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RESUMEN

Se aislaron y caracterizaron parcialmente
proteinas antifingicas de los espacios in-
tercelulares de hojas de tomate Lycopersi-
con esculentum cerasiforme, variedad
que ha mostrado resistencia en campo a
Phytophthora Infestans; se observo que
después de inoculacién con el patdgeno
dichas proteinas se acumularon sistémi-
camente en la planta. Las proteinas iden-
tificadas mostraron caracteristicas de De-
fensinas de plantas, una nueva familia de
proteinas con bajo peso molecular, carga
positiva a pH fisiolégico y actividad anti-
fangica evaluada in vitro contra P. infes-
tans. Los analisis electroforéticos en ge-
les de poliacrilamida con SDS-Tricina en
condiciones reductoras y no reductoras,
sugirieron que estan asociadas en trime-
ros y tetrameros y poseen pesos molecu-
lares de 5,2 kDa.

Palabras clave: espacios intercelula-
res, hojas, tomate, proteinas PR (relacio-
nadas con patogenicidad), Defensinas de
plantas, actividad antifingica.

ABSTRACT

Antifungal Proteins from intercellular
space of Tomato leaves Lycopersicon es-
culentum cerasiforme were isolated and
partially characterized; this variety had
shown resistance against Phytophthora
infestans, after inoculating plants with the
pathogen it was observed that these pro-
teins were accumulated systemically. The
isolated proteins be haved as plant defen-
sins, a novel protein family, with low mo-
lecular weight, cationics at physiological
pH and Antifungal Activity in vitro eva-
luated against P. infestans. Electrophore-
tic analyses in SDS Tricine-PAGE, under
reducing and non-reducing conditions
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suggested that, they were associated as
trimers and tetramers; and have molecu-
lar weights of 5,2 kDa.

Key words: Intercellular space, lea-
ves, tomato, PR (pathogenesis related)
proteins, Plant Defensins, Antifungal ac-
tivity.

INTRODUCCION

En la periferia de la membrana plasméti-
ca ocurren eventos moleculares Ttiles
para estudiar las interacciones plan-
ta-patdgeno, de alli que se considere el es-
pacio intercelular (1, 2) como el primer
sitio de respuesta de la planta al ataque de
microorganismos, ademas de construir
una fuente importante de proteinas PR (3,
4, 5). Se han aislado diversas proteinas
PR de plantas de tomate, tabaco y papa
encontrando en algunas de ellas actividad
antifiingica (6) contra microorganismos
como Phytophthora infestans (7), Clavi-
bacter michiganensi, Botrytis cinerea y
Fusarium oxisporum, los cuales atacan
generalmente estos cultivos (8, 9).

Aungque las plantas no poseen un siste-
ma de defensa como el nuestro (10), en
condiciones de estrés y en presencia de
agentes patogenos producen péptidos ca-
tiénicos (11), llamados defensinas con ca-
racteristicas tan similares a los que posee-
mos, que se han considerado como si
formasen parte de un sistema inmune en
ella (10, 12). Las defensinas son péptidos
ricos en cisteina, los cuales difieren en
longitud, ndimero de cisteinas, enlaces y
patrén de plegamiento (13); se han consi-
derado como elementos ancestrales y
esenciales de defensa en vertebrados
(13), insectos (14) y plantas (15-17).

En plantas las defensinas (18) son pép-
tidos pequefios (SkDa), basicos, con un
patrén de plegamiento 3D caracteristico
estabilizado por 8 cisteinas enlazadas por
disulfuros; su estructura, determinada por
RMN, comprende una triple hebra 3-lami-
nar con una o-hélice en paralelo (19). En
este trabajo se identifico la presencia de
posibles defensinas en los espacios inter-
celulares de hojas de tomate luego de la in-
duccion de resistencia sistémica en las
plantas, y se determiné actividad antifin-
gica contra Phytophthora infestans.

La mayoria de las defensinas de plan-
tas que han sido aisladas provienen de se-
millas, principalmente de rabano, de teji-
dos de flores y otras especies, siendo ésta
la primera vez que se identifican en hojas
de tomate (20-23). En nuestro laboratorio
se han identificado y caracterizado para
esta variedad de tomate enzimas como
B1,3-glucanasas y quitinasas, las cuales
fueron consideradas como parte del siste-
ma de defensa de la planta al ataque de P.
infestans (24-26).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las semillas de L. esculentum cerasifor-
me, variedad resistente, fueron suminis-
tradas por Corpoica del Banco de Germo-
plasma Nacional, nimero de acceso
L1568. Las plantas crecieron en condi-
ciones de invernadero; al cabo de 18 se-
manas se obtuvieron 220 plantas adecua-
das para inducir resistencia sistémica en
110 de ellas empleando Phytophthora in-
festans, las 110 restantes se utilizaron
como control.
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Los anélisis se realizaron en el liquido
de lavado intercelular (LLI) obtenido a
partir de las hojas.

Propagacion del patégeno

El Oomycete P. infestans aislamiento
M49, fue suministrado por la profesora
Celsa Garcia, directora del Laboratorio
de Fitopatologia (Universidad Nacional
de Colombia). Este se cultivé en medio
agar, con arveja y sacarosa 20, 60, 20
g/litro (24-26) y se mantuvo a 20 °Cenla
oscuridad. Los esporangios de P. infes-
tans se suspendieron en agua destilada de-
sionizada a temperatura ambiente y se
ajusto la concentracion a 1x10* zoospo-
ras/mL, y asi se utiliz6 para la inocula-
cion de las plantas y para la determina-
cion de actividad antiftingica.

Induccion de resistencia sistémica

Para la induccién (27, 28) de proteinas
PR se utilizaron plantas de 4 meses las
cuales se inocularon con la suspension de
esporangios de P. infestans aplicandolas
sobre algunas de las hojas en forma de go-
teo y aspersion, finalmente se dejaron in-
cubando por 3 dias en oscuridad con una
humedad relativa entre 80-90%, y des-
pués de 15 dias aparecieron los primeros
sintomas (28).

Obtencion del LLI

Se examino el liquido de lavado intercelu-
lar (29, 30) utilizando dos sistemas de in-
filtracion diferentes: agua destilada a 4 °C
y buffer fosfato pH 7 10 mM NaHPO,, 15
mM NaH,PO,, 100 mM KCI, 2 mM
EDTA, 0,15% PVP, 5 mM 4cido ascorbi-

coa4 °C(31-33) tanto para hojas de plan-
tas sanas como para inoculadas.

Se utilizd la siguiente nomenclatura para
la identificacién de los extractos: 11A=
LLI planta sana extraido con agua, 11B=
LLI planta sana extraido con buffer, 21A =
LLI planta inoculada extraido con agua,
21B= LLI planta inoculada extraido con
bufer.

Determinacion de proteina

La proteina se determind segiin el método
de Bradford modificado por Zor y Selin-
ger (34).

Aislamiento de proteinas de los LLI
35, 36)

La proteina de los extractos (11A, 11B,
21A, 21B) se precipitd con sulfato de
amonio hasta un 30% de saturacion, a 4
°C, se centrifugd a 7000 g durante 30 mi-
nutos a 4 °C; el sobrenadante obtenido se
llevé hastaun 75 % de saturacion y se dejo
2 horas a 4 °C, se centrifugd nuevamente
a 7000 g durante 30 minutos a 4 °C, el
precipitado se resuspendi6 con 5 0 6 mL
de buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 6 se
dializ6 contra éste durante 2 dias a 4 °C
con cambios cada 8 horas; finalmente se
cuantific6 la proteina, se obtuvo un pa-
trén electroforético, se realizd el ensayo
de actividad antifingica, se fraccion6 en
alicuotas y se almacen¢ a -20 °C.

Purificacion y caracterizacion parcial
de las proteinas en 21A y 21B

Cromatografia de tamiz molecular

Las proteinas de los extractos obtenidos a
partir de las hojas, y que mostraron en el
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perfil electroforético la presencia de pro-
teinas con pesos moleculares inferiores a
6,5 kDa (altimo marcador patrén), se se-
pararon por cromatografia de tamiz mole-
cular empleando una columna de 120 x
1,5 cm empacada con Sephadex G25, uti-
lizando como buffer de equilibrio y de
elucién fosfato de sodio 50 mM, pH 6; la
separacion se realizé con un flujo de 18
mL/h, siguiendo la proteina con lecturas
de absorbancia a A =280 nm, A=250 nm
y A=214 nm, longitudes de onda a las que
también absorben cisteinas y los enlaces
disulfuros (32). Se determind proteina
para cada “pool”, asi como un perfil elec-
troforético para identificar las fracciones
con proteinas de bajo peso molecular, y
se evalud la actividad antifiingica en cada
caso.

Cromatografia de intercambio
anionico (38)

Las proteinas de las fracciones obtenidas
despuies de cromatografia de tamiz mole-
cular (CTM) de los extractos 21A y 21B,
que en el perfil electroforético presenta-
ban pesos moleculares bajos, se separa-
ron de acuerdo con su carga empleando
una columna de intercambio anidnico
Pharmacia 10/16, con un lecho de 10 ml
de DEAE Fraktogel TSK 650M @, equili-
brada en buffer fosfato de sodio 50 mM
pH 6, y las proteinas retenidas se eluye-
ron con un gradiente lineal NaCl 0-1M a
una velocidad de flujo de 16 mL/h.

Las fracciones cationicas de cada cro-
matografia se concentraron mediante pre-
cipitacion con sulfato de amonio hasta
75% de saturacion, luego de centrifuga-
cion a 7000 g durante 30 minutos a 4 °C,
se resuspendieron y dializaron contra
buffer fosfato de sodio 50 mM pH 6 a 4

10

°C durante 2 dias cambidndola cada 8 ho-
ras, utilizando membranas de 3500 PM;
se cuantifico proteina total, se determind
el peso molecular mediante electroforesis
SDS-tricina-PAGE en condiciones re-
ductoras y no reductoras, y se evalud la
actividad antifingica. Las proteinas anio-
nicas que se eluyeron con el gradiente sa-
lino se dejaron para andlisis posteriores.

Electroforesis SDS-Tricina-PAGE (38)

La purificacion parcial de las proteinas se
controlé mediante la determinacion de los
pesos moleculares relativos, empleando
un sistema de electroforesis discontinuo
con geles de poliacrilamida, en condicio-
nes denaturantes adecuado para péptidos
y proteinas en el rango entre 1-100kDa.

Fijacion, tincion y decoloracion
de proteinas

Las bandas de proteinas se fijaron con
una solucién de acido tricloroacético 5%
por 30 min; la tincién de las bandas se
realizé con azul de comassie R en eta-
nol-acido acético 2:1 por 2 horas. Los ge-
les se decoloraron utilizando etanol: aci-
do acético: agua 5:5:2 (38).

Determinacion de peso molecular

Se empled el sistema de electroforesis
SDS-Tricina-PAGE en geles T 10% C
3% . Las muestras se prepararon en condi-
ciones reductoras empleando [-mercap-
toetanol para estimar el peso molecular re-
lativo; las electroforesis en condiciones no
reductoras se realizaron para establecer la
posible formacion de trimeros y tetrame-
ros (38).
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Ensayo de antifungicidad
Ensayo microespectrofotométrico

La actividad antifiingica se midi6 espec-
trofotométricamente de acuerdo con tra-
bajos anteriores (39) empleando cajas
para microtitulaciéon de 96 pozos y un lec-
tor de micro placas Biorad modelo 680.

El método consiste basicamente en to-
mar medidas de absorbancia a 595 nm de
microcultivos del organismo que se va a
evaluar y una dosis de la proteina de la
que se presuma posee actividad inhibido-
ra de crecimiento para el microorganis-
mo. Los microcultivos de control conte-
nian 20 pL de la muestra protéica para
ensayo en condiciones estériles y 80 uL
de la suspension de esporangios, inactiva-
dos por el calentamiento durante 10 mi-
nutos en bafio de agua en ebullicién. Las
placas de microcultivos se incubaron a
temperatura ambiente durante 48 horas
en la oscuridad. El porcentaje de inhibi-
cién de crecimiento se definid asi (39):
Ec. 1

 * ) * )
o Inhibicién  100x Abs*, control Abs*,  ensayo

yyyyy

Bioensayo con azul de Lactofenol (40)

La actividad de los extractos crudos y de
las fracciones proteicas obtenidas durante
el crecimiento de P. infestans se evalud
empleando placas de microtitulacion de
96 pozos con 20 pL. de muestray 80 uL de
una suspension de esporangios del mi-
croorganismo, en medio de cultivo liqui-
do con arveja y sacarosa; luego de 5 dias
de incubacion se tifieron los micelios con
azul de lactofenol y se observaron al mi-
croscopio de luz.

RESULTADOS Y DISCUSION
Induccion de resistencia sistémica

Del nimero de plantas inoculadas, el
93% presentd sintomatologia de infec-
cién en hojas, no se observaron dafios ni
sefiales de infeccion en flores, tallo ni fru-
tos en ninguna de las plantas tratadas, evi-
denciandose la tolerancia de la variedad
de tomate al ataque del patdgeno, tenien-
do en cuenta que no hubo destruccién del
cultivo.

Extraccion del LLI

Los dos tipos de extractos del LLI obteni-
dos, uno empleando agua destilada a4 °C
y otro con buffer fosfato de sodio pH 7,
se realizaron teniendo en cuenta las ca-
racteristicas catidnicas y altamente basi-
cas de las defensinas a pH fisioldgico, se
utiliz6 una fuerza idnica alta para solubi-
lizarlas.

Las condiciones iniciales de los cuatro
LLI obtenidos se resumieron en la Tabla
1, donde se aprecia que la cantidad de
LLI de plantas inoculadas extraido con
buffer es mayor que aquel de plantas sa-
nas, lo mismo sucedié con los extraidos
con agua; de igual forma la cantidad pro-
teina total fue mayor en plantas inocula-
das que sanas.

Enlos LLI obtenidos con buffer el por-
centaje de inhibicién fue mayor en 21B
(49%) que en 11B (39%), y en los extrai-
dos con agua fue mayor en 21A (45%) que
en 11A (25%), sugiriendo que en las plan-
tas inoculadas la actividad aument6 luego

t+  Buffer fosfato de sodio pH 7 = 10mM
NaHPOs, 15mM NaH:2POs, 100mM KCl,
2mM EDTA, 0,15% PVP y 5SmM Acido
ascorbico a 4 °C

11
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Tabla 1. Condiciones iniciales de extractos de liquido de lavado intercelular de hojas de
plantas de tomate (Lycopersicon esculentum cerasiforme)

Muestra Vol. Total Proteina | Clorofila Actividad % inhib.
(mL) pg/mL mg/ml antifiing. crec.
11A 70 248,63 3,62E-5 Si 25
11B 90 275,69 4,43E-5 Si 39
21A 80 533,91 5,.64E-5 Si 43
21B 120 678,83 2,82E-5 Si 49

de la infecciéon, comparada con la de las
plantas sanas; se presentd mayor actividad
en los extractos con buffer, indicando que
con este sistema se logré extraer mayor
cantidad de “compuestos antiflingicos”
que con agua (Figura 1).

Aislamiento de proteina

La cantidad de proteina en los LLI, du-
rante la precipitacién con sulfato de amo-
nio hasta un 30% de saturaciéon no fue
considerable, comparada con la del 70%;
tampoco hubo actividad antifingica ya
que los porcentajes de inhibicién presen-
taron valores negativos en todos los ca-

21B. 21A

12

ahrp
Figura 1. Evaluacion de actividad antifiingica en LLI. Los controles en la fila A. En la fila B muestras 11A 20

pL (5 pg proteina), 11B 20 pL (5 ng), 21A 20 uL (10 pg), 21B 20 uL (13 pg). En todos los casos se utilizé 80
puL (1x10" zoosporas/mL) de suspension de esporangios de P. infestans.

sos, indicando que no hubo inhibicién de
crecimiento y que por el contrario, P. in-
festans continu6 creciendo en el medio;
éstos resultados permitieron asegurar la
continuacion de las proteinas antifiingicas
en la fracciéon del 70% , como se indica en
la Tabla 2.

Los porcentajes de inhibicion de creci-
miento mas altos correspondieron a los
extractos 21A y 21B, confirmando una
induccién de respuesta de defensa de las
plantas al ataque de Phytophthora infes-
tans luego de inoculadas.

La actividad antifingica que presenta-
ron los extractos 11A y 11B, correspon-

-;L\ - 4
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Tabla 2. Actividad antifingica de proteinas en LLI durante la precipitacion fraccionada
hasta 30 y 70% de saturacion de sulfato de amonio

Muestra 11A 11B 21A 21B
Proteina 30% pg/mL 27,23 22,68 18,37 29,82
Actividad antifingica No No No No
% inhibicion crec. -15 21 -18 -14
Proteina 70% pg/mL 2320,52 | 3308,31 | 6406,87 | 814593
Actividad antifingica Si Si Si Si
% inhibicion crec. 40 43 53 52

dientes a las plantas sanas, sugiri6 que la
planta posee su propio mecanismo de de-
fensa y que en condiciones de patogenici-
dad éste se refuerza, confiriéndole mayor
resistencia a la enfermedad (resistencia
sistémica).

Los porcentajes de inhibicion provie-
nen de la aplicacion de la ecuacion 1 con
las lecturas realizadas a 595 nm, de los
controles y las muestras a los 30 minutos
y a las 48 horas después de iniciado el en-
sayo, asi: los valores negativos y menores
de 10% indican no antifungicidad, y los
valores inferiores a 20% y superiores a
10% indican actividad deficiente.

El perfil electroforético en la Figura 2
mostré zonas enriquecidas de proteina en
todos los casos; los carriles correspon-
dientes a las plantas inoculadas, 21A y
21B presentaron proteinas de peso mole-
cular inferiores a 6,5 kDa (asignado para
el patrén de PM mas bajo en el marca-
dor), mientras que en 11A y 11B no se
apreciaron; del mismo modo el nimero y
la intensidad de las bandas fue menor, aun

cuando la cantidad de proteina dispuesta
en todos los pozos fue similar. (Pie de Fi-
gura 2). Teniendo en cuenta que se busca-
ban proteinas de bajo PM se decidio puri-
ficar las que estaban presentes en los
extractos 21A y 21B.

(_)TI'E"_’ITB' i B s

45
29

20
14,2
6.5

(+)

Figura 2. Perfil electroforético SDS-TRICINA-
PAGE en condiciones reductoras de proteinas en LLI
concentradas y dializadas. Muestras 11A 20 L (46 g
proteina), 11B 20 pL (66 ng), 21A 10 pL (64 ng),
21B 10 pL (81 pg). PM. Marcadores Sigma de bajo
peso molecular (2 pg/2 ul). BSA patrén (1 pg/5 pL).
Geles espaciador y separaciéon T 10% C 3%.

13
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Figura 3. Perfil cromatografico de tamiz molecular de muestra 21A. En columna de 120x1,5 cm con Sepha-
dex G25, eluida con buffer fosfato de sodio 50 mM pH 6 a4 °C, velocidad de flujo 18 mL/h, volumen de mues-
tra 5 mL (6006 ng), fracciéon 1,5 mL, volumen de elucién 210 mL.

Purificacion parcial de proteinas
en 21A

Cromatografia de tamiz molecular

En el perfil cromatografico en la Figura
3, las proteinas en el extracto 21A se se-
pararon en tres picos, denominados
21Apl, 21Ap2 y 21Ap3 respectivamen-

BSA PM
et

214 214p1
2
-
= W2
f -
- =~

[ R

BB E&E 7

142

&

cular 2 uL (2 ng), BSA patrén 2 pL (2 pg).

14

{+
Figura 4. Perfil electroforético con SDS- TRICINA-
PAGE. En geles espaciador y separacion T 10% C 3%.
Condiciones reductoras. Proteinas en picos de cromatogra-
fia de tamiz molecular de muestra 21A 10 puL (60 pg protei-
na), 21Ap1 20 pL (24 ng), 21Ap2 20 pL (21 pg), 21Ap3
20 uL (12 pg). PM. Marcadores sigma de bajo peso mole-

te. Se observo (Figura 4) que en el prime-
ro se aislaron proteinas con pesos mole-
culares entre 24 y 66 kDa en relaciéon con
los patrones de PM. El segundo pool
21Ap2 contenia proteinas superiores a
14kDa diferentes a 21Apl, y en la frac-
cién denominada 21 Ap3 proteinas de pe-
sos moleculares relativos inferiores a
14kDa en las cuales se identific6 inhibi-
cién de crecimiento de P. infestans su-
perior al 50%. Mientras que en las
otras dos fracciones no se aprecio este
tipo de actividad (Tabla 3).

Cromatografia de intercambio
anionico de 21Ap3

La separacion de las proteinas de
acuerdo con su carga en la fracci6n
21Ap3 proveniente de CTM mostro6 3
picos; el primero representa un grupo
de proteinas basicas y se denomind
21Acl, las proteinas acidas se designa-
ron 21Aal y 21Aa2, respectivamente,
se evaluo la actividad antifiingica para
las fracciones 21Acl y 21Aa2 de acuer-
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Tabla 3. Actividad antifiingica de proteinas en “pooles” de cromatografia de tamiz mole-

cular de las muestras 21A y 21B

21Apl | 21Ap2 | 21Ap3
% inhib. Crec. -21 61
Proteina pg/20pL 24,33 21,62 12,03

21Bpl 21Bp2 21Bp3
% inhib. Crec. 33 42 47
Proteina pg/20pL 30,41 28,12 14,45

do con el interés del estudio hacia las pro-
teinas catidnicas de bajo peso molecular, y
se establecieron diferencias en cuanto a ac-
tividad antifiingica entre los dos tipos de
proteina (21Acl y 21Aa2) de diferente
carga (Figura 5 y Tabla 3).

Hubo inhibicién de crecimiento del
31% en la fraccién 21Acl, en la anidnica
(21Aa2) se obtuvo un porcentaje negativo
(-1%) indicando actividad nula. De aqui se
concluy6 que en el extracto 21A existian
proteinas catidnicas, de pesos moleculares
relativos inferiores a 14kDa y con activi-
dad antifingica in vitro contra Phytoph-
thora infestans del orden de 31% de inhi-
bicion con cerca de 5 g de proteina.

1,400

Purificacion parcial de proteinas
en 21B

Cromatografia de tamiz molecular

Luego de la separacion por tamiz molecu-
lar (Figura 6) se encontraron proteinas
con pesos moleculares inferiores a 14
kDaen 21 Bp3; en las fracciones 21Bp2 y
21Bpl se separaron moléculas con PM
superiores a 20000 Da, presentandose el
mayor numero de éstas en 21Bp1 (Figura
7). Nuevamente, dado que se buscaban
proteinas de bajo peso molecular, se tomd
el pool 21 Bp3 para realizar la separacién
de proteinas por carga y su posterior eva-
luacion de actividad antifiingica.
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0,800 |
0,600 |
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64 T3

FRACCION No.

=t Proteina 280nm

= Proteina 240nm

—m— Proteina 250nm
= Gradiente lineal NaCl 0-1 M

Figura 5. Perfil cromatogréfico de intercambio ani6nico de 21Ap3 de plantas de tomate resistente (Lycopersicon
esculentum cerasiforme). Columna 10/16 de Pharmacia con DEAE Fraktogel TSK 650M® eluida con Buffer fos-
fato de sodio pH 6 a 4 °C, gradiente lineal NaCl 0-1 M, velocidad de flujo 16 mL/h. Cantidad de muestra 2 mL
(1203 pg), volumen de fraccién 1,5 mL, volumen de elucién 200 mL
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Figura 6. Perfil cromatografico de tamiz molecular de muestra 21B. En columna de 120x1,5 cm con Sephadex
G25, eluida con buffer fosfato de sodio 50 mM pH 6 a4 °C, velocidad de flujo 18 mL/h, volumen de muestra 6
mL (7636 ng), fraccién 1,5 mL, volumen de elucién 180 mL.

En todos los “pooles” hubo inhibicién
de crecimiento visto como una disminu-
cién en la intensidad de color de micelios
de P. infestans tefiidos con el azul de lacto-
fenol; el porcentaje de inhibicion fue ma-
yor para 21Bp3 (Tabla 3), por lo tanto, se
pudo confirmar que la extraccion de las
proteinas con actividad antifingica y bajos
pesos moleculares, en el LLI de hojas de
tomate resistente, en las que se habia indu-
cido resistencia sistémica, fue mejor con
buffer fosfato pH 7 que aquella realizada
con agua destilada Unicamente.

Cromatografia de intercambio
anionico de 21Bp3

Se observaron 4 picos correspondientes

—
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: . T
' . 218p3
f- T : i
fus: S = o
s EaF ) .
20 SN '
2 -
— N 8

20 e —_ 3 P
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65 v | -
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tro de P. infestans, con un 47,2%, en
21Bc2 se esperaba un comportamiento
similar, pero no present6 actividad anti-
fingica (Tabla4). Conla fraccién 21Bal
se obtuvo un valor negativo en porcenta-
je, por lo que se pudo afirmar que en el
LLI de hojas de tomate inoculadas ex-
traido con buffer fosfaOto pH 7 (21B), se
encontraron 2 grupos de proteinas catio-
nicas (21Bc1 y 21Bc2) de bajo peso mo-

-

a cuatro tipos de proteinas separadas de
acuerdo con su carga; en ellos se en-
cuentran 2 grupos basicos, 21Bcl,
21Bc2, y dos 4cidos 21Bal, 21Ba2.

Al evaluar la actividad se encontrd
que 21Bcl inhibid el crecimiento in vi-
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Figura 7. Perfil electroforético con SDS-TRICINA- PAGE,
condiciones reductoras. Picos después de cromatografia
de tamiz molecular de muestra 21B 10 pL (80 pg), 21Bpl
20 pL (30 pg), 21Bp2 20 pL (28 pg), 21Bp3 20 uL (14
ng). PM. Marcadores sigma de bajo peso molecular 2 pL.
(2 ng), BSA patrén 2 pL (2 pg). Geles espaciador y sepa-
racion T 10% C 3%.
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Tabla 4. Actividad antifiingica para proteinas en picos 21Ap3 y 21Bp3 después de cro-

matografia de intercambio anidénico

21Acl 21Aal
% inhibicién crecimiento 31 -1
Proteina pg/20pL 4,92 7,33

21Bcl 21Bc2 | 21Bal
% inhibicién crecimiento 47 2 -2
Proteina pg/20pL 5,68 4,91 6,94

lecular, de las cuales s6lo uno poseia ac-
tividad antifingica.

Luego de aislar las proteinas catidnicas
de bajo peso molecular con actividad anti-
fangica de los extractos 21Ay 21B, se pro-
cedié a evaluar otras caracteristicas pro-
pias de las defensinas que sirvieron como
método de identificacion parcial. Durante
todo el estudio se realizaron electroforesis
en condiciones denaturantes en geles de

poliacrilamida, con el sistema SDS-Trici-
na-PAGE, con el fin de hacer un segui-
miento de las proteinas de bajo peso mole-
cular; en esta seccion se utilizaron dichas
electroforesis para determinar el peso mo-
lecular de las proteinas presentes en las
fracciones obtenidas a partir de las croma-
tografias de intercambio ani6nico analiza-
das anteriormente.

3,500 1 T 600
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g - 500 g
)
< 2,500 1 >
- 400 <
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Z 2,000 ] =
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Figura 8. Perfil cromatografico de intercambio aniénico de 21Bp3 de plantas de tomate resistente (Lycopersi-
con esculentum cerasiforme). Columna 10/16 de Pharmacia con DEAE Fraktogel TSK 650M® eluida con buf-
fer fosfato de sodio pH 6 a 4 °C, con gradiente lineal NaCl 0-1 M velocidad de flujo 16 mL/hr. Cantidad de
muestra 2 mL (1445 pg), volumen de fraccion 1,5 mL, volumen de eluciéon 200 mL.
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Tabla 5. Pesos moleculares de proteinas catid-

nicas estimados en condiciones reductoras

kDa, las cuales no poseen actividad an-
tiftingica y su porcentaje de inhibicion
de crecimiento fue negativo.

En las fracciones 21Bc1y 21Bc2 del

LLI de plantas inoculadas extraido con

bufffer (21B), se encontraron dos pro-

teinas de pesos 5,2y 7,7 kDa, sugirien-

do que éstas pertenecen a ambas frac-

ciones; es probable que cada fraccién

sea una proteina y contenga trazas de la

Fraccion proteica Peso molecular kDa
21Acl 5,2
21Bcl 21Bcl.1 7,7

21Bcl.2 5,2
21Bc2 21Bc2.1 5,2
21Bc2.2 7,7
21Aal 21Aal.1 13,8
21Aal.2 15,2
21Aal.3 16,8
21Bal 21Bal.l 7,7
21Bal.2 15,2

otra, ya que de acuerdo con la actividad

Determinacion de peso molecular
en condiciones reductoras

Se encontraron proteinas cati6nicas de
peso molecular 5,2 kDa en los extractos
21A y 21B, algunas otras con masas de
7,7 kDa de las cuales estas Gltimas tienen
menor posibilidad de ser defensinas (pro-
teinas de 5 kDa).

De acuerdo con los resultados que se
muestran en la Tabla 5, en la fraccion
proteica denominada 21Acl del LLI de
plantas inoculadas extraido con agua
(21A), se encontr6 una proteina catidénica
de peso molecular relativo de 5,2 kDa, la
cual posee actividad antifingica in vitro
contra P. infestans. Por otro lado, en la
fraccion 21Aal del mismo LLI, se encon-
traron 3 proteinas anidnicas con pesos
moleculares diferentes; 13,8, 15,2y 16,8

Tabla 6. Pesos moleculares de proteinas
catidnicas estimados en condiciones no re-
ductoras

Fraccién proteica Peso molecular kDa
21Acl.1 14,5
21Acl .
¢ 21Acl 2 19,8
21Bcl 21Bcl.1 14,5
21Bc2 21Bc2.1 19,8
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antifingica evaluada, 21Bc2 no presen-

t6 dicha actividad mientras que 21Bcl,
si. (Cuadl de las dos proteinas confiere la
actividad? Este es un cuestionamiento por
resolver, habria que separarlas totalmen-
te para evaluar su actividad individual y
establecer la diferencia.

Determinacion de peso molecular
en condiciones no reductoras

En cuanto a la fraccion 21Bal pertene-
ciente al mismo extracto anterior se en-
contraron 2 proteinas aniénicas con pe-
sos moleculares de 7,7 y 15,2 kDa; de
acuerdo con las observaciones anterio-
res dicha fraccidn no present6 actividad
antifingica.

Las proteinas no reducidas proporcio-
naron bandas finas; para 21Acl y 21Bc2
(Tabla 5) se apreciaron dos bandas con
una masa molecular aparente de 14,2 y
19,8 kDa en ambos casos. En21Bcl y en
21Bc2 se encontr una banda con peso
molecular estimado de 14,2 y otrade 19,8
kDa respectivamente. Los pesos molecu-
lares de las proteinas evaluadas antes en
condiciones reductoras sugirieron que es-
tas proteinas surgieron como oligémeros
constituidos por protémeros de aproxi-
madamente 5 kDa; de ser asi estas estruc-
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Figura 9. Perfil electroforético con SDS-TRICINA-
PAGE. Condiciones reductoras. Proteinas en frac-
ciones basicas de cromatografia de intercambio i6ni-
co. 21Acl 10 pL (29 pg), 21Bcl 10 pL (23 pg),
21Bc2 10 uL (22 pg). PM. Marcadores sigma de
bajo peso molecular 2 uL (2 pg), BSA patrén 2 pL
(2 ng). Geles espaciador y separacion T 10% C3%.

turas involucraron los puentes disulfuro
entre cisteinas intactas por la ausencia del
agente reductor. Las bandas de 14,5 kDa
representarian un trimero (en 21Acl,

Figura 10. Perfil electroforético de proteinas con
SDS-TRICINA-PAGE. Condiciones no reducto-
ras. Proteinas de fracciones basicas después de cro-
matografia de intercambio i6nico. 21Acl 15 pL (36
ng), 21Bcl 15 pL (35 pg), 21Bc2 15 pL (34 pg).
PM. Marcadores sigma de bajo peso molecular 2
uL (2 ng), BSA patrén 2 uL (2 pg). Geles espacia-
dor y separaciéon T 10% C 3%.

de P. infestans luego de accion de proteinas catiéni-
cas de bajo peso molecular extraidas de plantas de to-
mate resistente (Lycopersicon esculentum cerasifor-
me). A. zoosporangio intacto. B. 21Acl, C. 21Bcl,
D. 21Bc2.

21Bcl), mientras que las de 19,8 kDa (en
21Acl, 21Bc2) un tetrdmero.

Morfologia de inhibicion
de crecimiento de P. infestans

Se tomaron microfotografias de algunas
de las pruebas realizadas en las placas de
microtitulacién empleando un microsco-
pio de luz con objetivo 100X y se observd
el deterioro del saco esporangico de P. in-
festans; éstas fueron tomadas 96 horas
después de la incubacién de la suspension
de esporangios de Phytophthora infestans
de 1x10* células/ml en medio liquido de
arveja y sacarosa, en presencia de 201
21Acl (4,92g), 201 21Bcl (5,68g), 201
21Bc2 (4,91 g), 10 minutos antes de to-
mar la microfotografia, se adicion6 azul
de metileno 0,01% a los microcultivos
para hacer contraste. Se observaron frag-
mentos de micelio cenocitico (no septa-
do) caracteristico de P. infestans luego de
una degradacion (Figura 11).

Las observaciones anteriores permi-
tieron establecer el efecto antifiingico
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contra el crecimiento de Phytophthora in-
festans, producido por las proteinas catio-
nicas de bajo peso molecular, aisladas de
los espacios intercelulares, de hojas ino-
culadas de tomate resistente (Lycopersi-
con esculentum cerasiforme) encontradas
en este trabajo.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron tres fracciones con cuatro
proteinas cationicas provenientes de los
espacios intercelulares de hojas de plantas
de tomate resistente con peso molecular
bajo y actividad antifingica con un alto
porcentaje de inhibicion in vitro frente a P.
infestans, caracteristicas que permiten de-
nominarlas como defensinas de plantas.

Se establecieron las condiciones para
aislar y purificar parcialmente posibles
defensinas de los espacios intercelulares
de plantas de tomate, ya que las investiga-
ciones realizadas hasta este momento ha-
bian involucrado tejidos como semillas y
el endospermo de diversas especies, y no
existia ningtn trabajo publicado que mos-
trara la presencia de tales proteinas en ho-
jas de tomate.

Las proteinas localizadas en los espa-
cios intercelulares -y caracterizadas
como posibles defensinas en este estudio,
mostraron actividad antifiingica frente a
P infestans, 1o cual muestra que dichas
proteinas estan implicadas en el mecanis-
mo de defensa de la planta y en la resis-
tencia en campo que se ha observado en
esta variedad de tomate. Es la primera
vez que luego de induccién de resistencia
sistémica se tienen indicios de la presen-
cia de defensinas en plantas de tomate, es-
pecialmente en las hojas y atin mas en una

20

variedad perteneciente a nuestro Germo-
plasma Nacional.
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