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RESJUMEN

El presente informe contiene en detalle la metodologia de la aplicacion
inmunoguimica para al estudio de los sistemas de resistencia del banano
frente a la enfermedad foliar denominada Sigatoka Negra, para lo cual el
aislamiento de peptidos antimicrobianos de las hojas de la planta

comprende un importante paso para el entendimiento de estos sistemas.

Para tal efecto en el laboratorio se han establecido técnicas de
electroforesis de poliacriiamida que sirven para obtener patrones proteicos
de las plantas en estudio y posteriormente poder identificar proteinas de
defensa mediante ensayos fisiologicos. Este y demds procedimientos han
sido establecidos despues de una serie de experimentos logrando asi una
adecuacion y optimo empleo de cada una de las técnicas, de las cuales
se encuentran detalladas individualmente en este informe con sus

fundamentos, procedimientos, equipos, reactivos y ejemplos.
En su contenido se presenta un diagrama de flujo aplicado para el

aislamiento de los peptidos antimicrobianocs, ademds de generalidades de

la empresa y anexos.
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INTRODUCCION

Las plantas producen varias moléculas proteicas en respuesta a atagues
patégenos, entre estas se encuentran las proteinas relacionadas con la
patogenia (PR) que poseen una accion enzimdtica frente a  polisacdaridos
de la pared celular de los hongos, y ademas los peptidos antimicrobianos
que son moleculas de menos de 100 aa que comprenden los sistemas de
resistencia (Ver ANEXO E y J ).

El laboratorio de inmunoquimica es el encargado de investigar estas
proteinas con el objetivo principal de identificarlas y conocer sus funciones
para  establecer soluciones aplicables a diversas  fitopatologias. Esto
redalizando estudios en diversos genotipos de Musa spp. que comprenden
22 variedades traidas del Centro Internacional de Transito (ITC) de la Red
Internacional para el Mejoramiento del Banano y Piatano (INIBAP), frente a la
enfermedad foliar mas importante conocida como Sigatoka Negra (JONES,
1999) causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis que afecta hasta en
un 50% en perdidas para exportacion del banano (NAVARRO, 1998).

De aqui nace la importancia de desarrollar investigacion, ya que este
alimento se ubica en los paises en vias de desarrollo como el cuaro
alimento de mayor importancia despues del arroz, tigo, maiz (INIBAP, 2000),
y €s el primer producto agricola de exportacion en el Ecuador.,
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2. DESJCRIPCION DE LAS LABORES REALIZADAS
Las practicas realizadas comprenden el desarrollo de las técnicas de
identificacion proteica para lo cual se me asignd el tema de “ldentificacién
y aislamiento de péptidos antimicrobianos” para lo cual me desempenaba
en un horario de 8H30 a 17H30 en el Laboratorio de Inmunoquimica del

CIBE a cargo del Ph.D Washington Cardenas.

Las labores realizadas no eran de manera contractual, y se detallan a

continuacion:

§ Estudio bibliogrdfico sobre técnicas de aislamiento de péptidos

antimicrobianos

§ Entrenamiento sobre técnicas de inmunoquimica

§ Desarrollo de ensayos aplicando métodos electroforéticos

§ Aplicacion de cromatografia de filtracion por gel

§ Cuantificacion proteica por espectofotometria
BiHLIUTECA
T TR
§ Siembra de microorganismos

§ Ensayos de metfodologia para el aislamiento de péptidos

antimicrobianos



3. GENERALIDADES DE LA EMPRESA

3.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

Por iniciativa de la Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL),
atendiendo una convocatoria de la Unidn de Universidades Flamencas
(VLIR), fue presentado un proyecto en el cual se concebia la ejecucion de 6
actividades denominadas componentes. Entre estos componentes, el
numero 3, aborda la investigacion en biotecnologia; con un mandato
inicial de hacer investigacion para la resistencia genética de Musa para el
control de la Sigatoka Negra, con el fin de lograr una agricultura

ambientalmente sustentable,

En el desarrollo de este proyecto, que fue financiado por el fondo Belga y
una confraparte de ESPOL, el componente 3 ejecutd un curso de
diplomado en biotecnologia, y 4 cursos de postgrado. Del grupo de
estudiantes fueron seleccionados 3 a cursos "sandwich" de Ph.D en las

universidades belgas de Gante y Lovaina.

Esta actividad avanzd en paralelo con la adaptacion y construccion de los
laboratorios e instalaciones para entrenar especialistas capaces de ejecutar

los objetivos de investigacion del proyecto.

La integracion del sector productivo en las estrategias y ejecucion de las
actividades de investigacion, logrd desde el mismo inicio del proyecto, una
excelente comunicacion y participacion, definiendo los programas de
investigacion coparticipada.

Adicionalmente, se han conseguido recursos para reforzar el desarrcllo de

los proyectos de investigacion y capacitacion. Se siguen generando

9



propuestas para la formacion de recursos humanos de cuaro nivel en la
optica de convertir a este centro en una entidad auto sustentable para la

investigacion, la ensenanza y la extension participativa.,

En el breve plazo de 1 ano, con un staff de 21 colaboradores, en pleno
desempeno de las investigaciones, con la presencia de las mAximas
autoridades de la ESPOL, representantes de los productores y de la
confraparte belga. fue inaugurado el 17 de Enero del 2001, como el
'Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador' de la Escuela
Superior Politécnica del Litoral,
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3.3 LOCALIZACION

EI CIBE tiene sus instalaciones en el Campus Gustavo Galindo Km 30.5 via
Perimetral en la planta alta del Programa de Tecnologia en Alimentos
(Bloque N° 47)

v

3.4 OBJETIVO

Hacer investigacion biotecnoldgica para el mejoramiento genético de
plantas, los agentes causales de enfermedades y su interacciéon con las
plantas huéspedes, las tecnologias de produccién con el uso de
microorganismos beneficos y las oportunidades de tecnologias para
incorporar valor agregado a las cosechas partiendo del primero y gran
mandato Musa resistente a Sigatoca Negra en un ambiente sustentable.

3.5 MISION

Formar lideres capaces de convertir la biotecnologia en
una herramienta indispensable para el desarrollo social y
econdmico del pais en un ambiente sustentable.

C 1 R E

3.6 VISION

El futuro del Ecuador es avance del  conocimiento tecnoldgico,
consenvacion y uso de sus grandes recursos genéticos para el bienestar de
la especie humana.



4.1 DIAGAMA DE FLU)JO
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4.2 BREVE DESCRIPCION DEL PROCESO

Se toman hojas de la variedad de banano deseada en la Canada de Ias
Musas, se las fransporta en una hielera hacia el laboratorio (4°C) y luego se
las almacena en un congelador a -80°C. Para su uso estas son sacadas
del congelador, lavadas con agua y jabdn, y secadas, pero siempre
procurando que esten en frio (hielito). Las hojas son cortadas en cuadritos y
frituradas  con nitrtégeno  liquido para luego extraer las  proteinas
sometiendolas a buffer de extraccidn por una hora, ésto en tubos que
luego son centrifugados para separar las proteinas solubles (S1) de las
asociadas a membrana (S2) de las cuadles la fase superior (S1) serd
separada por decantacion hacia nuevos tubos, aunque cuando el
sobrenadante no esta lo suficientemente limpio se procede a filtrarlo. Este
extracto "crudo” pasa a ser tratado con sulfato de amonio para obtener
una precipitacion de las proteinas, por medio de la obtencion de un pellet
despues de centrifugacion, el cual luego es resuspendido en buffer de
extraccion para su empleo en los ensayos. Asi las muestras proteicas son
purificadas mediante cromatografia empleando columnas con matrices
de separacion y se procede a colectar varias muestras de 1 ml c/u, las
cuales luego se someten a procesos electroforéticos para obtener patrones
de bandas proteicos facimente visibles en geles de poliacriamida;
ademads se cuantifican sus concentraciones mediante espectofotometria
en caijitas ELISA aplicando Bradford. Luego mediante criterio obtenidos por
las curvas de separacion, cuantificacidon proteica y  los geles, se
seleccionan los tubos que contengan las muestras con  mayor
concentracion proteica y de manera pura, para ser empleados en los
ensayos experimentales en los cuales se utilizan siembras de E. coli en

cajitas ELISA para de esta manera observar si existe alguna inhibicion.



5. TECNICAS REALIZADAS
EN EL LABORATORIO



5.1 EXTRACCION PROTEICA

FUNDAMENTO:

El proceso de aislamiento de proteinas consiste en un lavado de tejidos y
aplicacion de lisis celular a partir de un pulverizado de hojas empleando un
buffer de extraccion que posee un pH alcalino el cual permite extraer las
profeinas de naturaleza soluble, y luego por medio de centrifugacion se
obtiene un sobrenadante llamado extracto crudo el cual luego es tratado
con sufato de amonio para realizar una precipitaciéon que al centrifugar da
un pellet que es proteina pura y que se resuspende en buffer de extraccion
para tener una diucidon total y faciitar su empleo en Procesos
subsecuentes, /‘“"’

PROCEDIMIENTO:
)

* Recolectar muestras de hojas de banano en la géﬁ&ﬁddemmls
Musas (Ver ANEXO C), tomando muy en cuenta el nimero de la hoja
y que inmediatamente se guarden en una hielera para evitar
fenolizacion y autdlisis.

*  Almacenarias a -80°C para uso posterior.

* Llavarlas con agua potable y jabdn liquido, enjuagarias con agua
destilada y almacenarlas en una hielera (4°C).

= Secarlas son un papel toalla, y cortarla en cuadiitos muy pequenos
son una fijera limpia y seca.

= Colocar los cuaditos en un mortero preenfriado y adicionarles
nitrégeno liguido hasta cubrir la muestra y con la ayuda de un pildn
macerar las hojitas hasta que se puivericeh.

* Pesar la cantidad de muestra en un tubo.



Adicionar buffer de extraccion alcalino en la relacién de por cada 5
g de muestra se adicionan 1.5 ml de buffer.

Homogenizar la mezcla aplicando vortex (vibracion).

Dejar macerar por una hora a baja temperatura (con los tubos
sumergidos en hielo).

Centrifugar los tubos a 4°C, 14000 rpm por 10 minutos.

Colectar el sobrenadante (extracto crudo) en nuevos tubos,
determinar el volumen,

Filtrar el sobrenadante (si es necesario), con papel filtro %
posteriormente con fitros whatman (0.2 um) con ayuda de una
jeringa.

Recolectar el filtrado y realizar la precipitacion con sulfato de amonio
al 80% para la cual se emplea la relacion de 525.5 g por |,

Dejar en reposo en hielo por una hora.

Centrifugar los tubos a 4°C, 14000 rpm por 10 minutos.

Decantar el sobrenadante y conservar el pellet proteico.

RResuspender el pellet en buffer de extraccion alcalina (por cada 0.5
g de muestra 1.5 ml de buffer).

EQUIPOS Y MATERIALES:

Congelador de -80°C Micro pipetas

Mortero Centrifuga refrigeradas (Ver ANEXO F)
Pilon Papel filtro

Tijeras Filtros whatman

Tubos falcon Jeringa

Tubos eppendorf Crondmetro

Vortex



PREPARACION DE REACTIVOS:

Buffer de extraccién pH 7.5

El buffer esta constituido por TRISMA-base 50mM, EDTA 10 mM, écido
ascorbico 0.2%, NaCl 150 mM el cual se completa (al momento de
uso) con 140 ul de mercapto por 100 mi de buffer y 1ul de PMSF por
ml de Buffer.

Para lo cual se pesan 6.005 g de TRISMA, 3.72 g EDITA, 2 g de ac.
ascorbico y 8.766 g de NaCl y se disuelven el un matraz aforado de
1000 ml con agua deionizada.

CALCULOS Y EJEMPLOS:

Preparacion de buffer de extraccién alcalino:
PM de Tris BASE tris (hidroximethyl aminomethane) C H, NO, = 121.11
PM de EDTA (acido dietilaminotetracético) C,H, N.O, = 292.2
PMdeNaCl = 40g
PM B-mercaptoetanol (C,H,08) = 78.3
PM de PMFS (Phenyl sulfonyliflucride) C,H,FO,S = 174.2

- 10-



5.2 CROMATOGAFIA DE FILTRACION POR GEL

FUNDAMENTO:

La cromatografia de filtracién por gel en columna separa proteinas de
acuerdo a su tamano, pasando las muestras proteicas por la matriz, la cual
contiene poros que permiten que el buffer, sulfato de amonio (empleado
para la precipitacion), y las mas pequenas proteinas ingresen, pero excluye
el paso a proteinas grandes y complejas, Ias proteinas grandes migan
sobre las particulas de la matriz y salen de la columna primero que las
proteinas pequenas y el sulfato de amonio.

Las proteinas emergen de la columna dependiendo de sus pesos
moleculares. El sistema pasa la muestra por un lector Optico WV en donde
deferminando la absorbancia de la muestra (ABS), el siguiente elemento del
sistema es un conductimetro que determina la conductibilidad de la
muestra dependiendo del gradiente salino el cual es medido en mili-

siemens (ms).

PROCEDIMIENTO:

* Encender el sistema con 15 minutos de anticipacion

* Preparar la columna cromatografica conectdndola a la tuberia de
ingreso, se la ajusta al soporte con los brazos flexibles.

* Se destapa la columna y se abre la llave del flujo de esta.

* En el panel de control se presiona START para iniciar el flujo,
verificando que se eliminen todas Ias burbujas atrapadas en el
sistema.

* En el panel se presiona VALVES seleccionado DIVERT, y eligiendo la

opcion “(divert)” para realizar la limpieza de la columna *

- 11-



» Se procede a vaciar la columna logrando que el menisco del buffer
quede justo en el tope de la matriz, parando el flujo presionando
STOP.

* e dosifica la muestra de proteina (no mayor a 3 ml) con una pipeta.

= Se controla el flujo (FLOW) a 1 mI por minuto.

* Seinicia el flujo presionando START, por 3 minutos (volumen muerto) y
luego se para (STOP).

* Se pone el sistema en colectar presionando VALVES y seleccionando
COLLECT,

= Se empieza a colectar las muestras presionando START en el
cromatoégrafo y ademds el colector con el botén RUN, o presionando
RECORD cuando esta conectado a la computadora para gue los
resuftados se muestren en pantalla empleando el software.

= Parar la colecciéon de muestras cuando la curva se muestre estado
inicial.

* Limpiar la columna.

* Desconectar la columna y amacenarla en refrigeracion con un

poco de agua o buffer.

*LAVADO DE LA COLUMNA: Se llena la columna con agua deionizada y se
deja pasar hasta que bajan los valores de ABS y de ms , luego pasar 1 ml
de una solucién concentrada de Urea (9.5 M). y finaimente se pasa buffer
fosfato (10 MMy 150 mM NaCl ) hasta que se den valores constantes.

EQUIPOS Y MATERIALES;

Bio Rad LP High Presure Chromatogaphy system (Ver ANEXO G).

Columna de cromatogafia P-6DG (6000 daltons) (Ver ANEXO G)

Bio Rad Model 2110 Fraction Collector Software LP Data View



PREPARACION DE REACTIVOS:

Buffer fosfato 10 mM +150 mM NaCl : pH 6.8

Pesar 1.2 g de fosfato mono bdsico, y adicionarios junto 8.776 g de
NaCl en una matraz aforado y enrasar a 1000 ml con agua
deionizada.

Pesar 1.4196 g de fosfato di bdsico y adicionarlo junto con 8.776 g
NaCl en un matraz aforado y enrasar a 1000 ml con agua
deionizada.

Colocar un beaker con un agitador magnético y verter ambas
soluciones mezclandolas intermitentemente (mono, di, mono, di)
volimenes similares aproximados, medir el pH y seguir adicionando
con el electrodo introducido hasta llegar a un pH de 6.8.

Uea 9.5 M
Pesar 285.3 g de Urea y enrasar a 500 ml con agua deionizada,

almacenar en refrigeracion y esperar a disolucion total para su uso.

CALCULOS Y EJEMPLOS:

Preparar 2 litros de buffer fosfato 10 mM con 150 mM de cloruro de sodio,
Peso molecular de fosfato de sodio mono bdsico (NaH,PO,) = 120
Peso molecular de fosfato de sodio di bdsico (Na,HPO,)= 141.96
10mM = 0.01M > (0.01M)(141.96g) = 1.4196 g
10mM =0.01M=> (00IM)(120g) = 1.2g

Preparar 500 ml de soluciéon de urea 9.5 M.
Peso molecular de la urea = 60.06

?.5M = (9.5M) (60.06) = 570.57 g enunlitto : 285.3 gen 500 ml

Curva obtenida al pasar muestra de calcutta 4 , hoja N° 4 (Ver ANEXO G)
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5.3 DETERMINACION DE CONCENTRACION PROTEICA

FUNDAMENTO:

Para determinar proteinas por espectrofotometria se emplea el método de
Bradford el cual se basa en el acoplamiento del colorante azul de
Comassie con la proteina la cual tiene una relacion directa entre el
desarrollo del color y la concentracion de proteinas la cual se determina
colorimétricamente a 595 nm (luz visible) en un espectrofotémetro de placa
(lector ELISA). La absorbancia se interpola a la curva patrén y se extrapola
de esta al eje de las X para conocer la cantidad de proteina contenida en

la muestra.

PROCEDIMIENTO:

= Diluir el reactivo Bradford 5X (Bio rad) 1:4 con agua deionizada en
un beaker.

* Colocar en una placa de 96 poscs (fondo plano) 6 diferentes
concenfraciones de BSA (Albumina Serica Bovina) por triplicado
para redlizar la curva patrén. Colocando 10 ul de muestra y 200
ul del reactivo Bradford diluido. En la primera fila se coloca el
blanco y a continuacion las 6 diluciones en orden descendente.,

* Colocar por cada posillo 10 ul de cada una de las muestras
problema y 200 nl del reactivo Bradford. Por triplicado.

* Incubar por 20 minutos en la oscuridad.

* Redlizar la determinacién en el lector ELISA, seleccionando la
longitud de onda a 595 nm.

- 14-



= Reemplazar en la ecuacién de la cunva patrdn. Recordando
corregir la absorbancia restando a los valores el dato del blanco.

= Obtener la concentracion. Los resultados se expresan el mg / ml.

EQUIPOS Y MATERIALES :

Espectrofotometro de placas (Lector de ELISA).
Camara plastica ELISA de 96 pozos fondo plano (Ver ANEXO H )
Pipetas automdticas de 10-100 ul, 1 - 10 ply 500-1000 gl

PREPARACION DE REACTIVOS:

Preparacion de Bradford diluido

Tomar 1 ml del reactivo Bradford Bio Rad y diluilo con 4 mi de agua.
Preparario al momento del uso.

Preparacion de diluciones para curva patrén.

Tomar 50 ul de BSA Stock (1.41 mg/ml) y colocarlos en un tubo, de
estos tomar 30 ul y mezclarlos con 30 ul de agua deionizada ( 0.705
mg/ml), de aqui tomar 30 pl y diluifios en 30 ul de agua deionizada y
asi sucesivamente hasta obtener 6 diluciones con:

1.41 mg/ml, 0.705 mg/ml, 0.3525 mg/ml, 0.17625 mg/ml, 0.088125
mg/mi, 0.044 mg/ml.

CALCULOS Y EJEMPLOS:

Medidas de absorbancia de muestras de Calcutta 4

0.777 A 0.805 A 0.701 A
Promedio : 0.761
Lectura del Blanco : 0.2855
Ecuacion de Curva patidn = -0.0554 + 2.14599 ABS corregida
Resultado : -0.0554 + 2.14599 (0.761 - 0.2855)
: 0.965 mg/ mil

- 15-



5.4 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA
(/DS PAGE)

FUNDAMENTO:

Es la separacion de proteinas en base a sus pesos moleculares, empleando
Sodium docedylsulfate, asi el complejo SDS-proteina es proporcional a su
peso molecular; adicionalmente se emplea un agente reductor como el
mercaptoetanol que rompe los puentes disulfuro permitiendo analizar
moleculas separadamente, esto en geles de poliacriamida y bajo la
aplicacion de voltaje permite la migracion del complejo SDS-proteina hacia
el electrodo positivo, asi particulas grandes con mayor carga serdn

mayormente arrastradas, y viceversa.

PROCEDIMIENTO:

* Amar el equipo colocando las placas de vidrio, previo lavado
Con agua jabonosa y limpieza con alcohal, en los soportes.

* Preparar el running gel y colocar 4.5 ml en cada uno.

= Adicionar 3 ml de agua para alinear y esperar polimerizacion (40
min).

* Preparar stacking gel y colocar 2 ml en cada gel.

* Colocar inmediatamente las peinetas y esperar polimerizacion
(15 min).

= Jomar las placas con los geles, sacarle Ias peinetas y colocarlas
en el cubo de electroforesis.

* Adicionar el running buffer 1X,
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TINCION :

COMASSIE BLUE:

Preparar la muestras, tomando para los geles de 15 posillos 12 pl
de muestra y 3ul de Loading buffer, y para los de 5 posillos el
doble.

Calentar las muestras por 1 minuto a bano de maria.

Colocar la muestras en cada posillo del gel con una micropipeta,
procurando que no se rebose.

Tapar el cubo y encender el equipo de voltgje.

Programarlo para 200 voltios, y corer hasta que caigan las
muestras al running buffer.

Parar la corriente y desarmar la caja de electroforesis.

Despegar los geles de las placas de vidrio, cuidadosamente
evitando que se rompan.

Y se precede a teniros segun el método deseado.

BiR OFRC
Sumergir el gel en soluciébn de Comassie blue il ESO. Hiora;« i (6!
empleando una bandejita con tapa y colocar en shaker para
agitacion.
Quitar la solucion de Comassie Blue vy recolectarla para uso
posterior.
Sumergir el gel en solucién de Distain | por 10 minutos
continuando en agitacion.
Evacuar la solucién de Distain | y eliminaria.
Colocar el gel en un bano de Distain Il y esperara a que el gel se
torne trasparente y que las bandas azules se visualicen bien. La
solucion de Distain | puede ser aplicada un par de veces, con el
objetivo de mejorar la vision de las bandas en el gel.

-



NITRATO DE PLATA

© 0 0O 0 0 O o

o]

Running

Sumergir el gel en solucion de 50% metanol, 10% acido acético,
y 40% agua deionizada, por una hora en shaker.

Transcurrida la hora realiza un lavado con agua deionizada, vy
dejarlo sumergido en agua deionizada.

Realizar cambios de el agua cada diez minutos, por media hora.
Prepara solucion A, By C.

Sumergir el gel en 50 ml de solucién C por 15 minutos.

Preparar solucion D .

Evacuar la solucion C en un frasco de desecho.

Lavar el gel con agua deionizada un par de veces dejandolo
sumergido en agua por un minuto cada vez.

Pasar el gel a un recipiente limpio, y adicionar 50 ml de la
solucion D.

Dejar en la oscuridad y agitacion que la tincién se lleve a cabo
siendo aproximadamente 10 min hasta que las banditas de
visualicen claramente,

Eliminar la solucion D en frasco de desecho, y enjuagar el gel con
agua deionizada.

EQUIPOS Y MATERIALES:
Incubator Shaker : New brunswich scientific
BioRad :

Equipo de electroforesis, fuente de poder (Ver ANEXO 1)

Biorad : Placas de gel

Soporte
Peinetas

Cubo de electroforesis

PREPARACION DE REACTIVOS:

gel 15%:

Colocar en un beaker 3.6 ml de agua deionizada, 2.5 ml de Trisma
1.

5 M, 0.1 mi de SDS 10%. 3.75 ml de acrilamida 40% vy finalmente
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(@l momento del uso*) anadir 50 ul de amonio persulfato 10% y 5 ul
de TEMED (estos ultimos con breve agitacién).

Stacking gel:

Colocar en un beacker 3.8 ml de agua deionizada, 1.5 ml de Trisma
0.5 M, 60 pl de SDS, 0.6 ml de acrilamida 40%., y por Gltimo (al
momento del uso*) anadir 30 ul de amonio persuffato v 6 ul de
TEMED.

* Debido a que inician polimerizacién y se gelatiniza.

Running Buffer: A partir de un stock 5X llevar a 1X con agua deionizada.

Loading Buffer 5X:

Pesar 0.01 g de azul de bromofenol y diluir en 1.9 ml de agua
deionizada en un beacker con agitador magnético, luego agregar
600 pl de Tisma 1 M (pH 6.8), 2 ml de SDS 10%, 5 ml de glicerol
100% (cuidadosamente), y 0.5 ml de [J-mercaptoetanol.

Comassie Blue :

1g Comassie Blue

450 ml metanol

450 ml agua deionizada

100 ml &eido acético glacial
Homogeneizar con un agitador magnético

Distain | Distain Il
40% metanol 10% metanol
10 % Gcido acético 7% acido acético
50% agua deionizada 83% agua deionizada

Soluciéon A:

Pesar 0.8 g nitrato de plata y agregar 4 mi de agua.
Disolver con un agitador magnético en un beaker tapado.
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Solucion B:
Mezclar 21 ml de NaOH al 0.37%., con 1.41 ml de NH,OH al 29.7%.

Homogeneizar con un agitador magnético.

Solucion C: (A+B)
Agregar al beaker de solucion B en agitacién , la solucién A usando

una pipeta pasteur, gota por gota, evitando tornar gris la solucién.

Solucion D
Pipetear 0.5 ml de Gcido citrico 1% y agregar 37.5 ml formaldehido
37%. luego enrasar al 100 ml.

= i



5.5 SIEMBRA E COLI

FUNDAMENTO :

Es el de suministrar nutrientes Optimos para que el mo se desarolle
empleando el Luria Broth el cual contiene triptona, extracto de levadura,
cloruro de sodio y optativamente agar, esto para obtener un cultivo que

pueda ser cuantificado y empleado para posteriores ensayos.

PROCEDIMIENTO :

* A partir de un cultivo de E. coli (después de pruebas bioguimicas).

= Jomar con un asa de platino una pequena cantidad del cultivo.

= Sembrarlo por estria en cajas de petrix con agar L-Broth,

» |dentificar las cqajas.

* |ncubar a 36°C.

* Tomar con un asa de platino una pequena colonia y sembrario
en L-Broth liquido.

* Incubar a 37°C y con agitacion, por 2 horas.

» Colocar 2 ml de cultivo liguido con E coli en un tubo eppendorff y
centrifugarlo por menos de un minuto a velocidad media..

» Eliminar el sobrenadante.

* Los microorganismaos (pellet) son resuspendidos en Poor Broth.,

= Se determina la concentracion de microorganismos en el
espectrofotometro a 600 nm.

* Se procede a llevar el cultivo a una concentracidon de 0.001

mg/ml empleando Poor Broth.



EQUIPOS Y MATERIALES:

Espectrofotdmetro
Shaker Incubator
Cajas de petrix
Asa de platino
Mechero Bunsen

Matraz Erlenmeyer

PREPARACION DE REACTIVOS:

Preparacion de Luria Broth (pH 7.5) :

1% de triptona
0.5 % Extracto de Levadura
150 mM NaCl

Pesar 1 g de triptona, 0.5 g de extracto de levadura y 0.876 g de
NaCl, enrasar a 100, agitar y ajustar el pH a 7.5 empleando NaOH.
Colocar en una botella y esterilizar por 15 minutos a 121.1°C.,

Preparacion del Poor Broth (pH 7.4):

1% de triptona
150 mM de NaCl

Pesar 1 g de triptona y 0.876 g de NaCl, enrasar a 100ml, agitar y
ajustar el pH con NaOH. Embotellar y esterilizar a 121.1°C por 15
minutos.



5.6 ENJAYO EXPERIMENTAL

FUNDAMENTO

ﬁlﬂl,.c TYca
El ensayo nos permite observar si las proteinas &EH&%’ ° fiEMemeens

caracteristicas inhibitorias, ésto aplicando distintas concentraciones en

caijas ELISA con microorganismo (E. coli).
PROCEDIMIENTO :

= Seleccionar la muestra a emplear, y realizar diversas diluciones : 10°,
107, 107, 10%, 10* pasando 5 ul de cada muestra y diluyéndola en
45 ul de Buffer fosfato, sucesivamente hasta obtener las 5
concentraciones.

* Enuna caja ELISA de 96 posos fondo plano colocar segun:

o Enla primera columna = Control : 10 ul Proteina + 100 ul Poor

Broth

o Enla segunda columna = Control 2 : Con 100 pl de E. coli +
10 ul PBS

o En la tercera columna = 10°: 100 ul de E.coli + 10 pl de
proteina

o En la cuarta columna = 10' : 100 ul de E.coli + 10 ul de
proteina

o En la quinta columna = 10° : 100 ul de E.coli + 10 ul de
proteina

o En la sexta coumna = 10° : 100 ul de E.coli + 10 ul de
proteina

o En la septima columna = 10 : 100 ul de E.coli + 10 ul de
proteina

* Dejar el incubacion a 30°C por 5 horas
« QObservar el crecimiento.

= Determinar resultados.

"5



EQUIPOS Y MATERIALES:

Shaker Incubator
Caijas ELISA 96 posillos fondo plano
Micropipetas 10 - 100 pl.

PREPARACION DE REACTIVOS:

PBS : Buffer fosfato 10 mM + 150 mM NaCl : pH 6.8

Pesar 1.2 g de fosfato mono bdsico, y adicionarlos junto 8,776 g de
NaCl en una matraz aforado y enrasar a 1000 mi con agua
deionizada.

Pesar 1.4196 g de Di bdsico y adicionarlo junto con 8.776 g NaCl en
un matraz aforado y enrasar a 1000 ml con agua deionizada.
Colocar un beaker con un agitador magnético y verter ambas
soluciones mezclandolas intermitentemente (mono, di, mono, di)
volumenes similares aproximados, medir el pH y seguir adicionando
con el electrodo introducido hasta llegar a un pH de 6.8.

Preparacién del Poor Broth (pH 7.4):

1% de triptona
150 mM de NaCl

Pesar 1 g de triptona y 0.876 g de NaCl, enrasar a 100ml, agitar v
ajustar el pH con NaOH. Embotellar y esterilizar a 121,1°C por 15
minutos.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Observando las tendencias de crecimiento del MO en presencia de
estas proteinas no se pudo observar ningun tipo de inhibicion en los

ensayos efectudos.

La NO obtenciébn de resultados inhibitorios en los ensayos
experimentales no son considerados como concluyentes, para o que
se recomienda un rediseno del procedimiento (no estandarizado)

para futuros ensayos.

La obtencidn de resultados confiables esta influenciado por la
exactitud de las determinaciones. Asi el desarollo de las técnicas

permite su plena evolucion.

Se recomienda emplear para todas las tecnicas agua deionizada,

para evitar que existan interferencias por contaminantes.

Es preferible emplear reactivos personales y efiquetarlos para evitar

contaminaciones involuntarias que afecten a los resultados.

Es primordial mantener en todo momento las muestras (hojas,

proteina) bajo refrigeracion durante todos 10s procesos, haciendo uso
de hielo triturado.

Si se desea varia algun procedimiento se recomienda consultar

bibliografia y si se presenta alguna mejora, establecer una nueva

metodologia ya que las técnicas no han sido estandarizadas.
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ANEXO A

BANANO

El banano es el tercer aimento mas consumido a nivel mundial y el primer
producto agricola de exportacion para el Ecuador, Se cultiva en mas de 120
paises en casi 10 millones de hectareas con una produccion anual de 88
millones de toneladas metricas (INIBAP, 2000).

Este tiene la ubicacion Taxondmica:
ORGEN : Zingiberales
FAMILIA : Musaceqe
GENERO Musa
FAMILIA de Musaceae
SECCION: Emusa
ESPECIES: Acuminata colla, Balbisiana colla.
SUBESPECIES: acuminata: burmaniaca, burmanicoides,
banksii, siamea, zebrna, microcarpa,  erans,

malaccensis.

La primera clasificacion cientifica del banano le dio el nombre de Musa
sgpienfurm a los bananos maduros que se comen crudos y Musa paradisiaca

a los platanos que se consumen verdes.

El banano es una planta herbdcea grande con un tallo subterrdneo
ramificado, raices y brotes vegetativos, un pseudotallo y hojas que poseen
aberturas llamadas estomas las cuales controlan el intercambio de CO, cuyo

numero 3 veces mas grande en el envés de la hoja (SANTOS, 2001).

En la seccion Eumusa del Género Musa estdn dividios por dos principales
especies: M. Acuminta Colla y M. Balbisiana Colla, existiendo distintos niveles
de ploidia, asi: diploides, triploides, tetraploides. Con grupos gendémicos AA,
AB, AAA, ABB, BBB, AAAA, AAAB, AABB, ABBB (SANTOS, 2001).
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El banano es considerado como un alimento bdsico por ser una fuente de
energia y contener una alta cantidad de vitaminas como C, Ay Bé asi como
también altos niveles de varios minerales como calcio, potasio y fésforo. En
uno de los mds recomendados para dietas alimenticias especialmente en
periodos de lactacion de bebes y mujeres embarazadas (INIBAP, 2000) .

ELEMENTO CANTIDAD
Humedad 72.9
Calorias 6
Proteina 1.2
Grasa 0.3

Carbohidrato 24.9
Fibra 0.3
Ceniza 0.7
Calcio 13
Fosforo 19
Hierro 0.7
Vit B, 0.02
Vit B, 0.02
Vit B, 0.8
Vit C 13
Vit A 16.6

Paraun F.C de 0.71
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ANEXO B

SIGATOKA NEGRA

Es la enfermedad de banano que golpea econdmicamente con mds fuerza

a los cultivos de Latinoamérica y el Caribe.

Fue reconocida por primera vez en el Sur del Pacifico, con una primera
notificacion en el mes de Febrero de 1963 en el distiito de Sigatoca de Ia isla
de Viti Levu en Fiji. Desde ese entonces empezd a esparcirse por Ia mayoria
de las regiones bananeras en el mundo, siendo detectada en el Norte de
Ecuador en 1986 y después de cuatro anos en las zonas del Sur (JONES,
1999).

Su agente causal es el hongo Mycosphaerelia fiiensis cuyos tubos
germinativos penetran por las estomas de las hojas después gue sus esporas
se depositan en la superficie himeda y germinan dentro de 2 a 3 horas (25-
28°C) infectando, de manera que se destruyen Ias hojas del banano, lo que
conlleva a una reduccion del rendimiento y una prematura maduraciéon del

fruto.

Los variedades de banano han sido clasificadas de acuerdo a la resistencia o
susceptibiidad a la Sigatoka Negra, siendo susceptibles (S), tolerantes (M.
altamente resistentes (HR), y altamente resistente por hipersensibilidad (HR(HS)).
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ACCESIONES TRAIDAS DEL INIBAP ITC

Ll LY (T :gli:q;qm
Numeracion CIBE | Codigo ITC | Nombre de accesion | Resistencia a Sigatoka | Ploidia
1 ITC.0249 Calcutta 4 HR (HS) AA
2 ITC.0269 Niyarma Yik S AA
3 ITC.0395 Lidi T AA
4 ITC.0504 FHIA-O1 T AAAB
R 5 ITC 0505 FHIA-02 T AAAB
6 ITC.0506 FHIA-03 T AAAB
7 ITC.0610 Tuu Gia HR AA
8 ITC.0611 Pisang Berlin S AA
9 ITC.1123 Yangambi KmS5 HR(HS) AAA
10 ITC.1247 T6 HR AAAA
11 ITC. 1256 Gran Enano S AAA
12 ITC 1264 FHIA-17 T AAAA
13 ITC 1265 FHIA-23 T AAAA
14 ITC.1267 IRFA 905 i AA
15 ITC 1268 IRFA 908 T AAAB
16 ITC. 1271 GCTCV-215 S AAA
17 ITC.1282 GCTCV-119 S AAA
18 PTC. 1297 TMPx 5295-1 T AABB?
B 19 ITC.1307 SH-3640 T AAAA
20 ITC 1320 B 7925 T AAA
21 ITC. 1344 CRBP 39 T AAAB
22 ITC 1412 FHIA 18 T AAAB
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Pathcgenesis-Related Proteins of Plants
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ABSTRACT: Infection of plants with pathogeas ke vinuses o Tangi ofen leads 10 a response of the hoyt

rangmng from very mild 1o very severe A very mild resporse

0 the Mmulmcmmdﬂrﬁm However
of Samsun NN 1obaceo with iohaccs MOSAC Yiras, ts

usially does not resalt 1 commicrahic

» hypetiensitive reaction. ¢ g . 1 the case of infectron

genesis-relased (PR} profens. Frequently, the kypersensatively reacting host becomes ressuant 1o subirquent
prhogenic amack The correlation of this phenomenoe of acquarcd resistance and ihe inds ced protein yyathesis
WEFeNs 3 durect mvolvement of these proteins in the observed replication deficiency of the parhogen. Thes has
imviated sludsey bymmcﬁmuvmlhmﬁmmquhmkdhqm»mu i the
hypenensitively reacting plaat. This review deals with the PROGTESS that has boen mude winh the analyyis of the
host tesponse amd the functyon of the PR proteins in the acquared resstance.

KEY WORDS: acquired resistance. PR-proteies, chirtinase. B 13- glucanase, haumann- ke proteins, o

bacen, uress-wduced PrOteIns, vacuolar proteins. exteace!holar

I INTRODUCTION

Plants confronted with paytophathogens |ike

viruses, vironds, fungi, or hacteria may react (o
the challenge in a number of different ways
Amang the snteractions produced from such chal-
fenges several can be distinguished:

ra

Non-host interaction. The pathogen s in.
capable of replication and the plant 15 net
N BNy apparent way suffering from the in-
teraction. Most interactions between plants
and pathogens will be of this type.

Compatible imeraction. Upon entry, the
pathogen establishes an initial infection
where it can multiply and from where it can
spread systemically through the plant. This
type of infection is frequently accompanied
by the accumulation of massive amounts of

——
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protewns, plast defence

the pathogen and the occurrence of symp-
toms which may vury from very mild w0
very severe. An example of such an inter.
action is the nfection of tobacco with aj-
falfa mosaic virus, in which the virus can
reach titers of more than 2 g/kg of feal,
Incompatible intersction. The mnvading
pathogen i capable of establiching an initial
mlectiont i segion sl or near the site of
entry, bet lacks the capacity to systemically
spread through the plamt In many cases.
the plant actively 1esints the threatening
pathogen and successfully comains it the
region immediately surrounding the initial
infection <ite. Frequently, these initial in-
fection sites wm into necrotic lesions and
s sawd that the plamt reacts hypersens:-
tively. An example of such an iafection i
that of Samsur NN tohacco with tobaceo
mosaic virus (TMV1,
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Antimicrobial Peptides from Plants .
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ABSTRACT: Peptides with antimicrobial properties are present in most it not all plant species.
All plant antimicrobial peptides isolated so far contain even numbers of cysteines (4. 6, or 8),
which are all pairwise connected by disulfide bridges. thus providing high stability to the
peptides. Bused on homologies at the primary structure level, plant antimicrobial peptides can be
classified into distinct families including thionins, plant defensins, lipid transfer proteins. and
hevein- and knottin-type antimicrobial peptides. Detailed three-dimensional structure informa-
tion has becin obtained for one or more members of these peptide families. All antimicrobial
peptides studied thus lar appear to exert their antimicrobial effect at the level of the plasma
membrane of the iarget microorganism. but the different peptide types are likely to act via
different mechanisms. Antimicrobial peptides can occur in all plant organs. In unsirzssed organs.
antimicrobial peptides are usually most abundant in the outer cell layer lining the organ. which
is comsistent with a role for the antimicrobial peptides in constitutive host defense against
microbial invaders attacking from the outside. Thionins are predominantly located intraceHularly
but are also found in the extracellular space. whereas most plant defensins and hpid ransfer
proteins are deposited exclusively in the extracellular space. In a number of plant speci¢s. a strong
induction of genes expressing either thionins. plant defensins. or lipid transfer proteins has been
observed on infection of the leaves by microbial pathogens. Hence, anumicrobial peptides can
also take pan in the inducible defense response of plants. Constitutive expression in ransgenic
plants of hetervlogous antimicrobial peptide genes has been achieved, which 1n some cases has
led 10 enhanced resistance to particular microbial plant pathogens

KEY WORDS: antifungal. defense, defensin, hevein. knottin, lipid transfer protein. molecular
breeding. pathogen, resistance, thiomn, ransgenic plant.

I. INTRODUCTION

Despite the fact that animals and plants
are continuously exposed to microbes dur-
ing their lifespans, microbial infections which
threaten their survival as individuals do not
occur very frequently. This implies that
higher organisms must have evolved highly

1735.2689/97/%.50
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effective mechanisms to restrict the growth
of microorganisms inside their tissues. The
complexity of these defense mechanisms
generally correlates with that of the organ-
ism, with higher vertebrates possessing the
most multifarious system. An important com-
ponent of the higher vertebrate defense sys-
tem is the adaptive immune response. which
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ANEXO )

CLASES DE PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS

Los peptidos antimicrobianos (AMPs) poseen  una amplia actividad
antimicrobiana contra hongos y bacterias v Ia mayoria no son toxicos para las
plantas. A continuacion se describen AMPs que poseen un tamano de hasta
10 kDa (SAGI, 1999).

Tioninas.- Ademas de su actividad antibacteriana inhiben el crecimiento in vitro
de cerca de 20 distintos patdgenos fungicos incluyendo Fusarium op., B.
cinereq, P. infestans y Rhizoctonia solani (CAMMUE et al., 1992: MOLINA et al.,
1993q). Las tioninas poseen una masa de 5 kDa y poseen de seis a ocho
cisteinas. Estos péptidos se dividen en cinco clases. Las fioninas fipo Il son
viscotoxinas del  semiparasito Viscum album. HOLTORF et al. (1998) ha
expresado la viscotoxina A3 en Arabidopsis thaliana en donde dichas plantas
transgénicas aumentaron su nivel de resistencia hacia el patogeno
Plasmodiophora brassicae. Asimismo EPPLE et af, (1997) obsend resistencia
hacia el patdgeno F. oxysporumn f. sp. Matthiolae en Arabidopsis. Todo esto
indica que las tioninas son proteinas de defensas (SAGI, 1999).

Defensinas de plantas.- Estos péptidos antimicrobianos se encuentran muy
relacionados con defensinas de insectos (BROEKAERT et al., 1995) y contienen
ocho cisteinas unidas por disulfuros (SAGI, 1999). Al menos en 20 plantas se

conoce gue poseen defensinas. Muchas defensinas son toxicas a
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Mycosphaerella fijiensis y F. Oxysoorum f. sp. cubense en ensayos de
laboratorio (CAMMUE et al., 1993). Se han infroducido cDNAs en plantas de
banano (REMY, 2000) que codifican Ia defensina morfogénica Rs-AFP2 de
Raphanus sativus (TERRAS et al., 1992b) v las defensinas NO morfogenicas Dm-
AMP1 de Dalhia merckii y Ah-AMP1 de Aesculus hippocastaneum (OSBORN et
al, 1995). Las defensinas morfogenicas causan una reduccion en la
elongacion de la hifa'y ramificacion de lka misma, mientras gue las defensinas
no morfogénicas disminuyen Ia elongacion de la hifa sin un visible efecto
morfologico (REMY, 2000).

Proteinas de transferencia de lipidos no especificas (nsLTPs).- Estos petidos
poseen de 9 a 10 kDa que contienen 8 cisteinas unidas por disulfuros (KADER,
1996). Pocos nsLTPs poseen moderada o atta actividad anfifungica a un
amplio rango de hongos incluyendo Fusarium spp.. B. cinerea y P. oryzae
(TERRAS et al.,1992; CAMMUE ef al., 1995: Molina et al., 1993b; Segura et al.,
1999: Garcia-Olmedo et al., 1998). Uno de estos nsLTPs ha sido expresado en
plantas de banano transgenico (REMY, 2000).

Proteinas de enlace de quitinas no enzimdticas.- Un ejemplo de estos peptidos
antimicrobianos es la heveina que proviene del arbol de caucho (RAIKHEL et
al., 1993); AMPs provenientes de semilla de amaranto (DE BOLLE et al., 1993) y
de Pharbitis nil (Koo et al., 1998) son inhibidoras in vifro en diversos hongos
patogenos.



