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REJUMEN

El presente informe contiene en detolle lo metodologío de lo oplicoción

inmunoquímico poro ol estudio de los sistemos de resistenc¡o del bonono

frente o lo enfermedod folior denominodo Sigotoko Negro, poro lo cuot el

oislomiento de péptidos ont¡microbionos de los hoios de lo plonto

comprende un importonfe poso poro el entendimiento de esfos sislemos.

Poro tol efecto en el loborotorio se hon estoblecido técnicos de

elecfoforesis de poliocr¡lom¡do que sirven poro obtener potrones proteicos

de los plonros en eslud¡o y posleriormente poder identificor proteínos de

defenso med¡onte ensoyos fisiológicos, Éste y demós procedimientos hon

sido estoblecidos después de uno serie de experimenlos logrondo osí uno

odecuoción y óptimo empleo de coda uno de los técn¡cos, de los cuoles

se encuentron detollodos ind¡viduolmenle en este informe con sus

fundomentos, procedimientos, equipos, reoctivos y eiemplos,

En su contenido se presento un diogromo de f luio oplicqdo poro el

oislomiento de los péptidos onlimicrobionos, odemós de generolidodes de

lo empreso y onexos.
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INTRODUCCIÓN

Los plontas producen vorios moléculos prote¡cos en respuesto o otoques

potógenos, entre estos se encuentron los proteínos telocionodos con lo
potogenio (PR) que poseen uno occjón enzimótico frente o polisocóridos

de lo pored celufor de los hongos, y odemós los pépf¡dos ontimicrobionos

que son moléculos de menos de 100 oo que comprenden los sislemos de

resistencio [Ver ANEXO E y J ).

El loborotorio de inmunoquímico es el encorgodo de invesl¡gor esros

proteínos con el obielivo principol de idenfif¡corlos y conocer sus funciones

poro estoblecer soluciones oplicobles o d¡versos f itopotolog'ros. Ésto

reol¡zondo estudios en diversos genolipos de fuluso spp, que comprenden

22 voriedodes troídos del Centro lnternocionol de Tróns¡to (tTC) de lo Red

Internocionol poro el Mejoromiento del Bonono y Plólono (lNlBAP), frente o lo

enfermedod folior mós imporlonte conocido como S¡gotoko Negro (JONES,

1999) cousodo por el hongo Wcophaerella frlensis que ofecto hosto en

un 50o/o en pérdidos poro exportoción del bonono (NAVARRO, 1998),

De oquí noce lo importoncio de desorrollor invest¡goción, yo que este

olimento se ubico en los poíses en v'los de desorrollo como el cuorto

olimento de moyor imporloncio después del orroz, frigo, moíz (lNlBAP, 2000),

y es el primer produclo ogrícolo de exportoción en el Ecuodor,

-tx-





2. DE-ICR¡PC¡ON DE lAf I.ABORE' RIATIZADA'

Los próclicos reolizodos comprenden el desorrollo de los técnicos de

idenlificoción proteico poro lo cuol se me osignó el temo de "ldentificoción

y oislomienlo de péptidos ontimicrobionos" poro lo cuol me desempeñobo

en un hororio de BH30 o 17H30 en el Loborotorio de lnmunoquímico del

CIBE o corgo del Ph,D Woshingion Córdenos,

Los lobores reolizodos no eron de monero controctuol, y se detollon o

continuoción;

I Estudio bibliogrófico sobre técnicos de oislomienlo de péptidos

ontimicrobionos

I Enlrenomienlo sobre técnicos de ¡nmunoquim¡co

I Desonollo de ensoyos opl¡condo métodos eleciroforéticos

g Aplicoción de cromotogrof'ro de filkoción por gel

I Cuontif icoción proteico por espectofolomelrío
llult¿riEit

I ¡;rrr r¡tt{ot,,dcl!
f Siembro de microorgonismos

I Ensoyos de metodologío poro el oislomiento de pépfidos

ontimicrobionos

:3
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3. GENER.ATIDADE' DE tA EMPRE.íA

3, I ANIECEDENTES HISIÓRICOS

Por in¡ciolivo de lo Escuelo Superior Politécnico del Litorot (ESPOL),

olendiendo uno convocotorio de lo Unión de Universidodes Flomencos

[VLIR], fue presentodo un proyecto en el cuol se concebío lo eiecución de ó

oclividodes denominodos componenles. Entre eslos componentes, el

número 3, obordo lo investigoc¡ón en biotecnologío; con un mondoto

¡nic¡ol de hocer invesligoc¡ón poro la resistencio genélico de furuso poro el

control de lo Sigotoko Negro, con el fin de logror uno ogriculluro

ombientolmente sustenloble.

En el desorrollo de esle proyecto, que fue f¡nonciodo por el fondo Belgo y

uno controporte de ESPOL, el componente 3 eieculó un curso de

diplomodo en biotecnologio, y 4 cursos de postgrodo. Del grupo de

estudiontes fueron seleccionodos 3 o cursos "sondwich" de Ph,D en los

universidodes belgos de Gonle y Lovoino.

Esto octividod ovonzó en porolelo con lo odopfoción y construcción de los

loborotorios e instolociones poro entrenor especiolilos copoces de ejecutor

los obietivos de in\estigoción del proyecto.

Lo integroción del sector productivo en los eslrqiegios y ejecución de los

octivirjodes de investigoción, logró desde el mismo inicio del proyecto, uno

excelente comunicoc¡ón y porticipoción, definiendo los progromos de

investigoción coporticipodo.

Adicionolmenle, se hon conseguido recursos poto reforzor el desorro¡lo de

los proyectos de investigoción y copociloción. Se siguen generondo

- 1_



propueslos poro lo formoción de recursos humonos de cuorto nivel en lo

óptico de converlir o este centro en uno entidod outo sustentoble poro lo

invesligoción, lo enseñonzo y lo extensión porticipofivo,

En el breve plozo de I oño, con un stoff de 2l coloborodores, en pleno

desempeño de los investigociones, con lo presencio de los móximos

outoridodes de lo ESPOL, representonles de los productores y de lo

contropole belgo, fue inougurodo el 17 de Enero det 2OOl, como el

"Centro de lnvest¡gociones Biotecnológ¡cos del Ecuodol, de lo Escuelo

Superior Politécnico del Litorol,

u,S,nJ¡l1"l"l"I*»
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3.2 ORGANIG,AMA
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3,3 LOCALIZACIÓN

El CIBE liene sus instolociones en el Compus Gustovo Goljndo Km 30,5 vío
Perimetrol en ¡o plonto ollo del Progromo de Tecnolog'ro en Alimentos
(Bloque N" 47)

§ .'i,türL

\

Hocer investigoción b¡otecnológico poro el mejoromiento genélico de
plontos, los ogenles cousoles de enfermedodes y su inlerocción con los
plontos huéspedes, los ,ecnologíos de producción con el uso de
microorgonismos benéficos y los oportunidodes de tecnologícs poro
incorporor volor ogregodo o los cosechqs portiendo del primero y gron
mondoto fufuso resistente o Sigotrco Negro en un ombiente sustenloble.

3.4 OBJETIVO

3.5 MtStÓN

Formor lfderes copoces de convertir lo biolecnologío en
uno herrom¡enlo indispensoble poro el desorrollo sociol y
económico del poís en un ombiente sustentoble.

3.ó VrSrÓN C ¡IE

El futuro del Ecuodor es ovonce del conocimiento tecnológico,
conservoción y uso de sus grondes tecursos genéticos poro el bienestor de
lo espec¡e humono,

)

tri!lg

Itr l}eI¡
t

(
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BuUer de extracción alcalina

4,1 DIAGAI'IA DE FtUrO
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proteicas puras

Fnsavo e\nerimental

Resultados

Conclusiones
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4.2 BREVE DE.ICRIPCIÓN DEt PROCI.ÍO

¡.lJái,
Se tomon hojos de lo vqriedod de bonono deseado en lo Coñodo de los

Aulusos, se los tronsporto en uno hielero hqcio el loborotorio (4oC) y luego se

los olmoceno en un congelodor o -80"C. poro su uso estos son socodos

del congelodor, lovodos con oguo y jobón, y secodos, pero siempre

procurondo que eslén en frío (hielito), Los ho¡os son corlodos en cuodrjtos y

lriturodos con nitrógeno líquido poro luego extroer los proteínos

sometiéndolos o buffer de exlrocción por uno horo, ésto en tubos que

luego son centrifugodos poro seporor los proteínos solubles (S I ) de lo§

osociodos o membrono (S2) de los cuoles lo fose superior (S 1 ) seró

seporodo por deconfoción hocio nuevos fubos, ounque cuondo el

sobrenodonle no esto lo suficientemente limpio se procede o filfrorlo. Este

extrocto "crudo" poso o ser lrotodo con sulfoto de omonio poro oblener

uno precipiloción de los proieínos. por medio de lo obtención de un pellet

después de centrifugoción, el cuol luego es resuspendido en buffer de

extrocción poro su empleo en los ensoyos, Así los mueslros proteicos son

purificodos medionte cromofogrofío empleondo columnos con motrices

de seporoción y se procede o colector vorios muestros de I ml c/u, los

cuoles luego se someten o procesos elecrroforáicos poro obtener polrones

de bondos prote¡cos fócilmenle vis¡bles en geles de poliocrilom¡do;

odemós se cuontificon sus concentroc¡ones medionte espectofotomefío

en coj¡tas ELISA oplicondo Brodford. Luego medionte criterio obtenidos por

los curvos de seporoción, cuonlificoción prote¡co y los geles, se

seleccionon los tubos que contengon los mueslros con moyor

concentroción prole¡co y de monero puro, poro ser empleodos en los

ensoyos experimentoles en los cuoles se utilizon siembros de E. co/l en

cojitos ELISA poro de esto monero observor si existe olguno ¡nhib¡c¡ón.

*."¡
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5.T EXIRACC¡ON PROTEICA

FUNDAMENTO:

El proceso de oislom¡ento de proteínos consisle en un lovodo de tejidos y

oplicoción de lisis celulor o portir de un pulverizodo de hoios empleondo un

buffer de extrocción que posee un pH olcol¡no el cuol permile extroer los

proteínos de noturolezo soluble, y luego por medio de centrifugoción se

obtiene un sobrenodqnte llomodo exlrocto crudo el cuol luego es trolodo

con sulfoto de omonio poro reolizor uno precipitoclón que ol centr¡fugor do

un pellet que es proteíno puro y que se resuspende en butfer de exlrocción

poro lener uno dilución tolol y focilitor su empleo en pr^oeesos

subsecuentes. tl¡>
t;'

PROCEDIMIENTO:

.t 
"

Recolector muetros de hoios de bonono en n Üotf186rO'álosmo.

Musos (Ver ANEXO C), lomondo muy en cuento et número de lo hojo

y que inmediotomenle se guorden en uno hielero poro evitor

fenolizoción y oulólisis.

Almocenorlos o -80"C poro uso posterior.

Lovorlos con oguo poloble y jobón líqu¡do, enjuogorlos con oguo

destilodo y olmocenorlos en uno hielero [4oC).

Secorlos son un popel toollo, y cortorlo en cuodritos muy pequeños

son uno l¡iero limpio y seca.

Colocor los cuodritos en un molero preenfriodo y odicionorles

nitrógeno líquido hoslo cubrir lo muestro y con lo oyudo de un pilón

moceror los hojitos hosto que se pulvericen.

Pesor lo confidod de muestro en un tubo,

I



Adicionor buffer de exlrocción olcolino en lo reloción de por codo s
g de muestro se odicionon i.5 ml de buffer.

Homogen¡¿or lo me¿clo oplicondo vortex (Mbroción).

Dejor moceror por uno horo o bojo temperoluro (con los tubos

sumergidos en hielo),

Centrifugor los lubos o 4'C, I 4000 rpm por l0 minutos,

Colector el sobrenodonte (extrocto crudo) en nuevos tubos,

delerminor el \ f,lumen,

Filtror el sobrenodonte (s¡ es necesorio), con popel fillro y

posteriormente con filtros whotmon (0.2 pm) con owdo de uno
jeringo,

Recolector el filtrodo y reolizor lo precipitoción con sulfoto de omonio

ol 80% poro lo cuol se empleo lo reloción de S25.S g por l,

Deior en reposo en hielo por uno horo.

Centrifugor los tubos o 4'C, 14000 rpm por l0 m¡nulos.

Decontor el sobrenodonte y consen/lcr el pellet proteico,

Resuspender el pellet en buffer de extrocción olcolino (por codo 0.S

g de muestro L5 ml de bufier).

ESUIPOS Y MATERIALES:

Congelodor de -8ffC
Mortero

P¡lón

Tijeros

Tubos folcon

Tubos eppendof

Vorlex

Micro pipetos

Centrífugo refrigerodos (Ver AltlEXO F)

Popel fittro

Fitlros wholmon

Jeringo

Cronómetro
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PREPARACION DE REACTIVOS:

Buffer de extrocción pH 7,5

El buffer esto constituido por TRTSMA-bose SOmM, EDIA l0 mM, ócido

oscórbico 0,2"4. NoCl 
,l50 

mM el cuol se compteto (ol momenlo de

uso) con 140 ¡rl de mercoplo por 100 mt de buffer y Ipl de pMSF por

ml de Buffer.

Poro lo cuol se peson ó.005 g de TR|SMA. 3.72 g EDTA, 2 g de oc.

oscórbico y 8.766 g de NoCl y se disuelven el un motro¿ oforodo de
.]000 

ml con oguo de¡onizodo.

CALCULOS Y EJEMPLOS:

Preporqción de buffer de extrocción olcolino:

PM de Tris BASE lris (h¡droximelhyl om¡nomethone) CoH,,NO, = I 2 I . I I

PM de EDTA (ócido dietilominotetrocéfico) Cr.HróN,OB = 292.2

PM de NoCl = 40 g

PM 0-mercoptoetonol [CrHóoS) = 28.3

PM de PMFS (Pheny sufonfiluoride) C/HTFOrS - 174.2

- l0-



5.2 CROMATOGAFTA DE F¡ITRACION POR GfT

FUNDAMENIO:

Lo cromotogrof'lo de firtroción por get en corumno seporo proteínos de
ocuerdo o su tomoño, posondo los muestfqs proteicos por lo motriz, lo cuol
contiene poros que permiten que el buffer, sulfoto de omon¡o (empleodo
poro lo precipiloción), y ros mós pequeños proreínos ingresen, pero excruye
el poso o proteínos grondes y complejos, los proteínos grondes migon
sobre los portícuros de ro motriz y soren de ro corumno primero que ros

proteínos pequeños y el sulfoto de omonio.

Los proleínos emergen de lo columno dependiendo de sus pesos

moleculores. El sislemo poso lo muestro pof un lector óplico w en donde
delerm¡nondo lo obsorboncio de lo muestro (ABS), el siguiente eremento del
sistemo es un conductímetro que determino ro conductibilidod de ro

muestro dependiendo del grodiente solino el cuol es medido en mili-

s¡emens (ms),

PROCEDIMIENTO:

Encender el sistemo con l S minulos de onticipoción
Preporor lo cdumno cromotogrófico conectóndolo o lo tuberío de
ingreso, se lo ojusio ol soporte con los brozos flexibles.

Se delopo lo columno y se obre lo lloi¡e del flujo de eslo.

En el ponel de control se presiono START poro inicior el flujo,

verificondo que se eliminen todos los burbujos o.lrqpodos en el

sislemo,

En el ponet se presiono VALVES seleccionodo DIVERT. y eliglendo to

opción "(divert)'paro reolizor lo limpiezo de lo columno *
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Se procede o voc¡or lo columno logrondo que el menisco del buffer
quede juslo en el lope de lo molriz, porondo el flujo pres¡onondo

STOP.

Se dos¡fico lo muestro de proteÍno (no moyor o 3 ml) con uno pipeto.

Se conlrolo el fluio (FLOW) o I ml por m¡nuto.

Se inicio el flujo presionondo STARI, por 3 minulos (volumen muerto) y

luego se poro ISIOP)

Se pone el sistemo en colector pres¡onondo VALVES y seleccionondo
COLLECI,

Se empiezo o colector los muestros pres¡onondo START en el
cromotógrqfo y odemós el coleclor con el botón RUN, o presjonondo

RECORD cuondo esto coneclodo o lo computodoro poro que los

resultodos se muestren en pontollo empleondo el softwore.

Poror lo colección de muestros cuondo lo curvo se muestre eslodo
in¡ciol,

Limpior lo cdumno,

Desconector lo columno y olmocenorlo en refrigeroción con un
poco de oguo o buffer.

*LAVADO DE LA COLUTVNA; Se [eno lo columno con oguo de¡onizodo y se

de¡o posor hosto que bojon los volores de ABS y de ms , luego posor 1 ml
de uno solución concentrodo de úreo (9.5 r/), y finormente se poso buffer
foloto (.l0 mM y I S0 mM NoCl ) hosto que se den votores constonles.

ESUIPOS Y MATERIALES:

B¡o Rod LP High Presure Chromotogophy q/stem [Ver ANEXO G).

Columno de cromotogofío p-óDG (ó000 dottons) (Ver ANEXO G)

Bio Rod Modet 21 1 0 Froction Coilector : Softwore Lp Doto View



PREPARACION DE REACIIVOS:

Buffer foloto l0 mM + 150 mM NoCl : pH ó.8

Pesor 
,1.2 g de fosfoto mono bósico, y odicionorlos junto g.ZZó g de

NoCl en uno moiroz oforodo y enrosor o lO00 ml con oguo
deionizodo.
Pesor 1,419ó g de fosfoto di bósico y odicionorlo iunto con 8.176 g
NoCl en un motroz oforodo y enrosor o 1000 ml con oguó
deion¡zodo,
Colocor un beoker con un ogitodor mognético y verter ombos
soluciones mezclóndolos inlermitenlemente (mono, di, mono, di)
volúmenes similores oproximodos, medir el pH y seguir odicionondo
con el electrodo introducido hosto llegor o un pH de ó.9.

Ureo 9.5 lvl

Pesor 285.3 g de Ureo y enrosor o S00 ml con oguo deionizodo,

olmocenor en refr¡geroción y esperor o disoluc¡ón tolol poro su uso,

CALCULOS Y EJEMPLOS:

Preporor 2 litros de buffer fosfolo l0 mM con I SO mM de cloruro de sodio.

Peso molecu¡or de fosfoto de sodio mono bósico (NoHrpOJ : |20
Peso moleculor de fosfoto de sodio di bósico (NorHpOo¡= i 41,96

l0mM = 0,01M ) (001M)(j41.9óg)= 1.419óg

l0 mM = 0.01 tV + (0.0t M) (120 g) = I 2 g

Preporor 500 mt de solución de ureo 9.5 M.

Peso moleculor de lo ureo = ó0,0ó

9.5 M : (9.5M) (ó0.0ó) = 570.57 g en un tifro 285.3 g en 500 ml

Curvo obtenido ol posor muestro de colcuilo 4 , hojo N" 4 (Ver ANEXO G)
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5.3 DETERMINACION DE CONCENTRACION PROTEICA

FUNDAtvIENIO:

Poro determ¡nor proteínos por espectrofotometrío se empleo el mélodo de
Brodford el cuol se boso en el ocoplomiento del coloronle ozul de

Comossie con lo proteíno lo cuol tiene uno reloción directo entre el

desorrollo del color y lo concenlroción de proteínos lo cuol se determino

colorimétricomenle o 595 nm (luz vsible) en un espectrofotómefo c,e ploco

(lector ELISA). Lo obsorboncio se inlerpolo o lo cunrr¡ potrón y se extropolo

de esto ol eje de los X poro conocer lo contjdod de proteíno conien¡do en

lo mueslro,

PROCEDIMIENIO:

D¡luir el reoctivo Brodford 5X (Bio rod) I:4 con oguo deioni¿odo en

un beokef ,

Colocor en une ploco de 9ó posos (fondo plono) ó diferentes

concentroc¡ones de BSA fAtbúmino Serico Bovino) por triplicodo

poro reolizor lo curva polrón, Colocondo l0 ¡rl de muestro y 200

pl del reoctivo Brodford diluido. En lo primero filo se coloco el

blonco y o continuoción los ó diluciones en orden descendente,

Colocor por codo posillo I0 pl de codo uno de los mueslros

problemo y 200 ¡rl del reociivo Brodford. por tr¡pticodo.

lncubor por 20 minutos en lo oscuridod,

Reolizor lo determinoción en el lector ELISA, selecc¡onondo lo

longitud de ondo o 595 nm.
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Reemplozor en lo ecuoción de lo curvo potrón, Recordondo

corregir lo obsorboncio restondo o los volores el doto del blonco.

Obtener lo concentroc¡ón. Los resultodos se expreson el mg / ml.

EOUIPOS Y MAIERIALES I

Especfofotómetro de plocos (Lector de ELISA),

Cómoro plóslico ELISA de 9ó pozos fondo ptono (Ver ANEXO H )

Pipelos outomóticos de 10-100 ¡rt, I - l0 ¡rt y 500-1000 ¡rt

PREPARACIÓN DE REACIIVOS:

Preporoción de Brodford diluido

Iomor l ml del reocfi\¡o Brodford Bio Rod y diluirlo con 4 ml de oguo
Prepororlo ol momenlo del uso.

Preporoción de d¡luciones poro curvo potrón,

Tomor 50 pl de BSA Stock (,l.4,1 mg/mt) y colocofos en un lubo, de
estos lomor 30 ¡tl y mezclorlos con 30 pl de oguo deionizodo [0.205
mg/ml). de oquí lomor 30 ¡rl y diluirlos en 30 pl de oguo deionizodo y
osí sucesivomente hosto oblenet ó diluciones con:
l,4i mg/ml, 0.705 mg/mt. 0.3525 mg/mt, 0, l7ó2S mg/mt, O,0B8t25
mg/m|.0.044 mg/mt.

CALCULOS Y EJEMPLOS:

Medidos de obsorboncio de muestros de Colcutto 4 :

0.777 A 0.805A 0.701 A
Promedio: 0.7ól
Lecturo del Blonco : 0,28SS
Ecuoc¡ón de Curvo pqtrón = -0.0SS4 + 2,,l4599 ABS conegido
Resuttodo: -0,0554 + 2.14599 (0,761 - 0.2855)

: 0,9óS mg/ mt
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5.4 ETECTROFORE.ÍI.Í EN GEt Dt POLIA€R!I.AMIDA

(rD, PAGE)

FUNDAMENTO:

Es lo seporoción de proteínos en bose o sus pesos moleculqres, empleondo

Sodium docedylsulfote, osí el complejo SDS-proteíno es proporcionol o su

peso moleculor; odicionolmente se empleo un ogenfe reductol como el

mercoploetonol que rompe los puentes disulfuro permiliendo onolizor

moléculos seporodomente, esto en geles de poliocrilomido y boio lo
oplicoción de volloie permite lo migroción del compleio sDS-proleíno hocio
el electrodo @sitivo, osí portículos grondes con moyor corgo serón

moyormente orrostrodos, y üceverso,

PROCEDIMIENIO:

Armor el equipo colocondo los plocos de vidrio, previo lovodo

con oguo jobonoso y limpiezo con olcohol. en los soportes.

Preporor el running gel y colocor 4,5 ml en codo uno.

Adicionor 3 ml de oguo poro olineor y esperor polimerizoción ( 40

min),

Preporor stocking gel y colrcor 2 ml en codo gel,

Colocor inmedioiomenle los peinetos y esperor polimerizoción

Ii 5 min),

Tomor los plocos con los geles, socorle los peinetos y colocarlos

en el cubo de electroforesis,

Adicionor el running buffer I X.
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Preporor lo mueslros, tomondo poro los geles de 15 posillos 12 ¡rl

de muestro y 3¡rl de Looding buffer, y poro los de 5 posillos el

doble.

Colentor los muestros por I minuto o boño de morío.

Colrcor lo mueslros en codo posillo del gel con uno micropipeto,

procurondo que no se rebose.

Topor el cubo y encender el equipo de vofioje.

Progromorlo poro 200 voltios, y corer hosto que coigon los

mueslros ol running buffer,

Poror lo corriente y desormor lo coio de electroforesis.

Despegor los geles de los plocos de vidrio, cuidodosomente

evitondo que se rompon.

Y se precede o teñ¡rlos según el método deseodo.

TINCION:

COMASSIE BLUE:

o Sumergir el get en solución de Comossie blue pt¡ffialjro;,,,,,rr',
empleondo uno bondeiito con topo y colocor en shoker poro
ogifoción.

o Quilor lo solución de Comoss¡e Blue y recolectorlo poro uso
posterior,

o Sumergir el gel en solución de Disto¡n I por l0 minutos
continuondo en ogiloción,

o Er¡ocuor lo solución de Distoin I y eliminolo,
o Colocor el gel en un boño de Disloin ll y esperoro o que el gel se

torne trosporente y que los bondos ozules se visuolicen bien. Lo
solución de Distoin I puede ser oplicodo un por de veces, con el
obiet¡vo de mejoror lo üsión de los bondos en el gel,

/
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NITRATO DE PLATA :

o Sumergir el gel en solución de 50oÁ metonol. I0% ócido océlico.
y 40oÁ oguo deionizodo, por uno horo en shoker,

o Tronscunido lo horo realtzo un lovodo con oguo deionizodo, y
dejorlo sumergido en oguo deion¡zodo.

o Reolizor comb¡os de el oguo codo diez minutos, por medio horo,
o Preporo solución A, B y C,
o Sumergir el gel en 50 ml de solución C por l5 minutos,
o Preporor solución D .

o Evocuor lo solución C en un frosco de desecho.
o Lovor el gel con oguo deionizodo un por de veces deióndolo

sumergido en oguo por un minuto codo vez.
o Posor el gel o un recipiente limpio, y odicionor S0 ml de lo

solución D,

o Dejor en lo oscuridod y ogitoción que lo tinción se lleve o cobo
siendo oproximodomente l0 min hoslo que los bonditos de
visuolicen cloromente,

o Eliminor lo solución D en frosco de desecho, y enjuogor el gel con
oguo de¡onizodo.

EOUIPOS Y MATERIALES:

lncubotor Shoker : New brunñvich scientific

BioRod r Equipo de electrofores¡s, fuente de poder (Ver ANEXO t)

Biorod : Plocos de gel

Soporte

Peinelos

Cubo de electroforesis

PREPARACIÓN DE REACTIVOS:

Running gel I 5olo I

Colocor en un beoker 3.ó ml de oguo deionizodo, 2.S ml de Trjsmo
1.5 M, 0,1 ml de SDS l0%, 3,75 mt de ocritomido 40% y finotmente

- l8-



(ol momenio del usoi) oñodir S0 pl de omonio persulfoto l0% y 5 ¡rl
de IE|VED (estos úllimos con bre\e ogifoción).

Slock¡ng gel:

Colocor en un beocker 3.8 ml de oguo deionizodo, ,l.5 
ml de Trismo

0.5 M, ó0 ¡rl de SDS, 0.ó ml de ocrilomido 4Oo/", y por ú¡timo (of
momenlo del uso") oñodir 30 pl de omon¡o persulfoto y ó ¡rl de
TEMED.
* Debido o que inicion polimerizoción y se gelotin¡zo,

Running Buffeil A porlir de un stock 5X llevor o lX con oguo deionizodo.

Looding Buffer 5X:

Pesor 0.01 g de ozul de bromofenol y diluir en l,9 ml de oguo
deion¡zodo en un beocker con ogiiodor mognético, luego ogregor
ó00 pl de Tdsmo i l\/ (pH ó.8), 2 mt de SDS l0%, S mt de gticerot
1000,6 (cuidodosomente), y 0.S mt de !-mercoptoetonol,

Comossie Blue :

1g Comossie Elue
450 ml metonol
450 ml oguo deionizodo
100 ml óc¡do ocético gtociot
Homogeneizor con un ogitodor mognélico

Distoin I

40% metonol

I0 % ócido ocético

50% oguo deionizodo

Disloin ll

10"Á metonol

7% ócido ocético

83% oguo deionizoda

Solución At

Pesor 0,8 g nitroto de ploto y ogregor 4 ml de oguo,

Disolver con un ogitodor mognélico en un beoker lopodo
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Solución B:

Mezclqr 2l ml de NoOH ol 0,370,,6, con l.4l ml de NH.OH o129.7%.

Homogeneizor con un ogilodor mognético.

Solución C: (A+B)

Agregor ol beoker de solución B en qgitoción, lo solución A usondo

uno pipeto posleur, goto por goto, evilondo tornor gris lo solución.

Solución D:

Pipetear 0,5 ml @ ócido cítrico 1% y ogregor 37,5 mt formotdehído

37%, luego enrosor ol 100 ml.
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5.5 
'IEMBRA 

E COT¡

FUNDAII¡1ENIO :

Es el de sum¡nistror nutr¡entes óptimos poro que el mo se desorrolle

empleondo el Lur¡o Brolh el cuol contiene triptono, extrocto de levoduro,

cloruro de sodio y oplotivomenle ogor, esto poro obienef un cult¡vo que

puedo ser cuontifrcodo y empleodo poro posteriores ensoyos.

PROCEDIMIENTO :

A portir de un cultivo de E. coli (después de pruems bioquímicos).

Tomor con un oso de plotino uno pequeño contidod del culiivo.

Sembrorlo por estrío en coios de petrix con ogor L-Broth,

ldentificor los cajos.

lncubor o 3óoC,

Tomor con un oso de plolino uno pequeño colonio y sembrorlo

en L-Broth líquido.

lncubor o 37oC y con ogitoción, por 2 horos,

Colocor 2 ml de culf¡vo líquido con E co/l en un tubo eppendorff y

centrifugolo por menos de un m¡nuto o velocidod medio,.

Eliminor el sobrenodonfe.

Los microorgon¡smos (pellel) son resuspendidos en Poor Broth,

Se determino lo concentroción de m¡croorgonismos en el

espectrofotÓmetro o ó00 nm.

Se procede o llevor el cultivo o uno concenfroción de 0,00]

mg/ml empleondo Poor Broih,
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EQUIPOS Y MATERIALES:

Especlrofotómetro

Shoker lncubotor

Cojos de petrix

Aso de plolino

fvlechero Bunsen

Mofroz Erlenmeyer

PREPARACIÓN DE REACTIVOS:

Preporoción de Lurio Broth (pH 7.5) :

1 
0,6 de triptono

0.5 % Extrocto de Le\¡cduro
150 mM NoCl

Preporoción del Poor Broth (pH 7.4):

1% de flplono
150 mM de NoCl

Pesor 'l g de tr¡pfono, 0.5 g de exlrocto de levoduro y 0.87ó g de
NoCl, enrosor o 100. ogilor y oiustor et pH o 7.5 empteondo NoOH.
Colocor en uno botello y esterilizor por l5 minulos o l2l.1oC,

Pesor l g de f¡plono y 0.87ó g de NoCt, enrosor o I00m1, ogitor y
ojustor el pH con NoOH. Embotellor y esterit¡zor o l2l.1oC por lS
minutos,



5.6 EN'AYO EXPER¡MENIAI

FUNDAMENTO :

e.ÉBliriffi*,El ensoyo nos permile observor si los proteínos

corocterísl¡cos inhibitorios, éslo oplicondo disrintos concentrociones en

cojos ELISA con microorgonismo [8. co/0.

PROCEDIMIENTO :

Seleccionor lo muestro o empleor, y reolizor diversos diluciones : I d,
l0r, ,l0", l0r, lO'¿ posondo 5 ¡rl de codo mueslro y diluyéndolo en

45 ¡rl de Buffer fo6foto, sucesivomente hosto obtener los 5

concenlrociones.

En uno cojo ELISA de gó posos fondo plono colocor según:

o En lo primero columno = Confol : i 0 pl Proteíno + 100 ¡rl poor
Broth

o En lo segundo columno = Conkol 2 : Con 100 ¡rl de E. coli +
l0 ¡rl PBS

o En lo tercero columno = I Cto : 100 ¡tl de E.coli + l0 ¡rl de
proleíno

o En lo cuorlo columno = l0r : 100 ¡rl de E.coli + l0 ¡rl de
profeíno

o En lo quinto columno = 10'? : 100 pl de E.coil + l0 ¡rl de
proteíno

o En Io sexto columno : 103: ,l00 
¡rl de E.c-o/l + 10 ¡rl de

proteíno
o En lo séptimo columno = lOa; ,l00 

¡rl de E.coli + i0 ¡rl de
proteíno

Dejor el ¡ncuboción o 30oC por 5 horos

Observor el crecimiento,

Delerminor resultodoe.

- 2l-



EOUIPOS Y MATERIALES:

Shoker lncubotor

Cojos ELISA 9ó posillos fondo ptono

Micropipetos l0 - 100 ¡d.

PREPARACIÓN DE REACIIVOS:

PBS : Butfer fosfoto l0 mM + 150 mNt NoCt I pH ó,8

Pesor 
.l.2 g de fosfaio mono bósico, y odicionortos junjo 9,77ó g de

NoCl en uno motroz oforodo y enrosor o i 000 ml con oguo
deionizodo.
Pesor I .419ó g de Di bósico y od¡cionorlo junto con 8J16 g NoCt en
un motroz oforodo y enrosor o 1000 ml con oguo deionizodo.
Colocor un beoker con un ogitodor mognét¡co y verter ombos
soluciones mezclondolos intermitentemente (mono, di, mono, di]
volumenes similores oproximodos, medir el pH y seguir od¡cionondo
con el eleclrodo infoducido hosto llegor o un pH de ó.8.

Preporoción del Poor Broth (pH 7,4):

l7o de fiptono
I50 mM de NoCl

Pesor l g de tr¡prono y 0.876 g de NoCl, enrosor o 'l OOml, ogitor y
oiustor el pH con NoOH. Emboteilor y ester¡li¿or o l2l,1oC por 15
m¡nutos,
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CONCI-U.IIONE.f Y RECOMENDACIONE.f

Observondo los lendencios de crecimiento del MO en presencio de

estos proteínos no se pudo observor ningÚn tipo de ¡nhibición en los

ensoyos efecludos.

Lo NO obtención de resultodos inhib¡torios en los ensoYos

experimenloles no son considerodos como concluyentes, poro lo que

se recom¡endo un rediseño del prrcedimienlo (no estondorizodo)

poro f uluros ensoyos.

l, Lo obtenciÓn de resultodos conf¡obles esto ¡nfluenciodo por lo

exoctitud de los delerminociones, Así el desonollo de los lécnicos

permite su pleno er¡olución.

Se recomiendo empleor poro todos los técnicos oguo detonizodo,

poro eútor que ex¡ston ¡nterferencios por contominontes,

i. Es preferible empleor reoct¡vos personoles y etiquetorlos poro evitor

contominoclones involuntorios que ofecten o los resultodos,

Es primordiol montener en todo momenlo los mueslros (hojos,

profeíno) bojo refrigerociÓn duronte todos los procesos, hociendo uso

de h¡elo triturodo.

t' Si se desea vorio olgÚn prrcedimienlo se recomiendo consultor

bibl¡ogrofío y si se presento olguno mejoro, estoblecer uno nuevo

metodologío yo que los técnicos no hon sido estondorizodos,
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ANEXO A

BANANO

El bonono es el tercer olimento mós consumido a nivel mundiol y el primer

produclo ogrícolo de exportoción poro el Ecuodor, Se cultivo en mós de ,l20

poíses en cosi l0 millones de hecfóreos con uno producción onuol de BB

millones de tonelodos méficos (lNlBAP, 2000).

Este tiene lo ub¡coción Toxonómicq:

OI{GEN I Zng¡b€lroles

FAMILIA : Musoc.,eoe

cÉ¡lERo rt¿uso

FAMILIA de Musoceoe

SECCóN; Emuso

ESPEC/ES: Acumlnsfo collo Eoiblsiono collo.

SUBESPECIES: ocuminolo: burmonioco, burmonicc'¡des,

bonksii, siomeo, zebrino, microcorpo, errons,

moloccen§s.

Lo pr¡mero closificoc¡ón cientíÍico del bonono le d¡o el nombre de Azluso

wpienfum o los bononos moduros que se comen crudos y Alufr ca/rod¡§cc,o

o los plótonos que se consumen verdes,

El bonono es uno plonto herbóceo gronde con un tollo subterróneo

romificodo. roíces y brotes vegelotivos, un pseudotollo y hojos que poseen

oberturos llomodos eslomos los cuoles controlon el intercombio de CO, cuyo

número 3 veces mós gronde en el envés de lo hoio (SANIOS, 2001)

En lo sección Eumus del Género Azluso estón divldios por dos principoles

especies: l,l. Acuminto Collo y M. Bolbis¡ono Collo, ex¡sliendo distintos niveles

de ploidic, osí: diploides, tr¡ploides, letroploides, Con grupos genómicos AA,

AB, AAA, ABB, BBB, AAM. AAAB, AABB, ABBB (SANIOS, 2OOI ).
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El bonono es considerodo como un olimento bÓsico por ser uno fuente de

energío y confener uno o[o contidod de úlom¡nos como C, A y Bó osí como

tombién oltos niveles de vorios mineroles como colcio, potosio y fÓsforo. En

uno de los mÓs recomendodos poro d¡elos olimenticios espec¡olmenle en

períodos de loclociÓn de bebes y muieres emboro2odos (lNlBAP, 2000) ,

ELEN/ENTO CANTIDAD
Humedod 72.9
Colorios 96
Proleino 1,2

Groso 03
Corboh¡droto 24,9

Fibro 0.3
Cenizo o.7
Colcio r3
Fósforo t9
Hierro o.7
vit Bl o,o2
ViT B, o,o2
vit B. OB
Vil C t3
Vit A I ó,ó

Poro un F,C de 0,71
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ANEXO B

SIGAIOKA NEGRA

Es lo enfermedod de bonono que golpeo económicomente con mós fuerzo

o los cullivos de Lotinoomérico y el Coribe,

Fue reconocido por primero vez en el Sur del pocíÍico, con uno primero

notificoción en el mes de Febrero de l9ó3 en el distrito de sigotoco de Io ¡slo

de Viti Levu en Fiii. Desde ese entonces empezó o esporc¡rse por lo moyoío
de los regiones bononeros en el mundo, siendo detectodo en el Norte de
Ecuodor en I9Bó y después de cuotro oños en los zonos det Sur (JONES,

r 999).

Su ogente cousol es el hongo lfucophoerella /r7en$s cuyos tubos
germ¡notivos penetron por los elomos de los hoics después que sus esporos

se depositon en Io supelicie húmedo y germinon dentro de 2 o 3 horos [25-

2BoC) infectondo, de monero que se destruyen los hojos del bonono, lo que

conllevo o uno reducción del rendimiento y uno premoturo moduroción del
fruto.

Los voriedodes de bonono hon sido closificodos de ocuerdo o lo resistencio o
susceptibilidod o to sigotoko Negro, s¡endo suscepf¡bles (s), toterontes (T),

oltomente resisJenles (HR), y oltomenle resistente por hipersensib¡tidod (HR(HS)),
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Numeración Cl BE ('ódigo ITC Resistencia a Sigatoka Ploidia

I ITC 0249 Calcutta 4 HR (rrs)

ITC 0269 Niyarnra Yik S AA

-t I'rc 0195 I.idi T' AA
.t ITC,O504 r HtA-0 t I AAAB
5 ITC 0505 FHIA.O] 't' AAAB
ó ITC O506 Ft IIA-0-.i t' AAAB
7 l'rc 0ól0 Tuu Gia ilR AA

ITC.06II Pisang Berlin s

I ITC I l2l Yangambi Knr5 HR(HS) AAA
l0 tTC t247 TÓ IIR

tl IT('t25ó Gran Enano S AAA
t? l'l-c t2ó4 FHIA- I7 T AAAA
l.l ITC I]65 l,t IIA-l.l 'f

t4 l't (' t2ó7 IRFA 905 1' AA

l5 ITC r268 IRI]A C)08 ,I
AAAB

1ó t'rc | 27 t GCTCV.2I5 S AAA
l7 ITC 1282 GCTCV.II9 S

l8 tTC t297 TMPr 5295-l T AAI]B'
l9 tTC I i07 sH--|ó40 T AAAA
20 I'rc ll20 B 7925 'f AAA
2t ITC,I]44 ('RBP ..ie T AAAI]
22 IIC t4l2 F'HIA I8 'f AAAI]

.9

ACCESIONES TRAIDAS DEL INIBAP IIC
iI rsr',,,, .. !c,i

'cllq*)frr
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ANEXO D

Pathogenesis-Related proteins of plants

tluub ,t M. L&ilño.§¡, Par.O.
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Armnt üx |rl.r¿.ttoo! troú¡c¡d fr§{n ¡rrlr chrl_
lcn¡rr rcrtral clr h dirtrn¡UAhci:

thc pthogcn rnl rhr. q\(utrr6s e[ ¡yry-
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ANIXO E

Ant¡m¡crobial Peptides from Plants
.,81

ü É i')lt¡ t- ¿, :',fiir
Wittem E Broekaert,t Bruno P. A. Cammue,t Miguel E C' De futle,¡

ii* fnrautn,' Genovev-a W. De *mbtanx,t and Rupert W' Osbornz

,F.A.Jams€fl3Labor8toryolGer€l¡cs,Xatholiek€lfivBr§ilÉitLouv€n,Wllcmd€Crqylaan
ü. á-goo, Heverteg. Batg¡um; 2ZENECA AgrodEmi:ats, Jeatorts Hi[ Boseaf€fi stáüon,

Bracknell Borkshrre RG42 6EI' U K'

.A&lR\§frrcÚfe}puñ¡}G.:wlll.n¡1.'BrÉkrri.FA-J¡^35¿ntt.¡bar'lofyofc,cfEti.s.KdlolickrU|liv!í;tc¡t
L¿r¡g¡¡. Willcm & Cnrylaan 42. B'!{I)l H.tcri", B'ltium

naraü: lr. lC ta5o¡, Oa.¡rao Bla-hEloly' Colrát¡'ñ' O'ñtlt'*

lasTRAcT:PcPtidesw¡thant¡mi{'(üirlpropcfrie§areFc\cnli¡lox]ótllr¡olallplaD.spÉ{i€s.
All pla¡r a¡Iim¡c;ohial fÉptides isolsl'¡l so fa¡ cont¿in ¿wfl numbcr§ of cystctncr (4' 6 o' 8)'

whiih a¡c all p¡ir'.risc codn ct d by drsulfide bridSe§. rhus providiñ8 hiBh s¡abiliq to üc

¡rpddcs. Bu§.¡ on homologies ¿t th. Pnñ,- .¡,6¡¡¡¡ levcl, pla¡¡l anrrmicrohi¡l pcPlid'\ c¡'ñ bc

cl¡ss¡tied i¡¡u¡ {risrinct f8¡nü.§ irrluding thiouins. plút dcfcüsins, lifi.t trurfer pfolciris. afld

húvcio-andloo(Ún-ryPcaimicrobi.lp.,ddc§.Der¿ile¡lth,"e<limcrsioí.sl§tfuctl,¡¡rinform¿-
troa hls lr.cn obuiricd fof otli. (¡r !Do.! nr¿mhcrs of ü!!a pcPddr f¡miliÉ§' All a¡timicrobi¡l

peptidcs s¡udial thur lar appe1r to cxr¡r thcif andmicrobial cffcct al lht lcvcl ol the pla¡ma

mimbra¡¡c of tlÉ a¡rgÉt micr@rtanis.r¡. bür thc difTcrcnt peptidc lyp's ¡¡c lilcl:/ to rcl vtr

diffcfenlmechbnifms'Arllini(fobÉ|p.ptidc6c¿nccurioallplantofSsn§,lnunstr:ssedqEa¡rs.
¡nlimicrobial pcpti<tcs are usually tmrl abund¡nt i¡r th. ouler cell loycr lining ttrc or8¡n' §'hich

is consistcot wiih a role for th. ¿nüilucrobtal p.pldel ¡D conslitl¡tive lrcit dcfcfri' rg¡iBt
rnicrobiül inva.llri 8[.sking fnrm üc oul\i&. Thionins ue pcdorninantly locatrd iorrrn'tllulad¡

but arÉ also ft)üod rn th€ cxtraccllulr spacc- wtrrtar rnost plant defeniins Jnd hpid traDsfer

prdcins ¿rc dcpo§ited e¡clusivcly in th€ extre'cllular sp.ce lñ s nurDhcr of p¡8nt sgc'¡cs' a sraog

induction of gcne* e¡Pr.rsing crthcr fhtt)rrios- p¡aot dettflrins. or lipid tri'rsier prolcir§ ttas t''cn
( >!.rlcd on infcction of tb. lcavcs 'oy microbial lntlx¡8Éns Hcouc. anumicrobi¡l p'ptidc! can

alro takc pan in tlE indrrciblc dcfen.\8 rEtponsc of plarits. Coostitu¡itc cxprcssion in uaosSenic

pl8ols of hcl.ri)lotous ¡ntimicroói.l pcpddc ter¡i§ h¿s becn rhicvcd' which ¡n i{rmc c¿r¡s l¡¿'

led lo crihancc¡ rc§isl¡rlca to particula¡ mkrobial planl P¡üogens

KtlY wO*.D§: sotifunBul, dcfcns., dcfe¡¡rin. h.vein. knüri8. lip¡d trsn\fcr pnxein' nr¡)ld'ul¡'
brÉ ding. p¡thogra rcsúlanc., thiqtin. rrünsten¡c pl¿nl.

I. INTRODUCNOH

Dcspitc rlr fat't that animals and PlEnl§
¡re continuously cxposed to mic¡obcs dur-
ing their lifesprurs, Í¡rcrobial infeú)ns which

lhrcatcn licir survival as indivi,¡lu¿ls do not
(i.-cur vcry frequently. This implifs that
highcr orgiurisms must have evolved highly

etfcctivc tnec'hanisms to restrict the growth

o[ microcrganisms insidc thcir tis¡us. The

complexity of thes€ defcnsc rncchanisms
gcncrallv corrElates with tha( of thc ortan-
ism, with highcr !enebralcs lrosstss¡ng the

most multifarious systcm. An impolánt com-
porxnt of the hiSher veñebr¿te defense sys-

teol is the adap(ive immune rcsPorue, which

l)71t.:ót9/97/'.5O
O l9e7 by CRC PrÉar LLC
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I\NEXO F
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Columna cromatográfica
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ANEXO H
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ANEXO ¡

Equipo de elecfroforesis (Fuente de poder ) , r. .-,-u,o ,'n*

Extrocción de gel de poliocrylomido
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aNEXO J
r rss.r/tdj Ht¿*

CLASES oE pÉploos ANnMtcRoBtANos

Los pÉptidos ontimicrobionos (AMps) pos€en uno ompl¡o octividod
ontim¡crobiono contro horEos y bocterios y lo moyorb no son tóxicos poro los

plontos. A continuocrón se desclben AMps que poseen un tornoño cb hosto

10 kDo (SAGI, 1999).

Tion¡nos.- Aderrús de su oct¡vijod ontibocteriono inhiben el crecimlento ln y/rro

de cerco de 20 distintos potogerns fúng¡cos ircluyendo Fusrium pp., B.

cinereo, P. ¡nfe§ons y Rhizcrtona so/<rnl {cAli/MUE et ot,, I992; lr¿lolll,lA el o/.,
,19930). 

Los tioninos poseen uno rnoso de 5 kDo y @een de seis o ocho
cisteinos. Estos Épñdos se dvicen en circo closes. Los tion¡rxcs tpo lll son

viscolox¡nos der sem¡porosito viscum orbum, HoLIoRF et oi. ll 998) ho
expresodo lo viscotoxino A3 en Arobrdop sis thol/or.o en dorrde dichos pbntos
tron€Én¡cos ourrrsntoron su ni\el de resistencb hocb el polfueno
Plostnodbproro bross,'coe. Asimisrno EppLE e/ ol. (1991) observó resistencio

f*ccio el potógeno F. oxysprum f . sp. Matthiolae en Arob,rdopsls, Iodo esto
indico que los tioninos son proteínos de defensos (SÁGl, l g99).

Defensinos de pbnios,- Estos péptidos onlrmicrobionos se encuentron muy
relociorndos con defersincs de ¡nsectos (BROEIGERI ef o/.. 1995) y contienen
ocho cistetnos unldos por disutfufos fsAcl, lggg). Al rnenos en 20 plontos se

conoce qlre poseen defensirros, Mt¡chos defensinos son tóxicos o

-4 t-



tvlycosJ¡rJeretto flbneS y F. oxY§oorum f sp cubense en ercoyos de

loborotorio (CAMMUE et o/, ]993). Se lnn introdrcido cDNAs en plontos de

bonono(RE¡fl,20m)quecodificonlodefensinomoffogénicoRs.AFF2de

Rophonus sofMrs (TERRAS ef o/, 1992b) y los defer§¡nos rro rnorfogénicos Drn-

AMP] de Dolhio rrÉrck¡iy Ah-AMPI de Aeru/us h,ippocosfoneum (osBoRN ef

o/., 1995), Los defensinos rnofo€Énicos couson uno redr-ccón en lo

elongocón de lo hifo y romificocón de kl misrno' mientros que los defer§inos

no rnorfo€Én¡cos disrninuYen lo ebrqocón de lo h¡fo sin un visible efecto

rnorfológico tRE fvfY, 2000),

Proteíncs de tronsferenc¡o de lípidos no especfficos (nsLIPs) - E stos Étidos

poseendegol0kDoqueconlienenScisteinosUnidospordbutfuros(I(ADER,

I 99ó). Pocos nsLTPs poseen rnoderodo o otto oclividod onliftrngico o un

omplio rongo de horqos ircluYeñdo Fusrium qop ' B cinereo y P oryzoe

(TERRAS ef ol.,l*2: CAMMUE et ot., 1995; Molinq ef o/ ' 1993b; Seguro el o/ '

,l999; 
Gorcío-olrrEclo 6/ o/,, l99B), Uno de estos nsLTPs ho sido expresodo en

plontos de bonono tronsgénico (RE[/fY, 2000)

pfoteíno§ de enloce de quiinos no enzimólicos.- un eiemplo de eslo6 @pticos

ont¡m¡crobionos es lo he\eino que proviene del órbol de coLrcho (RAIKHEL ei

o/.,1993):AMPSprovenbntesdesemillodeornoronto(DEBOLLEefo/'1993)y

dePhorbit¡sn¡/(Kooefo/',]998)SoninhibdorosinViffoendivefsosrpngos
potógenos,


