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Resumen y Abstract \%

Resumen

Los péptidos antimicrobianos (PAM) son componentes importantes en todas las especies, estos
se encuentran en grandes cantidades en plantas cuando se producen infecciones y en animales
cuando presentan inflamaciones donde pueden presentar un amplio espectro de actividad. Las
defensinas de plantas (DP) o y-tioninas son un grupo de PAM con mecanismos de accién que
favorecen su actividad contra hongos fitopatdgenos, algunas presentan actividad antibacteriana
contra Gram negativas, Gram positivas, ademas actividad citotdxica contra células tumorales.En
este trabajo se aislo y purificd una y-tionina o defensina presente en los espacios intercelulares
de plantas de tomate obtenida mediante la extraccién del liquido de lavado intercelular de hojas
de tomate Lycopersicum esculentumvar. Cerasiforme después de ser infectadas con Phytophthora
infestans. Esta y-tionina es un péptido basico de punto isoeléctrico de 10,5, con una masa
molecular de 5,27 kDa. A este péptido se le determind la composicion de aminoacidos mediante
cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) presentando un alto porcentaje en aminoacidos
tales como: cisteina, arginina, lisina y glicina. Posteriormente se evalué la capacidad anti fungica
contra la cepa de P infestans utilizada para la infeccidn de las plantas de tomate en este trabajo.
La actividad antibacteriana se evalud sobre bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus
y Enterococcus, y bacterias Gram negativas como Pseudomonas y E. coli y se evalud la actividad
citotéxica en lineas celulares tumorales MCF-7, mostrando actividad contra el hongo y las
bacterias Gram(+) y Gram(-) pero no asi contra las lineas tumorales. La concentracién de péptido
requerida para la inhibicidn del 50% de crecimiento de P. infestans y las bacterias estuvo entre 3

y 20 pg/mL respectivamente.
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Abstract

Antimicrobial peptides (MAP) are important components in all species, these are found in large
amounts in plants when there are infections and inflammations in animals when they have where
they can present a wide spectrum of activity. The plant defensins (DP) or y-thionins are a group
of PAM mechanisms of action that favor its activity against fungal pathogens, some have
antibacterial activity against Gram-negative, Gram positive, further cytotoxic activity against
tumor cells. In this work we isolated and purified a y-thionin or defensin present in the
intercellular spaces of tomato plants obtained by extraction of the intercellular washing fluid of
leaves of tomato Lycopersicon esculentum var. Cerasiforme after being infected with
Phytophthora infestans. This y-thionin is a basic peptide isoelectric point of 10.5, with a
molecular mass of 5.27 kDa. In this peptide the amino acid composition was determined by high
performance liquid chromatography (HPLC) showing a high percentage of amino acids such as
cysteine, arginine, lysine and glycine. Then the antifungal ability against P infestans strain used
for infection of tomato plants in this work was evaluated. The antibacterial activity was evaluated
on Gram-positive bacteria such as sthaphylococcus aureus and Enterococcus, and gram-negative
bacteria such as Pseudomonas and E. coli and evaluated the cytotoxic activity in tumor cell lines
MCF-7, showing activity against fungi and Gram (+) and Gram (-) but not against tumor lines. The
peptide concentration required for 50% inhibition of growth of P. infestans and bacteria was

between 3 and 20 mg /mL, respectively.
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Introduccion

El tomate o jitomate (Lycopersicon esculentum) es un cultivo ampliamente extendido por
todo el mundo, con importantes areas productoras en todos los continentes (Europa, Asia
y América sobre todo) y también con unos niveles altos de consumo. 130 millones de
toneladas fueron producidas en el mundo en 2008. De acuerdo a la FAOSTAT los
principales productores para este afo fueron: China (33,8 millones de toneladas),
representando cerca de un cuarto de la produccion mundial seguido por Estados Unidos

(12,6 millones de toneladas) y Turquia (10,9 millones de toneladas).

La superficie dedicada a este cultivo en Europa se ha incrementado ligeramente con
respecto al afio anterior. Esto se ha traducido en un aumento de produccion que en la
zona del mediterraneo es superior a un 9%, situandose en 14.567miles de toneladas
(Tomate News). En Estados Unidos especificamente el estado de California, principal
productor de tomate la produccion (10.720 miles de toneladas) fue algo inferior a la del
ano anterior (un 2,1% menos), al igual en los paises productores del Hemisferio Sur
(Brasil, Argentina, Chile, Australia, etc), en los que también ha disminuido. Con todo ello,
la produccién mundial de tomate se ha incrementado para este ano en un 7% (Tomate

News).

La producciéon de tomate en Colombia se ha caracterizado en los ultimos afios por un
buen ritmo de crecimiento como resultado del mejoramiento de los circuitos comerciales
y la tecnificacion de los cultivos. La tecnificacion se ve representada en la produccién
bajo invernadero, mecanismos de manejo integrado de plagas, implementacion de
buenas practicas agricolas, manejo de los estandares fitosanitarios para exportacion,

entre otros.



2 Introduccion

Segun la Encuesta Nacional Agropecuaria (ENA), para el 2007 la produccion de tomate
en el pais represento el 23% de la produccion de hortalizas para ese mismo afo frente a

una participacion del 9% en lo que respecta al area sembrada.

Estos porcentajes dan prueba del alto rendimiento de este producto que para el 2007
tuvo una relacion de 33 toneladas de produccion por cada hectarea sembrada, siendo la
hortaliza (de cultivo transitorio) de mayor rendimiento superando ampliamente el

promedio del grupo que fue de 13 t/ha.

La importancia econémica de este cultivo, hace vital la busqueda de estrategias de
mayor efectividad, mediante métodos biotecnolégico en cuanto a identificacion y
tratamiento de plagas y enfermedades, asi como la obtencién de sistemas de
produccion de semillas resistentes, nutricion y técnicas de cultivo adecuadas a la zona
productora. El manejo integrado de plagas (MIP) permite al productor el acceso a
mercados de exportacion que exigen alta calidad fitosanitaria. Dicho manejo incluye

distintas metodologias de control bioldgico, quimico, cultural y mecanico.

El tomate es una planta de la familia solanacea que hace parte de la alimentacion basica
de muchos pueblos del mundo,es susceptible a infecciones con Phytophthora infestans,
un oomycete necrofilo que desde hace mas de siglo y medio viene causando a esta
familia de plantas la enfermedad tizén tardio, penetrando por sus estomas o directamente
por la epidermis. Los dafios caudados por este patdégeno en el campo durante y después
del almacenamiento pueden representar pérdidas hasta del 100%. Datos histéricos
acerca de la enfermedad muestran que entre 1845 y 1848 se produjo una hambruna en
Irlanda y sus habitantes tuvieron que migrar a Europa y Estados Unidos debido a la

invasion de Phytophtora infestans sobre las plantaciones de papa (Jaramilo, S., 2003)

Bajo condiciones hostiles las plantas producen compuestos antimicrobianos tales como:
fitoalexinas, péptidos antimicrobianos y proteinas de bajo peso molecular tales como
tioninas, defensinas, inhibidores de proteasas y proteinas transportadoras de lipidos

entre otras.

Hasta el momento se han realizado diversos estudios sobre péptidos antifungicos

(Woloshuk y colaboradores (1991); Kristensen y colaboradores (1991)) los cuales han
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dado a conocer proteinas con pesos moleculares de 5KDa en adelante y con 50
aminoacidos de longitud involucrados en el mecanismo de defensa de las plantas. Un
grupo de estas proteinas se les denominé Proteinas-PR. Otro grupo de proteinas
antifungicas, de pesos moleculares mas bajos que las PR son las conocidas como y-
tioninas o defensinas, las cuales son pequefias proteinas clasificadas en cuatro grupos

principales, de acuerdo a sus funciones especificas.

Las proteinas PR se han aislado de plantas de tomate, tabaco y papa encontrando en
algunas actividad antifungica contra microorganismos como Phytophthora infestans,
Clavibactermichiganensi, Botrytiscinerea y Fusarium Oxysporum, los cuales atacan entre

otros éstos cultivos.

En trabajos anteriores de nuestro grupo de investigacion se habian aislado proteinas de
muy bajo peso molecular con actividad antimicrobiana (Riafio 2004 ) Sin embargo, no se
conocia el tipo de tionina y/o defensina inducida en las plantas de tomate, cultivo de gran
importancia en la agricultura colombiana, en presencia de agentes fungicos patdégenos
comoPhytophthora infestanshasta que en este trabajo se evalué y determiné que se
trataba de este tipo de péptido antimicrobiano.

En el presente trabajo se aisld, purificd, caracterizé e identificé parcialmente la
defensinao y-tionina presente en los espacios intercelulares de las plantas de tomate
resistente Lycopersicum esculentumvar. Cerasiforme después de ser infectadas con
Phytophthora infestans, con el fin de utilizarla como una herramienta mas que ayude al

disefo de estrategias de control biolégico contra este patdgeno.






1.Planteamiento del problema y justificacion

1.1. Planteamiento del problema

Phytopthora infestans es un patdégeno que ataca a las plantas de la familia
solanacea produciendo pérdidas significativas a los productores durante la

cosecha, la post cosecha y durante el almacenamiento

Las defensinas y/o y-tioninas son herramientas importantes para el fito-mejoramiento y
desarrollo de plantas transgénicas resistentes a ciertos patdgenos. Las plantas
transgénicas que expresan los mas altos niveles de y-tioninas de otras plantas pueden
incrementar la resistencia patogénica, reduciendo las pérdidas de los cultivos. Con este
conocimiento previo, en este trabajo pretendemos elucidar la funcién que desempefian
lasy-tioninas del tomate Lycopersicum esculentumvar.Cerasiforme frente al ataque de
Phytophthorainfestans y frente a otros hongos y frente a otros hongos y eventualmente

en cultivo de células.

1.2. Justificacion

La utilizaciéon de mecanismos de defensa en plantas, particularmente la expresion y
regulacién de la resistencia de amplio espectro asociada al fendmeno SAR, surge como
una alternativa viable para disefiar estrategias para el control de patégenos. La
comprension de los mecanismos naturales mediante los cuales las plantas son capaces
de defenderse, permiten producir plantas con mayores niveles de resistencia, sin que sea

necesario hacer uso de genes foraneos o extrafos a la especie.

A pesar de que aun queda mucho por investigar, los esquemas basados en la regulacién
de los mecanismos naturales de respuesta al ataque de patdégenos, representa una

forma mas viable y duradera de producir plantas genéticamente modificadas. En
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contraste con las estrategias que tienden a introducir genes foraneos y unicos de
resistencia a patdégenos cuya capacidad de conferir resistencia es superada rapidamente

por las poblaciones de patdégenos o insectos.

De este hecho surge la necesidad de purificar y caracterizar las tioninas o defensinas
presentes en los espacios intercelulares que se ha encontrado juegan un papel
importante en el mecanismo que se esta elucidando para el desarrollo de un sistema de

control contra el patégeno en estudio.



2.0bjetivos

2.1 Objetivo General

Aislar, purificar y caracterizar parcialmente las tioninas presentes en los espacios

intercelulares de las hojas de plantas de tomate (Lycopersicum esculentumvar.

Cerasiforme) resistente después de infeccion con Phytophthora infestans para evaluar su

efecto antimicrobiano contra organismos y su citotoxicidad.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar el efecto de induccion producido sobre la expresidn de tioninas presentes
en los espacios intercelulares de hojas de tomate variedad resistente antes vy

después de infeccion con P. Infestans

Aislar, purificar y caracterizar la y-tionina o defensinapresente en los espacios
intercelulares de las hojas de tomate resistente Lycopersicum esculentum var.

Cerasiforme después de haber sido infectadas con Phytophthora infestans.

Evaluar la actividad antimicrobiana del péptido encontradocontra el hongo P.

infestansy bacterias Gram positivas y negativas

Evaluar la actividad inhibitoria del péptido obtenido sobre cultivos en crecimiento de

tejidos animales.






Marco tedrico y estado del arte

3.1 Interaccidon entre las plantas y sus
patégenos

Las plantas estan expuestas continuamente al ataque de patdgenos, incluso de otras
plantas. Las plantas son organismos sésiles (inméviles) y no pueden escapar, pero cada
célula vegetal posee mecanismos de defensa activos (un “sistema de alerta”) y también
inducibles (se activan cuando la planta entra en contacto con el patégeno). Esta es una
diferencia importante con respecto al sistema inmunolégico de los vertebrados, ya que en
ellos existen células especializadas que viajan rapidamente al sitio de la infeccion, donde
eliminan al organismo invasor, o limitan su distribucion. En las plantas, el mecanismo de
defensa esta localizado en cada célula para minimizar las infecciones. Por lo anterior, la
enfermedad podria definirse como el resultado de una infeccion exitosa. Sin embargo,
una enfermedad de este tipo raramente mata a la planta. Podria interpretarse que, por
seleccion natural, han sobrevivido los patégenos de menor toxicidad (que no matan a su
huésped al que necesitan para reproducirse) y/o las plantas mas resistentes a estos

patégenos.

Se pueden reconocer dos tipos de interacciones entre las plantas y los patégenos, en

funcion de las respuestas de la planta al ataque del agente extrano:

¢ Interacciones compatibles: aquellas en la cuales un patégeno logra infectar y enfermar

a una planta. Pueden ocurrir si las condiciones ambientales son favorables, si las
defensas preformadas de la planta son inadecuadas, si la planta falla en detectar al
patégeno, e incluso si las respuestas de defensa activadas son inefectivas.

¢ Interacciones incompatibles: aquellas en las cuales no hay enfermedad porque se da

un fendmeno de resistencia de la planta. Estos mecanismos de resistencia pueden

ocurrir por:
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1. Resistencia de tipo “no hospedante”: la especie vegetal atacada no le brinda al
patéogeno las condiciones necesarias para completar su ciclo de vida, o posee
barreras estructurales preformadas, o sintetiza compuestos téxicos.

2. Mantener la infeccién confinada tras el reconocimiento del patégeno que esta
atacando.

3. Condiciones medioambientales inestables que provocan la muerte del patégeno

antes de poder “acomodarse” al nuevo medio.

3.2 Defensas preformadas de las plantas

Muchas plantas poseen defensas preexistentes al ataque del patdégeno las cuales

pueden clasificarse en:

e Bioquimicas. Involucran tres grandes grupos de compuestos: péptidos y proteinas;
metabolitos secundarios, e inhibidores de proteasas. La mayoria de las plantas
sanas poseen muchos metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas.
Tales compuestos pueden estar presentes en su forma activa, o estar almacenados
como precursores inactivos que son convertidos en las formas biolégicamente activas
por enzimas de la planta, en respuesta al ataque de patégenos o al dafo de los
tejidos. En general, estos compuestos inhibidores preformados se encuentran
almacenados en vacuolas u otros organelos de las capas celulares externas de la
planta. Dos ejemplos de inhibidores preformados muy bien estudiados son las
saponinas y los glucosinolatos.

e Mecanicas. Incluyen grosor de la epidermis, calidad de la cuticula, forma, tamafio y

localizaciéon de los estomas.

3.3 Defensas inducidas por la presencia del patégeno

Para activar rapidamente sus respuestas de defensa, la planta emplea un sistema de
vigilancia sofisticado capaz de distinguir entre las sefales propias y las generadas por un

patégeno. Mas aun, la planta es capaz de discriminar las sefiales emitidas por agentes
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patégenos de las generadas por organismos benéficos, tales como la bacteria Rhizobium
(involucrada en la fijacidon de nitrégeno en relacion simbidtica con plantas leguminosas) y
como las especies fungicas que forman micorrizas. La respuesta de la planta implica
modificar el metabolismo de las células vegetales involucradas en la reaccion de
defensa. Esto incluye la activacion de genes involucrados en funciones de defensa, la
apertura de canales para el intercambio de iones, la modificacion de proteinas y la

activacion de enzimas preexistentes(Buchanan et al., 2000)).

Esta induccion de las respuestas defensivas de la planta en forma rapida y altamente
localizada resulta en la generacion de un ambiente de condiciones desfavorables para el
crecimiento y reproduccion del patdégeno. Al mismo tiempo, las células vegetales eliminan
y dificultan la dispersién de toxinas generadas por el patdgeno. Estas respuestas inician
una respuesta sistémica de mas larga duracion denominada Resistencia Sistémica
Adquiridaque previene a la planta y a otras vecinas contra ataques futuros del mismo u
otros patdgenos. Dado que estas respuestas requieren una gran inversion de
componentes celulares, las defensas se mantienen bajo un ajustado control genético y

sélo se activan frente a la presencia del patégeno.

La activacion completa de una respuesta intensa contra el patégeno ocurre dentro de las
primeras 24 horas, conduciendo directa o indirectamente a la muerte celular y tisular
localizada. Dentro de las respuestas de defensa inducidas por la presencia del patégeno,

se pueden distinguir (entre otras):

- Respuesta hipersensible: rapida activacion de las reacciones de defensa asociadas a la

muerte celular en la planta huésped. Esta respuesta afecta al patégeno de diferentes
maneras: en el caso de los bidtrofos, los priva del acceso a mas nutrientes; en el caso
de los necrotrofos, la muerte celular resultaria en la liberacion de sustancias inhibitorias
para el patégeno.

- Activacién de proteinas relacionadas a la patogénesis (proteinas PR): son proteinas

sintetizadas por la planta en respuesta al ataque del patdégeno, que se acumulan
rapidamente luego del reconocimiento. Algunas PR son quitinasas o glucanasas,

enzimas capaces de degradar a los polisacaridos que constituyen la pared celular de
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muchos hongos, reduciendo su crecimiento. Otro ejemplo de proteinas PR son las
lipooxigenasas, enzimas que generan moléculas que extienden a toda la planta el

estado de “alerta”.

- Sintesis de Fitoalexinas: son moléculas que tienen actividad antimicrobiana. Se

acumulan rapidamente en los sitios de interaccion con el patégeno, y se biosintetizan
utilizando nuevas rutas metabdlicas que se activan por la misma presencia del
patdgeno.

- Silenciamiento génico post-transcripcional:es inducido tras la invasion de la planta por

distintos virus. La planta es capaz de reconocer estadios de la replicacién viral o una
cantidad elevada de acidos nucleicos consecuencia de la replicacion del virus. Como

respuesta, se induce el mecanismo que consiste en la degradacion del ARN viral.

- Respuestas estructurales:entre ellas, el entrecruzamiento de componentes de la pared

celular y la expulsién de papilas formadas en el sitio por el cual el patdgeno intenta

ingresar.

Muchas de las respuestas mencionadas ocurren en conjunto, garantizando una defensa
mas eficiente. Durante la evolucion conjunta de patégenos y plantas, se han ido
seleccionando mecanismos que permiten a ambos miembros de la interaccion
defenderse del otro, donde cada estrategia de una de las partes de la interaccion es
contrarrestada por una nueva en su contraparte. Por ejemplo, como consecuencia de la
co-evolucién entre los organismos y sus patdégenos, han surgido mecanismos por los
cuales muchos virus pueden evitar la respuesta de defensa de la planta a través de

genes que codifican para la sintesis de proteinas “supresoras del silenciamiento”.

3.4 Resistencia sistémica adquirida (RSA)

Como respuesta al ataque de patdgenos, se activan numerosos genes cuyos productos
degradan la pared celular de bacterias u hongos, destruyen células infectadas, etc. Esta
induccioén no ocurre soélo en el tejido inicialmente infectado, sino en hojas y otros tejidos
expuestos al patdogeno gracias a sefales que son transportadas a través del floema

(Ruiz-Medrano et al., 2001). El acido salicilico es capaz de inducir genes de defensa en
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hojas no infectadas, si bien algunos trabajos sugieren que éste es necesario para
establecer la respuesta de defensa en hojas locales y sistémicas, pero no es la sefal

movil misma (Ryals et al., 1995).

Experimentos recientes han demostrado en Arabidopsisthaliana que una proteina de
unién a lipidos es necesaria para el establecimiento de la resistencia sistémica adquirida,
lo que podria sugerir que las sefiales méviles son de naturaleza lipidica (Maldonado et
al., 2003). Por otra parte, dafio mecanico por insectos activa genes de inhibidores de
proteasas, altamente téxicos para éstos. Sefales transportadas en el floema inducen
estos genes también en hojas intactas. En algunas especies, se ha encontrado que un
péptido sintetizado en la célula acompanante, la sistemina, es la sefial transportada
(Ryan y Pearce, 1998).

Dos caracteristicas de RSA son: (1) es efectiva contra un amplio espectro de diferentes
patdgenos y (2) es a largo plazo. El espectro de patégenos puede variar dependiendo de
la planta tratada. La fuerza y estabilidad de la resistencia inducida durante varias
semanas pueden ser influenciadas por factores como las condiciones climaticas y la
nutricion. La observacion de que RSA se dispersa en la planta principalmente en
direccion apical, y se mueve hacia yemas injertadas, sugiere fuertemente que las sefales

que establece RSA son traslocadas a través de la planta.

En las células mas distantes o sea las partes no infectadas de la planta, las primeras
reacciones de defensa tipo RSA son la sintesis de proteinas relacionadas a patogénesis,
llamadas proteinas PR, las enzimas [(-1,3 glucanasas, endohidrolasas, quitinasas,
inhibidores de enzimas como la taumatina, inhibidores de amilasa y proteasas. Los genes
que son inducidos en las infecciones primarias por el patégeno, se expresan localmente y
también sistémicamente en la planta por lo que son llamados genes RSA. Otros genes
que también gobiernan las reacciones de defensa no son expresados sistémicamente
(Sha y Klessig, 1996).

3.4.1 Senalizadores en RSA: caracteristicas generales



14 Determinacion, aislamiento, purificacion y caracterizacion parcial de tioninas
presentes en espacios intercelulares de plantas de tomate resistente

Lycopersicum esculentum var. Cerasiforme después de infeccion con

Phytophthora infestans

Existe un grupo de fitohormonas, incluyendo a las auxinas, las citoquininas, el
etileno, el acido abscisico y el acido jasmonico que funcionan en las células
vegetales como iniciadores de cascadas de sefalizacién, las cuales determinan
diferentes patrones de expresion de genes requeridos para mantener y extender
espacial y temporalmente tales respuestas. El contacto de las plantas con
microorganismos las ha llevado a desarrollar sistemas de defensa inducibles que
previenen o limitan posibles efectos patogénicos. Ante la invasién del tejido
vegetal por un microorganismo, la respuesta de defensa inducible mas temprana,
o local, es la muerte celular controlada. Esta “respuesta hipersensible” es un
fendmeno cuyo objetivo es restringir la zona de invasién del microorganismo,
aislando el area por medio del refuerzo mecanico de las paredes celulares de
células circundantes y secretando compuestos que son toxicos para el patégeno,
0 bien que funcionan como segundos mensajeros en las células vegetales en la
zona aislada (fitoalexinas, péptidos pequefios conocidos como defensinas,
glucanasas, quitinasas y especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno, y como

agentes toxicos contra los patogenos)(Lépez et al., 2008)

3.4.1.1Acido Jasmonico (JA)

El 4cido jasmonico (JA) es un derivado ciclopentanona del acido linolénicoque
presenta las caracteristicas de una hormona de plantas (Sembdner y Parthier 1993).

Cuando se produce un dafio mecanico, aumentan los niveles enddgenos de JA (Creelman
et al., 1992), por una sintesis de novo, la cual provoca la activacién transcripcional de
diversos genes (genes inducibles por herida). El JA aplicado exdgenamente es capaz de
inducir estos mismos genes en plantas no dafadas (Farmer et al., 1992; Hildmann et al.,
1992). Entre estos genes se encuentran inhibidores de proteasas, y genes de la via de
los fenilpropanoides (CHS, PAL, HMGR) (Dittrich et al., 1992; Creelman et al., 1992), que
dan lugar a la sintesis de fitoalexinas, compuestos antimicrobianos de bajo peso
molecular que se sintetizan y acumulan en las plantas después de la exposicion a

microorganismos. Este hecho establece una relacion entre las respuestas de defensa por
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lesion y el ataque por patdégenos.

3.4.1.2 Acido Salicilico (AS)

El acido salicilico (AS) es una hormona que se encuentra implicada en la activacion del
RLI y RSA. El Aumento en los niveles enddgenos del AS y sus derivados en plantas
inoculadas con patdgenos coincide con la elevada expresion de genes que codifican
proteinas relacionadas con patogenicidad (PR) y la activacion de la resistencia a la

enfermedad.

Segun Dong (2001), la respuesta de una planta a una infeccion es determinada por
caracteres genéticos tanto del hospedero como del patégeno. Los genes de resistencia
permiten el reconocimiento de moléculas especificas del patégeno que resultan de la
expresion de los llamados genes de avirulencia. La interaccion “gen-por-gen” genera una
serie de cambios fisiolégicos en el sitio de infeccidn, muerte localizada de las células
involucradas con el patégeno lo que evita su crecimiento y diseminacion (conocido como
respuesta hipersensible de las células muertas), produccién de especies activas de
oxigeno (EAO), sintesis de fitoalexinas antimicrobiales y acumulacién de AS. Las EAO
son compuestos que utiliza la planta en la disipacion energética y sirven como

senalizadores desencadenantes de respuestas de adaptacion y defensa.

Para Syngenta (2001) el AS juega un rol importante en la SAR, al acumularse en la
planta después de pre-infecciones locales. La SAR no puede ser biolégicamente inducida
en plantas que no son capaces de inducir la acumulaciéon de AS. Esta es una fuerte

indicacidon que el AS es una molécula importante de senalizacion lider en la SAR.

"El AS es un compuesto encontrado en todos los tejidos de las plantas. Su concentracion
se eleva cuando las células, 6rganos o plantas son sometidos a la accién de alguna clase
de estrés, sea éste bidtico o abidtico. En estas situaciones el AS participa en forma

importante en la cascada de sefializaciéon que da lugar a las respuestas de adaptacién en
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ambientes extremos, a la expresion de los sistemas de control del dafio oxidativo asi

como a la induccion de la SAR en el caso de patogénesis” (Benavides, s.f.).

La MAP kinasa MPK4 es necesaria para la induccién de los genes defensina (PDF1.2) y
tionina (THI2.1) por MeJA, y el mutante mpk4 expresa constitutivamente genes de
defensa (PR) regulados por acido salicilico (SA), lo que sugiere que MPK4 regula la
interaccion entre las rutas de activacion de defensas mediadas por SA y JA (Petersen et
al., 2000).

Por otro lado, segun Kessmann, H.; Staub, T.; Oostendorp, M.; Ryals, J. (1994), citado
por Lardizabal, (2000), afirman que la aplicacién exdégena de AS logra que la planta
empiece a subir sus defensas internas contra las enfermedades para defenderse por si

misma.

3.5 Peptidos antimicrobianos (PAM)

Los microorganismos son las formas de vida mas abundantes en el planeta,
siendo muchos de ellos potencialmente patdgenos para otros seres vivos como
plantas, animales que han venido evolucionando combatiendo al ataque
constante de microorganismos mediante el desarrollo de sistemas de defensa

que varian en complejidad de acuerdo al grado evolutivo del organismo.

En todos los seres vivos donde se ha estudiado, se ha descrito un mecanismo de
defensa conocido como inmunidad innata, la cual es una respuesta no especifica
e inmediata que se activa por el contacto con agentes extrafios. En los ultimos
afos se han descrito diversas moléculas efectoras de la respuesta innata dentro
de las que se encuentran las proteinas de bajo peso molecular, conocidas como
péptidos antimicrobianos (PAM). Aunque combaten un amplio espectro de

microorganismos, debido a su mecanismo de accion, estos péptidos no afectan a
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las células eucaridticas. Por ello, los péptidos antimicrobianos se estan
estudiando intensamente y se estan ensayando como agentes antimicrobianos

con aplicacion en la produccion de alimentos y como agentes terapéuticos.

Las plantas no producen ningun tipo de inmunoglobulinas; sin embargo, al igual
que los animales, producen sustancias que controlan el crecimiento e invasion de
microorganismos. Ademas producen una gran variedad de compuestos
biolobgicamente activos, dentro de los cuales se encuentran pequefos péptidos,
tales como proteinas de transferencia de lipidos, puroindolinas, a/B-tioninas, y-
tioninas, defensinas de plantas, péptidos ricos en gliciha y snakins vy
desempefian un papel importante al defenderse de los microorganismos

invasores (hongos y bacterias).

Las tioninas son pequefos péptidos ricos en cisteina, usualmente proteinas
basicas encontradas en monocotiledéneas (granos) eudicotiledoneas que
incluyen plantas dicotiledéneas (diferentes especies de mistletoe y
Pyrulariapubera), y rosids (crambinas). Alrededor de 100 secuencias de tioninas
han sido identificadas en mas de 15 especies de plantas diferentes. El nombre de
tioninases usado para dos diferentes pero bien caracterizados grupos de péptidos
de plantas, a/pB-tioninas, y vy-tioninas. A pesar del nombre comun vy
probablemente, origen comun muy lejano, ellas tienen diferentes estructuras
tridimensionales. Por lo tanto se han considerado familias de proteinasseparadas
por lo que las y-tioninas se consideran mas apropiadamente defensinas de

plantas.

Tradicionalmente, a/f tioninas fueron subdivididas en cinco diferentes clases (I, II, I, IV,
y V) (Bohlmann, 1991) y algunos investigadores distinguen una clase adicional, y-
tioninas. Las tioninas tipo | estan presentes en el endospermo de los granos (familia
Poaceae) (Ergorov, 2005), son altamente basicas, y consisten de 45 aminoacidos, 8 de
los cuales son cisteinas. El tipo Il fue aislado de hojas y nueces de la planta parasita
Pyrulariapubera (Vernon 1992), y de las hojas de cebada Hordeumvulgare (Bolhmann,

1987; Rodriguez-Palenzuela, 1988). Ellas son ligeramente menos basicas que las de tipo
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| (reducen la carga positiva de +10 a +7) y consisten de 46-47 aminoacidos. Ambos tipos
| y Il tienen cuatro enlaces disulfuro. El tipo Il ha sido extraida de hojas y tallo de
especies de mistletoe, tales como Viscumalbum, horadendrontomentosum,
Phoradendron liga, y Dendrophthoraclavata (Samuelsson, 1970; Mellstrand, 1973;
Thunberg, 1982; Samuelsson, 1977) y consiste de 45-46 aminoacidos. Estas tioninas,
que tienentres puentes disulfuro conservados con respecto a los tipos | y I, son tan
basicas como las del tipo Il. El tipo IV, que consiste de 46 aminoacidos con tres enlaces
disulfuro y carga neutra, ha sido extraido de semillas de Abyssiniancabbage. El tipo V
son formas truncadas de las tioninas regulares encontradas en algunos granos como el

trigo, y hasta ahora no han presentado actividad toxica.

Todos los cinco tipos de a/f tioninas son altamente homodlogos en el nivel de
aminoacidos. Trabajos estructurales han mostrado que las cinco clases exhiben el mismo
motivo estructural, y las clasificaciones anteriores parecen menos soportadas por

estructuras tridimensionales.

Las tioninas aisladas y caracterizadas hasta ahora fueron agrupadas segun el
origen como toxinas de muérdago (clase lll) tioninas biolégicamente activas
(clases I-lll) y todas las tioninas (clase I-V), alineandolas separadamente con

ligatoxina B como se muestra en la Fig 1(A).
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Figura 1: alineacion de la secuencia de aminoacidos de Tioninas. Para las lineas de secuencia se uso el
cédigo de una letra para los aminoacidos, donde: * indica residuos conservados o idénticos en todas las
secuencias alineadas. : indica sustituciones conservadas. .Indica sustituciones semi-conservadas. (A)
secuencia multiple alineada de todas las Tioninas secuenciadas con ligatoxina B. (Li et al., 2002)

En todas las Tioninas de muérdago, incluida la ligatoxina B, de los 46 residuos
de aminoacidos, 24 fueron idénticos en las posiciones 1-5, 7, 10-11, 13-14, 16-17,
20, 23, 26-27, 30-36 y 40. El C-terminal también se conserva con un residuo de
aminodacido basico. Todas las tioninas biolégicamente activas presentan una alta
homologia en el nivel de aminoacidos, con residuos de cisteina altamente
conservados, asi como también residuos de serina, treonina, tirosina, glicina,
alanina y serina en las posiciones 2, 7, 13, 20, 28 y 37 (la numeracién
corresponde a la secuencia de la tionina de Pyrularia) y un residuo de aminoacido
menos conservado, cargado positivamente. También se conservan los residuos

basicos en N-terminal y C-terminal.
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En contraste con las tioninas biolégicamente activas, las crambinas no tienen
carga positiva a pH neutro, ni un N-terminal o C-terminal basico. La linea general
de las tioninas mostré que los residuos de cisteina de la crambina se conservan,
lo cual contribuye putativamente a la estabilizacién de las estructuras avanzadas.
Se encontré también una alta conservacion en los residuos de alanina y glicina en

posiciones 20 y 37 en todas las tioninas. (Li et al. 2002).

Actualmente, algunas especies de granos tales como trigo o arroz han multiplicado
variantes de las tioninas diferencialmente expresadas en algunos tejidos. Las tioninas
también han sido encontradas en multiples especies de mistletoe. Samuelsson aislé
tioninas de otros miembros de la familia de la Viscacea, tales como foratoxinas A y B de
Phoradendrontomentosum,denclatoxina B de Dendrophtoraclavata, y ligatoxinas Ay B de
P. liga. La importancia de estos estudios fue la aplicacién de estos extractos para
propositos médicos. Estos extractos mostraron efectos toxicos severos, especialmente

contra células de cancer (Stein, 1999).

Las y-tioninas se descubrieron en la década de 1960 como una nueva clase de péptidos
de plantas que in vitro presentaban actividad letal contra patégenos de plantas. Fueron
los primeros péptidos purificados de células eucariotas que tenianun papel clave en la
defensa de las plantas. Esta clase de péptidos encontrados en algunos tejidos de
plantas, como semillas, estomas y raices se han localizado dentro y fuera de la célula,

incluyendo el espacio extracelular (Selitrinnikoff, 2001).

Se ha encontrado que las y-tioninas cumplen diversas funciones en la naturaleza,
mostrando tanto actividad antimicrobiana como antifungica (Thevissen et al.,
1996), inhibiendo el crecimiento de células de mamiferos por permeabilizacion de
membrana (Li et al., 2002) e inhibiendo a-amilasas y proteasas en insectos
(Bloch& Richardson, 1991). Aunque las y-tioninas actuan en la defensa de las
plantas contra el ataque de patdégenos, se han encontrado algunas excepciones

como por ejemplo una proteina cargada en forma neutra conocida como
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crambina, proveniente de la semilla de Crambeabyssinica, aunque no muestra ni
actividad antimicrobiana, ni antifungica, ni inhibicion enzimatica, es responsable

del sabor dulce en las semillas de la planta.

La mayoria de residuos son extremadamente variables, demostrandose en
estudios in silico, que la homologia de la estructura primaria de y- tioninas no es
suficiente para determinar su funcién biolégica (De Lucca et al.,, 1997,
Selitrennikoff, 2001). Sin embargo, se ha encontrado que el dominio C-terminal de
las y-tioninas es un importante determinante en la actividad antifungica, asi como
también los aminoacidos basicos lisina y arginina. En otros estudios se ha
encontrado una estructura bioactiva muy conservada entre los péptidos
antimicrobiales. Cuando NaD1 (Nicotianaalatadefensina) una proteina parecida a
la y-tionina de las flores de Nicotianaalata, con actividad biolégica hacia pestes de
insectos fue comparada a otras secuencias del banco de datos, se observé una
gran semejanza para alfAFP, una defensinaantifungica de la alfalfa (Medicago
sativa)(Lay et al., 2003).

De otro lado, NaD1 mostré solamente baja identidad de secuencia para péptidos
antifungicos como Rs-AFP1, una defensina de planta de semillas de rabano
(Raphanussativus), Ah-AMP1de castafio de indias (Aesculushippocastanum) y
para drosomicina de D. melanogaster(Lay et al, 2003). Otros estudios
desarrollados con Cp-tionina, una proteina de Ila semilla de frijol
(Vignaunguiculata), han corroborado la acrecentada semejanza de estas v-
tioninas (57-81%) con otras clases de proteinas que incluyen proteinas ricas en
sulfuro, inhibidores de a-amilasas y proteasas y péptidos antifungicos. En efecto,
las Cptioninas solamente inhiben proteasas de serina tipo tripsina, mientras otras
actividades no fueron observadas (Melo et al., 2002) concluyendo que, en este

momento es imposible determinar la funciéon usando sélo la estructura primaria.

Analizando las estructuras de diferentes tioninas, es posible observar que las a 'y
B tioninas son mas similares entre ellas que con las y-tioninas (Castagnaro et al.,

1992, 1994). Estas ultimas presentan una secuencia de aminoacidos mas
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pequena, aunque las Cp-tioninas y la crambina presentan una secuencia mas
larga. Los residuos de cisteina estan casi totalmente conservados entre tioninas,
siendo importantes para la estabilidad de la estructura como se anotd
anteriormente. A pesar de que estos residuos no estan totalmente conservados
en y-tioninas, la construccion de imagenes de y-tioninas de M. sativa y M.
truncatula mostraron que un residuo cargado positivamente en C-terminal es
critico para la actividad antimicrobial. Los residuos de glicina, estan altamente
conservados para grupos de y-tioninas siendo importantes en la flexibilidad de los

péptidos y en el desarrollo de la funcion (Spelbrink et al., 2004).

Por otro lado, mientras la estructura primaria no muestra una correspondencia
entre la funcion y la alta homologia en la secuencia, la estructura terciaria de la
mayoria de las y-tioninas estd altamente conservada en todos los grupos
funcionales (Nitti et al., 1995). La estructura terciaria de las y-tioninas esta
compuesta basicamente por una alfa hélice y tres hojas beta antiparalelas,
formando un tipico sandwich anfipatico de dos capas aff (Bruix et al.,1993,y 1995)
Figura 2. NaD1 y alfALP muestran esta composicion tipica, donde las cadenas
presentan una topologia 1 una B3 una (2, indicando a primera vista un
mecanismo de accién similar entre las dos. Sin embargo, esto no es

particularmente cierto para la familia de las y-tioninas.

La caracteristica central de la estructura 3D de la NaD1 es un motivo comun que
consiste de una cisteina estabilizada a8 (CSap). De otro lado, la a-hélice muestra
una estructura inusual debido a la presencia de dos residuos (Pro 18 y Pro 19) en
conformacion trans en la estructura N-terminal (Nitti et al., 1995). La estructura 3D
de las y-tioninas fue comparada exitosamente con otras proteinas, tales como
neurotoxinas de escorpion, endotelinas humanas, safarotoxinas de serpiente,
opaminas y defensinas animales. La comparacién anterior también es valida para
Sla1, una y-tionina de las semillas de sorgo bicolor, la cual mostré una topologia

similar a la toxina de escorpion.



Capitulo 3 23

AN

-

-Purothionin o 1-Purothionin v-Hordothionin

Figura 2: Comparacioén de estructuras 3D de Tioninas de plantas (Guex&Peitish, 1997)

A pesar de que esta clase de proteinas tienen una baja homologia de secuencia,
parece que las y-tioninas, las neurotoxinas de escorpion y las defensinas de

insectos provienen de un unico ancestro (Figura 2).

Algunas descripciones de estructuras de y-tioninas muestran un proteina plegada
similar a una letra mayuscula L, con dos a-hélices y un tramo corto de una [3-hoja
antiparalela, conectada por algunas codos de diferentes longitudes (Oita et al.,
2000). Sin embargo, se observé una y-hordotioninas como una proteina plegada
similar a una y-purotionina, la cual estd compuesta por una a-hélice corriendo en

sentido contrario a una cadena corta 3-hoja antiparalela (Castagnaro et al., 1994).

Se observaron algunas diferencias en crambina, una tionina hidrofébica de C.
abyssinica, la cual mostré dos formas isoméricas en una relacion 3:2. El isémero
principal tiene prolina y leucina en posicion 22 y 25 respectivamente (forma PL);

el isdbmero menor tiene serina e Isoleucina en la mismas posiciones (forma Sl).

En la estructura cristalina que forma la mezcla, la densidad electronica de la
cadena lateral para residuos heterogéneos esta superpuesta. Las diferencias
entre ambas secuencias de aminoacidos de la crambina estan situadas sobre los
residuos de serina o prolina en posicion 22, mientras en la posicién 25 se puede
encontrar un residuo de leucina o isoleucina. Entonces, la crambina parece tener
dos microtipos heterogéneos basados en la estructura primaria, sin diferencias en
su estructura terciaria (Yamano et al., 1997). Ademas la Pro 25 de la crambina
puede promover una pequefia angulacién en la estructura de la proteina creando
pequefias diferencias conformacionales entre ambas formas. Si estas
comparaciones se extendieran un poco mas, se podria observar una muy baja

homologia en la secuencia y una distribucion poco homogénea de los
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aminoacidos basicos a lo largo de la estructura primaria en la crambina, y-
tioninas, a y B-tioninas, reflejandose directamente en la estructuras 3D (Fant et
al., 1998).

Mientras la crambina y la a1-purotionina tienen la forma de la letra T, donde el eje
vertical estd compuesto por dos a-hélices antiparalelas y cadenas extendidas en
el brazo horizontal, las y1-puroTioninas y y1-hordotioninas muestran un letra L
plegada, con una a-hélice en un arreglo paralelo a tres cadenas 3-hojas (Bruix et
al., 1993). A pesar de las diferencias y semejanzas de las estructuras de las vy-

tioninas, en este momento es imposible relacionar estructura y funcion.

Se ha demostrado que la estructura 3D de las y-tioninas puede no estar
relacionada con su mecanismo de accién, pero puede estar correlacionada con la

distribucion de los residuos de aminoacidos en la superficie (Almeida et al., 2002).

El mecanismo de accion de Psd1, un péptido aislado de Pisumsativum, fue
sugerido por comparacion con otras y-tioninas, de acuerdo a su estructura
terciaria y las cargas de los aminoacidos (Almeida et al., 2002). La semejanza de
la estructura 3D entre Psd1 y otros péptidos no revelaron funcion similar, pero
una comparacion entre la distribucion de carga en la superficie de algunas y-
tioninas llevo a algunas semejanzas funcionales como antifungicos, bactericidas y

bloqueadores de canales (Almeida et al., 2000 y 2002).

En la ultima década, se ha encontrado que algunas y-tioninas son capaces de
inhibir enzimas digestivas, agrupando a las y-tioninas en un selecto grupo de
proteinas sintetizadas en respuesta a pestes de insectos (Franco et al., 2002;
Melo et al. 2002). Algunas y-tioninas descritas hasta ahora son capaces de inhibir
a- amilasas de insectos (Bloch y Richardson, 1991) y otras pueden inhibir
serinaproteasas. En este campo, y-hordotioninas aisladas de sorgo (S. bicolor)
fueron el primer ejemplo de una y-tionina capaz de inhibir a- amilasas de insectos

pero incapaz de inhibir a-amilasas de mamiferos.
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Se ha especulado sobre el mecanismo de accion de esta actividad inhibitoria.
Estas y-tioninas forman un complejo Ca*-Sla1, sugiriendo que el calcio es
quelatado y la a-amilasa del patdégeno desestabilizada, llevando a la inhibicion de
la enzima. Por tanto, la actividad de inhibicion de las y-hordotioninas ocurre
solamente contra a-amilasas dependientes de calcio (Castro y Vernon, 2002). Es
importante recordar que las a-amilasas no son la unica clase de enzimas
inactivadas por y-tioninas. Un péptido aislado de semillas de Cassiafistula, con
cuatro puentes disulfuro y semejanza estructural al grupo de y-tioninas, mostré
actividad inhibitoria contra serina proteasas. Este péptido fue el primer ejemplo de
una y-tionina con actividad contra enzimas como tripsina (Wijaya et al., 2000).
Ademas una y-tionina de la semilla del frijol (Vignaunguiculata) también presento
actividad inhibitoria contra algunas tripsinas. EI mecanismo inhibitorio presentado
por modelacién molecular nos sugiere que el sitio catalitico podria ser bloqueado
por la y-tionina del frijol. El residuo inhibidor Lys11 ocupa una cavidad especifica,
resultando en un mecanismo de forma canonical con una estequiometria 1:1 de
interaccion Cp-tionina- BPT (Tripsina pancreatica de bovino) (Melo et al., 2002).
La asociacion entre Cp-tionina y tripsina debe ser mediada por el agua, como en
el caso del inhibidor de tripsina pancreatica de bovino (BPTI) (Freitas et al., 1999).
Sin embargo, las Cp-tioninas no fueron capaces de inhibir quimotripsina,
haciendo a las Cp-tioninas diferentes de los inhibidores de BowmanBirk, los

cuales pueden inhibir tanto tripsina como quimotripsina (Melo et al., 2002).

Ademas, estudios recientes mostraron que NaD1 exhibié actividad antifungica
contra patogenos de plantas in vitro, asi como también hacia insectos por
inhibicibn de enzimas como tripsina y quimotripsina (Lay et al., 2003) Como
muchas otras y-tioninas, el motivo CSaf3 de la estructura puede ser la llave para

la actividad funcional de NaD1.

Lasy-tioninas son conocidas por su efectividad contra bacterias, mostrando esta

actividad biolégica con extrema especificidad y no toxicidad hacia otros
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organismos (Villa-Perellé et al., 2003). Ademas, estas proteinas parecen ser

especificas para un cierto grupo de bacterias.

Las y-tioninas son capaces de inhibir el crecimiento de bacterias Gram-negativas
pero rara vez inhibe el crecimiento de Gram positivas o viceversa (Diaz et al.,
1992). Un péptido aislado de espinaca (S. oleracea) presentd actividad letal
contra bacterias tanto Gram negativas como Gram positivas considerandose una
excepcion a la mayoria de y-tioninas. Ademas, este péptido mostrd una actividad
mejorada contra hongos fitopatogénicos ( Segura et al. 1998, Garcia-Olmedo,
1998), deduciéndose por lo tanto, que las y-tioninas de la espinaca poseen un
amplio espectro de accidon. Resultados similares se obtuvieron para dos péptidos
aislados de la semilla de trigo (Fagopyrum esculentum), los cuales presentaron

actividad antimicrobial contra bacterias Gram positivas y negativas.

Dos y-tioninas antimicrobiales aisladas de bulbos de tulipan (Tulipa gesneriana L.)
mostraron actividad contra bacterias tales como Erwiniacarotovora,
Agribacterumradiobacter, Agrobacteriumrhizogenes,
ClavibactermichiganensisCurtobacteriumflaccumfaciens (Fujimura et al., 2004).
Recientemente dos péptidos de raices de bambu japonés, mostraron actividad

contra bacterias patogénicas de plantas (Fujimora&Tadera, 2005).

Como se describié antes, las y-tioninas exhiben una estructura muy conservada. Esta
caracteristica anfipatica esta estrechamente relacionada con el rompimiento de la
membrana microbial y el liposoma fosfolipidico. EI mecanismo de defensa molecular
antibacterial permanece aun sin ser aclarado, pero sin embargo, algunos mecanismos se
han sugerido. Como es conocido la superficie lipofosfobacterial (LPS) es una barrera
permeable que confiere resistencia a agentes antimicrobiales y modificaciones
ambientales, incrementando la sensibilidad hacia compuestos catidnicos e hidréfobos
(Nikaido, 1989).
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Una hipétesis para el papel de las y-tioninas en la actividad antibacterial se infiere sobre
la forma en que las proteinas cargadas positivamente interactuan con los fosfolipidos de
la membrana cargados negativamente, seguida por la modificacion de permeabilidad de
la membrana. Sin embargo la implicacion de un receptor especifico no ha sido
descartada, ya que las y-tioninas se enlazan a fosfolipidos especificos. La interaccion de
las y-tioninas con las membranas parece ser la primera etapa en la exposicion de
toxicidad, seguido de un desbalance catidénico (Caaveiro et al., 1997). De otro lado, en
plantas, las tioninas activan las redes de sefialamiento que regulan las respuestas

innatas, incluida la reaccion de hipersensibilidad en plantas (Li et al., 2002).

Otro factor importante esta relacionado con la especificidad. Aunque se han encontrado
algunas caracteristicas comunes para algunas tioninas antibacteriales, es importante
saber que a pesar de los esfuerzos realizados en este sentido, el mecanismo real de

especificidad de y-tioninas aun no es claro.

Las y-tioninas antifUngicas son mas numerosas que las y-tioninas antibacteriales. Sin
embargo, algunas y-tioninas antifungicas también presentan toxicidad a otros
organismos. Un ejemplo de esto es el péptido aislado de bulbos de tulipan y trigo, estos
péptidos muestran actividad contra bacterias y hongos, siendo mas alta la actividad

antibacterial (Fujimora et al., 2004).

El mecanismo de accidén antifungico parece ser ocasionado por una interaccién a un
receptor especifico como un canal iénico o a un esfingolipido (Bloch et al.,, 1998,
Thevissen et al.,, 1996 y 2005). Una observacion interesante es que la interaccion
electrostatica tionina-membrana celular podria ser reducida por cationes divalentes,
como Ca®*(Lay et al., 2003). Las y-hordotioninas de la cebada son capaces de interactuar
eléctricamente con la bicapa lipidica del hongo, enlazandose a la superficie de la
membrana (pero no insertandose dentro de ella) conduciendo a la permeabilizacion y

rompimiento de la organizacién de la membrana. Por lo tanto, el mecanismo no puede
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ocurrir a través de una interaccion directa proteina-proteina, sino a través de un lipido

receptor de membrana (Thevissen et al., 1996).

Una posible explicacién de cémo se causa el dafo de la membrana después de la
interaccion con la superficie de la célula del hongo, podria explicarse con un trabajo
reciente, donde las tioninas se pudieron enlazar a los glicolipidos de la superficie de la
membrana del hongo. En este caso los glicolipidos actuaron como receptores de
membrana a pesar de dos o mas proteinas que podrian estar involucradas, con la
consecuente formacion de poros permitiendo el flujo de iones hacia adentro y hacia
afuera de la membrana. En este trabajo se observd que este mecanismo bloquea la
entrada de iones Ca®* (Spelbrink et al., 2004).

Como la membrana celular del hongo mantiene los poros abiertos, es otra cuestion que
aun no se ha resuelto, sin embargo, se piensa que esto se puede dar por la repulsion de
las cargas positivas de las tioninas o por su interaccién hidrofobica con los fosfolipidos de
la bicapa. Por lo tanto, si las cargas positivas de las tioninas mantienen los poros
abiertos, los iones K* y/o Ca®* seran repelidos hacia fuera de la célula, este mecanismo

se puede observar en la Figura 3.

[0}
G g 8
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1 K K K () I K (D)

Figura 3: Probable mecanismo de accién de las tioninas con actividad antifingica, usando glucosacaridos
como receptores para la insercién del hongo en la membrana celular.
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La atraccion de las tioninas por los receptores de la membrana del hongo, puede estar
dada por las interacciones ionicas entre los residuos de las cadenas laterales de las

tioninas y los glicolipidos cargados de la superficie celular (Almeida et al., 2002).

En estudios realizados con Sla1, una proteina del sorgo bicolor, se encontré que
presenta una actividad dual hacia hongos y bacterias, mostrando una estructura tipica de
sandwich a + B con una hélice sostenida por dos puentes disulfuro localizados contra la
hoja. EI mecanismo de accion aun no esta definido, pero parece que la conformacion de
los loops libres de las y-tioninas son factores importantes para la actividad antimicrobiana
(Selitrennikoff, 2001).

3.6 Patégeno: Phytophthora infestans

Es un parasito facultativo que vive sobre diversas solanaceas, especialmente en papa, y
es de gran importancia econdémica, ya que cuando las condiciones son favorables para
su desarrollo produce la enfermedad llamada mildéu, podredumbre, gangrena o tizén
tardio de la papa y el tomate, siendo este ultimo el nombre mas generalizado; existen
cerca de cuarenta variedades de este patdgeno, de las cuales la mayoria se encuentran
en el suelo(Abad G. and Abad J., 1995).

3.6.1 Clasificacion taxonomica
Reino:Chromista, Clase: Oomycetes, Orden: Peronosporales, Familia: Pythiaceae,

Geénero: Phytophthora, Especie: infestans.

Phytophthora infestans, pertenece a la clase Oomycetes; clasificados inicialmente, como

hongos inferiores, pero segun analisis moleculares recientes (Villegas J. S. 2003), se
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mostré claramente que estan agrupados dentro del linaje Stramenophile el cual fue
creado para incluirlos junto a las algas cafés (Gigantes marinas), las algas verde-amarillo
y las café dorado. Algunos investigadores ubican a todo aquello que no sea planta,
animal, hongo o bacteria en un reino diferente llamado Protista y es probable que en los

proximos afos se ramifique en otros nuevos reinos (Villegas J. S. 2003).

Aunque los Oomycete son un grupo distinto de patdégenos de plantas considerados hasta
hace poco como hongos y reclasificados en un taxén distinto, mas relacionado a las
algas que a los hongos (Abad G. and Abad J. 1995, Villegas J. S. 2003, Erwin, D.C. et
al., 1996), epidemiolégicamente sin embargo, tienen mucho en comun con los patégenos

fungicos, en cuanto al espectro deenfermedades producidas en poblaciones de plantas.

3.6.2 Descripcidn

Phytophthora infestans presenta un micelio cenocitico, que se ramifica originando
esporangioforos o conidioforos, los cuales contienen los zoosporangios o conidios
respectivamente. Los zoosporangios se forman en las puntas de las bifurcaciones y
tienen forma de un limoén. (Carlie M.J. 1983, Mc Leod A, et al 2001).

En los sitios donde se forman los esporangios, los esporangiéforos forman hinchamientos
caracteristicos del hongo, y conforme prosigue el crecimiento de las puntas de las ramas,

los esporangios son desplazados hacia los lados y mas tarde se desprenden.

A temperaturas cercanas a los 15° C, se forman los zoosporangios, que contienen de 2 a
8 zoosporas biflageladas, que son diseminadas cuando se rompe la pared esporangial a
nivel de su papila. Cuando la temperatura se eleva entre el rango de 22 a 32° C, surgen
los conidios. (McLeod A, et al.,2001), Smith, J. A. et al. 1974).
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3.6.3 Ciclo biolégico

La infeccidn inicial en los cultivos se produce generalmente al inicio de la época lluviosa,
al colocarse en la tierra fragmentos de papa con objeto de propagarla. Si alguno de estos
fragmentos esta infectado con micelio del hongo, al germinar las yemas, el micelio se
desarrolla en los brotes y en poco tiempo forma esporangios, si las condiciones de
humedad y temperatura son favorables. Estos esporangios son llevados por el agua o el
viento a la superficie de plantas sanas, en donde pueden germinar directamente o formar
zoosporas. Asi que la primera infeccion de un cultivo proviene de los tubérculos
parasitados, en los que el micelio ha pasado el invierno o el tiempo de almacenamiento
de los tubérculos. Los primeros brotes infectados son los que difunden la enfermedad
(Dominguez F. 1965., Cortez Pedro E. 2002)

Figura 4 .Ciclo de vida de Phytophthora infestans.

Fuente: http://www.cals.ncsu.edu/plantpath/people/faculty/ristaino/projects/projects.html.

Si las zoosporas caen sobre las hojas, ya sea en el haz o en el envés, nadan un poco en

el agua de lluvia que exista sobre ellas, se enquistan y luego cada una produce un tubo
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de germinacion que forma un apresorio y de este una hifa infectiva que atraviesa las
células epidérmicas, perforando la cuticula, o bien el tubo penetra directamente o a
través de los orificios de los estomas. Una vez que llega a los tejidos internos de la hoja,
este tubo desarrolla un micelio intercelular muy ramificado, y muchas de sus hifas forman
haustorios dentro de las células. En pocos dias (0 o 7), el micelio vegetativo alcanza su
madurez y, entonces, principalmente por el envés de las hojas, emergen a través de los
estomas numerosas hifas que constituyen esporangioforos ramificados, cuyas ramas
estan formadas de células colocadas unas a continuacién de otras, dando el aspecto de
nudos y entrenudos. En la terminacion de las ramas, o en las partes laterales de las
mismas, y a partir de las células que las constituyen, se forman esporangios con forma
de limon. Estos esporangios se desprenden, y por el agua o por el viento son llevados a
los tallos o tubérculos de la misma planta o de otras. La germinacion de los esporangios
se puede efectuar de dos maneras, directa o indirecta. En el primer caso, a partir del
esporangio se origina un tubo que penetra por la epidermis y forma un micelio en los
tejidos internos. En el segundo caso, que es el mas comun, el esporangio forma
numerosas zoosporas biflageladas que al madurar se escapan por rompimiento de la
pared del esporangio en su parte terminal. Una vez libres, las zoosporas se comportan
como ya se indicd y dan lugar a nuevas infecciones. (Cortez Pedro E. 2002, Judelson
H.1997, Zapata J. 1994).

La reproduccion sexual en este oomycete parece ser poco frecuente. Se han encontrado
o6sporos en tubérculos infectados, pero estos elementos no desempefian un papel

importante en la propagacion de la enfermedad, ni en la supervivencia de la especie.

Durante el desarrollo de los 6rganos sexuales, el oogonio perfora el anteridio, crece a
través de este y adopta un aspecto globoso arriba del mismo. El anteridio es
plurinucleado y, ya maduro, forma una especie de embudo con aspecto de collar,
alrededor de la base del oogonio; es decir, corresponde al tipo llamado anfigeno. Aunque
el oogonio tiene varios nucleos, sélo uno es fecundado y los demas se desintegran, de

manera que en cada oogonio se forma una sola asopora. Esta es aplerétita, es decir, no
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llena la cavidad del oogonio como en otros peronosporales, cuyas oosporas son
llamadas pleréticas porque si llenan las cavidades de sus correspondientes oogonios.
Los términos aplerotico y plerético también se pueden aplicar a los oogonios o a los
esporangios, segun estén llenos, en forma parcial o total, de elementos reproductores:
oosporas 0 zoosporas, respectivamente. En general, la primera hifa que resulta de la
germinacion de la oospora forma, en su extremidad, un esporangio que puede germinar
directamente o, con mas frecuencia, produce zoosporas biflageladas que germinan sobre
un hospedante adecuado después de enquistarse e inician una nueva infeccion en el
mismo. (Cortez Pedro E. 2002, Judelson H. 1997, Zapata J. 1994).

3.6.4 Enfermedad: Tizén Tardio

Esta es una de las enfermedades mas comunes y devastadoras, reportada en la mayor
parte de las regiones productoras de tomate y papa (Sung, Z.R. 1976) y puede llegar a
destruir la totalidad de un cultivo entre 10 y 15 dias, si los campos no se encuentran
protegidos con fungicidas y las condiciones climaticas son las apropiadas para el

desarrollo del patégeno.

3.6.4.1 Sintomas de la enfermedad

El patégeno es capaz de atacar cualquier parte aérea de la planta, y aunque se observan

cambios en tallos, frutos y hojas, los primeros sintomas aparecen enestas ultimas.

Figura 5. Sintomas del Tizon Tardio ocasionados por Phytophthora infestans. AHojas B. Frutos y, C. Tallo.
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Hojas: Manchas amarillas en los bordes y en el apice de las hojas, que luego se hacen
pardas y terminan por ennegrecerse, y al mismo tiempo aumentan de tamafo hasta
alcanzar el centro de la hoja. En el envés de las hojas, se forma una zona blanca,
algodonosa constituida por hifas del hongo; poco después los foliolos se hacen flacidos y

mueren (Dominguez F.1965, Disagro1996).) Figura 5A

Tallos: Manchas parduzcas, los tallos se debilitan y parten con facilidad. Figura 5C.

Frutos: Es comun observar la presencia de manchas de aspecto humedo en cualquier
estado de madurez, éstas son hundidas e irregulares, que al aumentar de tamafio,

pueden llegar a cubrir por completo el fruto y ocasionar pudricion. Figura 5B.

3.6.4.2 Ciclo de la enfermedad

El hongo puede sobrevivir como o6sporos en la tierra y desechos en el campo, o como
micelio en los frutos de tomate. La temperatura de 18° C y humedad relativa entre 90 y
100% durante la noche, son condiciones Optimas para el inicio de la infeccién; después
cuando la temperatura oscila entre los 17 y 21° C, la enfermedad se desarrolla
rapidamente. Las zoosporas y conidios originan la infeccién secundaria y son

transportados por la lluvia, viento o insectos (Disagro. 1996)



4. Materiales y Métodos

4.1. Materiales

4.1.1. Propagacioén en invernadero del material vegetal (Tomate,

Lycopersicum esculentum var.Cerasiforme)

Seutilizaron semillas de tomate variedad resistente “Lycopersicum esculentum
var.Cerasiforme”, perteneciente a la coleccion del Germoplasma Nacional suministrada
por CORPOICA, con numero de acceso 1587 que presenta resistencia en campo a P.

infestans segun informacion de la misma entidad.

Se germinaron 120 semillas de tomate variedad resistente en camara humeda en cajas
de Petri, durante 12 dias, luego se trasplantaron en vasos desechables medianos de 200
mL que contenian 250 gramos de tierra de jardin. Se dejaron crecer en condiciones de
invernadero durante 4 semanas, después de las cuales se trasplantaron a recipientes
plasticos que contenian 1 K de suelo debidamente tamizado y con un alto contenido de
materia organica (%). Se regaron a diario y se fertilizaron 4 semanas después de

trasplantadas con una dosis de 1g/planta de fertilizante comercial NPK 15:15:15.

4.1.2 Material biolégico fitopatégeno

Para inducir resistencia sistémica en las plantas de tomate, se inocularon con P
infestans; libre de cualquier microorganismo en la etapa adecuada de reproductividad

para obtener una inoculacion exitosa.

El aislamiento A60 de Phytophthora infestans empleado para este trabajo fue

suministrado por el laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Agronomia de la
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Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota. La virulencia de este aislamiento se
potencializé colocando un trozo de micelio en la parte inferior de discos de papa,
previamente lavadas con hipoclorito de sodio al 1 %, enjuagadas con agua destilada y
flameadas; el patégeno se dejo crecer por 3 dias hasta la aparicion del micelio en la
superficie del disco. Una vez potencializada la virulencia del oomycete, éste se repico en
medio arveja-sacarosa-agar en una proporcion (60:20:20) (Anexo A) y se incubd a

temperatura ambiente en oscuridad, durante 25 dias para mantener estructuras jévenes.

Para obtener la suspension de esporangios, se tomaron cajas de Petri con cultivo de P
infestans de 11 a 15 dias en medio sdlido y con ayuda de una espatula se desprendieron
del micelio los esporangios y se resuspendieron con 10 mL de agua desionizada estéril a
temperatura ambiente. Se determind la concentracion de esporangios mediante camara
de Newbauer y se ajusté la concentracion a 1x10* células/mL. Esta operacion se llevé a

cabo en cabina de flujo laminar en asepsia total.

4.1.3 Induccién de resistencia sistémica en plantas de tomate
(Lycopersicum esculentum var.Cerasiforme) con P infestans.

Después de 3 meses de trasplantadas las plantas de tomate solo el 75% sobrevivié. De
estas se tomd el 50% de cada especie para inocular y el otro 50% se dejé como blanco.
Se adecuaron dos mesas del invernadero como camaras, cubriéndolas con polietileno
transparente y sobre éste polietiieno negro para controlar luminosidad, humedad vy

temperatura.

En cada mesa se colocaron aproximadamente 45 plantas de cada variedad y se
inocularon con la suspensién de esporangios de P infestans de 1x10* células /mL. Una

hora antes de la inoculacién se rociaron con agua corriente para favorecer la apertura de



estomas. El inoculo se aplicé inicialmente en forma de gota sobre cada hoja y finalmente

en forma de espray con atomizador a lo largo de toda la planta.

Las plantas se mantuvieron en condiciones de invernadero en la oscuridad durante tres
(3) dias para promover la propagacion del patégeno. Se retird el polipropileno oscuro
después de estos dias cambiando de esta manera las condiciones iniciales a las del
ambiente del invernadero para inducir las plantas a una respuesta después del ataque
del patégeno. Se rociaron todos los dias dos veces mafnana y tarde para mantener una

humedad relativa alta.

Después de 15 dias las plantas empezaron a presentar la sintomatologia de infeccion, en
algunas hojas, tal como manchas grandes color café y posterior marchitamiento. Una vez
observados estos signos se procedié a desfoliar para obtener el liquido de lavado

intracelular (Beyer, et al., 1984).

4.1.4 Extraccion de la proteina

Se evalud el liquido de lavado intercelular de las hojas en plantas sanas y plantas

inoculadas. Se utilizé el sistema de infiltracién de agua destilada a 4°C

4.1.4.1 Obtencion del liquido de lavado intercelular (LLI)( Martin et
al., 2003,Meyers, et al., 2005)

Se siguio el procedimiento realizado por Riafioy col.,(2004). Se recolectaron los foliolos,
se lavaron tres veces durante 30 minutos uno a uno utilizando agua destilada a
temperatura ambiente. Se seco el material con papel absorbente por el haz y el envés,
luego se peso. Este material se sumergié en agua destilada a temperatura ambiente por

dos horas para remover cualquier contaminante y promover apertura de estomas
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Al cabo de las 2 horas se retiran los foliolos del agua, se secan y se disponen
verticalmente en fajos colocando el envés hacia afuera, para introducirlos en una
canastilla plastica con tapa. Esta canastilla se introduce en un desecador para vacio,
lleno con 2/3 de agua a 4°C, de tal manera que quede completamente cubierta. Se tapa
el desecador, se aplica vacio utilizando una bomba tipo General Electric entre 20 y 30
minutos. Para promover la salida de aire de los espacios intercelulares se agita
suavemente el desecador por 5 minutos varias veces. Transcurrido este tiempo se
suspende el vacio y se deja reposar por cinco minutos. Se equilibra la presion abriendo la
llave del desecador lentamente y permitiendo la entrada de aire. En este momento se
observa cambio en la coloracién de las hojas indicandonos la entrada del liquido
extractor en los espacios ocupados por aire. Se deja en reposo a presion atmosférica por

10 minutos antes de retirar la canastilla.

Se retiraron los foliolos de la canastilla se colocaron sobre papel por 20 segundos a
Temperatura ambiente, luego se ubicaron sobre una tira de polietileno de aprox. 8 cm de
ancho y 1 metro de largo de manera que el apice quedara diagonal a la cinta, se
enrollaron alrededor de un tubo de PVC de ' pulgada y 10 cm de largo. Este tubo se
introdujo en un tubo para centrifuga. Se centrifugd a 5000xg durante 30 minutos a 4°C.
Se recolecto el liquido de lavado intracelular del fondo del tubo de centrifuga se midio el

volumen y proteina total.

4.2 Métodos

4.2.1. Cuantificacion de proteina

Para la determinacién de proteina se utilizé el método de Bradford modificado por Zor y
Selinger(1996). Este se basa en la formacién de un complejo entre las proteinas y el
colorante Azul Brillante G, lo que provoca un cambio en la absorbancia del colorante,

entre las longitudes de onda 465 a 595. Se prepararon diluciones de un estandar de



proteinas (albumina sérica de bovino) con PBS, a concentraciones de 2 a 20 ug /mL. Se
realizaron curvas de calibracidnpor ftriplicado. Este analisis se realizd6 en un

iMarkMicroplateAbosrbance Reader con Microplate Manager Software, marca BIORAD.

4.3 Obtencion del péptido

Ensayos Preliminares:

Se ensayaron dos técnicas de separacion: una con sulfato de amonio y la otra con
membranas Amicon 10kDa y posterior liofilizacion, cada uno con 1,5y 4 mL
respectivamente de la muestra correspondiente al LLI de hojas sanas e inoculadas de

cada especie una vez terminado el ensayo se determind contenido de proteina.

4.3.1. Microprecipitacion con Sulfato de amonio (NH;).SO4(Mitler
Ron. 2002-Levine, et al.,1996).

Se molié vigorosamente el sulfato sélido y se tamiz6 a través de malla No 200, hasta
obtener un tamafo de particula fino y homogéneo de tal manera que al caer sobre el

liquido, se disolviera completamente.

En un eppendorf de 2 mL se colocd un mL de muestra y se adicioné lentamente sulfato
de amonio en una cantidad tal que se alcanzara el 30% de saturacion a 4°C con
agitacion constante. Se centrifugé a 13000xg durante 15 min. a 4°C. Se determino
proteina al precipitado y al sobrenadante. Al sobrenadante se le siguié adicionando
sulfato de amonio hasta alcanzar aproximadamente el 70% de saturacién de acuerdo a lo
establecido por Riafio y col (2004), siguiendo el procedimiento antes indicado para cada

adicion.
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4.3.2 Separacion con membranas AmiconUltra-4, 10 KDa

Para aislar el péptido, el LLI obtenido se pas6 a través de una
membranaAmicon(dispositivo de filtracion por centrifugacion, Amicon Ultra-4, Millipore)
cuyo tamano de exclusion es de 10 kDa. Se agregé 4 mL del LLI obtenida de las hojas de
las plantas de tomate a cadaAmicon, centrifugandose a 6000 x g por 30 min a 4°C.De
este centrifugado se obtienen dos fracciones: la fraccion retenida donde se encuentran
las proteinas de peso molecular > 10 kDa y la fraccion no retenida que llamaremos
filtrado donde estan las proteinas < 10kDa. Cada una de estas fracciones fue liofilizada y

congelada a -20°C hasta hacer electroforesis y determinacién de actividad.

4.3.3 Liofilizacion

La fraccion filtrada o no retenida por la filtracion con unidades Amicon, luego de ser
dializada se distribuyé en eppendorf de 2,0 mL para liofilizacion, en volumenes de 1,5
mL, se liofilizaron durante 48 horas a -80°C; el liofilizado contenido en cada eppendorf se
resuspendido en 2 ml de amortiguador fosfato pH 7, se centrifugd a 13000g durante 20
minutos con el fin de retirar el material insoluble; posteriormente se le determind el
volumen, concentracién de proteina, electroforesis y actividad, finalmente se distribuyd

en tubos eppendorf en alicuotas de 2 ml y se almacené a -20°C.

Este proceso también se realizé con las muestras que presentaban actividad antifungica

obtenidas después de la cromatografia de intercambio idnico.

4.3.4 Dialisis

Cuando al LLI se sometid a precipitacion con sulfato de amonio, el precipitado o extracto
crudo de proteinas se sometié a dialisis para retirar las sales presentes en el extracto.

Para este procedimiento, los tubos de membrana de 1 kDa se trataron previamente con



una solucion de EDTA 0,5M y se sometieron a ebullicién durante 30 minutos; repitiendo
el procedimiento por seis veces. Después de esto, las membranas se lavaron con agua
destilada, se colocaron como tapa de un eppendorf de 2 mL teniendo cuidado que la
parte externa de la membrana quedara como parte externa en la boca del eppendorf. Se
llend el tubo con el precipitado disuelto en amortiguador fosfato de sodio 50 mM pH 7.0,
se tapo y colocé en un Erlenmeyerde 5 L con solucién amortiguador fosfato y finalmente
se sometieron a agitacion continua a 4°C durante 48 cambiando la solucion tampén cada
6 horas tres veces. (Van Jagow G., Schagger H.1994).Al dializado se le determiné el

volumen de muestra, concentracion de proteina y actividad.

4.4 Purificacion del péptido

Una vez separadas por las unidades Amicon se procedié a la purificacion de estas
mediante métodos cromatograficos. Para esto se utiliz6 cromatografia de intercambio

iénico
4.4.1. Cromatografia de Intercambio Anidnico

Para continuar con el proceso de purificacion del péptido, se preparé una columna de
intercambio anidénico Pharmacia 10/20 de un centimetro de didmetro con un volumen de
lecho de 12 mL de DEAE Fractogel TSK 650M ©, compuesto por un co-polimero sintético
de Metacrilato. Se activd con 30 ml de NaCl 2M, luego se equilibr6 con buffer de
equilibrio (Fosfato de sodio 50mM pH 7.0) y se ajustaron las condiciones de separacion
con un gradiente lineal NaCl (0-1M en buffer de equilibrio)(Morris C, et al., 1976), se
ajusto la velocidad de flujo a 18ml/h, midiendo conductancia en cada fraccion de 2,0 mL

y presencia de proteina a 280 nm.

Para la purificacion de la enzima, se adicioné 1 mL de muestra a la columna, conteniendo
28.9 mg/ml de proteina con una conductancia igual a la del buffer de equilibrio, luego se
adiciono buffer de equilibrio hasta eluir todas las proteinas no retenidas. Finalmente las
proteinas retenidas se eluyeron con un gradiente lineal de 0-1M de NaCl en amortiguador
fosfato de sodio 50mM pH 7.0 (Morris C, et al., 1976), a velocidad de flujo constante y

colectando fracciones de 2,0 mL. A cada fraccion se le midié la absorbancia a 280nm, y
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se registré la conductancia. Como el areabajo cada pico era muy amplia se mezclaron 20

fracciones para determinar la actividad y proteina

4.4.2. Cromatografia de Intercambio Catidnico

Se empled una columna Biorad 20/40 con un volumen de lecho de 25 mL de
CarboximetilSefarosa (CM-Sefarosa), de acuerdo a la separacién de macromoléculas
segun la carga y partiendo del hecho que la(s)defensina(s)y/o tionina(s) tienen naturaleza
cationica. La columna se activd con NaCl 2M, se equilibr6 con amortiguador fosfato de
sodio 50mM pH 6, hasta obtener la misma lectura de conductividad a la entrada y salida
de la columna. Se ajustd la conductividad a la del amortiguador de elucién antes de

aplicar la muestra. Se utilizé un gradiente lineal NaCl 0-1 M con un flujo de 18mL/h

A cada fraccién se le determiné la absorbancia a 280nm y se midié la conductancia. Las
fracciones correspondientes a cada pico, se mezclaron y se les determiné volumen,

concentracion de proteina, electroforesis y actividad antifungica.

4.5 Caracterizacion parcial

Las defensinas y/o gama tioninas se caracterizan por ser péptidos de bajo peso
molecular, para hacer un seguimiento de la purificacién de estos, se empled un sistema
de electroforesis en condiciones desnaturalizantes adecuado para esta clase de
péptidos(Schagger y von Jagow, 1987).

4.5.1. Electroforesis SDS-TRICINA-PAGE

Para el andlisis electroforético de ladefensina y/o tionina se emplearon geles discontinuos
de poliacrilamida preparados en condiciones reductoras (Anexo D) (Schagger y von

Jagow, 1987)utilizando un gel de concentracién y dos geles en discontinuo, gel de



separaciéon y espaciador, teniendo en cuenta que las proteinas aplicadas en la

electroforesis tienen un peso molecular superior a 3kDa e inferior a 10kDa.

En el primer carril se colocaron 5ul de Marcador M 3546 SIGMA de bajo peso molecular
y en los otros pozos se agregaron 5 UL de muestra (planta sana y planta infectada) de la
misma concentracion. Empleando como buffer de concentracion tris glicina 0.5M pH 6.8,
amortiguador de separacion tris glicina 1.5M pH8.8; amortiguador de corrida tris glicina
pH 8,3; para la polimerizacion de los geles se adiciond persulfato de amonio al 10% y
TEMED concentrado, y como marcador de frente de corrida se aplicé azul de bromofenol
0.1% . EIl voltaje inicial aplicado fue de 100V durante media hora, luego 200V,

permaneciendo constante hasta faltando 1 cm del frente de corrido para terminar el gel.

Después de corridas las electroforesis, los geles se colorearon con azul Coomassie
(Verterberg, 1971),Wewtermeir, 1993), empleada para visualizar las bandas
correspondientes a proteinas, la muestra se fijé6 con una solucion de acido tricloroacético
5% por 30 minutos, se coloreé con azul de Coomassie R disuelto en una mezcla etanol-
acido acético2:1 por dos horas y finalmente se decoloré con una mezcla de etanol: acido

acético: agua 5:5:2.

4.5.2 Determinacion de Peso Molecular

Se empled el sistema de electroforesis con SDS-PAGE en geles T10%C.3%. Las
muestras se prepararon en condiciones reductoras empleando B-mercaptoetanol para
reducir puentes disulfuro y estimar el peso molecular relativo. Para calcular el peso
molecular de la proteina, primero se calculé el Rf o migracion relativa de la proteina
purificada y este valor se interpol6é en una grafica del logaritmo de los pesos moleculares

de los patrones Vs la migracion relativa (RF) de cada uno de ellos.
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4.5.3 Determinacion Punto Isoeléctrico (PI):

Se determind utilizando el sistema ZOOM® IPGRunner™

e Preparacién de la muestra: Se prepard el amortiguador de rehidrataciéon de muestra

de la siguiente manera: 25 mL de amortiguador 1X.

A 15 mL de agua desionizada se agrego 12 g de urea, 0,5 g de CHAPS, 125 L de
anfolitos(para pH 3-106 63 pL para pH 9-10) 0,5 mL de azul de bromofenol al 0,1% y
se completdé a 25 mL. Se almacend a -20°C. Antes de usar este buffer se adicion6

ditiotreitol (DTT) a una concentracion final de 20 mM

A 1 mL de este amortiguadorse adicionaron 50 pg del péptido puro y también se
tomaron 140 pL de esta solucién para rehidratar cada tira ZOOM® durante una hora o

155 L si se deja rehidratando toda la noche.

e Se aplicé el amortiguador de rehidratacion que contiene la muestra dentro de los
casetes y se insertaron las tiras. Se sellaron los pozos cargados.
e Se llevé a cabo el Isoelectroenfoque (IEF) en el ZOOM® IPGRunner™ Mini-Cell,
montando la siguiente rampa de voltaje:
e Rampa de voltaje para las tiras de pH 3-10:
175V por 15 min

175-2,000 V rampa por 45 min. (40V/min)

2,000 V por 30 min
Para las tiras de pH 9-12

175V por 15 minutes

175-2,000 V rampa por 45 min. (40V/min)
2,000 V por 60 min.
e Una vez terminada la corrida se equilibraron las tiras y se realizd la segunda

dimensién mediante una electroforesis SDS-PAGE a 200 V por 40 min.



e Por ultimo se procedié a tefir el gel de la segunda dimension con azul de

Coomassie.

4.5.4 Determinacién del Contenido de Aminoacidos por HPLC

La técnica mas comun para la identificacion y cuantificacion de aminoacidos es la de
HPLC desarrollada en fase reversa. Los aminoacidos a analizar deben ser previamente
derivatizados para lo cual se encuentran diferentes reactivos cada uno con

caracteristicas determinadas para el analisis.

e O-ftalaldehido (OPA): los derivados de OPA son detectados por fluorescencia. No
reacciona con aminoacidos secundarios. Los derivados son poco estables.

e Fenilisotiocianato (PITC) — 4-nitrofenilisotiocianato (NPITC): los derivados de estos
reactivos son estables y pueden ser facilmente detectados por UV.

e Dansyl: derivados inestables.Con base en esta literatura se escogi6 el PITC.

El patron de AA utilizado fue: Solucién Estandar de Aminoéacidos Basicos, Acidos y
Neutrosque contiene los 20 aminoacidos esenciales. Se utiliz6 como estandar interno
Met802

4.5.4.1 Hidrdlisis del Péptido

Se diluy6 la muestra (aprox. 100ug) con 3 mL de agua. Se llevo al ultrasonido durante 40
segundos. Se adicionaron 3 mL de HCI 6M y 1% fenol (w/v) bajo atmosfera de N,. Se
calent6 a 150°C durante 60 minutos. Se Filtr6. Se neutralizé a pH 4-6. Se completé a 50
mL con agua. Se adicionaron a 2,0 mL de extracto, 50 uL de 0,01 M de estandar interno.

Se derivatiz6. Esta hidrdlisis se hizo por triplicado.

4.5.4.2 Derivatizacion con PITC

Se liofilizéla muestra hidrolizada. Se solubilizaron los aminoacidos con 20 mL
Metanol:agua:trietilamina 1:1:1 (v/v/v). Se rotoevapord. El residuo se traté con 20mL de

Metanol:agua:trietanolamina:fenilisotiocianato 7:1:1:1 (v/v/v/v). Se dejé en reposo por 35
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min. a temperatura ambiente. Se rotoevapord. Se reconstituyd con 200uL de diluyente

(amortiguador fosfato:ACN (95:5 v/v)) para analisis por HPLC

4.5.4.3 Analisis por HPLC

Se utiliz6 un Cromatografo con bomba ternaria BAS, Automuestreador e inyector
VARIAN. Columna fase reversa Waters Pico-Tag® (300 mm x 3,9 mm id). Detector UV
254 nm. Volumen de inyeccion: 100uL. Se utilizé un sistema de gradiente con dos fases
moviles A:ACN: CH;COONa 70mM ajustado a pH 6,55 con CH3;COOH 10% (2,5:97,5) y
B:ACN:agua:metanol (45:40:15) y el siguiente gradiente de elucién:



Tiempo (min) Fase movil A (%) Fase movil B (%)

0 100 0
13,5 97 3
24 94 6
30 91 9
50 66 34
62 66 34
62.5 0 100
66.5 0 100
67 100 0
87 100 0

(Albin, D., y colaboradores, 2000; Alberto, M.y colaboradores 2002; Gheshlaghi, R. y
colaboradores, 2008; Garde, T. y colaboradores, 2007; Crossman, D.].y colaboradores, 2000;
Gonzalez, A.M. y colaboradores, 2006; Soufleros, E.H, 2003)

4.6 Actividad antimicrobiana

4.6.1. Efecto sobre el crecimiento de bacterias Gram positivas y

negativas

La actividad antibacteriana fue medida por un método similar al de Broekaert et
al.(1990),utilizando un medio de PD (Sigma) que contenia 1x10° unidades de bacterias
formadoras de colonias/mL. Una solucién del péptido(20 L) esterilizada por ultrafiltracién
con membrana de nitrocelulosa y solucion estéril del cultivo (80 uL) fue colocada en cada
pozo del microplato con diferentes concentraciones de la solucion del péptido (5, 10, 15,
20 y 25 pg/uL). Se incubd por 24 horas a 30°C. La turbidez de la solucion(OD) se midi6 a

490 nm. Se hizo un control negativo con las bacterias pero sin péptido y un control
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positivo con antibidtico en cambio de péptido. Todas las medidas se hicieron por
triplicado. Las bacterias utilizadas en este ensayo fueron: E. coli, Pseudomonasp.,

Enterococcus y Streptococcus.

4.6.2. Efectos sobre el Crecimiento de P. infestans

La actividad inhibitoria se determiné espectrofotométricamente siguiendo la metodologia
utilizada en otros trabajos realizados con proteinas de estas caracteristicas (WoloshukC.
P. et al. 1991), utilizando cajas para micro titulacién de 96 pozos y un lector de micro

placas Biorad.

Para evaluar el efecto inhibitorio in Vitro del péptidopurificado sobre el crecimiento de
Phytophthora infestans se realizaron lecturas de absorbancia a 590 nm de micro cultivos
del oomycete a los cuales se les habia adicionado diferentes concentraciones del

péptido.

El procedimiento se llevo a cabo colocando en cada pozo de la microplaca 80uL de una
suspensién esporangial de P. infestans con una concentracion de (1x10%cel/ml) y
adicionando 20uL del péptido a concentraciones de 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 5.0 ug/uL. Al cabo
de 30 minutos se realizé la primera lectura de absorbancia y a las 48 horas después de
incubar a temperatura ambiente y en oscuridad. Los microcultivos de control contenian
20uL de la muestra proteica a ensayar en condiciones estériles y 80uL de la suspension
de esporangios, inactivados por calentamiento durante 10 minutos. Todas las medidas se

hicieron por triplicado.

Una vez obtenidas las 2 lecturas de absorbancia, se aplico el factor de correccion para el

analisis tanto para los controles como para las muestras. Los valores corregidos son



iguales a la absorbancia a 595nm a las 48 horas menos la lectura a los 30 minutos de

iniciado el ensayo:

ADbS*590nm=ADSgns- ADS30min

Abs*s95nm= Absorbancia a 590nm corregida

Después de la correccion de estos valores se determind el porcentaje de inhibicion de
crecimiento, que se defini6 como 100 veces la relacién de la absorbancia corregida a
595nm del micro cultivo de control menos la absorbancia corregida del ensayo sobre la

absorbancia corregida del control:

% Inhibicion = 100x Abs* s595nm CcONtrol- Abs* 595 \mensayo

Abs*sgs,mcontrol

4.6.3 Ensayo de citotoxicidad en celulas MCF-7(adenocarcinoma

de mama)

La sal de tetrazolium se ha utilizado para desarrollar un ensayo colorimétrico cuantitativo
para la proliferaciéon y supervivencia de células de mamiferos. Este método se basa en la
reduccion del MTT ([3-4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl

tetrazoliumbromide) a formazan, ocasionado solamente por células
metabdlicamenteactivas; la sefal generada depende del grado de activacion de las
mismas. Los cristales de formazan resultantes se solubilizan con isopropanolacidico yla
absorbancia de la solucion colorida generada se lee a 570 nm en unlector de microplacas

marca Biorad.






5. Resultados y Analisis

5.1. Material vegetal

5.1.1. Cultivo de plantas de tomate.

Las plantas de tomate se obtuvieron de acuerdo a lo establecido en la metodologia y
lograndose un 100% de germinacién de las cuales el 91,7% sobrevivieron al trasplante,
representando una pérdida de 10 plantas lo que equivale sélo a un 8,3 % del total de las
plantas sembradas. Considerando las exigencias de este cultivo se obtuvo una cantidad

de plantas apropiada para realizar el trabajo de forma adecuada.

Tabla 1. Resumen de los resultados obtenidos en cada uno de los pasos realizados durante la propagacion
del material vegetal

plantas % de éxito en el
proceso .
resistentes proceso
Siembra 120 100
Germinacion | 120 100
Trasplante 110 91,7
Los resultados de este

proceso muestran que de las 120 plantas sembradas, solo se perdieron 10 las cuales no
crecieron en forma adecuada y al cabo de unos dias se murieron representando una
pérdida de tan solo el 9,2%. Esto se pudo deber a las condiciones ambientales que si bien
se tenian controladas, estas plantas son exigentes en su cuidado, mantenimiento y
requerimientos nutricionales; a pesar de eso la cantidad de plantas que sobrevivieron fue

suficiente para desarrollar el trabajo aqui planteado.
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Se obtuvieron 110 plantas de tomate sanas, con un tamafno y forma de hoja donde cada

peciolo contenia entre 7 y 9 foliolos de entre 2 y 5 cm de longitud aproximadamente

Figura 6. Obtencion del material vegetal. A Germinacion de semillas de L. esculentum en

camara humeda, B. Plantulas de L. esculentum var.ceraciforme 15 dias después de trasplantadas,

Las condiciones climaticas y de luminosidad en la época en que las plantas fueron
trasplantadas favorecieron su crecimiento. La dosis de fertilizante suministrada a cada

planta fue adecuada ya que se obtuvieron plantas sanas y vigorosas.

5.2. Material biologico del fitopatégeno

5.2.1. Propagacion de P. infestans in vitro.

La obtencién en forma pura y virulenta de éste Oomicete,agente de induccién, es un
factor significativo para obtener péptidos microbianos con actividad antimicrobiana como

las defensinas y/o gama tioninas que estamos buscando.

El micelio puro de P. infestans presenté estructuras algodonosas, entrelazadas y
abundantes, con crecimiento en forma radial caracteristica bien conocida de este

Oomycete. Al microscopio se observaron estructuras esporangiales en forma de



limoncillos con su interior lleno de zoosporas indicativo de su fase de reproduccion

asexual, la cual se escogi6 para preparar el inoculo Fig.7B.

Figura 7. Obtencion de material bioldgico. A. Vista macroscopica del aislamiento A60 de Phytophthora
infestans. B.Vista microscopica de las estructuras de P. infestans, la flecha indica un zoosporangio en forma
de limon.

5.3 Induccion de resistencia sistemica en plantas de
tomate con P. infestans

Una vez inoculadas las hojas con P. infestans como se establecié en la metodologia,
empezaron a presentar sintomas de infeccion en aproximadamente el 85% de las plantas
con un promedio de 4 a 5 ramas por planta infectada. Durante este proceso no se observo
dafo en flores frutos o tallos, lo cual evidencio la tolerancia de esta variedad al ataque del

patogeno.

5.4 Extraccion de proteina

5.4.1. Obtencién del liquido de lavado intercelular (LLI)

La extraccion de LLI se llevdo a cabo tanto para plantas inoculadas(Pl) como sin
inocular(PS). Para esta extraccion se empleé agua destilada a 4°C teniendo en cuenta
que las defensinas y/o tioninas tienen caracter catiénico y son altamente basicas a pH

fisioldgico, por lo tanto para su solubilizacién se necesita una fuerza idnica alta. Se utilizé
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acido ascérbico directamente sobre el LLI para evitar oxidacion de fenoles presentes en

las muestras y se almacenaron a -20°C inmediatamente después de la extraccion.

Teniendo en cuenta que aunque para cada extraccién se tomaron 10 hojas compuestas,
estas no tenian el mismo numero de foliolos y por lo tanto diferente peso, dando como
resultado en cada extraccion diferentes volimenes de extraccion. Estos extractos se
reunieron y se obtuvo un total de 60 mL con un contenido de proteina de 214,3 pug/mL
para plantas sanas(PS) y 75 mL con 415.8 uyg/mL para plantas inoculadas (PI). A cada

extracto se le determind el volumen, cantidad de proteina y actividad antifungica (Tabla 2).

Tabla 2: Resultados de la extraccion del LLI para plantas sanas e inoculadas

Muestra Volumen total (mL) Proteina pg/mL | Actividad antifingica
PS 60 2143 si
PI 75 415,8 si

5.5. Cuantificacion de proteina

Se realizé por el método de Bradford modificado segun Sor &Selinger. Se realizaron
curvas de calibracion por triplicado obteniéndose en todos los casos lineas rectas con
coeficientes de correlacion de 0, 9955. Grafica 1.



Curva Calibracion Bradford

Abs 590/450
s

y=0,2706x+ 1,0556
R? =0,9955

0 10 20
BSA ug/uL

Grafica 1.Curva de calibracion para la cuantificacion de proteinas segun Zor y Selinger

La evaluacion de la actividad antifungica evidencio la presencia de proteinas antifungicas
en los extractos crudos. Sin embargo cabe anotar que esta actividad puede deberse en
parte también a la presencia de otro tipo de proteinas que se han encontrado en otros

estudios del grupo como por ejemplo quitinasas 6 p-1,3-glucanasas.

5.6. Obtencion de la proteina:

Se hizo un estudio preliminar para determinar el mejor procedimiento para obtener la

proteina.

5.6.1. Filtracion por membranas amicon 10 KDa

Se tomaron 4 mL de LLI de plantas sanas e infectadas se pasaron por la membrana de
filtracion AmiconUltra-4, 10 kDa de Millipore.Se obtuvieron dos fracciones; la primera, una
fraccion no retenida ofiltrado en donde se encuentran moléculas de peso molecular
menores a 10kDa obteniéndose3,8 mLen cada unidad. La segunda corresponde ala
fraccion retenida en donde se encuentran las moléculas de peso molecular mayor a
10kDa de la cual se obtuvo un volumen de 10mLdespués de retirarlas de la
membrana.Cada una de estas fracciones se liofilizd, se determind proteina, electroforesis

y actividad antifungica.
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Figura 8. Electroforesis Tris Tricina para el extracto de plantas infectadas filtradas a través de
membranas Amicon 10K. Carriles 1 y 2 fraccién que paso a través de Amicon (Filtrado)Carril 3
Marcador M 3546 SIGMA de bajo peso molecular.Carril 4 y 5 fracciones retenidas.

Mediante la observacion de la electroforesis para el tratamiento con membranas Amicon
tanto en plantas sanas como en infectadas vemos que se llevd a cabo la separacion de
proteinas por peso molecular, en el filtrado del LLI de plantas inoculadas se observan dos
fracciones de proteina una por debajo de 6,5kDa y otra por encima de 6,5 kDa.Mientras
que en el filtrado de plantas sanas no se observan bandas. En la fraccion del retenido se
observan aproximadamente 3 bandas de proteina con pesos superiores a 10 kDa tanto en
las PS como en las PIl. La proteina obtenida en en el extracto LLI de PI filtrado por

membranas Amicon 10kDa fue de 90 ug/mL y en el retenido fue de fue de 261, 9 pg/mL

5.6.2. Microprecipitacion con sulfato de amonio.

Se llevé a cabo un analisis preliminar con el fin de obtener el porcentaje de
saturacion de sulfato de amonio en el cual precipita la mayor cantidad de proteina
del LLI. Se encontré que antes del 30% la cantidad de proteina que precipité fue

muy baja y que en 70% se precipito la mayor cantidad de proteina.

Con los anteriores resultados se procedioé a obtener la proteina, lo cual se hizo en

dos pasos de precipitacion: 1- se agregoé (NH4).SO4 en una concentracién de



saturacion del 25% siguiendo la metodologia establecida anteriormente y luego se
adicion6 hasta completar 70% de saturacion obteniéndose una recuperacion de la
proteina del 80,5% (172,5ug/mL para PS 'y 334,1ug/mL para PI).

Dialisis. Al extracto obtenido en la fase anterior se le realizé una microdialisis para
retirar el sulfato de amonio y luego utilizar este extracto para separar las proteinas

por electroforesis.

El filtrado dializado obtenido anteriormente se liofilizd, y esteliofilizado obtenido en cada
Falcon se resuspendié en 2 ml de solucionamortiguadorade fosfatopH7.0, obteniendo un

volumen total de 81mL de muestra, con 10.9 mg/mL de proteina,
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Figura 9.Electroforesis Tris Tricina para plantas sanas y plantas infectadas: Carril 1: Marcador M
3546 SIGMA de bajo peso molecular. Carril 2 y 3 plantas sanas. Carril 4 y 5 plantas infectadas

En este caso se observan las bandas correspondientes a proteinas presentes en los dos
extractos PS y PI, se observan tanto las fracciones de bajo peso molecular comolas de
alto peso molecular, a diferencia de la separacion con placas Amicom donde la
separacion es selectiva y se evidencia la separacién por peso molecular. Con este
resultado del ensayo preliminar se decidio utilizar la filtracion con membranas Amicom 10
KDa.
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En este ensayo también se puede evidenciar que las plantas sanas no presentan ninguna
banda de proteinapor debajo de 6,5 kDa lo cual sugiere que los péptidos menores de 10
kDa obtenidos en las plantas infectadas son producto de la resistencia sistémica o

inducida de la planta después de ser infectada con P. infestans.

5.6.3. Cromatografia de intercambio anionico (CIA)

Para la CIA se aplicaron 2 ml de muestra después de su paso por membrana Amicomcon
90 ug/ml de proteina, se recolectaron en total 165 fracciones de 1,5 ml. A cada fraccién se
le midi6 la absorbancia a 280nm y conductividad obteniendo un pico correspondiente a la
fraccion no retenida y varios picos pequefios en intensidad para la fraccion retenida.
Debido a que el area bajo cada pico era muy amplia se reunieron cada 25fracciones para

determinar proteina y actividad.
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Grafica 2. Cromatografia de intercambio aniénico, separacién de proteinas de PM entre 3 — 10 kDa presentes
en el filtrado dializado, utilizando una columna Pharmacia 10/20 con DEAE Fractogel TSK 650M.

Una vez determinada la actividad antifungica a todas las fracciones se encontré que la
Unica fraccion que mostraba actividad era la fraccidn no retenida, correspondiente al
primer pico que contenia las fracciones 1 a 56. Estas fracciones se mezclaron para dejar
una sola fraccidon que correspondia a la fraccidon no retenida por la columna aniénica. El
volumen de la fraccién no retenida fue de 84 mL y la proteina fue de 83 ug/mL; a las

muestras reunidas cada 20 fracciones se les determiné proteina yactividad antifungica,



Tabla 3.

Tabla 3. Cuantificacion de proteina y actividad antifingica de cada uno de las fracciones obtenidos
después de la cromatografia de intercambio aniénico en DEAE.

Fraccion 1-20 | 21-40 | 41-60 | 61-80 | 81-120 | 121-150 | 151-160
Muestra No. 1 2 3 4 5 6 7
Volumen muestra (mL) 30,0 30,0 30,0 30,0 60,0 45,0 15,0
Proteina pg 122,2 | 119,2 | 34,6 3,6 4,8 24 3,2
Proteina ug/mL 4,07 3,97 1,16 0,12 0,08 0,05 0,2
Actividad antifungica (%) | 31,9 43,9 36,7 0,1 0,0 0,0 0,0

Los 84 ml de Filtrado No Retenido se dializaron y liofilizaron, y el sélido obtenidoen cada
Falcon de 15 mL se resuspendié en 1 ml de solucién amortiguadora defosfato de sodio
50mM pH 7.0, se distribuyd en volimenes de 2 ml en tubos eppendorf y se guardaron a -

20°C para continuar con la purificacion.

El pico obtenido en este paso de la cromatografia muestra como los péptidos eluidos no
presentan ninguna afinidad con la fase estacionaria indicando que son péptidos

cationicos.

5.6.4. Cromatografia de intercambio catiénico (CIC)

Para esta cromatografia se agregaron 2 mL de filtrado no retenido con concentracion de
204 pg/ml, y se recolectaron en total 168 fracciones de 1,5 ml, obteniendo 2 picos
significativos correspondientes a la fraccion no retenida en la cromatografia anterior. Las
fracciones correspondientes a cada pico, se mezclaron y se les determiné volumen de

muestra, concentracion de proteina y actividad antifungica
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Grafica 3. Cromatografia de intercambio catiénico, para la fraccion no retenida en la CIA.
Pharmacia 16/20 con CM Sefarosa.

Tabla 4 Cuantificacion de proteina y actividad antifungica de cada uno de las fracciones obtenidas
después de la cromatografia de intercambio catiénico en CM Sefarosa.

30-65 66-100 101-135 136-165

Fraccion
1 2 3 4

Volumen de muestra ml 35 35 35 35
Proteina Total ug 197 207 0.8 0.8
Concentracion de proteina 5,63 5.9 0023 0023
pg/ml
Actividad antifungica% 65 0.5 0.0 0.0

Se obtuvieron 2 picos significativos a partir de la fraccion no retenida por cromatografia de
intercambio catiénico, confirmando que estos péptidos son catidnicos y el pico nimero 1
correspondiente a las fracciones 46-75 fue el Unico que presentd actividad antifungica; los
otros picos que se obtuvieron muy poco significativos pueden ser consecuencia de ruido
del equipo (bomba peristaltica) o de absorcién de residuos de solucion de Bradford en los
pozos al medir la absorbancia de cada fraccion a 280 nm. La fraccion 1se liofilizé en
Falcon de 15 mL, el solido de cada Falconse resuspendid en 5 mL desolucion
amortiguadora fosfato pH 7. Después de esto se obtuvieron 15 mL de muestra con una

concentracion de proteina 4,35 ug /ml. Esta fraccion se sometié a electroforesis.



5.6.5. Electroforesis con sds-tricina-page

De igual forma que con el extracto de la fraccion obtenida con membrana Amicom, al
extracto obtenido de la fracciéon niumero 1 de la cromatografia de intercambio catiénico
después de liofilizarse y dializarse, se realizé electroforesis SDS-TRICINA-PAGE, en
condiciones reductoras para comprobar que se habia obtenido una sola proteina y que
esta correspondia a la defensina y/o tionina que estdbamos buscando. En el peffil
electroforético que se obtuvo Figura10 se observa una sola banda por debajo de 6,5 kDa,
lo cual nos indica que se separd6 adecuadamente la proteina con propiedades
antifungicas. Para tratar de obtenerla lo mas pura posible, esta fraccién se volvié a pasar
por columna catidnica obteniéndose una fracciéon con un solo pico, que nos indicaba que

se habia separado y purificado la proteina buscada.Grafica 4.
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Grafica 4. Cromatografia de intercambio catiénico, para la fraccion 1 (F1) que presentd actividad
antifungica. Pharmacia 16/20 con CM Sefarosa.
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Figura 10. Perfil electroforético con SDS- TRICINA-PAGE en condiciones reductoras de la fraccién 1 (F1) de la
cromatografia catidnica. A. Marcador de bajo peso molecular (Sigma) B. Patron de BSA (5ug), C.F1 (5u9)

después de la tercera CIC.

5.7. Caracterizacion de la defensina o gama tionina.

5.7.1 Determinacion del peso molecular

Para determinar el peso molecular de la proteina purificada, se realizé una electroforesis
con SDS-PAGE. Corriendo, en el primer carril patrones de bajo peso molecular marca
Sigma, en el segundo carril BSA como control, y en el tercer carril la Defensina y/o gama

Tionina (Figura 11)



— Defensina

Figura 11. Electroforesis SDS-TRICINA-PAGE: Carril 1: Marcador SIGMA de bajo peso
molecular. Carril 2:Patron de BSA. Carril 3: defensina purificada

Para determinar el peso molecular de la proteina purificada, se realizé una grafica del
logaritmo del PM de cada uno de los patrones Vs su movilidad relativa (RF); y se
interpold en ella el valor de la movilidad relativa de la muestra obteniendo de esta forma

el valor de su peso molecular (PM). Anexo C.
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Grafica 5. Curva de calibracion para la determinacién de peso molecular.

La proteina catidnica con actividad antifungica migro 0, 758 cm en el gel, present6é una
movilidad relativa de 0,9974 y un peso molecular calculado de 5.27 KDa. Estos datos son
concordantes con los obtenidos por Riafio et al., (2004) quien determind y aislé una
posible defensina del LLI de hojas de tomate (L. esculentum var. Ceraciforme) y cuyo

peso molecular fue de 5,24 kDa con actividad antifungica contra P. infestans y el trabajo
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de Rojas et al., (2010) donde aislaron genes correspondientes a DEF y LTP a partir de
hojas de S. lycopersicumvar. cerasiforme infectadas con P. infestans. Tras emplear las
secuencias de aminoacidos en la herramienta “Compute pl/Mw” de ExPASYy, el programa

predijo un peso molecular de 5,35 kDa para el gen DEF hallado en ese trabajo.

5.7.2. Determinacién del punto isoeléctrico.

La primera dimensién en la separacidon de proteinas en base al contenido de
aminoacidos acidos o basicos. Los grupos cargados de los residuos de aminoacidos son
los que contribuyen a la carga neta de la proteina. El isoelectroenfoque se llevd a cabo
en un gradiente de pH, bajo la accion de un campo eléctrico, el cual provocod el
movimiento de la proteina en el gradiente donde su carga es cero (0). Si la proteina se
difunde lejos de su pl, inmediatamente gana carga y migra hacia su pl. Este es el efecto
de enfoque del IEF, el cual concentra las proteinas en sus pl y permite la separacion de
proteinas en base a diferencia de carga muy pequefas (Adams, L.D., et al., (2005)). Para
el analisis del IEF se utilizé un gel delgado de poliacrilamida como tamiz molecular que
contiene un gradiente de pH inmovilizado (IPG), que garantiza que el gradiente de pH
sea muy estable y por lo tanto se obtiene una mayor reproducibilidad. La aplicacién de la
muestra también es un paso importante para tener buenos resultados. Se rehidrato el gel
para facilitar la aplicacion de altas cantidades de muestra y reducir los tiempos de
enfoque (Lépez, J.L., (2007)).

Después del IEF, es necesario equilibrar las tiras IPG, con el fin de permitir la
solubilizacion de las proteinas previamente enfocadas y una completamente interaccion
con el dodecil sulfato sddico (SDS) de la segunda dimension. El equilibrio se llevé a cabo
tratando las tiras IPG con soluciones amortiguadoras reductoras que contienen SDS e
iodoacetamida/DTT para asegurar que las proteinas estén completamente cubiertas con
SDS y que las cisteinas estén reducidas y alquiladas (Gorg, A., et al., (2004)).



En la segunda dimensién las proteinas se separan con base en su aparente peso
molecular en geles de poliacrilamida en presencia de SDS. Los aniones de SDS se unen
a la cadena principal polipeptidica a razéon de un SDS por cada dos residuos de
aminoacidos. Este complejo de SDS con una proteina desnaturalizada tiene una gran
carga negativa, que es aproximadamente proporcional a la masa de la proteina. La carga
negativa conseguida por union de SDS es normalmente mucho mayor que la carga de la
proteina nativa, por lo que esta se considera no significativa (Stryer L., et al., (1995)).
Durante la electroforesis los complejos SDS-proteina migran hacia el anodo y su
movilidad es principalmente dependiente de su peso molecular pero también puede ser
influenciada por su hidrofobicidad. La migracién de las proteinas en estas condiciones es
linealmente proporcional al logaritmo de su masa (Friedman, D.B., et al., (2009)). Las
proteinas pequefias se desplazaran rapidamente a través del gel, mientras que las
grandes se quedan arriba. Con la ayuda de la co-migracion de marcadores estandar de
peso molecular y pl conocidos, se pudo aproximar el punto isoeléctrico delpéptido

purificado.

Para la determinacion del punto isoeléctrico de la proteina purificada se utilizd primero
una tira con gradiente lineal de pH 3-10 y un set de proteinas con pl conocidos en un
rango de 4,5 — 8,9 como marcadores para poder determinar el punto isoeléctrico
delpéptido. En la Figura 16 se observan las diferentes proteinas utilizadas como
marcadores pero no se encuentra la muestra, lo que nos llevé a concluir que el pl de esta

proteina esta por encima de 10.
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Figura12. Primera dimension de |IEF de un set de proteinascon pl conocido y la proteina
purificadallevada a cabo sobre una ZOOM®pH 3-10Lineal. El gel resultante de 2D fue tefido con
SimplyBlue™SafeStain.
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Dado el resultado anterior se realiz6 otro analisis con una tira ZOOM® pH 9-12 y con dos
marcadores de proteina:Cytochrome C, pl 9,5-10 e Histona H3, pl 11,8. Obteniéndose
tres manchas dos de las cuales se conoce exactamente su pl y una tercera que es el

péptido purificadoel cual nos indica que el pl es aproximadamente 10,5

1 2 3
9,8 44,
A 8
-
10,
5
pH9 pH 12

Figura13. Primera dimension IEF de un set de proteinas basicas1.Cytochrome C, pl 9.5-10.0;

2.Defensina y/o tionina, pl; 3.Histone H3, pl 11.8) llevado a cabo sobre una tiraZOOM® pH 9-12.
El gel resultante de 2D fue tefiido con SimplyBlue™ SafeStain.

5.7.3. Determinacion de la composicion de aminoacidos por
HPLC

5.7.3.1 Analisis de reproducibilidad y recuperacion de las

soluciones de estandares de aminoacidos marca Sigma

Para determinar la precision y exactitud del método, primero se hizo un estudio de
calibracién con los estandares de aminoacidos. Se tomdé una cantidad equimolecular de
solucién de estandares acidos, basicos y neutros(300 pmol de cada aminoacido y 150
pmol para cisteina) y una cantidad exacta de estandar interno (MetSO, como estandar

interno(173 pmol)) esta mezcla se utilizé para las curvas de calibracion. La mezcla fue



diluida con HCI 0,1 M para obtener un amplio rango de concentraciones (entre 20 -700
pmol). Las soluciones estandar se secaron a vacio y se reconstituyeron para ser
derivatizadas y segundo, con la defensina y/o gama tionina pura. Esta fue sometida a
hidrolisis dividiéndose en tres alicuotas. Cada alicuota se disolvié en 0,1 M de HCI.Se
tomaron alicuotas de 20, 30, 40 uL para derivatizar. Las muestras derivatizadas se
almacenaron como polvo seco bajo atmosfera inerte a -20°C y ensayadas después de
cinco dias para minimizar los escollos técnicos. De hecho se ha reportado que el
aminoacido derivatizado con PITC se degrada lentamente a su correspondiente
aminoacido feniltiohidantoina cuando se deja en solucion por varias horas a temperatura
ambiente(Strydom, D.J., et al., (1994)).Los cromatogramas de la mezcla de estandares
de aminoacidos (100,0 pmol inyectados) y el estandar interno después de la
derivatizacion con PITC, demostré una excelente relacidon sefal-ruido. El limite de
deteccion de los aminoacidos derivatizados estuvo entre 1 a 4 pmol.Para la muestra se
encontré que el nivel de deteccion fue mas alto, esto debido a la presencia de impurezas
quizas en los solventes o quimicos e incluso en el material de vidrio que fue utilizado.
Este limite de deteccion fue de 20 pmol aproximadamente. La respuesta final de cada
aminoacido fue normalizada con el estandar interno (MetSO, = 1,00). La Tabla 5 muestra
la lista de aminoacidos estudiada en el mismo orden que salieron los picos en el
cromatograma, la media del tiempo de retencion y la desviacién estandar en minutos, las
pendientes (m) en términos de unidades de pVpmol” y los coeficientes de regresion
lineal (R?) de las curvas de calibracién. Se encontré que la mayoria de los aminoacidos
tuvo una muy buena recuperacién. El promedio de las desviaciones estandar relativas se
encontraron entre 3,2% (Pro) y 7,3% (His) concuerdan con la media de la desviacion
estandar para las soluciones estandar de los aminoacidos de Sigma (+ 4,5%). Se
encontré6 también que la treonina, alanina, e isoleucina tuvieron las mas altas
desviaciones (11,1% a 11,7%). Los coeficientes de correlacion estuvieron en el rango de
0,09931 y 0,9986. Para GIn y Cys los interceptos se aproximaron a cero y los
coeficientes de correlacion fueron 0,992 y 0,9980 respectivamente. Los resultados del
analisis de los estandares descritos en la tabla 5mostraron una gran correspondencia
entre los interceptos y la recuperacion de los aminoacidos demostrando que la técnica

tiene una muy buena reproducibilidad y exactitud.
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Tabla 5: Estudio estadistico de los patrones de aminoacidos obtenido de la derivatizaciéon con PTC y sus
curvas de calibracién. La normalizacion fue con respecto a el estandar interno MetSO,=1,00, unidades de m=

pVmol™’
AA tr Normalizacion | Pendiente R?
(SD) (SD) m

Asp 3.28(0,13) | 0,982(0,053) 939 0,9991
Glu 3,76 (0,15) | 0,977(0,053) 650 0,9978
Ser 8.62(0,44) | 0,988(0,056) 659 0,9981
Asn 9,03(0,49) | 0,995(0,041) 437 0,9937
Gly 9.65(0,49) | 0,993(0,035) 641 0,9989
GIn 10,29(0,53) 0,991(0,030) 670 0,9992
His 15.27(0,76) | 0,982(0,072) 540 0,9947
Thr 18,58(0,91) | 0,938(0,115) 577 0,9861
Ala 19,45(0,96) | 1,02(0,110) 667 0,9946
Arg 21,38(1,10) | 1,005(0,021) 685 0,9972
Pro 25.25(1,21) | 0,993(0,032) 681 0,9989
Tyr 40,15(0,43) | 0,993(0,036) 722 0,9985
Val 43.27(0,35) | 0,996(0,032) 705 0,9976
Met 44.73(0,39) | 0,994(0,064) 717 0,9931
Cyst | 47,00(0,46) - 1250 0,9980

lle 50,75(0,29) | 0,971(0,112) 800 0,9710
Leu 51.42(0,37) | 0,993(0,035) 710 0,9972
Phe 5453(0,48) | 0,992(0,052) 730 0,9972
Trp 55,05(0,54) | 1,004(0,031) 819 0,9986
Lys 59,88(0,95) | 1,010(0,062) 1330 0,9972

5.7.3.2 Analisis de la composicion de los aminoacidos del
péptido purificado.

La tabla 6 reporta la composicién de aminoacidos delpéptido derivatizado. Los resultados
son expresados como pmol/ug péptido y representa la media y desviaciéon estandar para

9 diferentes corridas (3 por cada alicuota). Los aminoacidos con las mas altas



concentraciones son arginina, cisteina, glicina y lisina dos de ellos aminoacidos basicos.
También se puede observar que la mas alta concentracion es para la cisteina
indicandonos que es un péptido rico en este aminoacido propiedad caracteristica de las

defensinas o y-tioninas(Kevin A.T., et al., 2007).

Con este analisis podemos concluir que la proteina aislada y purificada puede ser una
defensina o y-tionina. Esto solo se podra confirmar con la secuenciacién del péptido

encontrado.

. Tabla 6.Composicién de Aminoacidos presentes en la Defensina y/o gamma tionina purificada

Conc. ¥RSD | %Recuperaciéon | % AA
AA pmol +SD

Arginina (R) 45.5 98,6+3,3 10.5
Isoleucina (1) 11.3 11244,0 2.6
Cisteina (C) 79,8 96,7+1,5 18.4
Glicina (G) 451 96,0+2,0 10.4
Lisina (K) 44,3 100,2+2,5 10.2
Serina (S) 22.1 101,1+2,6 5.1
Histidina (H) 4.4 94,7+4,3 1.0
Fenilalanina (F) 33.2 98,755 7.7
Treonina (T) 21.1 103,3+6,0 49
Acidoaspartico (D) 12.2 111,8+2,0 2.8
Leucina (L) 33,1 96,2+2,3 7.6
Alanina (A) 11.7 101,94+2,7 2.7
Valina (V) 111 100,0+2,2 2.6
Glutamina (Q) 33.5 98,6+1,8 3.1
Acido Glutamico (E) 11.4 99,6+1,4 2.6
Asparagina (N) 11.6 99,7+2,3 2.7
Tirosina (Y) 21.3 99,045,0 4.9

5.7.4 Evaluacion del efecto del péptido en el crecimiento de
bacterias gram positivas y negativas.

Debido a la resistencia que han adquirido los patégenos por el uso indiscriminado de
pesticidas agricolas en el caso de patdgenos agricolas o de farmacos convencionales en

el evento de patdégenos alimentarios, se han buscado alternativas para su control. En



Determinacion, aislamiento, purificacion y caracterizacion parcial de tioninas
presentes en espacios intercelulares de plantas de tomate resistente
Lycopersicum esculentum var. Cerasiforme después de infecciéon con
Phytophthora infestans

este sentido los péptidos antimicrobianos pueden ser una alternativa viable, ya que han
demostrado tener efectos antibacterianos y antifungicos, pueden inactivar virus e incluso
ser citotoxicos en contra de células tumorales (Sitaram y Nagaraij, 1999; Hancock y
Scott, 2000; Risso, 2000; Loeza-Angeles et al., 2008). Incluso algunos de estos péptidos
ya estan siendo utilizados de manera terapéutica, clinica y comercial (Papo y Shai, 2005;
Lupetti et al., 2002).

En este trabajo se evaludé la capacidad antimicrobiana del péptido obtenido sobre
patégenos bacterianos de mamiferos, de manera particular Staphylococcus aureus,
Eschericha coli, Pseudomonasp y Enterococcus. Lo anterior se realizé en base a que se
ha demostrado que los péptidos antimicrobianos tienen capacidad bactericida
contraStaphylococcus epidermidis(Caparelliet al., 2008),son capaces de atravesar las
membranas celulares de mamiferos (Takeshimaet al., 2003; Imuraet al., 2008) y ademas
de internalizarse en las células mediante un mecanismo pasivo dependiente de
concentracion, independiente de la temperatura y sin causar algun efecto citotdxico
(Imuraet al., 2008).

En este trabajo se demostré que el péptido obtenido presenta actividad antimicrobiana
contra los patdégenos S. aureus, E. coli, Pseudomonay Enterococcus,ya que se
observéuna reduccion de hasta un 70% a las 24 horas en las bacterias tratadas con este
péptido respecto al control.Estos resultados coinciden con otros estudios donde se
demostrd que la tionina Thi2.1 de A. thaliana, muestra actividad antibacteriana sobre S.
aureus(Loeza-Angeleset al., 2008). Por otro lado, en otro trabajo mostré una baja

actividad antibacteriana de una y-tionina sobre S. aureus(Anaya — Lépez et al., 2006a).

Sin embargo, en este trabajo mostré una reducciéon importante entre 50 y 60%para S.
aureuscuando se traté con este péptido (Figura 18). Estos datos podrian ser explicados
mediante la hipotesis de que el péptido defensina o gama tionina obtenido del LLI podria

estar inducir la produccién de 6xido nitrico en las células, hecho que se determind en



células infectadas por este microorganismo y tratadas con una y-tionina de C. chinense.
Para poder confirmar esta hipétesis se deberan medir los niveles de NO producido por

las células utilizadas.
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Grafica 6. Actividad antibacteriana de la defensina y/o gama tionina encontrada en el LLI dellL.
esculentum var. Cerasiforme después de infeccioncon P. infestanscontrabacterias Gram(+) y

Gram (-)

5.7.4.1 Evaluacion de los efectos del péptido en el crecimiento
de Phytophthora infestans

En el bioensayo utilizado para la evaluacion de la actividad antifungica, los controles
conteniendo esporas del hongo y ausencia del péptido presentan zonas de mayor
intensidad de coloracion indicando la presencia de micelio de P. infestans; una reduccion

en dicha intensidad demuestra disminuciéon o no crecimiento del microorganismo. Anexo

D.

control

muestras

o W M -

Figura 14. Evaluacion de la actividad antifungica e inhibicién del crecimiento para ladefensina y/o
tionina presente en el LLI de plantas de tomate Lycopersicon esculentum var. Cerasiforme una
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vez purificada.Fila 1: Controles, Fila 2. Muestras. 1. 0,5ug/uL, 2. 1 ug/uL, 3. 2ug/uL, 4. 3 pg/pL y 5.
5 pg/uL.
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Grafica 7. Inhibicion del crecimiento de microcultivos de P. infestans en funcion de la
concentracién de la defensinay/o tionina de L. esculentumvar. cerasiformepurificada.

Para elucidar la actividad antimicrobiana del péptido, se evalué la actividad antifungica
del péptido, la cual mostré6 actividad (Figura 19) ya que inhibié la viabilidad de P.
infestans(aproximadamente 78%). Esta evidencia es soportada basados en que las
defensinas de plantas o y-tioninas tienen principalmente actividad antifungica(Hancock y
Chapple, 1999; Thomma et al., 2002; Pelegrini y Franco, 2005). De manera general, los
péptidos antimicrobianos con actividad antifungica interaccionan con los hongos de dos
manera diferentes: 1) lisando la MP, esto puede ocurrir por varios mecanismos, la
mayoria de ellos regidos por interacciones electrostaticas inespecificas, o por la union a
receptores especificos; o 2) interfiriendo con la sintesis de la pared celular o la biosintesis
de componentes celulares esenciales como la glucanasa o la quitina (De Lucca y Walsh,
1999).

El efecto de las y-tioninas sobre la viabilidad de hongos patdégenos representa una

ventaja importante para su posible uso como bioinsumo o su uso terapéutico.



Los resultados aqui obtenidos apoyan el posible uso como bioinsumo de la y- tionina en

el combate contra hongos patégenos agricolas como P. infestans.

La inhibicion del crecimiento de P. infestans debido a la y-tionina purificada es
directamente proporcional a la concentracion de proteina aplicada, obteniendo un 78.2%
de inhibicién cuando se aplicaron 20uL con 5 ug/uL de proteina; un 32.8% cuando se

aplicaron 2 ug/uL, y un 5% de inhibicion con la aplicacion de 0,5 pug/uL delpéptido.

5.7.5 Ensayo de citotoxicidad:
La linea celular utilizada fue: MCF-7(adenocarcinoma de mama) suministrada por el

Laboratorio de Biologia Molecular de la US. Este ensayo se realizé en el Laboratorio de

Biologia Molecular de la Universidad de La Sabana (US)

5.7.5.1 Mantenimiento General de cultivos celulares

Las linea se cultivé en medio minimo esencial (MEM), suplementado con 5% de suero
fetal bovino (FBS), gentamicina (50 ug/ml) y bicarbonato de sodio (2,2 g/L) en cajas de
cultivo estériles de 75 cm? e incubadas en condiciones estandar (5% CO- en el aire, 37°C
y 100% de humedad relativa).

5.7.5.2 Conteo y comprobacion de viabilidad

Para la prueba fue necesario tratar los cultivos en estado de 90% de confluencia con una
solucion de tripsina 0,025%-EDTA 0,03% (acido etilendiamino tetracético) durante 5 min
a 37°C. Tomando una alicuota de la suspension obtenida por tripsinizacion, se llevo a
cabo una tincidon con azul de tripano al 4%, y se hizo el conteo en una camara de

Newbauer.
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5.7.5.3 Inoculacion de placas

La densidad celular que se utilizd en cada pozo de placas de 96 fue de: 15.000

células/cm? para MCF-7

5.7.5.4 Analisis de datos

Las absorbancias obtenidas al evaluar la defensina y/o tionina en la linea celular MCF-7

fueron muy similares tanto para las muestras como para los controles.

Tabla 7.Determinacion actividad citotdxica

Abs. 570 nm | control Péptido purif.
1 0,6251 0,6321
2 0,6264 0,6357
3 0,6282 0,6292
promedio 0,6266 0,6323
SD 0,00127105 0,002658738
e Ensayo Citotéxicoc
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Grafica 8. Ensayo citotéxico de la defensina y/o tionina purificada sobre células MCF-7



Los valores oscilan entre 0,632 y 0,627 respectivamente (Tabla 7), evidenciando que a
las concentraciones utilizadas no se observd un efecto citotoxico sobre las células
(Figura 20). Asimismo, cabe resaltar que los resultados obtenidos para los dos ensayos
(control y péptido) por triplicado conservan una tendencia similar y no difieren de manera

notable, lo que lleva a tener resultados reproducibles.



6. Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

Se encontraron proteinas de bajo peso molecular con actividad antifungica en el LLI de
las hojas de la planta de tomate (Lycopersicum esculentumvar.Cerasiforme) después de

ser infectadas con P. infestans.

Las proteinas presentes en el liquido de lavado intercelular (LLI) se separaron utilizando
ultrafiltraciéon con membranas Amicom-Ultra-4 con el fin de retener moléculas de pesos

moleculares superiores a 10 kDa.

La proteina de bajo peso molecular se purificd por cromatografia de intercambio iénico
(Catidnico y Anidnico) obteniéndose un solo pico que presentd actividad antifungica,

estableciéndose que es una proteina cationica.
El peso molecular de la proteina fue de 5,25 kDa y su pl fue de 10, 5 aproximadamente.

Se implementé y estandariz6 un método para HPLC para determinar la composicion de
aminoacidos deladefensina o gama tionina aislada y purificada, con muy buena

reproducibilidad y recuperacion.

Se determind el porcentaje de cada uno de los aminoacidos que conforman la proteina
por HPLC y se encontr6 que es una proteina rica en aminoacidos basicos y el

aminoacido en mayor concentracion es la cisteina.

La proteina mostré actividad antimicrobiana hacia bacterias y hongos especialmente
contraP. infestans. La concentracion requerida del péptido para inhibir el crecimiento del
hongo fue de aproximadamente 2 a 3ug/mL



6.2 Recomendaciones

Terminar de Caracterizar la defensina y/o tionina encontrada en el LLI de las hojas de la
planta de tomate (L. esculentumvar.Cerasiforme) empleando espectrometria de masas
para conocer la secuencia de aminoacidos y establecer si se trata de una defensina o

una tionina.

Determinar la estructura terciaria por medio de RMN la cual permitiria confirmar el tipo de
plegamiento caracteristico de estos péptidos antimicrobianos denominados Defensinas

de plantas.

Evaluar mas ampliamente la actividad antimicrobiana empleando una mayor cantidad de
bacterias y hongos patdgenos a plantas y animales con el fin de establecer su posibilidad

de utilizarla como un bioinsumo en el cultivo del tomate y la papa.

Buscar nuevas defensinas en otras plantas como opcion para el mejoramiento de los

cultivos.






A. Anexo: Medio de cultivo agar
arveja sacarosa

Reactivos

» 60 gramos de arveja

» 20 gramos de azucar

» 20 gramos de agar

» 1 litro de agua destilada

Procedimiento

1.Agregar los 60 gramos de arveja verde en 1 litro de agua destilada y dejarlos alli
durante 24 horas.

2.Hervir por 1 hora y media hasta que estén blanditas

3.Retirar del fuego, licuar y filtrar con muselina.

4.Calentar el filtrado y agregar lentamente los 20 gramos de azucar y agar mezclando
continuamente para evitar la formacién de grumos.

5.Esterilizar a 120°C y 14 libras de presién durante 30 minutos.

6.Dejar enfriar a 60°C y servir en cajas de Petri conservando las mejores condiciones de
esterilidad y asepsia.

7.Dejar solidificar el agar, sellar las cajas con vinipel y guardar en refrigeracion a 4°C

durante no mas de 30 dias para mantener los medios frescos.

Nota: Para la preparaciéon del caldo se realiza el mismo procedimiento, exceptuando la

aplicacion de agar a la mezcla.
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B. Anexo. Cuantificacién de proteinas por el
método de zor y selinger (Bradford
modificado)

La base de este método es la misma que la del método de Bradford, con la excepcion de
que se realizan lecturas a dos longitudes de onda distintas con el fin de obtener una

razén 595/465 nm que permite linearizar la curva entre concentraciones de 0,5 y 50 ug

Reactivos

Azul de Coomassie Brillante G- 250
Etanol 96%

Acido Fosférico 80%

Agua Desionizada

Patrén de Albumina Sérica Bovina (BSA)
Preparacion

Se toman 100 mg de Azul de Coomassie Brillante G- 250 y se disuelven en 50 mL de
etanol al 96%, se adicionan 100 mL de acido fosforico al 80%, se lleva a 1 litro con agua
des ionizada, ésta solucion se filtra dos veces y se guarda a 4°C protegiendo el recipiente

de la luz.
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Tabla 8. Datos de la curva de calibracion para la cuantificacion de proteinas.

Proteina | Primeralectura | Segunda lectura | Tercera lectura | Promedio lectura
hg/mL Abs.590/450 Abs.590/450 Abs.590/450 | Abs.590/450
0 0,9375 0,8931 0,9512 0,9273
2 1,4576 1,6678 1,6750 1,6001
4 1.9814 2,1595 2,2280 2,1230
6 2,6389 2,5858 2,7375 2,6541
8 3,1453 3,2857 3,4222 3,2844
10 3,9594 4,0081 4,0875 4,0155
12 4,3604 4,3696 4,3604 4,3602
14 4,8539 4,6573 4,9025 4,8045
16 5,3140 5,1566 5,5502 5,3402
18 5,7559 5,8323 5,8127 5,8003
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Anexo C

Determinacion del peso molecular. (PM)

La distancia recorrida por el frente de corrida fue de 7,6 cm

Tabla 10. Datos de la curva de calibracion para determinar el peso molecular (PM).

Distancia

PM log PM recorrida Rf

66000 4,82 1,1 0,145
45000 4,65 2 0,263
36000 4,56 23 0,303
26000 4,41 3,1 0,408
24000 4,38 3,7 0,487
13500 4,13 55 0,724
11000 4,04 6,2 0,816
6500 3,81 6,5 0,855

Para realizar este analisis se utilizd6 un marcador de bajo peso molecular marcaSIGMA
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Anexo D

Electroforesis en geles de poliacrilamida sds-tricina-page

Este tipo de electroforesis utiliza un sistema tampodn Tris-Tricina, el cual permite
unamayor resolucién de las bandas de proteinas de bajo peso molecular (Schagger y von
Jagow, 1987). En este tipo de gel las proteinas son fraccionadas por peso molecular y
consta de tres partes, la primera de aproximadamente 6,5 cm de alto tiene la siguiente
composicion: 17 % (p/v) de poliacrilamida a partir de wun “stock” de
acrilamida/bisacrilamida 48:3 % (p/v), tampén Tris- HCI 1 M, pH 8,9, SDS 0,1 % (p/v),
glicerol 9,3 % (v/v), persulfato de amonio 0,03 % (p/v) y Temed 0,03 % (v/v). La segunda
parte del gel mide aproximadamente 2 cm de alto con la siguiente composicién: 10 %
(p/v) de poliacrilamida a partir de un “stock” de acrilamida/bisacrilamida 48:1,5 % (p/v),
tampon Tris-HCI 1 M, pH 8,9, SDS 0,1 % (p/v), persulfato de amonio 0,05 % (p/v) y
Temed en similares concentraciones que en la primera parte.La tercera parte que
corresponde al gel espaciador, mide aproximadamente 2 cm de alto con la siguiente
composicion: 5 % (p/v) de poliacrilamida a partir de un “stock” deacrilamida/bisacrilamida
30:0,8 % (p/v), tampon Tris-HCI 0,128 M, pH 6,8, EDTA 2 mM,persulfato de amonio 0,1
% (p/v) y Temed 0,05 % (p/v).

Soluciones stock

e Acrilamida - Bisacrilamida (48:3): Se prepara disolviendo 48g de acrilamiday 3 g
de bisacrilamidaen un volumen de 100mL. La solucién se filtra y se guarda en un

frasco protegiéndola de la luz.

e Persulfato de Amonio (15% p/v): 0,15g de persulfato de amonio disueltos en 10 mL

de agua. La solucion debe utilizarse recién preparada.
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o Buffer del de concentracion (Tris —HCI 0.5 M pH 6.8): Se disuelven 6g de Tris en
70 mL de agua y se ajusta pH con HCI. Completar volumen a 100mL.

o Buffer de gel de resolucién (Tris- HC 3M pH 8.8): Se disuelven 36.3g de Tris en 70

mL de agua y se pH con HCI. Completar volumen a 100 mL.

o Buffer para los reservorios (Tris-glicina pH 8.3): Disolver 3.0g de Tris y 14.4 de

glicina en agua y completar a un volumen final de 1L.

e TEMED: Se utiliza puro.

Preparacion de la muestra

Generalmente se agregan entre 15 a 20 yL. En total por pozo, glicerol 20%, azul de
bromofenol 0.2%, la muestra y el volumen final se completa con amortiguador de

concentracion.

Condiciones de corrido

Una vez sembradas las muestras, se conectan los electrodos a la camara y a la fuente;
se aplica un potencial de 100V hasta que el frente de corrido pase al gel de separacion y

después se aplica 200 V hasta que el frente de corrido llegue al final del gel.
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Anexo E

Efectos del péptido purificado sobre el crecimiento de microcultivos de P. infestans

Tabla 22. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de Phytophthora infestans, en funcién a la

concentracion de Defensina y/o Tionina purificada aplicada.

Absorbancia
595nm
Concentracién % de Actividad
Corregida (SD) inhibicion | antifungica
péptido

Control 0.054

0,5 pg/pL 7,5% Si
Muestra 0.030
Control 0.128

1 pg/uL 16,4% Si
Muestra 0.107
Control 0.329

2 pg/uL 32,8% Si
Muestra 0.224
Control 0.387

3 ug/uL 56,3% Si
Muestra 0.169
Control 0.465

5 pg/uL 78,2% Si
Muestra 0.113
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