantes en el país. En 1980 se reportaron pérdidas del 61% en el 

rendimiento de la variedad de papa Puracé como resultado de una infección mixta de PVY 

con PVX y PLRV (Guerrero-Guerrero y Martínez-López, 1980). Sánchez y colaboradores 

evaluaron la incidencia de PVY en coinfección con PVX, PVS y PLRV mediante técnicas 

serológicas en tres zonas agroecológicas de cultivo (3200 msnm, 2600 msnm y 2150 mnsm), 

obteniendo como resultado una incidencia del 87% en la zona baja, siendo la mayor entre las 

tres y causando una disminución en el rendimiento del 40%. A esto, los autores atribuyeron 

la alta población de áfidos como la principal causa (Sánchez et al., 1991). Gil y colaboradores 

reportaron en 2011 niveles de incidencia del 72% mediante pruebas de ELISA y 

secuenciación de cepas colombianas de PVY en departamentos como Antioquia, Boyacá, 

Cundinamarca y Nariño (Gil et al., 2011). Adicionalmente, mostraron una asociación de las 

cepas estudiadas con la raza necrosante PVYN y su variante PVYNTN.  Otro estudio realizado 

por Henao-Díaz y colaboradores en estos departamentos contribuyó con un análisis 

filogenético para 24 aislamientos de PVY en cultivos de papa y tomate de árbol, donde se 

encontraron tres variantes principales del virus, dos de las cuales (I-Col, IV-Col) no se 

asociaron con ninguna secuencia de referencia a las razas tradicionales;  mientras que la 

tercera hizo parte del clado PVYNTN (Henao-Díaz et al., 2013). En otras investigaciones más 

recientes se mostró una incidencia del 46% en plantas con infección mixta de PYVV y PVY 

que en principio parecía relacionarse con una sintomatología atípica en papa. Los resultados 

de la investigación no permitieron concluir que dicha coinfección era causal de los nuevos 

síntomas observados, por lo que se dejó abierta la posibilidad de la presencia de un virus no 

reportado en los cultivos de papa bajo estudio (Alfaro y Franco-Lara, 2015). Finalmente, un 

estudio realizado en tubérculos para S. tuberosum y S. phureja reveló que la detección de 

PVY se ve comprometida cuando se utilizan pruebas de menor sensibilidad al obtener 

incidencias del 75% y 0% mediante TAS-ELISA, respecto a cifras del 100% y 66.66% con 

RT-qPCR, respectivamente (Medina et al., 2015). 

 

La secuenciación de nueva generación (NGS) representa otra metodología en el campo de la 

virología vegetal, implementándose desde el año 2009 gracias al trabajo de Kreuze y 

colaboradores para identificar y ensamblar el genoma completo de Sweet potato feathery 

mottle virus (SPFMV) en plantas asintomáticas (Kreuze et al., 2009). Gracias a esta técnica 
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se han logrado diagnosticar virus en diferentes plantas hospedantes, identificar nuevas 

especies y obtener sus genomas completos (Boonham et al., 2014;  Khodakov et al., 2016). 

En Colombia, diferentes estudios han permitido la identificación y reporte de virus infectando 

cultivos de importancia económica utilizando NGS. En S. phureja se logró obtener el genoma 

completo de PVS en tejido foliar en Antioquia, siendo el primero reportado para la región 

Andina suramericana (Gutiérrez et al., 2013). Similarmente, en uchuva se detectó la infección 

de PVX que permitió ensamblar su genoma, conformando la única secuencia completa 

reportada de un potexvirus en Colombia (Gutiérrez et al., 2015). Otras investigaciones 

reportaron la coinfección de PYVV, PVV y PVY en muestras de S. tuberosum en 

Cundinamarca usando NGS y confirmación por RT-PCR (Villamil-Garzón et al., 2014). 

Recientemente, se obtuvo la secuencia completa de PVY infectando tomate en Antioquia, 

siendo el primer reporte en América del virus para este hospedero (Muñoz-Baena et al., 

2016).  

1.3. Métodos de manejo de enfermedades virales 

 

Dado que las enfermedades virales no pueden ser manejadas con métodos curativos como 

en el caso de las causadas por bacterias u hongos, se recurre entonces a métodos 

preventivos que dependen en gran medida del conocimiento de los factores ecológicos y 

biológicos que determinen la prevalencia de esas enfermedades en el cultivo (Díaz et al., 

2010). En papa, el método tradicional de control es la producción de semilla asexual libre de 

virus y de otros agentes patógenos. Aquellas denominadas como líneas élite (procedentes de 

plantas in vitro) y semilla pre-básica (de producción en invernadero) son la parte inicial del 

proceso (Figura 7). En las etapas de campo (ej. básica, registrada, certificada) existe una 

constante verificación de la totalidad de las plantas en búsqueda de virus mediante pruebas 

de detección como ELISA y RT-PCR (Halterman, 2012). 
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Figura 7. Diagrama de generaciones en la producción de semilla de papa. Etapas del proceso de 

semilla certificada en el cultivo de papa.  

 

En Norteamérica, el cultivo de papa tiene un sistema de certificación de semillas riguroso y 

eficiente (Gray et al., 2010a). Este sistema ha permitido a países como Estados Unidos y 

Canadá ser más conscientes del espectro de síntomas causados por diversas variantes de 

PVY. Sin embargo, es claro que la presencia del virus en esta región consiste de un complejo 

de razas con una preponderancia de aislamientos pertenecientes a PVYO, lo que hace difícil 

la identificación de ciertos síntomas suaves característicos de las razas PVYN y PVYN-Wi 

(Mondal et al., 2017). Dado que algunos de estos síntomas pueden pasar por alto en las 

inspecciones visuales propias de sus sistemas de certificación, se emplean entonces 

técnicas de diagnóstico molecular como pruebas de ELISA y RT-PCR en formato multiplex, 

que permiten la identificación cepas e inclusive, de infecciones mixtas (Damirdagh y Ross, 

1967; Nie y Singh, 2002; Gray et al., 2010b).  

En Europa, debido a que PVYNTN ha desplazado notoriamente la predominancia de la raza 

PVYO en los últimos 30 años, también se emplea un conjunto de pruebas biológicas, 

serológicas y moleculares para identificar efectivamente esta y otras variantes (Rolland et al., 

2008; Visser et al., 2012). En países como Inglaterra los límites permitidos en semillas 

certificadas no superan niveles del 0.1% de plantas con síntomas virales para semilla pre-

básica; 0.8% para semilla básica y 6% para semilla certificada (DEFRA, 2016). En Estados 

Unidos esta última categoría permite niveles no superiores al 5% (Schramm, 2011). 

Los virus transmitidos por áfidos constituyen un grave problema en sistemas de cultivo 

abierto. Dentro de las medidas disponibles para remediar esta situación se destaca el uso de 

barreras vivas, las cuales interfieren con la actividad del vector y actúan como sumidero de 

Élite: Vitroplantasy microtubérculosproducidosencondicionesde
laboratorio.

Prebásica: Semilla producida en invernadero a partir de
materialélite hastaun máximode cuatrogeneraciones.

Básica: Semilla producida en campo a partir de semilla
Prebásica. Representala primeramultiplicaciónencampo.

Registrada: Semillaproducidaa partir deBásica.
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virus transmitidos de manera no persistente, pues la incidencia del virus puede verse 

reducida cuando una proporción de los vectores pierden su carga infectiva en el cultivo 

barrera antes de llegar al cultivo susceptible (Avilla et al. 1996). En estudios orientados a 

analizar la diseminación de PVY se hace uso de una malla fina (20/10 mesh) con doble 

puerta que recubre las dimensiones del cultivo. Con base en ello, se ha logrado apreciar que 

la incidencia de virus no superó el 20% bajo la malla anti-áfido, en contraste con un 100% 

alcanzado en un escenario al aire libre. Dicha exclusión permitió además aumentar el 

rendimiento del cultivo en un 37.8% (Sepúlveda et al., 2009). Sin embargo, investigaciones 

recientes apuntan al fortalecimiento de los cultivares de papa enfocándose en la siembra de 

materiales mejorados por sus resistencia a virus (Valkonen, 2015). 

Otros métodos que ayudan a reforzar el control de enfermedades virales abarcan las 

prácticas culturales como la limpieza de herramientas y la rotación de cultivos. El descarte, o 

raleo, durante el cultivo se realiza eliminando las plantas sintomáticas lo más temprano 

posible, evitando que sirvan como fuente de inóculo. Luego del cultivo, el descarte ocurre por 

eliminación de tubérculos con síntomas de enfermedad (USDA, 2016). 

 

1.4. Biología molecular de PVY 

 

Como se mencionó anteriormente, PVY tiene un genoma monopartita de RNA de cadena 

positiva de cerca de 9.7 kb . Este genoma codifica para un marco de lectura que produce una 

poliproteína de 340 ï 370 kDa que es procesada postraduccionalmente por las proteasas 

virales P1, HC-Pro y NIa-Pro en diez proteínas maduras. Las proteínas P1 y HC-Pro están 

ubicadas en el extremo N-terminal y son liberadas autocatalíticamente, probablemente justo 

después de ser sintetizadas (King et al., 2012). Las demás proteínas (P3, 6K1, CI, 6K2, NIa-

VPg, NIa-Pro, NIb y CP) son cortadas a partir del precursor de alto peso molecular mediante 

la acción de la cisteín-proteasa NIa-Pro (Adams et al., 2005). Tanto las proteínas maduras 

como algunos intermediarios de este procesamiento tienen funciones relevantes en el ciclo 

infectivo de los potyvirus, los cuales parecen realizarse de una manera coordinada e 

interdependiente (Figura 8).  
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P3 es una de las proteínas menos caracterizadas de los potyvirus. Ha sido asociada con las 

inclusiones cilíndricas citoplasmáticas formadas por la proteína CI, al igual que por las 

inclusiones nucleares de NIa y NIb (Langenberg y Zhang, 1997). Recientemente, la región 

hidrofóbica de su extremo C-terminal fue identificada como responsable de la interacción con 

las membranas del retículo endoplasmático y por permitir la formación de vesículas 

replicativas (Cui et al., 2010). Adicionalmente, su presencia es requerida para la replicación 

viral y es relevante en términos de patogenicidad y sintomatología. Su separación del 

precursor P3-6K1 no es esencial en la infectividad del virus; más aún, probablemente en 

dicho intermediario recaen las funciones principales y su procesamiento proteolítico suceda 

como mecanismo de regulación (Riechmann et al., 1995). No obstante, en PPV se demostró 

que 6K1 existe como proteína madura individual (6 kDa) y, aunque no queda claramente 

definida su participación y función en la multiplicación del virus, se sabe que el corte entre 

estas dos proteínas afecta la expresión de genomas, por lo que 6K1 puede ser relevante en 

la infección potyviral (Waltermann y Maiss, 2006).  

 

CI es una proteína multifuncional que forma inclusiones cilíndricas en forma de aspas de 

molino en el citoplasma de células infectadas. Presenta actividades ATPasa y RNA helicasa, 

requeridas en la replicación del RNA viral (Fernández et al., 1997). Se ha encontrado su 

asociación con el movimiento de translocación del virus a través de plasmodesmas y en la 

descapsidación de la partícula infecciosa. Adicionalmente, se ha demostrado que actúa como 

factor de virulencia para diversos genes de resistencia de la planta (ej. eIF4E, PSI-K) (Sorel 

et al., 2014). La formación del complejo replicativo (VRC) es iniciada por el precursor 6K2-

VPg, cuyo primer componente elicita a NIa para interactuar con NIb en el retículo 

endoplasmático, formando un complejo de replicación asociado a la membrana (Ivanov et al., 

2014). También, CI-6K2 es parcialmente responsable por el reclutamiento de componentes 

necesarios para que dicho complejo inicie la síntesis de (-)RNA. Esto se fundamenta por la 

presencia de CI-6K2 durante mayores intervalos de tiempo que CI-6K2-NIa, sugiriendo que el 

sitio de corte del primero es procesado mucho más lento (Merits et al., 2002). 

 

NIa es la proteína más grande y puede formar inclusiones tanto en el núcleo como en el 

citoplasma de las células. Es parcialmente procesada para dar lugar a VPg y a su dominio 

proteasa, NIa-Pro (Dougherty y Dawn, 1991; Martín et al., 1992). VPg presenta una 

característica de flexibilidad necesaria para interacciones con diferentes proteínas en 
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diversos procesos. En la mayoría de los casos se encuentra unida en el extremo 5ô del RNA 

genómico; aunque el precursor VPg-NIa-Pro también ha sido detectado hacia el final del 

mismo (Mathur y Savithri, 2012a). En asociación con la proteína 6K2 (precursor 6K2-VPg-

NIa-Pro), VPg es dirigida hacia las membranas donde cumple un papel importante en la 

replicación del RNA del virus. El sitio de corte entre el dominio VPg y la proteasa es 

subóptimo debido a la presencia del glutamato en lugar de la glutamina de la posición P-1 

(residuo donde se efectúa la hidrólisis del enlace peptídico); se cree que el procesamiento de 

VPg es un evento crítico para la replicación viral (Mathur y Savithri, 2012b). VPg puede ser 

modificada postraduccionalmente mediante fosforilación y se ha demostrado que presenta  

un mayor número de interacciones con proteínas del virus y el hospedante (Bosque et al., 

2014). 

 

NIb corresponde a la RNA polimerasa dependiente de RNA (o RNA replicasa) y es la 

encargada de la replicación del genoma en los potyvirus (Hong y Hunt, 1996). Su acción se 

desarrolla en los complejos replicativos ubicados en las estructuras membranosas en 

conjunto con algunos factores del hospedero (eEF1A, PABP) y con el precursor 6K2-VPg-

NIa-Pro que ayuda a su direccionamiento (Dufresne et al., 2008). Su actividad inicia una vez 

emplea a la proteína VPg como cebador para dar paso a la síntesis del RNA viral y su 

presencia en el núcleo muy seguramente está asociada a un mecanismo de regulación 

(Revers y García, 2015).  

 

Finalmente, la función principal de la proteína CP reside en la encapsidación del genoma 

viral. Se requieren cerca de 2000 subunidades de cápside arregladas helicoidalmente 

alrededor del RNA genómico para dar origen a un virión flexuoso de 11 a 13 nm de diámetro 

y 680 a 900 nm de largo (King et al., 2012). La región central es altamente conservada y sus 

extremos N y C-terminal son esenciales para el ensamblaje entre subunidades, siendo la 

primera muy variable (Rybicki y Shukla, 1992; Ksenofontov et al., 2013). En PVA y PPV han 

sido reportadas modificaciones postraduccionales en CP que se atribuyen como elementos 

de control para regular las fracciones de RNA genómico que se dirigen a procesos de 

traducción, replicación o propagación según las etapas del proceso de infección (Ivanov et 

al., 2003; Ġubr et al., 2010). A parte de la encapsidación, CP también ha sido involucrada en 

la amplificación del genoma, movimiento y transmisión (Revers y García, 2015). 
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Recientemente, fueron descubiertas en los potyvirus dos nuevas proteínas denominadas 

PISPO y PIPO, las cuáles son generadas por ORF alternativos como resultado de 

deslizamientos en el marco de lectura de la polimerasa viral en P1 y P3, respectivamente. El 

descubrimiento de P3N-PIPO, representa una estrategia novedosa en la expresión de genes 

de virus de plantas (White, 2015). También es interesante la supresión del silenciamiento de 

RNA encontrado en Sweet potato feathery mottle (SPFMV) llevada a cabo por P1N-PISPO, 

característica que hasta el momento era atribuída sólo a HC-Pro (Mingot et al., 2016). 

 

 

 

  

Figura 8. Características relevantes de la poliproteína potyviral. Las flechas indican los sitios de 

corte por las tres proteasas: P1, HC-Pro y NIa-Pro. PIPO es representado en color gris claro debajo 
del ORF complementario en P3. (Adaptado de Revers y García, 2015). *Hasta el momento, la 
proteína PISPO en la región P1 ha sido reportada exclusivamente en Sweet potato feathery mottle 
virus (SPFMV) (Mingot et al., 2016). 
 

1.4.1. Procesamiento de la poliproteína en PVY 

 

El procesamiento proteolítico de una poliproteína es una estrategia de traducción común 

durante el ciclo de infección de muchos virus, que permite un uso eficiente de la capacidad 

de codificación del genoma. En PVY, y en potyvirus en general, el procesamiento de la 

poliproteína es llevado a cabo por la acción de las proteasas P1, HC-Pro y NIa-Pro. La 

proteína P1 es la más variable en tamaño y secuencia (30-63 kDa) en los potyvirus, 

particularmente en su extremo N-terminal; la región C-terminal de P1 tiene un dominio serín-

proteasa que se encarga de realizar el corte entre las proteínas P1 y HC-Pro (Adams et al., 
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2005; Yoshida et al., 2012). El sitio catalítico de P1 está determinado por la presencia de la 

serina, cuyo grupo hidroxilo es el responsable de causar el ataque nucleofílico que genera la 

hidrólisis del enlace peptídico (al igual que la tripsina y la quimotripsina). Se ha reportado que 

P1 no es esencial para la viabilidad del virus pero sí es necesaria su separación de la 

proteína HC-Pro (Pasin et al., 2014), además ayuda a estimular la amplificación del genoma 

y tiene la capacidad de interactuar con ácidos nucleicos in vivo, por lo que se ha pensado en 

su probable participación en la supresión del silenciamiento de RNA (Valli et al., 2007).  

 

La segunda proteasa, conocida como HC-Pro (Helper Component Protease), es una cisteín 

proteasa multifuncional asociada a la supresión de genes y a la transmisión por vectores, 

relacionándose con los mecanismos de defensa del virus. Puede agregarse en forma de 

inclusiones citoplasmáticas y parece cumplir una función estabilizadora para CP en los 

extremos de los viriones (Valli et al., 2014). HC-Pro tiene tres dominios funcionales, siendo el 

CPD (dominio cisteína proteasa) en la región C-terminal el que le permite liberarse de la 

proteína mayor mediante un corte en el sitio HC-Pro/P3 (Syller, 2006; Guo et al., 2011), 

mientras que su extremo N-terminal está asociado a la transmisión por áfidos (Govier y 

Kassanis, 1977; Plisson et al., 2003). También se ha demostrado que está asociada con 

otras proteínas como CI, P1, VPg y NIa-Pro; aunque la relevancia de estas interacciones no 

esté clara todavía (Bosque et al., 2014).  

 

Por último, NIa-Pro es responsable del procesamiento proteolítico de las regiones centrales y 

C-terminales de la poliproteína (Adams et al., 2005). NIa-Pro resulta clave en la expresión del 

genoma en potyvirus ya que es responsable de los siete sitios de corte restantes en la 

poliproteína (Dougherty et al., 1988a; Yoon et al., 1999). Esta proteasa comparte motivos con 

serín proteasas como la quimotripsina, pero su sitio activo tiene una cisteína en lugar de una 

serina que, junto con la histidina y el ácido aspártico, conforman la tríada catalítica (Kapust et 

al., 2001). La NIa-Pro del TEV, es la más estudiada entre todos los potyvirus. En el año 2002 

logró resolverse su estructura por cristalografía en asociación con el sustrato y el producto, lo 

que permitió detallar los requisitos estructurales que definen su estricta especificidad de 

secuencia (Dougherty et al., 1988b; Phan et al., 2002). Los estudios sobre la maduración 

postraduccional de potyvirus concluyen que, muy probablemente, estos deben controlar su 

procesamiento proteolítico con el fin de optimizar el proceso de infección y replicación. Lo 

anterior puede llevarse a cabo mediante variaciones en las secuencias blanco de NIa-Pro, 
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permitiendo la aparición de las proteínas maduras en la parte del ciclo de infección donde 

ejercen su función principal (Yoon et al., 1999; Merits et al., 2002). Esto ha sido respaldado 

por el hecho que es posible incrementar la resistencia a los potyvirus a través de plantas 

transgénicas que expresan inhibidores de proteasas (Gutierrez-Campos et al., 1999; 

Gholizadeh et al., 2005). Lo anterior indica que es factible entender aspectos fundamentales 

sobre el ciclo de vida de potyvirus mediante el estudio detallado del mecanismo de corte de 

la proteasa NIa-Pro. Para tal propósito pueden utilizarse modelos computacionales basados 

en la estructura cristalográfica de la NIa-Pro de TEV, aprovechando la conservación de 

secuencias entre este tipo de proteasas para estudios similares sobre otros potyvirus. Uno de 

los principales objetivos de este trabajo consiste en explorar la viabilidad de usar métodos de 

simulación molecular para el estudio de la proteasa NIa-Pro utilizando la información de 

secuencia obtenida a partir de estudios de secuenciación masiva y predecir la cinética de 

procesamiento de la poliproteína mediada por esta proteasa.  

 

1.5. Métodos de Dinámica Molecular en los estudios de virus 

 

La simulación por Dinámica Molecular (MD) es una técnica computacional que permite 

simular el cambio en la posición de un conjunto de átomos en función del tiempo a una 

temperatura y presión deteminada (Frenkel, 2002;  Karplus y McCammon, 2002). Con el 

progreso de la capacidad computacional, los métodos de Dinámica Molecular cada vez 

pueden abarcar sistemas de mayor tamaño con simulaciones que pueden llegar incluso a 

escalas de milisegundos (Ode et al., 2012). Los métodos por MD han extendido rápidamente 

la gama de aplicaciones en biología, ayudando a revelar características únicas de estructuras 

de proteínas que serían difíciles de obtener por métodos experimentales (Ulf, 2008). En 

virología, la mayoría de las investigaciones que emplean MD se han centrado en comprender 

la integridad estructural, estabilidad y conformación de las proteínas de cápside en conjunto 

con ácidos nucleicos (DNA y RNA). Otras simulaciones muestran cómo la estabilidad de las 

partículas virales se ve influenciada por una fuerte interacción entre los componentes 

lipídicos de los virus con envoltura (Reddy, 2016). También han ayudado a comprender 

aspectos como la respuesta del virus frente a los sistemas de defensa del hospedero, la 

estructura y función de las enzimas virales y viriones, los mecanismos de resistencia a 

drogas y al descubrimiento y desarrollo de compuestos antivirales (Ode et al., 2012;  Perilla 
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et al., 2016). Por ejemplo, utilizando simulaciones por MD se demostró cómo la región N-

terminal expuesta al solvente del péptido de fusión de HIV-1 (esencial en el proceso 

infectivo), puede ser un potencial objetivo para el diseño de vacunas (Kong et al., 2016). La 

predicción de sitios de unión de flavonoides en el proceso de entrada a la célula de DENV2 

(Dengue virus), ejemplifica otras de las aplicaciones de la simulación molecular al evaluar la 

afinidad de la interacción por los puentes de hidrógeno de éstos compuestos con la proteína 

E del virus (Ismail y Jusoh, 2017). Otro ejemplo se presenta en el virus de la hepatitis C 

(HCV), de donde se han estudiado dos importantes zonas antigénicas de la glicoproteína E2, 

aportando estrategias terapéuticas alternativas a las ya existentes (Akbar y Jusoh, 2013). 

 

La utilidad de las simulaciones MD no se limita a encontrar posibles blancos terapéuticos 

analizando la conformación de sus estructuras proteícas. Diversas investigaciones se han 

dirigido a analizar etapas fundamentales del ciclo de vida del virus como el reconocimiento 

de unión entre proteína-sustrato durante el procesamiento proteolítico. Recientemente, en el 

virus del dengue, se llevó a cabo una serie de simulaciones computacionales para su 

proteasa NS2B/NS3 en complejo con seis tipos de sustrato con el fin de comparar la 

especificidad del reconocimiento de unión para cada uno. Como resultados se obtuvieron 

diferencias de unión en diferentes subsitios, que dependían de la estabilidad del sitio activo 

según la conformación de algunos residuos de su proteasa (Yotmanee et al., 2015). En 

experimentos de mutagénesis dirigida se ha demostrado que al cambiar la región N-terminal 

de la proteína potyviral (cambio de Gln por Leu o Pro) queda abolida la capacidad replicativa 

de un clon infectivo de TEV en protoplastos (Adams et al., 2005). Otras investigaciones 

afines aportan información sobre el uso de métodos para el cálculo de energías libres de 

unión (Hu et al., 2016);  o la determinación de los estados de protonación de residuos en el 

diseño de ligandos (Gueto-Tettay, et al., 2016). 

 

Lo anterior sugiere que la Dinámica Molecular podría ser utilizada como un método para la 

estimación de las tasas relativas de corte en el procesamiento proteolítico de cada uno de los 

siete blancos de la proteasa NIa-Pro en la poliproteína viral. La estimación de estas tasas de 

corte podría ser utilizada posteriormente en modelos cinéticos para predecir los tiempos de 

maduración de cada proteína viral y plantear hipótesis sobre el ciclo de vida de diferentes 

potyvirus. Como se mencionó anteriormente, la dinámica del proceso postraduccional de 

potyvirus tiene implicaciones en la regulación de la aparición consecutiva y acumulación de 
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intermediarios de las proteínas maduras finales (Mahy y Van Regenmortel, 2008). A modo de 

ejemplo, en la Figura 10 se ilustran las ecuaciones cinéticas de una reacción proteolítica para 

un virus hipotético cuyo mecanismo de expresión ocurre a través de una poliproteína que 

madura en tres proteínas individuales: P (proteasa), R (replicasa) y C (cápside). En este 

modelo, la poliproteína es procesada por el dominio P través de los sitios de reconocimiento 

P/R y R/C, con constantes cineticas k1 y k2, respectivamente.  

Este sistema puede ser modelado mediante seis ecuaciones diferenciales que representan 

las tasas de formación y desaparición de cada una de las especies involucradas y de los 

productos finales esperados. Inicialmente, se observa que la poliproteína PRC presenta una 

única tasa de desaparición (no hay un precursor que genere PRC, Figura 9-a) que se realiza 

mediante dos procesos: un evento intramolecular definido por una constante de reacción k1, 

y un evento intermolecular determinado por la constante k2. En el primer caso, la proteasa se 

corta autocatalíticamente lo que permite obtener el dipéptido RC a una velocidad 

proporcional a la concentración de la poliproteína y a la constante k1 (Figura 9-b). 

Adicionalmente, este precursor presenta una tasa de desaparición que ocurre cuando la 

proteasa actúa entre la región de corte de la replicasa y la cápside, en un proceso 

intermolecular proporcional a k2. El segundo caso posible en el proceso de maduración de la 

poliproteína PRC involucra la liberación de la cápside cuando la proteasa y replicasa aún se 

encuentran unidas en un mismo dominio. Por lo tanto, la tasa de aparición de la especie PR 

es proporcional a la constante del proceso intermolecular, k2; una vez que la proteasa se 

libera intramolecularmente, desaparecerá con una velocidad proporcional a k1 (Figura 9-c). 

De lo anterior se concluye que la producción de la proteasa como una proteína madura 

depende exclusivamente de un proceso autocatalítico proporcional a k1 y de las 

concentraciones de las especies PRC y PR (Figura 9-d). Por su parte, la replicasa puede ser 

obtenida cuando el intermediario PR es procesado unimolecularmente y cuando el dipéptido 

RC de separa mediante un proceso bimolecular (Figura 9-e). Finalmente, la cápside sólo 

puede ser obtenida mediante eventos intermoleculares proporcionales a las concentraciones 

de la poliproteína y del intermediario RC. 
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Figura 9. Modelo de maduración enzimática para un virus de tres componentes. Las ecuaciones 

describen la tasa a la que desaparecen las especies intermediarias luego del corte realizado por la 
proteasa. También se muestran las tasas de formación de las proteínas maduras, una vez son 
procesados los dos precursores RC y PR. 

 

La magnitud de las constantes cinéticas en el proceso de maduración influye de manera 

distinta sobre la evolución de cada una de las especies. Como se observa en la Figura 10, un 

valor diez veces mayor para k1 sobre k2 establece una cinética más eficiente que en el caso 

contrario. La principal diferencia consiste en que la producción de las proteínas maduras 

ocurre en la mitad del tiempo establecido y aproximadamente en tasas de velocidad 

similares. Esto es coherente con el procesamiento de la poliproteína de la Figura 9, pues 

entre más rápido se genere la separación autocatalítica de la proteasa, habrá una mayor 

concentración disponible para procesar el intermediario RC y así obtener la replicasa y la 

cápside. Adicionalmente, la alta tasa de desaparición del precursor PR se evidencia en la 

poca concentración que esta especie alcanza y en el corto tiempo que permanece durante la 

etapa de desaparición del complejo PRC. Por otro lado, al reducir la magnitud de k1 se 

observa que la concentración del precursor PR resulta mucho mayor en comparación al caso 

anterior. El bajo procesamiento del evento intramolecular no permite obtener la concentración 
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suficiente de la proteasa para separar eficientemente el intermediario RC. La cinética de las 

especies se reduce considerablemente excepto por la cápside que muestra el mismo perfil 

de formación anterior. Esto se explica porque se favorece su tasa de separación de la 

poliproteína. A partir de lo anterior puede inferirse que el ciclo de infección del virus hipotético 

está regido por el proceso de maduración que ejecuta sobre su poliproteína.  

 

 

 

 
Figura 10. Efecto de las constantes de afinidad sobre la cinética de maduración de un virus 
hipotético con una poliproteína de tres componentes P/R/C (P: proteasa; R: replicasa y C: 
cápside. En el panel izquierdo se muestra el efecto de tener una valor para la constante del proceso 
intramolecular en relación 10:1 respecto al evento intermolecular. En este caso todas las proteínas 
maduran aproximadamente al mismo tiempo (300 unidades de tiempo) por lo que el proceso es más 
eficiente. En el panel derecho los sitios de corte P/R  y R/C presentan valores de constantes cinéticas 
en relación 1:10. Para este escenario, ocurre una rápida aparición de la cápside respecto a la 
replicasa, cuya concentración no aumenta. Escala de tiempo en unidades relativas. 

 

Por lo tanto, para estudiar la cinética de las proteínas maduras de potyvirus mediada por NIa-

Pro es necesario estimar los valores relativos para la eficiencia de corte en cada uno de sus 

siete sitios blanco. Además, este modelo debe incluir un sistema de 36 ecuaciones 

diferenciales donde se representan cada uno de los posibles intermediarios y proteínas 

finales. En el primer capítulo de este trabajo se estudia la viabilidad de usar simulaciones MD 

para la predicción de tasas relativas de corte para cada uno de los sitios reconocidos por 

NIa-Pro y que puedan ser incorporadas en un modelo de predicción cinética sobre la 
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maduración de los potyvirus. Este modelo es utilizado para realizar predicciones sobre 

aislamientos de PVY en Antioquia que fueron secuenciados completamente por métodos de 

NGS, como se describe en los artículos correspondientes a los capítulos 4.2 y 4.3.  

 

2. BIBLIOGRAFÍA 
 

Adams M, Antoniw J, Beaudoin F. Overview and analysis of the polyprotein cleavage sites in 

the family Potyviridae. Molecular Plant Pathology. 2005; 6:471-487. 

 

Agronet, Ministerio de Agricultura y desarrollo rural. 2016. Disponible en:  

http://www.agronet.gov.co/Paginas/estadisticas.aspx (Acceso mayo 2016). 

 

Akbar R, Jusoh S. Stability, orientation and position preference of the stem region (residues 

689-703) in Hepatitis C Virus (HCV) envelope glycoprotein E2: a molecular dynamics study. 

2013; 2:1-12. 

 

Alfaro J, Franco-Lara L. Potato Virus Y (PVY) y Potato Yellow Vein Virus (PYVV) en 

Infecciones Mixtas No Causan Síntomas Atípicos en Plantas de Papa. Revista Facultad de 

Ciencias Básicas. 2015; 11:26-37. 

 

Al-Saleh M, Amer M, Al-Shahwan I, Abdalla O, Shakeel M. Molecular characterization of Two 

Alfalfa Mosaic Virus Isolates Infecting Potato Crop in Central Region of Saudi Arabia. 

Internatinal Journal of Agriculture and Biology. 2014; 16:976-980. 

 

Avilla C, Collar J, Duque M, Hernáiz P, Martín B, Ferreres A. Cultivos barrera como método 

de control de virus no persistentes en pimiento. Boletín de sanidad vegetal. Plagas. 1996; 

22:301-307. 

 

Balendres M, Nichols D, Tegg R, Wilson C. Potato Root Exudation and Release of 

Spongospora subterranea Resting Spore Germination Stimulants are Affected by Plant and 

Environmental Conditions. Journal of Phytopathology. 2017; 165:64-72 

 



 

40 

 

Bayer. Nemátodo de la raíz. Crop Science Chile. 2016. Disponible en: 

http://cropscience.bayer.cl/soluciones/fichaproblema.asp?id=1073 (Acceso mayo 2016). 

 

Beczner L, Horváth J, Romhanyi I, Förster H. Studies on the etiology of tuber necrotic 

ringspot disease in potato. Potato Research. 1984; 27:339-352. 

 

Boonham N, Kreuze J, Winter S, van der Vlugt R, Bergervoet J, Tomlinson J, Mumford R. 

Methods in virus diagnostics: from ELISA to next generation sequencing. Virus Research. 

2014; 186:20-31. 

 

Bosque G, Folch-Fortuny A, Picó J, Ferrer A, Elena S. Topology analysis and visualization of 

Potyvirus protein-protein interaction network. BMC Systems Biology. 2014; 8:1-15. 

 

Cambra M, Capote N, Myrta A, Llácer G. Plum pox virus and the estimated costs associated 

with sharka disease. Bulletin OEPP/EPPO. 2006; 36:202-204. 

 

Carroll J, Smith D, Gray S. Preferential acquisition and inoculation of PVYNTN over PVYO in 

potato by the green peach aphid Myzus persicae (Sulzer). The Journal of general virology. 

2016; 97:797-802. 

 

Castro I, Contreras A. Manejo de plagas y enfermedades en el cultivo de la papa. 1 ed. 

Valdivia: Editorial Imprenta Austral;  2011. p. 40-50. 

 

Chikh-Ali M, Karasev A. Immunocapture-Multiplex RT-PCR for the Simultaneous Detection 

and Identification of Plant Viruses and Their Strains: Study Case, Potato Virus Y (PVY). 

Methods in Molecular Biology. 2015; 1302:177-186. 

 

Cuartas P. Estudio del desarrollo de la infección y del efecto de la formulación de 

aislamientos de granulovirus sobre Tecia solanicora y Phthorimaea operculella (Trabajo de 

grado). Bogotá: Microbiología Agrícola y Veterinaria, Facultad de Ciencias Básicas, Pontificia 

Universidad Javeriana. 2006:3-7. 

 



 

41 

 

Cui X, Wei T, Chowda-Reddy R, Sun G, Wang A. The Tobacco etch virus P3 protein forms 

mobile inclusions via the early secretory pathway and traffics along actin microfilaments. 

Virology. 2010; 397:56-63. 

 

Damirdagh I, Ross A. A marked synergistic interaction of potato viruses X and Y in 

incoculated leaves of tobbaco. Virology. 1967; 31:296-307. 

 

David-Ferreira J, Borges M. Virus na celula vegetale observacedillacoes ao microscopio 

elctronico 1-virus Y da Batateria. Boletim de Sociedade Broteriana. 1958; 32:329-332. 

 

DEFRA. Agriculture in the UK. Defra Statistics, York, UK. 2016. Disponible en 

https://www.gov.uk/government/organisations/department-for-environment-food-rural-

affairs/about/statistics (Acceso junio 2016). 

 

Díaz A, Quiñones M,  Arana F, Soto M, Hernández A. Potyvirus: Características generales, 

situación de su diagnóstico y determinación de su presencia en el cultivo de pimiento en 

Cuba. Revista de Proteccón Vegetal. 2010; 25:69-79. 

 

Doubnerová V, Müller K, Cerovská N, Synková H, Spoustová P, Ryslavá H. Effect of Potato 

virus Y on the NADP-malic enzyme from Nicotiana tabacum L.: mRNA, expressed protein and 

activity. International Journal of molecular sciences. 2009; 13:3583-3598. 

 

Dougherty W, Carrington J, Cary S, Parks T. Biochemical and mutational analysis of a plant 

virus polyprotein cleavage site. EMBO Journal. 1988; 7:1281-1287. 

 

Dougherty W, Dawn T. Post-translational processing of the Tobacco etch virus 49-kDa small 

nuclear inclusion polyprotein: Identification of an internal cleavage site and delimitation of VPg 

and proteinase domains. Virology. 1991; 183:449-456. 

 



 

42 

 

Dufresne P, Thivierge K, Cotton S, Beauchemin C, Ide C, Ubalijoro E, et al. Heat shock 70 

protein interaction with Turnip mosaic virus RNA-dependent RNA polymerase within virus-

induced membrane vesicles. Virology. 2008; 374:217-227. 

 

Edwardson J. Electron microscopy of cytoplasmatic inclusions in cells infected with rod 

shapes viruses. American Journal of Botany. 1966; 53:359-364. 

 

FAO. International year of the potato. 2008. Disponible en: http://www.fao.org/potato-

2008/en/world/latinamerica.html (Acceso mayo 2016). 

 

Fernández A, Guo H, Sáenz P, Simón-Buela L, Gómez de Cedrón M, García J. The motif V 

of plum pox potyvirus CI RNA helicase is involved in NTP hydrolysis and is essential for virus 

RNA replication. Nucleic Acids Research. 1997; 25:4474-4480. 

 

Frenkel D, Smit B. Understanding molecular simulation: from algorithms to applications. 2 ed. 

San Diego: Elsevier Academic Press; 2002. p. 63-107. 

 

Fry W, Birch P, Judelson H, Grünwald N, Danies G, Everts K, et al. Five Reasons to Consider 

Phytophthora infestans a Reemerging Pathogen. Pytophatology. 2015; 105:966-981. 

 

Fry W, Grünwald N. Introduction to Oomycetes. The Plant Health Instructor. 2010. 

DOI:10.1094/PHI-I-2010-1207-01 

 

Gholizadeh A, Santha I, Kohnehrouz B, Lodha M, Kapoor H. Cystatins may confer viral 

resitance in plants by inhibition of a virus-induced cell death phenomenon in which cysteine 

proteinases are active: cloning and molecular characterization of a cDNA encoding cysteine-

proteinase inhibitor (celostatin) form Celosia cristata (crested cockôs comb). Biotechnology 

and Applied Biochemistry. 2005; 42:197-204 

 

Gil J, Cotes J, Marín M. Incidencia de potyvirus y caracterización molecular de PVY en 

regiones productoras de papa (Solanum tuberosum L.) de Colombia. Revista Colombiana de 

Biotecnología. 2011; 13:85-93. 

 



 

43 

 

Govier D, Kassanis B. A virus-induced component of Plant Sap needed when aphids acquire 

Potato virus Y from purified preparations. Virology. 1974; 61:420-426. 

 

Govier D, Kassanis B, Pirone T. Partial purification and characterization of the Potato virus Y 

helper component. Virology. 1977; 78:306-314. 

 

Gray S, De Boer S, Lorenzen J, Karasev A, Whitworth J, Nolte P et al. Potato virus Y: An 

Evolving Concern for Potato Crops in the United States and Canada. Plant Disease. 2010; 

94:1384-1396. 

 

Guerrero-Guerrero O, Martínez-López G. Evaluación de pérdidas ocasionadas en la variedad 

de papa Purac® por los virus ñPotato virus Xò, ñPotato virus Yò y ñPotato Leafroll virusò. 

Fitopatología Colombiana. 1980; 9:3-40. 

 

Gueto-Tettay C, Pestana-Nobles R, Drosos-Ramirez J. Determination of the protonation state 

for the catalytic dyad in ɓ-secretase when bound to hydroxyethylamine transition state 

analogue inhibitors: A molecular dynamics simulation study. 2016; 66:155-167. 

 

Guo B, Lin J, Ye K. Structure of the Autocatalytic Cysteine Protease Domain of Potyvirus 

Helper-component Proteinase. The Journal of Biological Chemistry. 2011; 286:21937-21943. 

 

Gutiérrez P, Alzate J, Montoya M. Complete genome sequence of an isolate of Potato virus X 

(PVX) infecting Cape gooseberry (Physalis peruviana) in Colombia. Virus Genes. 2015; 

50:518-522. 

 

Gutiérrez P, Alzate J, Marín-Montoya M. Complete genome sequence of a novel potato virus 

S strain infecting Solanum phureja in Colombia. Archives of Virology. 2013; 61:2205-2208. 

 

Gutierrez-Campos R, Torres-Acosta J, Saucedo-Arias L, Gómez-Lim M. The use of cysteine 

proteinase inhibitors to engineer resistance against potyviruses in transgenic tobacco plants. 

Nature Biotechnology. 1999; 17:1223ï1226. 

 



 

44 

 

Halterman D, Charkowski A, Verchot J. Potato, viruses, and seed certification in the USA to 

provide healthy propagated tubers. Pest Technology. 2012; 6:1-14. 

 

Henao-Díaz E, Gutiérrez-Sánchez P, Marín-Montoya M. Análisis filogenético de aislamientos 

del Potato virus Y (PVY) obtenidos en cultivos de papa (Solanum tuberosum) y tomate de 

árbol (Solanum betaceum) en Colombia. Actualidades Biológicas. 2013; 35:219-232. 

 

Hong Y, Hunt A. RNA polymerase activity catalyzed by a potyvirus-encoded RNA-dependent 

RNA polymerase. Virology. 1996; 226:146-151. 

 

Hooker W, editor. Compendium of Potato Diseases. USA: American Phytopathological 

Society; 1981; 2:76-100. 

 

Hu G, Ma A, Dou X, Zhao L, Wang J. Computational Studies of a Mechanism for Binding and 

Drug Resistance in the Wild Type and Four Mutations of HIV-1 Protease with a GRL-0519 

Inhibitor. International journal of molecular sciences. 2016; 17:2-15. 

 

Ismail N, Jusoh S. Molecular Docking and Molecular Dynamics Simulation Studies to Predict 

Flavonoid Binding on the Surface of DENV2 E Protein. Interdisciplinary sciences. En prensa. 

 

Ivanov K, Eskelin K, Lohmus A, Mäkinen K. Molecular and cellular mechanisms underlying 

potyvirus infection. Journal of General Virology. 2014; 95:1415-1429. 

 

Ivanov K, Puustinen P, Gabrenaite R, Vihinen H, Ronnstrand L, Valmu L et al. 

Phosphorylation of the potyvirus capsid protein by protein kinase CK2 and its relevance for 

virus infection. The Plant Cell. 2003; 15:2124-2139. 

 

Jaramillo M, Álvarez J, Marín M. Características de los virus asociados a la virosis del tomate 

de árbol (Solanum betaceum) en Colombia. Revista Lasallista de Investigación. 2012; 9:115-

127. 

 



 

45 

 

Jaramillo M, Gutiérrez P, Lagos L, Cotes J, Marín M. Detection of a complex of viruses in 

tamarillo (Solanum betaceum) orchards in the Andean region of Colombia. Tropical Plant 

Pathology. 2011; 36:150-159 

 

Jeffries K. Technical Guidelines for the Safe Movement of Germplasm. Food and Agriculture 

Organization of the United Nations. 1998; 19:70-76. 

 

Kalam A, Amin L, Sidik N. Gene technology for Papaya Ringspot Virus Disease Management. 

The Scientific World Journal. 2014; 1:1-11. 

 

Kapust R, Tözsér J, Fox J,  Anderson E, Cherry S, Copeland T, et al.Tobacco etch virus 

protease: mechanism of autolysis and rational design of stable mutants with wild-type 

catalytic proficiency. Protein Engineering. 2001; 14:993-1000. 

 

Karasev A, Gray S. Continuous and Emerging Challenges of Potato virus Y in Potato. Annual 

review of Phytopathology. 2013; 51:571-586. 

 

Karasev A, Hu X, Brown C, Kerlan C, Nikolaeva O, Crosslin J, et al., Genetic diversity of the 

ordinary strain of Potato virus Y (PVY) and origin of recombinant PVY strains. 

Phytopathology. 2011; 101:778-785. 

 

Karplus M, McCammon J. Molecular dynamics simulations of biomolecules. Nature structural 

biology. 2002; 9:646-652. 

 

Khodakov D, Wang C, Zhang D. Diagnostics based on nucleic acid sequence variant 

profiling: PCR, hybridization, and NGS approaches. Advanced Drug Delivery Reviews. 2016; 

105:3-19. 

 

King A, Adamas M, Carstens E, Lefkowitz E, editores. Virus Taxonomy: Classification and 

Nomenclature of Viruses. US: Elsevier Academic Press. 2012:1072-1080. 

 



 

46 

 

Kogovsek P, Gow L, Pompe-Novak M, Gruden K, Foster G, Boonham N, Ravnikar M. Single-

step RT real-time PCR for sensitive detection and discrimination of Potato virus Y isolates. 

Journal of virological methods. 2008; 149:1-11. 

 

Kong R, Xu K, Zhou T, Acharya P, Lemmin T, Liu K, et al. Fusion peptide of HIV-1 as a site of 

vulnerability to neutralizing antibody. Science. 2016; 352:828-833. 

 

Kreuze J, Perez A, Untiveros M, Quispe D, Fuentes S, Barker I, et al. Complete viral genome 

sequence and discovery of novel viruses by deep sequencing of small RNAs: A generic 

method for diagnosis, discovery and sequencing of viruses. Virology. 2009; 388:1ï7. 

 

Ksenofontov AL, Paalme V, Arutyunyan A, Semenyuk P, Fedorova N, Rumvolt R et al. 

Partially disordered structure in intravirus coat protein of Potyvirus Potato virus A. PLoS One. 

2013; 8:1-7. 

 

Lacroix C, Glais L, Verrier JL, Jacquot E. Effect of passage of a Potato virus Y isolate on a 

line of tobacco containing the recessive resistance gene va2 on the development of isolates 

capable of overcoming alleles 0 and 2. Plant Pathology. 2011; 130:259ï269. 

 

Langenberg W, Zhang L. Immunocytology shows the presence of Tobacco etch virus P3 

protein in nuclear inclusions. Journal of Structural Biology. 1997; 118:243-247. 

 

Latorre B, Flores V, Marholz G. Effect of Potato Virus Y on Growth, yield, and chemical 

composition of flue-cured tobacco in Chile. Plant Disease. 1984; 68:884-886. 

 

Lazo M. Diagnóstico de nemátodos en el cultivo de patata (Solanum tuberosum L.). 2010. 

Disponible en: http://cursa.ihmc.us/rid=1JL7FP2RC-2CBCDQ0-

Y6W/1JKNP6FTDI19681RLI4N1Iimage (Acceso abril 2016). 

 

Leclerc M, Doré T, Gilligan C, Lucas P, Filipe. Estimating the Delay between Host Infection 

and Disease (Incubation Period) and Assessing Its Significance to the Epidemiology of Plant 

Diseases. PLoS ONE. 2014; 9:1-12. 

 



 

47 

 

Mahy B, Van Regenmortel M, editores. Desk Encyclopedia of Plant and fungal Virology. 

España: Academic Press. 2010:458-480. 

 

Mahy B, Van Regenmortel M, editores. Encyclopedia of Virology. Eslovenia: Academic Press. 

2008:458-471. 

 

Martín M, García J, Cervera M, Goldbach R, van Lent J. Intracellular localization of three non-

structural plum pox potyvirus proteins by immunogold labelling. Virus Research. 1992; 

25:201-211. 

 

Mascia T, Cillo F, Fanelli V, Finetti-Sialer M, De Stradis A, Palukaitis P, et al. Characterization 

of the interactions between Cucumber mosaic virus and Potato virus Y in mixed infections in 

tomato. 2010; 23:1514-1524. 

 

Mathur C, Savithri H. Novel ATPase activity of the polyprotein intermediate, viral protein 

genome-linked-nuclear inclusion-a protease, of Pepper vein banding potyvirus. Biochemical 

and Biophysical Research Communications. 2012; 427:113-118. 

 

Maxwell D, Partridge J, Roberts N, Boonham N, Foster G. The Effects of Plant Virus Infection 

on Polarization Reflection from Leaves. PLoS One. 2016; 11:1-18. 

 

Merits A, Rajamäki M, Lindholm P, Runeberg-Roos P, Kekarainen T, Puustinen P, et al. 

Proteolytic processing of potyviral proteins and polyprotein processing intermediates in insect 

and plant cells. Journal of General Virology. 2002; 83:1211-1221. 

 

Medina C, Gutiérrez P, Marín M. Detección del Potato virus Y (PVY) en tubérculos de papa 

mediante TAS-ELISA y qRT-PCR en Antioquia (Colombia). Bioagro. 2015; 27:83ï92. 

 

Mingot A, Valli A, Rodamilans B, San León D, Baulcombe D, García J, et al. The P1N-PISPO 

trans-Frame Gene of Sweet Potato Feathery Mottle Potyvirus Is Produced during Virus 

Infection and Functions as an RNA Silencing Suppressor. Journal of Virology. 2016; 90:3543-

3547. 

 



 

48 

 

Mondal S, Lin Y, Carroll J, Wenninger E, Bosque-Pérez N, Whitworth J et al. Potato virus Y 

Transmission Efficiency from Potato Infected with Single or Multiple Virus Strains. 

Phytopathology. 2017; 107:491-498. 

 

Moury B. A new lineage sheds light on the evolutionary history of Potato virus Y. Molecular 

Plant Pathology. 2010; 11:161-168. 

 

Moury B, Verdin E. Viruses of pepper crops in the Mediterranean basin: a remarkable stasis. 

Advances in Virus Research. 2012; 84:127ï162. 

 

Muñoz-Baena L, Gutiérrez-Sánchez P, Marín-Montoya M. Detección y secuenciación del 

genoma de Potato virus Y (PVY) que infecta plantas de tomate en Antioquia, Colombia. 

Bioagro. 2016; 28:69-80. 

 

Neves-Borges A, Collares W, Pontes J,  Breyne P, Farinelli L, De Oliveira D. Coat protein 

RNAs-mediated protection against Andean potato mottle virus in transgenic tobacco. Plant 

Science. 2001; 160:699ï712. 

 

Nie X, Singh R. A new approach for the simultaneous differentiation of biological and 

geographical strains of Potato virus Y by uniplex and multiplex RT-PCR. Journal of Virological 

Methods. 2002; 104:41-54. 

 

Ode H, Nakashima M, Kitamura S, Sugiur W, Sato H. Molecular dynamics simulation in virus 

research. Frontiers in microbiology. 2012; 3:1-9. 

 

Osorio I, Gutiérrez P, Marín M. Spongospora subterranea f.sp. subterranea y su Virus 

Asociado Potato mop-top virus (PMTV), dos Patógenos Reemergentes en los Cultivos de 

Papa de Colombia. Revista Facultad Nacional de Agronomía. 2012; 65:6361-6378. 

 

Pacheco R, García-Marcos A, Manzano A, García de Lacoba M, Camañes G, García-Agustín 

P, et al. Comparative analysis of transcriptomic and hormonal responses to compatible and 



 

49 

 

incompatible plant-virus interactions that lead to cell death. Molecular Plant Microbe 

Interaction. 2012; 25:709-723. 

 

Pasin F, Simón-Mateo C, García J. The hypervariable amino-terminus of P1 protease 

modulates potyviral replication and host defense responses. PLoS Pathogens. 2014; 10:1-16. 

 

Perilla J, Hadden J, Goh B, Mayne C, Schulten K. All-Atom Molecular Dynamics of Virus 

Capsids as Drug Targets. The Journal of Physical Chemistry Letters. 2016; 7:1836-1844. 

 

Petrov N, Stoyanova M, Andonova R, Teneva A. Induction of resistance to Potato virus Y 

strain NTN in potato plants through RNAi. Biotechnology, biotechnological equipment. 2015; 

29:21-26. 

 

Phan J, Zdanov A, Evdokimov A, Tropea J, Peters H, Kapust R, et al. Structural basis for the 

substrate specificity of tobacco etch virus protease. Journal of Biological Chemistry. 2002; 

277:50564ï50572. 

 

Plisson C, Drucker M, Blanc S, German-Retana S, Le Gall O, Thomas D et al. Structural 

characterization of HC-Pro, a plant virus multifunctional protein. Journal of Biological 

Chemistry. 2003; 278:23753-23761. 

 

Quenouille J, Vassilakos N, Moury, B. Potato virus Y: a major crop pathogen that has 

provided major insights into the evolution of viral pathogenicity. Molecular Plant Pathology. 

2013; 14:439-452. 

 

Reddy T, Sansom M. Computational virology: From the inside out. Biochimica et biophysica 

acta. 2016; 1858:1610-1618. 

 

Revers F, García J. Molecular Biology of Potyviruses. Advances in Virus Research. 2015; 

92:101-199. 

 

Riechmann J, Cervera M, García JA. Processing of the Plum pox virus polyprotein at the P3-

6K1 junction is not required for virus viability. Journal of General Virology. 1995; 76:951-956. 



 

50 

 

 

Rimbaud L, Dallot S, Gottwald T, Decroocq V, Jacquot E, Soubeyrand S, et al. Sharka 

epidemiology and worldwide management strategies: learning lessons to optimize disease 

control in perennial plants. Annual review of Phytopathology. 2015; 53:357-378. 

 

Rodríguez P, Franco L, Guzmán M. Inter and Intra Variation of Potato Yellow Vein Virus in 

Three Potato Species From Colombia. Revista Facultad Nacional de Agronomía. 2015; 

68:7387ï7398. 

 

Rolland M, Lacroix C, Blanchard A, Baldwin T, Kerlan C, Jacquot E. Potato virus Y (PVY): 

From its discovery to the latest outbreaks. Virologie. 2008; 2:261-273. 

 

Roossinck M. Plants, viruses and the environment: Ecology and mutualism. Virology. 2015; 

1:479-480. 

 

Rybicki E, Shukla D. Coat protein phylogeny and systematics of potyviruses. En: O. Barnett, 

Jr., editor. Potyvirus taxonomy: Viena: Springer; 1992. p. 139-170. 

 

Salazar L, Mink G, Lecoq H, Lot H, Kegler H, Martelli G, et al. En: Milne R, editor. The Plant 

Viruses. Alemania: Springer;  1988:331-350. 

 

Salazar L. Potato Viruses after The XXth Century: Effects, Dissemination and Their Control. 

Crop Protection Department. 2003. 

 

Sánchez de Luque C, Corzo  P, Pérez O. Incidencia de virus en papa y su efecto sobre 

rendimientos en tres zonas agroecológicas de Colombia. Revista Latinoamericana de la 

Papa. 1991; 4:36-51. 

 

Sasaya T, Torrance L, Cowan G, Ziegler A. Aphid transmission studies using helper 

component proteins of Potato virus Y expressed from a vector derived from Potato virus X. 

Journal of General Virology. 2000; 81:1115ï1119. 

 



 

51 

 

Scholthof K, Adkins S, Czosnek H, Palukaitis P, Jacquot E, Hohn T, et al. Top 10 plant 

viruses in molecular plant pathology. Molecular Plant Pathology. 2011; 12:938-954. 

 

Schramm S, Frost K, Charkowski A, Gray S, Crockford A, Groves R. Management of Potato 

virus Y (PVY in Wisconsin Seed Potato Production. University of Wisconsin-Extension. 2011. 

Disponible en: https://learningstore.uwex.edu/Assets/pdfs/A3951.pdf (Acceso noviembre 

2016). 

 

Sepúlveda P, Rojas C, Rosales M, Sepúlveda G. Manejo de enfermedades virales 

trasmitidas por insectos en tomates en la región de Arica y Parinacota. Boletín INIA 224. 

2009. Disponible en: http://www2.inia.cl/medios/biblioteca/boletines/NR38129.pdf (Acceso 

mayo 2016). 

 

Shukla D, Ward C, Brunt A. The Potyviridae. New Phytologist. 1995; 2:289-290. 

 

Singh M, Singh R, Fageria M, Nie X, Coffin R, Hawkins G. Optimization of a Real-Time RT-

PCR assay and its comparison with ELISA, conventional RT-PCR and the grow-out test for 

large scale diagnosis of Potato virus Y in dormant potato tubers. American Journal of Potato 

Research. 2013; 90:43-50. 

 

Singh R, Valkonen J, Gray S, Boonham N, Jones R, Kerlan C, Schubert J. The naming of 

Potato virus Y strains infecting potato. Archives of Virology. 2008; 153:1-13. 

 

Smith K. On the Composite Nature of Certain Potato Virus Diseases of the Mosaic Group as 

Revealed by the use of Plant Indicators and Selective Methods of Transmission. . 1931; 

109:251-266. 

 

Sorel M, Garcia J, German-Retana S. The Potyviridae Cylindrical Inclusion Helicase: A Key 

Multipartner and Multifunctional Protein. The American Phytopathological Society. 2014; 

27:215-226. 

 



 

52 

 

Ġubr Z, Kamencayová M, Nováková S, Nagyová A, Nosek J, Glasa M. A single amino acid 

mutation alters the capsid protein electrophoretic double-band phenotype of the Plum pox 

virus strain PPV-Rec. Archives of Virology. 2010; 155:1151-1155. 

 

Syller J. The roles and mechanisms of helper component proteins encoded by potyviruses 

and caulimoviruses. Physiological and Molecular Plant Pathology. 2006; 67:119ï130. 

 

Tennant P, Fermin G, Roye M. Viruses infecting papaya (Carica papaya L.) etiology, 

pathonenesis and molecular biology. Plant Viruses. 2007; 1:178-188. 

 

Toro E, Santa J, Granada M. Solution of the vehicle routing problem for the potato distribution 

in Colombia. Scientia et Technica Año XVIII. 2013; 18:139ï149. 

 

Ulf H. Thermodynamic driving forces in protein regulation studied by molecular dynamics 

simulations (tesis de doctorado). Gotinga: Facultad de Matemáticas y Ciencias Naturales, 

Universidad de Gotinga;  2008:9-15. 

 

Unimedios. Tratamiento con microorganismos para erradicar la sarna polvosa de la papa. 

2008. Disponible en: http://historico.agenciadenoticas.unal.edu.co (Acceso mayo 2016). 

 

USDA. Managing Potato virus Y in Seed Potato Production. Ithaca, NY. 2016. Disponible en 

http://www.potatovirus.com/index.cfm/page/PVYinfo.htm (Acceso mayo 2016). 

 

Velásquez N, Hossaing M, Murphy J. Differential disease symptoms and full-length genome 

sequence analysis for three strains of Tobacco etch virus. Virus genes. 2015; 50:442-449. 

 

Valkonen J. Elucidation of virus-host interactions to enhance resistance breeding for control 

of virus diseases in potato. Breeding science. 2015; 65:69-76. 

 

Valkonen J, Slack S, Plaisted R,  Atanabe K. Extreme resistance is epistatic to hypersensitive 

resistance to Potato virus YO in a Solanum tuberosum subsp. andigena-derived potato 

genotype. Plant Disesase. 1994; 78:1177ï1180. 

 



 

53 

 

Valli A, Gallo A, Calvo M, Pérez Jd.J, García, J. A novel role of the potyviral helper 

component proteinase contributes to enhance the yield of viral particles. Journal of Virology. 

2014; 88:9808-9818. 

 

Valli A, López-Moya J, García J. Recombination and gene duplication in the evolutionary 

diversification of P1 proteins in the family Potyviridae. Journal of General Virology. 2007; 

88:1016-1028. 

 

Verbeek M, Piron P, Dullemans A, Cuperus C, van derVlugt R. Determination of aphid 

transmission efficiencies for N, NTN and Wilga strains of Potato virus Y. Annuals of Applied 

Biology. 2010; 156:39ï49. 

 

Villamil-Garzón A, Cuellas W, Guzmán-Barney M. Co-infección natural de Potato yellow vein 

virus y potivirus en cultivos de Solanum tuberosum en Colombia. Agronomía Colombiana. 

2014; 32:213-223. 

 

Visser J, Bellstedt D, Pirie M. The recent recombinant evolution of a major crop pathogen, 

Potato virus Y. PLoS One. 2012; 7:1-12. 

 

Waltermann A, Maiss E. Detection of 6K1 as a mature protein of 6 kDa in plum pox virus-

infected Nicotiana benthamiana. Journal of General Virology. 2006; 87:2381-2386. 

 

White K. The polymerase slips and PIPO exists. EMPO Report. 2015; 16:885-886. 

 

Yoon H, Hwang D, Choi K, Song B. Proteolytic Processing of Oligopeptides containing the 

target sequences by the Recombinant Tobacco vein mottling virus Nia proteinase. Molecular 

Cells. 1999; 10:213-219. 

 

Yoshida N, Shimura H, Yamashita K, Suzuki M, Masuta C. Variability in the P1 gene helps to 

refine phylogenetic relationships among Leek yellow stripe virus isolates from garlic. Archives 

of Virology. 2012; 157:147-153. 

 



 

54 

 

Yotmanee P, Rungrotmongkol T, Wichapong K, Choi S, Wahab H, Kungwan N, et al. Binding 

specificity of polypeptide substrates in NS2B/NS3pro serine protease of dengue virus type 2: 

A molecular dynamics Study. Journal of molecular graphics and modelling. 2015; 60:24-33. 

  



 

55 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. General 

 

Caracterizar los genomas de las principales variantes de PVY que afectan los cultivos de S. 

tuberosum en Antioquia utilizando métodos de secuenciación de nueva generación y 

Dinámica Molecular. 

 

  

3.2. Específicos 

 

¶ Evaluar los niveles de incidencia y diversidad genética de PVY en cultivos de S. 

tuberosum del Oriente y Norte de Antioquia, utilizando métodos convencionales de 

biología molecular y NGS. 

 

¶ Obtener secuencias completas de los genomas de variantes de PVY infectando S. 

tuberosum en Antioquia, mediante métodos de secuenciación masiva de nueva 

generación.  

 

¶ Caracterizar el mecanismo de reconocimiento de la proteasa NIa-Pro en sus siete 

sitios de corte: P3/6K1, 6K1/CI, CI/6K2, 6K2/VPg, VPg/NIa-Pro, NIa-Pro/NIb, 

NIb/CP, utilizando métodos de Dinámica Molecular. 

 

¶ Obtener un modelo cinético del procesamiento proteolítico de potyvirus mediado 

por NIa-Pro utilizando la información cinética derivada de simulaciones por 

Dinámica Molecular. 
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4. Resultados 

 

4.1. Capítulo 1. Análisis del mecanismo de reconocimiento de NIa-Pro para la 

postulación de un modelo del procesamiento postraduccional de la 

poliproteína en TEV y PVY, utilizando simulaciones por Dinámica Molecular. 

 

4.1.1. Introducción 
 

El procesamiento de la poliprote²na en los potyvirus es controlado a trav®s de variaciones en 

las secuencias consenso que permiten una tasa de producci·n individual para intermediarios 

y prote²nas finales. Con el prop·sito de caracterizar el mecanismo de reconocimiento de la 

proteasa NIa-Pro en sus siete sitios de corte, se construyeron modelos por homolog²a para 

las proteasas de TEV y PVY, evaluando el comportamiento de los sitios de corte para cada 

uno de los virus y empleando simulaciones por Din§mica Molecular. Finalmente, los 

resultados obtenidos permitieron establecer un modelo de maduraci·n cin®tica utilizando 

estimaciones de las tasas de corte a partir de las simulaciones. La validez de las 

predicciones fue corroborada con resultados obtenidos en experimentos de proteasas 

mutantes de potyvirus reportadas en la literatura.  

 

4.1.2. Descripción del mecanismo de corte: paralelo entre NIa-Pro y tripsina (serín-

proteasa) 
 

Las ciste²n-proteasas se encuentran dentro de las siete mayores clases de enzimas 

proteol²ticas. Conforman un grupo de 21 familias en las que se destacan: la clostripa²na 

(Clostridium histolyticum), catepsina (Aspergillus flavus), cruzipa²na (Trypanosoma cruzi) y la 

papa²na, fuertemente caracterizada en plantas (Carica papaya) (Grzonka et al., 2001). Sin 

embargo, por lo menos la mitad de todas las ciste²n-proteasas han sido descubiertas en 

virus; entre ellas la NIa-Pro de Tobacco etch virus (TEV) se destaca por su rigurosa 

especificidad de secuencia en el corte y por ser la m§s estudiada entre los potyvirus debido a 

su alta actividad y especificidad. Esta enzima es utilizada ampliamente en aplicaciones 

biotecnol·gicas como el procesamiento de polip®ptidos y en la remoci·n de marcajes para 
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purificaci·n por afinidad de prote²nas recombinantes (Cesaratto et al., 2016).  

Se sabe que en los potyvirus el genoma de RNA codifica por lo menos para dos marcos de 

lectura (ORF) que son procesados por las proteasas virales P1, HC-Pro y NIa-Pro. El corte 

de la poliprote²na de mayor tama¶o resulta en diez prote²nas maduras: P1, HC-Pro, P3, 6K1, 

CI, 6K2, VPg, NIa-Pro, NIb y CP. Por su parte, la poliprote²na de menor tama¶o genera 

solamente tres prote²nas maduras: P1, HC-Pro y P3N-PIPO. En el 2002, se resolvieron las 

estructuras cristalogr§ficas de dos proteasas mutantes para TEV: una catal²ticamente 

inactiva (C151A) en asociaci·n con el sustrato y otra resistente a la autolisis (S219D) en 

complejo con el producto, revelando las bases estructurales de su actividad (Phan et al., 

2002). Como se observa en la Figura 11-A, NIa-Pro adopta un plegamiento de dos dominios 

ɓ-laminares antiparalelos en cuya interfaz se encuentran los residuos His-39, Asp-74 y Cys-

144 que constituyen su sitio activo (Figura 11-B). Esta conformaci·n explica la reactividad de 

la ciste²na 144, pues su grupo tiol forma un puente de hidr·geno con el nitr·geno Ů2 del anillo 

imidazol de la histidina 39. El grupo amino en la posici·n ŭ1 de la histidina forma, a su vez, un 

puente de hidr·geno con el grupo carboxilo del §cido asp§rtico 74, constituyendo la tr²ada 

catal²tica (Figura 12). 

 

Figura 11. Proteasa NIa-Pro catalíticamente activa de Tobacco etch virus. A) Estructura 
cristalográfica de la NIa-Pro en complejo con el sustrato (gris). Los residuos coloreados por átomos 
(verde) conforman la tr²ada catal²tica que se encuentra entre los dos dominios ɓ-laminares. B) 

Secuencia del péptido-sustrato NIb/CP coloreado por átomos (blanco) en presencia de la tríada 
catalítica (verde). 
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Figura 12. Residuos de la tríada catalítica de NIa-Pro de TEV. Los residuos involucrados en la 
activad catalítica de la proteasa NIa-Pro se distinguen mediante enlaces en color blanco, de los 
enlaces en color gris del resto de la proteína. 
 

El residuo de histidina se encuentra cerca a la cadena lateral de la cisteína 144, dejando 

preparado a su grupo tiol para una desprotonación. Cuando el sustrato está presente, la 

histidina acepta dicho protón lo que deja al azufre con una fuerte propiedad nucleofílica. La 

tarea del ácido aspártico en tal evento consiste en facilitar la protonación de la histidina y 

estabilizar la carga positiva generada mediante efectos electrostáticos.  

El sitio activo de NIa-Pro presenta una gran similitud con las serín-proteasas. Este grupo de 

enzimas se caracteriza por la presencia de la serina, en lugar de cisteína, en el sitio activo 

(Berg et al., 2007). La reacción de esta enzima puede resumirse en los siguientes pasos: en 

primer lugar (acilación), ocurre un ataque nucleofílico desde la serina al enlace peptítico 

propenso al corte, formando un intermediario tetraédrico y una acil-enzima que libera el 

extremo C-terminal del péptido. Posteriormente, tras una reacción de deacilación una 

molécula de agua ataca la acil-enzima generando un segundo intermediario tetraédrico 

seguido de la liberación el extremo N-terminal (Radisky et al., 2006). En la Figura 13-A se 

ilustra el entorno molecular de la tríada catalítica de la tripsina (serín-proteasa) conformada 

por los residuos His-57, Asp-102 y Ser-195, en complejo con la leupeptina; adicionalmente se 

realiza un paralelo con la NIa-Pro de TEV (Figura 13-B). 
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Figura 13. Residuos de la tríada catalítica de las serín y cisteín-proteasas. A) Tripsina en 
complejo con la leupeptina como péptido sustrato coloreado por átomos (blanco). Los residuos de la 
tríada catalítica se colorean por átomos en cian. En este caso se representa el intermediario 
tetraédrico gracias al complejo entre la tripsina, la leupeptina y un aldehído-oligopéptido que funciona 
como inhibidor, AR7-3 (PDB ID: 2AGI). B) NIa-Pro de TEV en complejo con residuos del sitio de corte 
NIb/CP (blanco). Los aminoácidos de la tríada catalítica se colorean por átomos en verde. 
 

La similitud entre los sitios activos de estas dos enzimas sugiere mecanismos catalíticos 

análogos. En las cisteín-proteasas, luego de la unión del sustrato, ocurre un ataque 

nucleofílico por parte del azufre hacia el carbono carbonílico del enlace peptídico. 

Posteriormente, la unión de cuatro átomos al carbono promueve el paso de una disposición 

planar a un intermediario tetraédrico, cuya inestabilidad mantiene una carga negativa sobre 

el átomo de oxígeno (Figura 14, paso 1). La estabilización sobre este grupo se lleva a cabo 

mediante interacciones con grupos NH de la proteína (glicina 143) en un centro denominado 

cavidad del oxianión (Figura 15) (Berg et al., 2007). Estas interacciones también intervienen 

en la estabilidad del estado de transición que precede al intermediario tetraédrico (Figura 16). 

La ruptura del intermediario tetraédirco resulta en la generación de un intermediario acil-

enzima gracias a la transferencia de un protón desde la histidina cargada positivamente al 

grupo amino, formado por la ruptura del enlace peptídico, que ahora se encuentra libre para 

apartarse de la enzima. En el paso siguiente, sucede una reacción de deacilación en la que 

una molécula de agua se sitúa en el lugar previamente ocupado por el grupo amino del 

sustrato. El grupo éster de la acil-enzima se hidroliza mediante un proceso igual que en el 

paso 1. El ion hidróxido, resultante de la toma del protón por parte de la histidina 39, ataca el 

átomo carbonílico del grupo acilo formando un segundo intermediario tetraédrico (Figura 14, 
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paso 3). La descomposición de esta estructura forma el producto ácido carboxílico, cuya 

liberación permite desarrollar otro ciclo catalítico de la enzima (Figura 14, paso 4). 

 

Figura 14. Mecanismo catalítico postulado para la NIa-Pro de TEV. La reacción involucra (1) un 
ataque nucleofílico desde el sitio activo de la cisteína 144 hacia el grupo carbonilo del enlace 
peptídico del sustrato propenso a ser cortado, para formar un primer intermediario tetraédrico. (2) 
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Descomposición del intermediario en un complejo acil-enzima mediado por la catálisis de la histidina 
39 (una vez polarizada por la acción del ácido aspártico 74), seguido de la pérdida del grupo amino y 
la entrada de una molécula de agua que lo reemplaza. (3) En la reacción de deacilación se forma un 
segundo intermediario tetraédrico. (4) Resultado del producto carboxilo y regeneración de la enzima 
activa. 
 

 

Figura 15. Estabilización del estado de transición en la NIa-Pro de TEV. A) En el complejo 

Michaelis, el carbono carbonílico trigonal del enlace peptídico presenta una restricción para su unión 
a la cavidad del oxianión (parte central superior con enlaces en rojo). B) En el intermediario 
tetraédrico, la carga negativa del oxígeno del grupo carbonilo (scissile bond) ahora puede formar 
puentes de hidrógeno con los grupos NH de los residuos glicina-142 y cisteína-144 de la proteína 
(enlaces en color gris). Los residuos de la tríada catalítica se resaltan en color azul. 
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Figura 16. Geometría del carbono carbonílico en el enlace peptídico. En A) se aprecia la 
disposición planar del enlace peptídico, cuyo carbono presenta una hibridización sp2. B) Durante el 
intermediario tetraédrico que sucede a la desprotonación del grupo tiol, el carbono carbonílico del 
enlace peptídico adopta una conformación tetragonal sp3 una vez ocurre el ataque nucleofílico. 
 

4.1.3. Modelación por homología 
 

La estructura cristalográfica de NIa-Pro de TEV se utilizó como molde para la construcción de 

una proteasa homóloga funcional, junto con el respectivo péptido-sustrato (sitio de corte) y la 

mutación que restaura su actividad catalítica (A151C). La Figura 17 muestra el formato de 

alineamiento empleado para una molécula de dos cadenas en el sitio de corte VPg/NIa-Pro. 

Allí, se especifican los nombres del archivo de entrada (1LVBs), el archivo de salida (por 

ejemplo: 7_TEV) y la región de la proteasa a modelar. La secuencia del péptido es señalada 

por la separación de la cadena principal y está conformada por diez residuos: siete antes del 

corte y tres después (Merits et al., 2002; Yoon et al., 1992). Posteriormente, se utilizó un 

script de MODELLER para obtener un total de diez modelos de la proteasa NIa-Pro de TEV 

catalíticamente activa.  

 
 
Figura 17. Archivos requeridos por MODELLER para la modelación por homología. A) Archivo 
de alineamiento para la construcción de un modelo por homología de dos cadenas. La alanina en el 
panel superior es sustituída por cisteína en el panel inferior (ambos en negrilla). El péptido que 
incluye el sitio de corte (azul) se ubica después del separador de cadenas (/) y finaliza en *. B) Script 
model-multichain-sym.py modificado para obtener 10 modelos por homología catalíticamente activos 
según la estructura de la proteasa de TEV (PDB IB: 1LVB); los archivos requeridos para la 
construcción del modelo se señalan con flechas en la imagen.  
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Esta metodología se repitió para cada uno de los sitios de corte de los cuatro genomas 

virales, según las secuencias reportadas en la Figura 18. Como se indica en la Figura 19, la 

salida del programa permite definir la mejor estructura de acuerdo al menor valor de la 

propiedad molecular PDF (molpdf), que corresponde a una función de puntajes interna de 

MODELLER. 

 

Figura 18. Secuencias de las regiones de corte para TEV y PVY. En la parte superior se ubica la 
estructura de un genoma de potyvirus, indicando los sitios de corte realizados por NIa-Pro mediante 
flechas. Las secuencias correspondientes a estos sitios se muestran en la tabulación inferior. f_PVY: 
PVY secuenciado a partir de tejido foliar; t_tVY: PVY secuenciado a partir de tubérculo. 
 

 

Figura 19. Archivo de reporte de MODELLER. La construcción de los modelos por homología 
finaliza con un reporte de energías para cada una de las estructuras construidas. La mejor de ellas se 
determinó según el menor valor de molpdf, en este caso correspondió al octavo resultado (señalado 
en negrita). 
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4.1.4. Simulaciones por Dinámica Molecular (MD) 

 

Las simulaciones por Dinámica Molecular en NAMD requieren de un archivo en formato PDB 

(Protein Data Bank) con las coordenadas de cada uno de los átomos en la estructura (Figura 

20) y un archivo PSF (Protein Structure File) que contiene información sobre los átomos 

(atoms), enlaces (bonds), ángulos (angles), ángulos diedros (dihedrals), torsiones 

(impropers) y términos cruzados (cross-terms) necesarios para la aplicación del campo de 

fuerzas durante la simulación. Adicionalmente, se necesita de un archivo de topología 

(top_all27_prot_lipid.inp) y otro de parámetros (par_all27_prot_lipid.inp). El archivo de 

topología contiene la información necesaria para convertir nombres de residuos en archivos 

completos de estructuras, mediante el tipo, la masa y la carga de cada átomo en cada 

residuo; también almacena coordenadas internas que permiten la asignación automática de 

los hidrógenos y otros átomos faltantes en el archivo PDB. Las moléculas de agua e iones de 

sodio o cloro también se encuentran especificados en el archivo de topología. Finalmente, el 

archivo de parámetros contiene las constantes numéricas necesarias para evaluar fuerzas y 

energías con base en los archivos de estructuras y de coordenadas. En la Figura 21 se 

ilustra un segmento del archivo de topología para la prolina.  

 

Figura 20. Formato de los archivos PDB y PSF utilizados en las simulaciones moleculares. El 
archivo PDB muestra el primer aminoácido según la estructura secundaria de la proteasa NIa-Pro 
modelada para TEV. En este caso, la información sobre la prolina se resume en doce columnas 
donde las coordenadas x, y, z  de cada átomo en dicho residuo, corresponden a las columnas siete, 
ocho y nueve, respectivamente. El archivo PSF fue creado con el paquete psfgen (extensión 
Automatic PSF Builder) del software de visualización molecular VMD. En el panel superior e inferior 
se muestran las secciones de átomos y enlaces, respectivamente. Los hidrógenos creados se 
señalan en gris, los cuáles no figuran en el archivo PDB.  
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Figura 21. Formato del archivo de topología para la definición de la prolina. La primera línea del 
código (RESI) indica que a continuación se declarará un residuo, PRO, el cuál presenta una carga 
total de 0.00. Posteriormente, bajo la instrucción ATOM se listan todos los átomos en el residuo con 
su nombre (N, CD, HD1), tipo (N, CP3, HA) y carga parcial (-0.29, 0.00, 0.09). La conectividad se 
define con el comando BOND y DOUBLE. La planaridad de los enlaces peptídicos está controlada 
bajo los comandos de torsiones no adecuadas (IMPR, de impropers). La instrucción ACCEPTOR 
sugiere los pares de átomos elegibles para formar puentes de hidrógeno. Finalmente, bajo el 
comando IC se calculan las distancias, ángulos y ángulos diedros (coordenadas internas) en 

segmentos de a cuatro átomos hasta abarcar la totalidad del aminoácido.  
 

4.1.4.1. Estados de protonación de la histidina 
 

Los posibles estados de protonación de la histidina son un factor importante en las 

simulaciones por Dinámica Molecular por lo que deben estar propiamente definidos en el 

archivo de coordenadas con el fin de ser interpretadas por el archivo de topología. En la 
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Figura 22 se observa que la histidina puede estar protonada en el nitr·geno delta 1 (ŭ1, HSD), 

el nitrógeno ®psilon 2 (Ů2, HSE) o doblemente protonada y con carga neta positiva (HSP). En 

la mayoría de las estructuras cristalográficas es difícil determinar el estado de protonación de 

la histidina por lo que esto debe inferirse mediante estimaciones del pKa en combinación con 

análisis del entorno molecular de cada histidina.  

 

Figura 22. Posibles estados de protonación de la histidina.  Un valor de 6.04 para el pKa de la 
cadena lateral de la histidina permite tres estados de protonación en su anillo imidazol según si el 
prot·n est§ en el nitr·geno ŭ1 (HSD), Ů2, (HSE) o en ambos (HSP).  
 

Para la predicción del pKa de cada histidina se utilizó H++ (Virginia Tech),  un servidor que 

calcula los valores de pK de los grupos ionizables presentes en macromoléculas de acuerdo 

al pH del ambiente (Anandakrishnan et al., 2012). Su aplicación permite predecir los estados 

de protonación de la histidina según el valor del pKa(1/2), que por definición corresponde al pH 

en el cuál los estados de protonación tienen una posibilidad de ocurrir igual a 0.5. De tal 

forma que cuando los valores aportados por el software (Figura 23-B) sean inferiores al pH 

del medio, la histidina estará desprotonada y sus estados podrán ser HSD o HSE; cada uno 

con una probabilidad de ocurrir del 50% (Onufriev et al., 2001). Para discriminar entre la 

forma HSD o HSE se  analizó el entorno molecular utilizando el programa LigPlot, que 

permite visualizar la formación de puentes de hidrógeno cerca de la vecindad del anillo 

imidazol de la histidina, tal como se muestra en la Figura 23-A. Para el caso de TEV se 

encontró que tres histidinas (His-39, His-135, His-207) están protonadas en ŭ1, cuatro (His-

13, His-54, His-68, His-160) están protonadas en Ů2, y una (His-21) doblemente protonada. 

La histidina 39 de la tríada catalítica se modeló con protonación ŭ1 (HSD). 
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Figura 23. Definición de los estados de protonación de la histidina. A) La protonación del anillo 
imidazol de la histidina 68 (resaltada en azul) ocurre en el nitrógeno épsilon 2 debido a la presencia 
de un puente de hidr·geno en el nitr·geno ŭ1. Por tanto, su nomenclatura en el archivo PDB cambia 
por HSE. B) Salida del servidor H++ (Virgina Tech). Los residuos de histidina (cadenas laterales 

protonables) que presentan valores de pKa(1/2) inferiores al pH fisiológico (~7.4) sugieren un estado 
desprotonado HSE o HSD. La elección por uno u otro dependerá de factores como la orientación que 
tengan frente al solvente y puede ser determinada mediante software de visualización molecular. En 
este caso, nótese que la His-13 tiene un pKa(1/2) mayor a 7.0, por lo que su nomenclatura en el archivo 
de coordenadas deberá cambiarse por HSP.  
 

4.1.4.2. Caja de solvatación 
 

Una vez establecidos los estados de protonación de los grupos ionizables de la histidina, es 

posible generar el archivo de estructuras (PSF) y proceder a la solvatación de la proteína 

para representar más apropiadamente las condiciones de un ambiente celular. Para esto 

pueden emplearse dos metodologías que rodean la proteína: una esfera en el vacío o un 

cubo con condiciones periódicas de frontera. Esta última opción es la más aceptada y 

frecuente en simulaciones moleculares al eliminar el efecto frontera de las moléculas de agua 

cercanas a la superficie. En la Figura 24 se muestra la caja de solvatación creada con la 

extensión de VMD. La simulación incluye iones de sodio y cloro para garantizar la neutralidad 

del sistema. 
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Figura 24. Caja de solvatación.  La proteasa NIa-Pro de TEV (cian) en complejo con el sustrato 
(verde) simulada en un ambiente acuoso. La concentración de iones de sodio y cloro es de 0.15 M y 
se representan mediante esferas de color violeta y verde, respectivamente. 
 

4.1.4.3. Archivo de configuración 
 

La simulación en NAMD se ejecuta a través del archivo de configuración (.conf) donde se 

especifican los parámetros de temperatura, presión, reporte de datos de energía, condiciones 

periódicas de frontera y tiempos de simulación; también contiene información sobre la 

ubicación de los directorios con los archivos de entrada necesarios. En la Figura 25 se 

presenta un diagrama de flujo que resume cuáles son los requisitos para iniciar una 

simulación por Dinámica Molecular utilizando NAMD. 
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Figura 25. Diagrama de flujo para las simulaciones por MD en NAMD. Los archivos principales de 
entrada: coordenadas (PDB), estructura (PSF), topología (top_all27_prot_lipid.inp) y parámetros 
(par_all27_prot_lipid.inp), son necesarios en el archivo de configuración. La función psfgen 
corresponde a una extensión del software VMD. 

 

La Figura 26 muestra las secciones más importantes del archivo de configuración utilizado 

para simular la NIa-Pro de TEV. Las condiciones periódicas de frontera se establecen 

mediante tres vectores ortogonales (cellBasisVector 1, 2 y 3) que definen una caja en tres 

dimensiones. El centro de la caja se define con el comando cellOrigin. Las condiciones de 

presión se definen con la instrucción useGroupPressure, calculando la presión del sistema 

según las fuerzas entre átomos y sus energías cinéticas. Al final del archivo se especifican 

los tiempos de equilibración y simulación del sistema. Las interacciones electrostáticas son 

calculadas mediante la metodología PME (Particle Mesh Ewald). Esta técnica acelera 

considerablemente el cálculo de las interacciones de Coulomb de alto rango que se 

presentan en sistemas de macromoléculas, mediante la sumatoria de dos series 

convergentes (suma de Ewald). Su fundamento físico consta en ubicar una carga puntual en 

una red (o cuadrícula) y rodearla de una nube iónica que apantalla las cargas vecinas, 

haciendo que las interacciones puedan ser consideradas como de corto alcance.  
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Figura 26. Principales secciones del archivo de configuración. Este archivo contiene las 
instrucciones ejecutadas en la simulación. Las explicaciones de algunos comandos se señalan por 
flechas. 
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El paso inicial de la simulación por Dinámica Molecular corresponde a la etapa de 

minimización (2 ps) en donde el campo de fuerza empleado inicia una búsqueda 

conformacional en todo el sistema hasta encontrar un mínimo de energía potencial (Figura 

27). En este punto de estabilidad la fuerza neta sobre cada átomo es igual a cero, lo que 

permite dar paso al inicio de la simulación. Para esto, se inmoviliza la proteína en la caja de 

solvatación mientras que las moléculas de agua adoptan una orientación más estable. El 

proceso iterativo finaliza cuando el cambio de la energía respecto a las coordenadas de las 

moléculas sea cercano a cero.  

 

Figura 27. Proceso de la simulación por Dinámica Molecular.  El paso inicial de minimización 
consiste en inmovilizar la proteasa para orientar las moléculas de agua y adecuar el sistema al paso 
del calentamiento escalonado (~6.71 ps), en donde el movimiento de la proteína se ha reactivado 
nuevamente. Cada escalón dura 0.22 ps en donde la temperatura aumenta 10 unidades hasta 
alcanzar 298 K. Una vez se logra la temperatura deseada, se procede a la etapa de simulación de 
460 ps. 
 

Posteriormente, se procede al paso de equilibración en donde a la proteína se le restaura su 

movimiento para que, de manera escalonada, el sistema alcance una temperatura de interés. 

En el proceso de calentamiento la temperatura aumenta 10 unidades cada 0.2 ps hasta 
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alcanzar 298 K, tomando un tiempo total de ~7 ps. Esta etapa requiere la asignación de 

velocidades en algún punto de baja temperatura (50 kcal/mol, Figura 27) para que luego, con 

la ecuación de movimiento en cada punto pueda determinarse la energía. Finalmente, la 

etapa de dinámica o producción es la de mayor interés pues es donde se determinan las 

propiedades termodinámicas del sistema y se extraen los datos de las diversas 

conformaciones adoptadas por la molécula en la simulación. En ella, se busca solucionar la 

segunda ecuación de movimiento de Newton en función de la energía potencial para cada 

átomo, utilizando métodos numéricos (diferencias finitas). Esta etapa abarcó un tiempo total 

de simulación de 460 ps. 

4.1.5. Resultados de las simulaciones por Dinámica Molecular 

 

Con el fin de comparar cualitativamente las configuraciones que pueden adoptar los 

diferentes sitios de corte, se extrajeron las coordenadas de los átomos de azufre de la 

cisteína 144 (tríada catalítica) cada 0.02 ps de la simulación. De esta manera fue posible 

observar la posición relativa de la cisteína catalíticamente activa respecto al enlace peptídico 

a ser hidrolizado en diversos momentos de la simulación. La Figura 28 muestra la agrupación 

de tres sitios de corte (VPg/NIa-Pro, NIa-Pro/NIb y NIb/CP) incluyendo el sitio HC-Pro/P3 

como control negativo. En esta figura es evidente que cuando NIa-Pro está unida a péptidos 

que contienen la secuencia de corte, los átomos de azufre responsables del ataque 

nucleofílico al carbono carbonílico se distribuyen en una región diferente respecto a la 

secuencia no específica (HC-Pro/P3). Lo anterior sugiere que los sitios de corte pueden 

diferenciarse en términos del procesamiento de acuerdo a la orientación, distancia y 

dirección de ataque del grupo tiol hacia el enlace peptídico blanco en el péptido-sustrato.  
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Figura 28. Patrón de distribución de los átomos de azufre de la Cys-144 en diversos momentos 
de la simulación. Los átomos de azufre de la cisteína 144 (tríada catalítica) se representan mediante 

esferas en códigos de color según el sitio de corte al que corresponden. Se observa que los sitios de 
corte específicos de la NIa-Pro comparten una misma región respecto al enlace peptídico a 
hidrolizarse. Por el contrario, HC-Pro/P3, cortado autocatalíticamente e independiente de NIa, se 
ubica en una zona más alejada. Lo anterior sugiere que la proteasa presenta diferencias en el 
procesamiento de acuerdo a la secuencia de los sustratos de corte. 
 

Para facilitar el análisis de los datos, se evaluó la orientación del sustrato respecto a la 

cisteína de la tríada catalítica en cada sitio de corte midiendo la distancia entre el átomo de 

azufre (Cys-144) y el carbono carbonílico del enlace peptídico a ser hidrolizado además del 

ángulo diedro (ɗ) entre los planos definidos por el grupo tiol y el grupo carbonilo. Estos dos 

valores se tomaron cada 0.02 ps de la simulación dando un total de 232 datos. La Figura 29 

presenta el patrón de distribución obtenido por región de corte. La distribución de valores 

para todas las simulaciones permite observar que la mayoría de los datos se concentran en 

tres configuraciones principales (A, B y C). 
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Figura 29. Distribución de los sitios de corte simulados. Cada uno de los sitios de corte se 
representa mediante datos bivariados de distancia (eje de las abscisas) y ángulo diedro (eje de las 
ordenadas). Se observa la presencia de tres regiones donde se agrupan la mayoría de los valores 
medidos y corresponden a las configuraciones A, B y C de mayor, media y poca probabilidad de 
corte, respectivamente. 
 

En la Figura 30 se ilustra la configuración A donde se agrupan, en su mayoría, los sitios de 

mayor especificidad por la proteasa. Esta configuración presenta una geometría óptima de 

corte para la formación del complejo acil-enzima. La distancia entre el azufre del grupo tiol 

(Cys-144) y el nitrógeno épsilon, NŮ (His-39), es alrededor de 2.3 Å facilitando la protonación 

de la histidina mientras que la distancia entre el azufre y el carbono del enlace peptídico es 

de 3.5 Å, una distancia lo suficientemente corta como para facilitar el ataque nucleofílico. 

Finalmente, se observa un valor cercano a 90° para el ángulo diedro que corresponde a la 

geometría ideal para llevar a cabo la transición de una hibridación sp2 a sp3 en la formación 

del primer intermediario tetraédrico. 
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Figura 30. Configuración A, tomando como referencia el corte NIb/CP. Los residuos coloreados 
por átomos en verde corresponden a la tríada catalítica. En blanco se ilustran los residuos del 
sustrato entre los que ocurre el corte (carbono carbonílico nombrado como C). Se observa que el 
grupo tiol de la Cys-144 se encuentra perpendicular al carbono del enlace peptídico. Este factor y la 
corta distancia entre los átomos Sɔ y C favorecen el ataque nucleofílico de la cisteína. 
 

En contraste con la configuración A, la configuración B presenta un giro del enlace Cɓ-Sɔ que 

aleja la posición del azufre a 4.4 Å del carbono del enlace peptídico (Figura 31). Si bien la 

distancia entre el hidrógeno y NŮ (His-39) es cercana (2.1 Å), la ubicación más alejada del 

azufre no favorece el ataque nucleofílico y probablemente dificulta la formación del primer 

intermediario tetraédrico.  

 

 



 

76 

 

 

Figura 31. Configuración B. Los residuos coloreados por átomos en verde corresponden a la tríada 
catalítica. En blanco se ilustran los residuos del sustrato entre los que ocurre el corte. La distancia 
entre los átomos Sɔ y C es mucho mayor que en la configuración A debido a una rotación en el enlace 
de los átomos Cɓ y Sɔ. Consecuentemente, la orientación entre estos dos planos resulta desfasada, lo 
que termina en un proceso poco óptimo para el corte. 

 

Finalmente, la configuración C (Figura 32) presenta un rotación del enlace Cɓ-Sɔ que aleja el 

átomo de azufre del carbono del enlace peptídico una distancia de 4.7 Å, al igual que lo 

observado en la configuración B. Además, el grupo tiol presenta una rotación respecto al 

anillo imidazol de la His-39 que separa al hidrógeno del átomo NŮ una distancia de 4.2 Å, lo 

que dificultaría la toma del protón por parte de la histidina y así volver el azufre un mejor 

nucleófilo. La configuración C es la más desfavorecida estructuralmente para llevar a cabo el 

proceso de hidrólisis del enlace peptídico. 
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Figura 32. Configuración C. Los residuos coloreados por átomos en verde corresponden a la tríada 

catalítica. En blanco se ilustran los residuos del sustrato entre los que ocurre el corte. Tanto la 
distancia entre los átomos Sɔ y C, como entre el hidrógeno del grupo tiol y NŮ, son mayores que en los 
casos predecesores sugiriendo una geometría molecular no propicia para el procesamiento del 
sustrato.  
 

Estos resultados sugieren que el proceso de regulación proteolítica puede ser estudiado 

estructuralmente observando la orientación del grupo tiol de la cisteína respecto a la histidina 

de la triada catalítica y el sitio de corte en el sustrato. La presencia de diferentes aminoácidos 

en posiciones clave para la afinidad de la enzima y la geometría del entorno molecular en el 

sitio catalítico son factores que contribuyen al mecanismo de control del procesamiento de la 

poliproteína, ya que establecen un patrón de discriminación delimitado por escenarios de 

alta, media y poca efectividad de corte (Figura 29). Con el fin de usar la información de las 

simulaciones moleculares en la estimación de la tasa de procesamiento para las diferentes 

secuencias, se puede asumir que la velocidad de corte está directamente relacionada con la 

fracción del tiempo que pase el complejo enzima-sustrato en la configuración A. En este 

caso, la información obtenida por MD puede ser utilizada en un modelo cinético del proceso 

de maduración del virus como el que se discute a continuación. 

 

4.1.6. Modelo cinético 

 

La proteasa NIa-Pro es responsable de la hidrólisis de los enlaces peptídicos en siete de los 

nueve sitios en la poliproteína. Para estudiar el proceso de maduración mediado por NIa-Pro 
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es necesario por lo tanto considerar siete constantes de velocidad y una secuencia de corte 

que inicia con un precursor que comprende la proteína P3 hasta CP (Figura 33). P1 y HC-Pro 

no hacen parte de este modelo ya que estas proteínas son removidas autocatalíticamente 

probablemente antes de la síntesis del resto de la poliproteína. La nomenclatura de los 

intermediarios empleada se ilustra en la Figura 33 y se define según la expresión: Pij, donde i 

toma valores del 1 al 7 representando el péptido de inicio desde el extremo C-terminal; y j 

toma valores del 2 al 8, constituyendo el péptido final hacia el extremo N-terminal.  

 

Figura 33. Nomenclatura usada en el modelo enzimático. En el panel inferior se muestra la 
poliproteína de ocho constitutivos que es procesada por NIa-Pro. Las constantes se ubican arriba de 
sus respectivos sitios de corte (k1, k2, é, k7). La nomenclatura de los precursores depende del rango 
de péptidos que contenga. Por ejemplo, el precursor de las proteínas P3, 6K1, CI y 6K2 se denomina 
P14; el precursor de VPg, NIa-Pro y NIb se denomina P57. 

 

El procesamiento proteolítico de la poliproteína a partir del precursor P18 (P3-CP) genera un 

máximo de 36 especies moleculares que luego de un tiempo suficientemente grande debe 

resultar en la formación de las proteínas maduras P3, 6K1, CI, 6K2, VPg, NIa-Pro, NIb y CP 

en cantidades equimolares (P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7 y P8, respectivamente, según la 

nomenclatura descrita previamente). El modelo propuesto en este trabajo asume que el corte 

en cualquiera de los siete sitios puede darse de manera intra o intermolecular dependiendo 

de que el precursor contenga o no el dominio NIa-Pro (P6).  

La relación entre constantes intra e intermoleculares puede estimarse con la teoría del 

estado de transición donde las constantes de velocidad (k) están relacionadas con la energía 

libre de activación mediante la ecuación 1: 
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Ecuación 1 

 

Donde Ŭ se conoce como la constante de transmisión y el factor kBT/h corresponde a la 

frecuencia vibracional del enlace en el estado de transición definida por la temperatura (T), la 

constante de Boltzmann, kB, y la constante de Planck, h. Según esto, es posible relacionar 

las constantes de velocidad entre ambos procesos de acuerdo a la ecuación 2: 

 

Ecuación 2 

 

El factor ent§lpico, ȹH, depende de las interacciones moleculares responsables de la 

formación del complejo enzima-sustrato. Por lo tanto, este término puede ser cancelado al 

considerar que, tanto en las reacciones inter como intramoleculares, la proteasa involucra los 

mismos residuos en la secuencia de corte y suceden a una misma temperatura (298 K). La 

expresión queda reducida a la ecuación 3: 

 

Ecuación 3 

 

De la ecuación 3 se deduce que la principal diferencia entre las constantes se debe a un 

factor entrópico. En las reacciones químicas los cambios de entropía pueden separarse en 

términos de translación, rotación, vibración y rotación interna, como se expresa en la 

ecuación 4: 
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Ecuación 4 

Donde ȹȹS corresponde a la resta entre un t®rmino de entrop²a intermolecular y un t®rmino 

de entropía intramolecular. Al suponer que la entropía interna rotacional y vibracional pueden 

ser descartadas por su mínimo aporte a un complejo no covalente, el costo para inmovilizar 

una molécula entre las dos entropías restantes de rotación y translación sería del orden de 

44 calĀK-1Āmol-1 (Page y Jencks, 1971).  

 

Ecuación 5 

 

El valor de A en la ecuación 5 es del orden de 10-9 (4.13 x10-9 M) y debe ser considerado 

como un factor de corrección en el planteamiento de las tasas de reacción entre procesos 

intra en intermoleculares que ocurren en el procesamiento de la poliproteína. 

Las ecuaciones de la cinética enzimática para el procesamiento de la poliproteína involucran 

36 especies, incluyendo los péptidos finales. Dicho planteamiento se organizó en un sistema 

matricial de la forma E(t)Āx=xô. 

 

Donde E(t) es la matriz de coeficientes de la concentración de especies y precursores 

involucrados en el procesamiento, x es el vector de las variables que representa las siete 

constantes cinéticas y xô es el vector solución de dimensión 36x1; el máximo valor para m y n 

es de 36 y 7, respectivamente. Un componente, amn, de la matriz E(t) (Figura 34) puede  
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Figura 34. Matriz de especies E(t). Algunos componentes de la matriz representan la sumatoria de todos los precursores involucrados en 
la tasa de formación y desaparición de la concentración de la especie correspondiente. El factor A es la corrección por entropía que 
requiere inmovilizar una molécula en un proceso intermolecular. La cinética para la especie sombreada se explica en detalle en la Figura 
35.
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abarcar diversos precursores que intervienen en las tasas de producción y 

desaparición de la especie. Por lo tanto, el término puede ser expresado como la 

sumatoria de las concentraciones de las especies partícipes. 

Según la Figura 35, la tasa de formación del dipéptido P45 involucra un evento inter 

e intramolecular en los que deben ser procesados los precursores P15, P25, P35, 

P48, P47, P46. Una vez formado, su tasa de desaparición permite obtener las 

proteínas maduras 6K2 y VPg.  

 

Figura 35. Cinética del dipéptido P45 (6K2-VPg). La tasa de formación de P45 involucra 
un proceso inter e intramolecular. En el primer caso se observa la presencia del factor de 
corrección, A, en cada proceso donde NIa-Pro interviene para la generación del corte. 
Finalmente, P45 también es procesado de manera intermolecular para obtener 6K2 y VPg. 
La proteasa (P6) NIa-Pro se señala en azul y las constantes cinéticas que participan en la 
cinética del proceso se resaltan en rojo. 
 

El efecto de la entropía en el proceso de maduración se ilustra en la Figura 36. Se 

evidencia que las tasas de producción fueron diferentes entre dos escenarios: 

cuando A=1, las concentraciones de las especies maduras son mucho mayores y 

sus tasas de formación son más rápidas. El primer péptido en aparecer es CP, 

seguido de la replicasa, el domino VPg y la proteasa (como producto maduro). Lo 

anterior sugiere que el procesamiento intermolecular por parte de la NIa-Pro no 

presenta inconvenientes de eficiencia para la síntesis de proteínas maduras. Por 

otro lado, cuando A=10-9 se observa que las concentraciones finales de las 

proteínas se reducen considerablemente respecto al caso anterior. Solo NIa-Pro 

presenta una concentración similar y es la segunda en ser madurada, superada 
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por CP; la replicasa se obtiene en tercer lugar, seguido de VPg. Lo anterior 

permite concluir que, en el modelo enzimático propuesto, sí hay evidencia del 

mecanismo intermolecuar llevado a cabo por NIa-Pro en el procesamiento de la 

poliproteína, cuya influencia recae principalmente en las concentraciones de los 

productos finales.  

 

Figura 36. Cinética de maduración en escenarios inter e intramoleculares. A) Al no 

tener en cuenta un factor de corrección para los procesos intermoleculares, la 
concentración de las especies maduras es 2 veces mayor que en B) un escenario donde 
la entropía sí es considerada en eventos de corte intermoleculares.  
 

Los resultados de la cinética también pueden ser presentados mediante la 

simulación de pruebas de Western blot para la identificación de intermediarios que 

contengan la cápside (con un anticuerpo anti-CP). Como se observa en la Figura 

37, el precursor P3-CP es procesado en 100 unidades de tiempo relativas, 

mientras se obtienen cuatro especies intermediarias con diferentes tiempos de 

duración: CI-CP y VPg-CP presentan los menores tiempos, seguido de NIa-Pro-

CP; NIb-CP y la proteína madura CP alcanzan su concentración final 

aproximadamente en el mismo tiempo. Esta representación es útil a la hora de 

comparar los resultados de las simulaciones moleculares con experimentos 

realizados en TEV, PVA, TVMV, entre otros. 
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Figura 37. Simulación de Western blot para especies con CP. Los intermediarios que 
presentan CP en la cinética del procesamiento de la poliproteína son evidenciados en un 
resultado simulado de Western blot para anti-CP. Se destacan los diferentes tiempos 
entre especies y la rápida concentración final de la proteína de cápside madura. 

 

4.1.7. Análisis de las frecuencias de corte en la poliproteína de TEV 

 

Partiendo de la suposición que NIb/CP conforma el sitio de corte más eficiente de 

la poliproteína, es posible estimar las tasas relativas de corte para cada uno de los 

otros sitios. Esto puede ser empleado en la evaluación de constantes cinéticas si 

se asume que la mayor probabilidad de corte depende de la frecuencia en que las 

moléculas presenten una orientación similar a la configuración A (Figura 30), es 

decir, una distancia del orden de 3.6 Å entre el azufre de la Cys-144 (Sɔ) y el 

carbono carbonílico del enlace peptídico a ser hidrolizado (C); junto con un ángulo 

diedro cercano a 90° entre los planos del enlace tiol y el grupo carbonilo. 

Para esto se estableció una frontera de decisión que delimita la región 

correspondiente a la configuración A utilizando el software estadístico R y datos de 

la simulación de TEV en complejo con el sitio de corte NIb/CP (Figura 38). La 

función ellipse permite definir la trayectoria de una elipse implementando la 

metodología descrita por Murdoch y Chow (1996). Los parámetros de entrada 

necesarios son: vectores de datos (cor) que corresponden a la distancia (abscisa) 

y ángulo diedro (ordenada) del corte de referencia NIb/CP, matriz de covarianza 

según la desviación estándar (sd) de estos valores de entrada, el centro de la 
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elipse según el promedio (mean) de cada uno de los datos y un límite de confianza 

(level). La tasa de corte está definida por la fracción de puntos que caen dentro de 

la región de decisión durante el tiempo de la simulación. 

 

Figura 38. Frontera de decisión según el corte NIb/CP de TEV. Los puntos azules de 
la gráfica corresponden a diversos momentos de la simulación extraídos cada 0.02 ps 
(232 en total). La probabilidad de efectuar un corte puede establecerse de acuerdo al 
número de puntos que caen en la sección definida por una elipse. Según sus 
propiedades, la suma de la distancia de cualquier punto definido en su domino hacia sus 
dos focos (F y Fô), no debe superar una longitud equivalente a dos veces su semi-eje 
mayor (a). En la esquina superior derecha se ilustra la misma elipse sin la distorsión 
causada por la escala de los ejes.  

 

Según lo anterior, el complejo NIb/CP estuvo en un 93.97% dentro de la zona 

definida como favorable al corte. Como se muestra en la Figura 39, la distancia 

entre átomos Sɔ-C estuvo en un promedio de 3.7 Å, mientras que para el ángulo 

diedro fue de 85.83°, sin la presencia de saltos o bruscas fluctuaciones a lo largo 

del tiempo de simulación (460 ps). Dicha región de corte corresponde al mejor 

escenario para lograr la separación de los péptidos (configuración A), pues 

presentó la distancia óptima entre el azufre de la cisteína y su correcta orientación 
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respecto al plano peptídico para dirigir el ataque nucleofílico hacia el carbono 

carbonílico, durante un máximo intervalo de tiempo. No se observó ningún salto 

hacia otras las regiones de las configuraciones B o C.  

 

Figura 39. Sitio de corte NIb/CP. La concentración de puntos dentro de la elipse de 
decisión sugiere que el sustrato preservó un estado óptimo para su hidrólisis. Esta 
orientación se observó a lo largo de los 460 ps de la simulación y permite definir una 
elevada tasa de procesamiento de NIa-Pro sobre el sitio NIb/CP. Sobre el panel derecho 
se indican las posibles conformaciones de la molécula (líneas grises) y su preferencia por 
la configuración A. La frecuencia en la región de corte fue del 93.97%. 
 

En contraposición a estos resultados, se encuentra el procesamiento de los sitios 

P1/HC-Pro y HC-Pro/P3 que no son procesados por la enzima NIa-Pro (Figura 

40). En el primer caso, durante 200 ps, la configuración del péptido-sustrato no fue 

óptima para efectuar el corte pues se presentó una constante fluctuación en las 

distancias durante un valor del ángulo diedro cercano a 0°. A partir de dicho 

momento, la simulación mostró una distancia azufre-carbono óptima alrededor de 

3.5 Å y un ángulo diedro cercano a 100°, presentando un tiempo de 

aproximadamente 300 ps en el que la orientación molecular de la proteasa NIa-

Pro estuvo cerca de la configuración A del sitio activo. En este intervalo la 
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distancia entre átomos Sɔ-C fue de 4.2 Å y el ángulo diedro de 45.006°, aportando 

una frecuencia de puntos en la región de corte de 22.84%.  

 

Figura 40. Sitio de corte P1/HC-Pro. Esta región, inespecífica de NIa-Pro, presentó una 

frecuencia de corte del 22.84%. La enzima y el sustrato adoptaron, por lo menos 
parcialmente, una orientación cercana a la configuración A. En la otra mitad del tiempo de 
simulación se observaron fluctuaciones entre las configuraciones B y C (líneas grises).  
 

A diferencia del caso anterior, el péptido-sustrato de la región HC-Pro/P3 no 

presentó en ningún momento una configuración propensa al corte (Figura 41). La 

distancia entre átomos osciló entre 3.2 y 4.6 Å con un promedio de 3.8 Å. Por su 

parte, el ángulo diedro tuvo un valor promedio de 36°. Estos resultados son 

consistentes con la biología de los potyvirus ya que los sitios P1/HC-Pro y HC-

Pro/P3 son procesados autocatalíticamente por las proteasas P1 y HC-Pro, 

independientes de NIa-Pro. 
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Figura 41. Sitio de corte HC-Pro/P3. Esta región es procesada autocatalíticamente por 
HC-Pro lo que resulta coherente con una frecuencia en la zona de corte del 0%. La 
distancia Sɔ-C presentó valores cercanos a la configuración A por diversos intervalos de 
tiempo de la simulación; sin embargo, la orientación del ángulo diedro estuvo entre las 
configuraciones B y C (líneas grises), haciendo menos probable la ocurrencia del corte. 
 

El precursor P3/6K1 no alcanzó una configuración óptima de corte por NIa-Pro. La 

distancia entre el átomo de azufre y el carbono carbonílico tuvo un valor promedio 

de 4.045 Å durante los 460 ps de la simulación. Entre los 140 y 200 ps se logró 

adoptar un estado cercano a la configuración A que favorece el ataque nucleofílico 

entre el plano peptídico y el azufre de la cisteína (ángulo diedro promedio de 

104.81°); sin embargo, la configuración no trascendió en la molécula y retornó 

rápidamente al estado precedente hasta finalizar la simulación aportando una 

frecuencia de puntos en la región de corte del 0% (Figura 42). Este sitio presenta 

una diferencia significativa respecto al sitio de corte de referencia NIb/CP (valina 

en lugar de tirosina en la posición P-3). El resultado es compatible con el reporte 

de Yoon y colaboradores, quiénes no detectaron procesamiento del precursor 

P3/6K1 in vitro utilizando la proteasa NIa-Pro recombinante en Tobacco vein 

mottling virus (TVMV) (Yoon et al., 1992). Esto indica que el corte del sitio P3/6K1, 

de ocurrir, debe tener una tasa de procesamiento muy lenta que no pudo ser 

detectada en la escala de tiempo utilizada en estas simulaciones.  
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Figura 42. Sitio de corte P3/6K1. A diferencia de los demás sitios específicos por NIa-

Pro, esta región presentó una frecuencia de corte del 0%. Probablemente, esto se 
atribuye a la sustitución por valina en lugar de tirosina en la posición P-3 de la secuencia. 
La conformación adoptada por la molécula durante 300 ps estuvo asociada a la 
configuración C (líneas grises). 

 

En cuanto al sitio 6K1/CI (Figura 43), se detectó un estado apto para efectuar el 

corte durante 100 ps, en los cuales el ángulo diedro promedio fue de 85.29°. Sin 

embargo, aun cuando la distancia azufre-carbono no presentó valores lejanos al 

promedio 3.85 Å (desviación estándar de 0.25 Å), el 41.38% de los datos estuvo 

por fuera de la frontera de decisión debido a que el plano peptídico tuvo un ángulo 

diedro promedio de -45.65°, asemejándose a la configuración C. La secuencia de 

corte para este intermediario cuenta con residuos conservados en las posiciones 

críticas para la especificidad de la proteasa por este sustrato, lo cual se ve 

reflejado en los resultados de la simulación. 
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Figura 43. Sitio de corte 6K1/CI. La frecuencia en la región de corte del 58.62% es 

coherente con la asociación de la molécula con la configuración A. Sin embargo, durante 
160 ps de la simulación, se presentó una orientación del ángulo diedro referente a la 
configuración C, lo que explica el 41.38% de los datos que estuvieron fuera de la frontera 
de decisión. 
 

El péptido CI/6K2 siempre estuvo en conformaciones por fuera de la zona de 

corte. De acuerdo a la distancia azufre-carbono, el péptido-sustrato no presentó 

una configuración apropiada para la hidrólisis del enlace peptídico. Tampoco lo 

reportó la orientación entre el plano peptídico y el enlace tiol del ataque 

nucleofílico. En ambos aspectos, la distancia promedio (4.5 Å) estuvo por arriba de 

un valor ideal de 3.8 Å (configuración A) y el ángulo diedro (-5.28°) muy por debajo 

de la orientación buscada (Figura 44). Posterior a los 290 ps, se observaron tres 

regiones en donde la distancia osciló en un valor de 3.7 Å, pero el ángulo diedro 

no alcanzó un estado cercano a la configuración A para efectuar el corte, 

arrojando un valor de frecuencia del 0% y categorizándose en un cluster similar al 

de la configuración C. Este precursor ha sido reportado en la literatura como uno 

de los más lentos en procesarse debido a su papel en el proceso replicativo del -

RNA (Merits et al., 2002). Al igual que para P3/6K1, se postula que la hidrólisis del 
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sitio CI/6K2 debe ocurrir a una escala de tiempo superior a la ventana utilizada en 

esta simulación. 

 

Figura 44. Sitio de corte CI/6K2. Si bien esta región es procesada por NIa-Pro, presentó 

una frecuencia en la región de corte del 0% lo que se ejemplifica por las fluctuaciones 
entre las configuraciones B y C (líneas grises). En la literatura se reporta que la 
maduración de este precursor es de las más lentas en efectuarse. 
 

En contraste, la simulación del péptido 6K2/VPg pasó un 86.6% de las veces en la 

zona de corte (Figura 45) sugiriendo que este precursor es procesado 

rápidamente por NIa-Pro. Si bien al inicio el ángulo diedro presentó un valor 

cercano a -50°, esto solo sucedió por un intervalo de 10 ps, que una vez superado, 

mantuvo una cifra más apropiada (88.8°) por el resto de la simulación. La distancia 

promedio entre átomos Sɔ-C fue de 3.76 Å (desviación estándar de 0.20 Å), lo cual 

fue acorde al caso ideal de la configuración A, en el que la misma distancia se 

estima cercana a este valor. Este resultado es consistente con estudios 

experimentales donde se ha reportado que la vida media del precursor 6K2/VPg 

es menor a cinco minutos, lo que indica un alto procesamiento de la enzima 

(Merits et al., 2002). 
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Figura 45. Sitio de corte 6K2/VPg. La mayor parte de la simulación este precursor 
estuvo en la configuración A, presentando una frecuencia en la región de corte del 86.6%. 
 

A diferencia de los demás sitios de corte específicos de NIa-Pro, el precursor 

VPg/NIa-Pro cuenta con un ácido glutámico en lugar de una glutamina en la 

posición P-1 que no parece afectar significativamente el tiempo de permanencia en 

la región de corte, que fue de 86.6%. La distancia carbono-azufre tuvo un 

promedio de 3.87 ± 0.23 Å con un valor máximo de 4.6 Å; el promedio del ángulo 

diedro fue de 89.02 ± 11.53° (Figura 46). 

 



 

93 

 

 

Figura 46. Sitio de corte VPg/NIa-Pro. Al igual que en el sitio 6K2/VPg, esta región 

presentó un frecuencia en la región de corte del 86.6%. No se observaron fluctuaciones 
entre los estados B ni C. 
 

En conjunto con la región de los precursores 6K2/VPg, VPg/NIa-Pro y NIb/CP, el 

sitio de corte entre los péptidos NIa-Pro y NIb estuvo entre los mayores valores de 

frecuencia dentro de la región de corte (90.95%). No se observaron fluctuaciones 

entre las configuraciones B o C; por el contrario, la distancia entre los átomos Sɔ-C 

estuvo en un promedio de 3.75 Å con un valor de ángulo diedro de 79.72° y con 

desviaciones estándar de 0.21Å y 11.15°, respectivamente; asemejándose más a 

la configuración A (Figura 47).  
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Figura 47. Sitio de corte NIa-Pro/NIb. Después del sitio NIb/CP, esta región presentó la 
mayor frecuencia en la región de corte, 90.95%, lo que se evidencia por la prelación del 
sustrato y la proteína en adoptar la configuración A. 
 

La Tabla 4 resume las frecuencias obtenidas en la región de corte para cada uno 

de los sitios de la poliproteína, junto con los valores del promedio y la desviación 

estándar para las variables de distancia y ángulo diedro. Según el modelo 

propuesto, el sitio NIb/CP presentó la mayor probabilidad de corte en el 

procesamiento de la poliproteína de TEV, seguido del sitio NIa-Pro/NIb. Las  

regiones VPg/NIa-Pro y 6K2/VPg obtuvieron el mismo valor de probabilidad para 

ser procesadas por la proteasa, mientras que el sitio 6K1/CI adquirió la menor de 

ellas. De acuerdo con las simulaciones moleculares, la región CI/6K2 no presentó 

un estado en el que el sustrato se asemejara a la configuración A, lo que terminó 

en una frecuencia de corte del 0% y en una constante cinética de igual magnitud 

(k3=0). 
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Tabla 4. Frecuencia para los sitios de corte simulados en TEV. En negrita se señalan 
las posiciones P-6, P-3 y P-1 relativas al sitio donde ocurre el corte.  

 

 

 

Este resultado se encuentra respaldado por las investigaciones de Merits et al. 

(2002), quienes mediante experimentos de pulso y caza en PVA, determinaron 

que los precursores P3-6K1, CI-6K2 y las regiones internas de NIa fueron 

procesados lentamente por la proteasa; CI-6K2 fue detectado incluso después de 

2 horas en la fase del caza.  Estos dos eventos de procesamiento fueron 

evidenciados en las simulaciones moleculares, pues la región P3/6K1 también 

obtuvo una frecuencia en la región de corte del 0% que puede ser atribuida por la 

presencia de valina en la posición P-3 en lugar de tirosina. Este lugar es reportado 

en la literatura por presentar una elevada conservación entre diversos 

aislamientos de TEV, por lo que la sustitución por un aminoácido no polar afecta 

su capacidad de procesamiento (Dougherty et al., 1988).  

Es importante aclarar que los valores del 0% no indican que la hidrólisis peptídica 

no se lleve a cabo en estos sitios, sino que sus respectivas frecuencias de corte 

presentaron un valor inferior al margen de detección del modelo: 1/232= 0.0043 y 

no pudieron ser detectadas. Lo anterior sugiere que estas regiones requieren una 

ventana mayor del tiempo de simulación para obtener una estimación más precisa 

de su probabilidad de corte.  

Finalmente, el modelo también predice que el sitio P1/HC-Pro, cuyo 

procesamiento es llevado a cabo por la proteasa P1, podría ser procesado por 



 

96 

 

NIa-Pro al encontrarse que este péptido-sustrato permanece 22.84% de las veces 

en la configuración A durante 200 ps de simulación. La validez de esta predicción 

puede ser verificada experimentalmente; sin embargo, este resultado carece de 

sentido biológico puesto que se espera que el sitio P1/HC-Pro sea procesado 

autocatalíticamente en la fase temprana de la síntesis de la poliproteína, cuando 

aún no está disponible NIa-Pro (Ivanov et al., 2014). 

4.1.7.1. Análisis de mutaciones en el sitio de corte NIb/CP 
 

Dougherty y colaboradores realizaron un estudio mutacional sobre la tolerancia 

que tiene la proteasa frente a diversos aminoácidos en el sitio de corte. Entre los 

resultados de su trabajo se encuentra el reporte del motivo E-X-X-Y-X-Q/(SG) 

como blanco de corte de NIa-Pro en TEV que permitió concluir que el cambio de 

aminoácidos en estas posiciones afecta la efectividad de la enzima. Con el fin de 

darle soporte experimental al modelo, se realizaron simulaciones con mutantes en 

la posiciones P-3  del sitio de corte NIb/CP donde se sustituye tirosina por valina o 

glicina. Según Dougherty et al. (1988), la enzima con valina en la posición P-3 

presentó una tasa de corte mucho menor a la proteasa natural de TEV, mientras 

que la segunda (glicina en lugar de tirosina) abolió por completo su capacidad 

proteolítica. Los resultados de la simulación se muestran en la Figura 48. En la 

sustitución por valina se observó una frecuencia en la región de corte del 69.83%, 

lo que significa que hubo una reducción del 24.14% respecto al sitio original. En su 

estudio, Dougherty et al., dejan claro que el precursor NIb/CP puede ser 

procesado en un punto subóptimo cuando se preserva la naturaleza hidrofóbica de 

las posiciones P-5,  P-4 y P-2. No obstante, al ser reemplazada la posición P-3 

siempre se observa una disminución en la función del sustrato. El resultado de la 

simulación es acorde con esta conclusión puesto que el péptido-sustrato presenta 

dos estados diferentes, pero solo el de la zona limitada por la frontera de decisión 

es más factible de ser hidrolizado. La configuración minoritaria (30.17%), sucedida 

a partir de los 380 ps, hace que esta secuencia no esté en un escenario 

óptimamente procesable, pues la distancia Sɔ-C promedio pasa de 3.8 Å a 4.46 Å 

y el ángulo diedro promedio es de -165°, en contraste con una media inicial de 
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76.61°, en los primeros 300 ps de la simulación; por lo tanto, la enzima y el 

sustrato adoptan una conformación similar a la configuración B. Los resultados 

para la sustitución por glicina también fueron acordes con el trabajo experimental 

de Dougherty et al. Para esta simulación se obtuvo una frecuencia de 0% en la 

región de corte, con una distancia promedio azufre-carbono de 4.57 Å y un valor 

de ángulo diedro promedio de -2.34°. La sustitución de un aminoácido polar neutro 

por residuos de naturaleza hidrofóbica en P-3 tiene una influencia directa en la 

interacción proteasa-sustrato, al término que es posible abolir la capacidad de 

hidrolizar el enlace peptídico.  

 

 

Figura 48. Simulación de las mutaciones en el sitio de corte NIb/CP. La simulación 

para la sustitución por valina en la posición P-3 (izquierda) muestra un punto subóptimo de 
procesamiento proteolítico al evidenciarse dos escenarios que pueden ser adoptados por 
el sustrato en presencia del sitio activo de la proteasa. En la mutación por glicina 
(derecha) no se observó, durante los 460 ps de la simulación, ninguna configuración 
apropiada para ser procesada por la proteasa. 
 

La Figura 49 muestra un paralelo entre los resultados de las mutaciones 

simuladas y los experimentos reales del trabajo de Dougherty y colaboradores. 

Con el propósito de simular un gel de electroforesis que representa la tasa de 

desaparición del precursor NIb-CP, a lo largo de una escala relativa de tiempo, se 

utilizó el modelo de maduración descrito empleando las constantes cinéticas 

reportadas en la Tabla 4. Como puede verse, el modelo presentado da una buena 

descripción cualitativa de la eficiencia de corte y permite hacer predicciones que 
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pueden ser verificadas experimentalmente mediante técnicas convencionales de 

biología molecular.  

 

Figura 49. Tiempo del procesamiento de la poliproteína NIb-CP. En el panel izquierdo se 
ilustra la simulación de un gel de electroforesis según las constantes cinéticas halladas en 
el modelo de maduración propuesto. El segmento A representa la proteólisis del péptido 
llevada a cabo por una NIa-Pro de TEV sin mutaciones en la secuencia de corte. El 
segmento B corresponde a la simulación de la enzima con la sustitución de tirosina por 
valina en la posición P-3. En este caso el procesamiento ocurre a una tasa mucho menor 
que en el escenario anterior. El segmento C presenta la mutación con glicina que anula 
completamente la capacidad catalítica de la enzima pues no logra generarse CP. Los 
resultados son comparados con un gel de electroforesis real realizado en el trabajo de 
Dougherty et al. (panel derecho). Las unidades de tiempo del gel simulado (izquierda) son 
relativas a una escala arbitraria y no corresponden a las presentadas en gel de la 
derecha.  
 

4.1.8. Modelo de maduración cinética en el sistema PVY 

 

El modelo de maduración enzimática fue también evaluado en dos genomas de 

PVY identificados en el municipio de La Unión (Antioquia) que fueron obtenidos a 

partir de NGS. La metodología y los resultados de la investigación se presentan en 

formato de artículo en el capítulo 4.3 de este trabajo. 

Los aislamientos de los genomas se agruparon en dos clados diferentes dentro del 

grupo PVYN/NTN. El primero de ellos corresponde al genoma de PVY procedente 

de tejido foliar (f_PVY), el cual se reportó asociado al grupo de cepas 

recombinantes PVYNTN y que además presentó gran similitud con el genoma de 

PVY secuenciado en el municipio de Yarumal (reportado en el capítulo 4.2 de este 

trabajo), sugiriendo un origen común entre ellos. Por otro lado, el segundo 

aislamiento de PVY se reportó infectando tubérculo-semilla (t_PVY) con una 

afinidad filogenética por las cepas del grupo necrosante de venas en tabaco, 
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PVYN. Los síntomas causados por los virus de este grupo no se consideran 

severos en papa, a diferencia del aislamiento recombinante PVYNTN, fuertemente 

asociado con la aparición de anillos necróticos en tubérculos de papa; enfermedad 

conocida como PTNRD (Potato Tuber Necrotic Ringspot Disease).  

Los resultados de la simulación molecular en el sistema PVY fueron discriminados 

por la frontera de decisión descrita para TEV (Figura 38). Todos los sitios de corte 

de ambos genomas presentaron una conservación en la secuencia, excepto por 

las regiones P1/HC-Pro, CI/6K2 y 6K2/VPg. Sin embargo, las diferencias en la 

secuencia para estos dos últimos sitios no comprometieron posiciones en el 

motivo de reconocimiento de la proteasa, pues se encuentran ubicadas en la 

posición P+2 (Figura 50). En la región P1/HC-Pro las diferencias entre aminoácidos 

se ubican en la posición P-7 (antes del sitio de corte); y en P+1, P+2 y P+3, después 

del corte. Estas mutaciones no se consideran significativas en el planteamiento del 

modelo, pues hacen parte del sitio autocatalítico independiente del mecanismo de 

maduración de NIa-Pro. 

 

Figura 50. Análisis de secuencias para los sitios de corte de f_PVY y t_PVY. Ambos 
genomas de PVY reportaron secuencias conservadas para la mayoría de los sitios de 
corte. Las únicas excepciones se encontraron en las posiciones P+2 de las regiones 
CI/6K2 y 6K2/VPg. Adicionalmente, el sitio autocatalítico P1-HC/Pro presentó diferencias 
en los residuos en P-7,P+1, P+2, P+3. 

El sitio de corte P1/HC-Pro simulado para f_PVY obtuvo una distancia Sɔ-C 

promedio de 5.42 Å ± 1.01 Å, dos unidades alejada de la distancia óptima de la 

configuración A. El valor del ángulo diedro promedio fue de 83.05° ± 20.59°. Como 

se observa en la Figura 51-A, durante los primeros 100 ps de la simulación, la 
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conformación del sustrato y la proteasa estuvo relacionada con la configuración A, 

por lo que algunos puntos cayeron dentro de la región de corte, aportando una 

frecuencia del 15.95%. Similarmente en t_PVY se reportó un ángulo diedro 

promedio de 84.47° ± 22.82° y una distancia promedio entre el azufre y el carbono 

carbonílico de 3.95 Å ± 0.24 Å; valores muy relacionados con la configuración A 

por lo que la frecuencia de corte fue del 81.03% (Figura 51-B). Si bien el modelo 

indica que este sitio puede ser procesado con inclusive altas constantes cinéticas 

relativas, no es viable biológicamente por ser regiones probablemente procesadas 

antes de generarse NIa-Pro (Ivanov et al., 2014).  

 

Figura 51. Sitio de corte P1/HC-Pro del sistema PVY. A) La frecuencia de corte para el 
primer sitio autocatalítico en f_PVY fue del 15.95%. B) En t_PVY la frecuencia de corte 
fue del 81.03%. Al igual que en TEV, las simulaciones moleculares indican una 
probabilidad de corte para este sitio. Sin embargo, esto puede ser refutado 
experimentalmente pues se sabe que P1 cataliza la separación de la poliproteína en su 
extremo C-terminal. 
 

El sitio HC-Pro/P3 presentó resultados contradictorios entre ambos aislamientos. 

En  f_PVY se obtuvo una distancia promedio Sɔ-C de 4.59 Å ± 0.36 Å, lo cual 

corresponde a valores observados entre las configuraciones B y C; sin embargo, 

durante los primeros 100 ps de la simulación, esta distancia fluctuó entre la 

configuración A. El ángulo diedro promedio fue de -16.27° ± 11.14°, por lo que en 

general la molécula tuvo un comportamiento más cercano a la configuración B. 

Como se observa en la Figura 52-A, la frecuencia en la región de corte fue del 0%. 

Contrario a este resultado, en t_PVY se obtuvo una distancia Sɔ-C de 3.82 Å ± 
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0.25 Å y un ángulo diedro promedio de 93.64° ± 12.40°, valores correspondientes 

a la configuración A, y una frecuencia de corte del 66.38%. Lo anterior difiere 

notoriamente de los respectivos escenarios en los sistemas TEV y f_PVY, 

inclusive cuando este último presenta la misma secuencia del péptido-sustrato 

simulado (Figura 52-B). Si bien el modelo permite clasificar este sitio en t_PVY 

como apto para realizar el corte, no tiene sentido en la biología del virus puesto 

que HC-Pro corta su propio extremo C-terminal para separarse de la poliproteína 

(Valli et al., 2014). 

 

Figura 52. Sitio de corte HC-Pro/P3 del sistema PVY. A) La frecuencia de corte para el 
segundo sitio autocatalítico en f_PVY fue del 0%, a diferencia del B) 66.38% obtenido 
para la misma secuencia del sustrato en t_PVY. Este sitio es independiente de la 
actividad proteolítica de NIa-Pro. 

 

Como se puede observar en la Figura 53-A, el comportamiento de la molécula en 

las simulaciones del sitio P3/6K1 de f_PVY estuvo más asociado a la 

configuración B, con fluctuaciones hacia la configuración C ocurridas en la 

distancia Sɔ-C durante los primeros 100 ps. El valor promedio de la distancia fue 

del 3.88 Å ± 0.62 Å; mientras que para el ángulo diedro se obtuvo un promedio de 

-7.24° ± 11.72°, también relacionado con la configuración B y sin la ocurrencia de 

saltos durante los 460 ps totales. Estos valores en conjunto aportaron una 

frecuencia de corte del 0%. En cuanto a t_PVY, el sitio de corte P3/6K1 presentó 

un valor promedio de distancia Sɔ-C de 3.98 Å ± 0.59 Å y ángulo diedro de -8.78° 

± 12.12°. Durante aproximadamente 240 ps del final de la simulación, el complejo 
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adoptó una conformación cercana a la configuración A, exclusivamente en 

términos de la distancia carbono carbonílico y azufre. El resto del tiempo presentó 

saltos entre las configuraciones B y C y por tanto su frecuencia en la región de 

corte fue también del 0% (Figura 53-B). Al igual que lo ocurrido en el sistema de 

TEV, las simulaciones sugieren que este sitio de corte presenta una tasa de 

procesamiento lenta y fuera del margen detección del modelo planteado, por lo 

que se requeriría un tiempo de simulación mayor para determinar este parámetro. 

 

Figura 53. Sitio de corte P3/6K1 del sistema PVY. Tanto para ambos genomas 
procedentes de A) tejido foliar y B) tubérculo se obtuvieron frecuencias del 0% en la 
región de corte. Los resultados difieren de la simulación realizada en el correspondiente 
sitio de TEV. 
 

El sitio 6K1/CI de f_PVY obtuvo una distancia Sɔ-C promedio de 3.78 Å ± 0.43 Å, 

relacionada con la configuración A, y un ángulo diedro promedio de -10.88° ± 

30.70°, propio de la configuración B (Figura 54-A). La frecuencia de corte fue del 

4.31%. En contraste, en t_PVY la frecuencia obtenida fue del 33.62% con valores 

de 3.80 Å ± 0.22 Å y 114.59° ± 14.22°, para la distancia azufre-carbono carbonílico 

y ángulo diedro, respectivamente. Como se ilustra en la Figura 54-B, la orientación 

del ángulo diedro estuvo favorecida hacia la configuración A, mientras que la 

distancia entre los átomos osciló entre las configuraciones A y B. 






















































































































































































