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RESUMEN.

El presente inforrne de Prácticas Profesionales contiene un breve y conciso detalle sobre

la aplicación de la Biotecnologia en el Ecuador, usando como herramient4 la Biología

Molecular, la Inmunología y Bioquímica" para el mejoramicnto genético susÉentable en

Musa spp.

Este informe incluye las actiüdades realizadas en el Centro de Investigaciones

Biotecnológicas del Ecuado(CIBE), dentm del área de Inmurrcquimica.

L,a infornnción aqui expuesta proviene de una amplia gama de textos técnicos

adquiridos en el CIBE, y de mi propia experiencia obtenida al trabajaf en este proyecto

dent¡o del área de tnmunoquÍmica, üD cual me permitió ir adquiriendo el cor¡plemento a

mis estudios realizados en PROTAL, y en el Diplomado de Biotecnología.

E[ presente infornr pone a su consideración todo lo relacionado sobre el estudio de la

separación de patrones pfoteicos utilizando la electroforesis corno técnica principal para

nuestro estudio, dicho estudio se basará en Ia comparación de bandas Proteic{¡s extraide§

de hoja de bafiano sano y de hoja de banano enferma, infectada por Micosphaerella

frjiensis, rafardo de establece¡ si alguna proteína de las identificadas tiene relación a la

resistencia, o Proteír¡as Patógenas (PR-P), agentes ransmisores o replicadores de

inforrnación sob,re los genes de rcsi*encia

Además cuenta con los métodos, procedimientos o protocolos utilizados para el

establecimiento de una técnica definitiva o estrindar para la extracción de proteinas en

hojas de banano, y su separación por la Electroforesis SDS-Page



INTRODUCCIÓN.

El ba¡aflo y el plátafio (ambos Musa spp.) son los cuhivos Íláyores de la agricultura

ecuatoriarn: El banano representa el \tr/o de la exportación agrícola y mas det ftr/o del

P.l.B. El plátano es el recr¡rso alimentario dc mayor consurno en la población

ecuatonana-

[a producción de plátano y banano es fuertemente afectada (30-50% de pérdidas en

rendimiento) por la enfermedad fungosa de Ia Sigatoka Negra (causada por

Mycosphaerella fijiensis). Esta enfermedad en el bana¡ro es controlada por la aplicación

masiva de fungicidas (15-20 ciclodafro), crea¡rdo el impacto ecológico r¡¡ís d¡an¡ático

en ta región. sin embargo, la producción de plitarn para consunD nacional ha sido

seriamente afectada debido a que las grandes poblaciorrcs marginales del campo no

tienen recursos financieros para el contml fungicida de la enfermedad'

El impacro ecorómico, social y ecológico de la sigatoka Negra en la sociedad

eruatoriana se ha h€cho más crÍtico, debido al efecto de "El Niño"; increment¿índose los

niveles de ataque Íimgoso y destruyéndose miles de hecUl¡eas de plantaciorrs de Musa.

Es bien conocido que el control nuís efectivo y duradero de las enfermedades de las

plantas se logra mediante la explotación de variedades genéticamente resistentes. Sin

embargo, no obsta¡rte que existen clones promisorios resistentes, de diferentes

institucio¡res y paises, ninguno de ellos ha tenido éxito en la extensión agricola La

mayoría de estos clones hibridos, fesistentes al ataque de Mycosphaerella fij lersis, han

introducido, como resultado del cnrzamiento, caracteres conrerciales indeseables. Ot¡o

grupo de clones, .tecombinantes - resistentes"(obtenidos por ingenieria genética), h¡

incorporado genes exógerrcs de proteínas antifungicas al genorna de Musa'

Estos clones 'fecombinantes-, no obstante que son los mismos clones comerciales

actuales pueden presentar dificuhades en su comercialización. Exister¡ antecedentes' en

los grandes mercados, de una percepción de rechazo a frutos de consumo humarrc,

portadores de genes extraños a [a planta.
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No se descafa la inestabilidad genética de este tipo de resistencia 'tecombinante". La

expresión de los genes de proteínas antifiiurgicas está sometida a los mecanismos

moleculares usuales, de la plantA de modificacirin del genonu y regulación genética.

Estos nEcanisrms pueden interferir la expresióg nndific¿¡ o elimina¡ los genes de las

proteinas antiirngicas introducidos en el genoma de la planta. t¿ mutabilidad del

parógeno tambiérL puede contribuir a la inestabilidad genética de la resistencia. El

hongo, ante tal tipo de acción ñ¡ngicid& al igual que sucede con los fungicidas

qufmicos, pueden sufit mutaciofies; de resistencia a la accón fungicida de la protefna

incorporada a la planta.

En los últimos años, la comunidad científica internaciona! debido a la importarrcia

socioeconómica y ecológica de Mr¡sa spp. y a la lentitud e ineficacia de los prograrnas

convencionales de mejoramiento genético, ba intensificado Ia aplicación de los

enfoques y tecnologías moleculares, al estudio de la estructura y expresión del genoma

de esta especie.

Estas tecnologias de avanzada, contr¡buirárl sin lugar a dudas, a lograr nuevas

variedades, capaces de satisfac€r, los ahos rendimientos y la resistencia a enfermed¿des

y plagas, que necesitan los agricultores y Ia inaplazable demanda del mercado y de la

naturaleza, de producir bananos y plátanos libres de sustarciss tóxicas'

Este pfoyecto desarrollará la capacidad cientifica para cre.a¡ y ransferif tecnologías de

avaraad4para inroducir y lograr nuevas va¡iedades en el Ecuador, y no sólo tenderá a

rerclver un problema nacional muy importante sirrc que también servirá como modelo

de desarollo de importantes disciplinas, tales como; la Cenética y Biología Molecula¡'

Fitopatología y Biologia Celular, que constituyen las bases del mejoramiento genético y

frtosanitsrio de la agricuhura moderna-

É
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OBIETIVOS:

Del Componente:

Mejorar la resistericia genética de Muo *pp. para la Sigatoka Negra-

Crea¡ las capacidades científic¿, técnica y de entrenamiento; laboratorios, cursos de

postgrado e infraestructura de extensión para el desarrollo de la Biotecnologia de las

Plantas; Biología y Genética Molecular, Biologia Celular y Fitopatología.

Del Área de Inmunoquímica:

obterrción, purificación y caracterización bioquímica de proteínas relacionadas con

fa patogenia (PR-P) y con la resilerrcia genetica (RR) de plantas de Muto sp-

infectadas con el hongo Micosphoerello fijie¡srs, causante de la enfermedad de la

Sigatoka Negla

Obtencióu purificación y caracterizacón inmunoquímica e inmunológica de

proteínas PR y RR de Musa sp.lnfectadas con elhottgo Micosphaerella fijiensis. !t'¡r
c!¿,É

Mis objetivos:

Establecer la metodología de extracción de PR-P a pH ácido y pH alcalino'

Establecer la tecnic¿ de Electroforesis sDS-PACE para observar los patrones

proteínicos y de PR-P de hojas de banano.
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DETALLE DE LAS LABORES REALIZADAS.

Durante el período de Mcticas Profesionales, rre desempeñé como Asilente de

lnvestigación del Proyecto " Biotecnologla pan el dálrtollo sttÍ¿nlahle de Mus

spp " auspiciado por el Consejo de Universidades Flamencas de Bélgica y la Escuela

Superior Politécnica del Litoral, con una duracón de cuatro años, y en el cual tuve bajo

mi resporsabilidad las siguientes furrcio¡res en el Área de Proteómic¿, t aboratorio de

Inmunoquímica:

Investigación bibliográfica sobre los diferentes terras que abarca el proyecto.

Presentación de informes quincenales a los jefes de áreas.

Aprender las Técnicas de Inmunoquímica.

Establecer una metodologia de extracción de proteínas de hoja de bana¡ro de

campo

Establecer una metodología de extracción de proteínas de hoja de banano in

vitro

Realizar ensayos experimentales aplicando las tecnicas de electroforesis.

ldentificación de Proteinas relacionadas a la patogenicidad.
:l ¡., l,\
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I. GENERALIDADES.

El ba¡rano es uno de los cultivos tropicales más exlendidos, cubriendo ¡ireas de África

Asia y América. Las importaciones totales mundiales alcanzan once millones de

toneladas (FAo, 1993). En Ecuador está involuffados rruís de 400.000 trabajadores y

be neficiados alrededor de millón y medio de personas (CONABAN' 1999).

Ningún aspecto ha contribuido tanto al desárrollo y mantenimiento de la induSria

ba¡r,anera a lravés de los trópicos, como los adelantos en el manejo de plagas' La

tecnología en el control de enfermedades tendrá que avanzar a través de [a

investigación cientifica p¿u.a proveer soluciones a las presentes y a las poSibles nuevas

y destructivas enfermedades (LARA 1970).

La Sigatoka negra causada por Mycosphaerella fijiensis es una de las enfermedades de

mayor diseminación afectando a los cultiva¡es de banano. El costo de control químico,

pam esta enfermedad, en los cultiva¡es comerciales para expotación, está valorado

aproximadamente en 100 millones de dólares anuales (localmente puede alcaru¡r

alrededor del cincuenta por cienlo de los costos totales de producción).

En Cent¡oarnérica la producción pafa con§ufno local y expofación ha sufrido u¡r.a

caida severa debido a ésta enfermedad. Por esto, la obtención de cultiva¡es de banano

y plátanos resistentes es de vitat importancla económica para la industria barnnera.

lgualmente para los agricultores con una pequeña exlensión de cultivo, el uso de

fungicidas implica un gasto oneroso adenús de un riesgo a su salud. (R0BINSON,

1999; SWENNEN,2000).

Los bananos y platanos son productos surnamente impofantes como alimentos

Msicos.

Además de su importancia corno productos de exportación de los países de Centro y

Sudamérica.

La epidemia de la sigatoka en centfoamérica desde su principio, causó el aumento de

los costos de la producción de banano. En costos los rubros destinados al control de la

Sigatoka se ubican en wt 2'1o/o. Mientras que los costos de otras enfermedades en

banano solo signiñcan el2-3o/o. Colectivamente los costos del control de la Sigatoka

negra se encuentran alrededor de los l0 millones de dólares americanos'

l



En América latina, la Sigatoka negra se descubrió por primera vez en Hondu¡as en

1972. Se propagó hacia e[ norle (Guatemal4 Belice, sur de México) y hacia el sur (El

Salvador, Nica¡agua Costa Ric¿, PanaÍuiq Colombia, Ecuador, Peni Bolivia). Se ha

regisrado recientemente en Venezuela, Cubq Jamaica y en la República Dominicana

y Florida desde donde aÍnenaza con propagarse al resto del ca¡ibe. Los fungicidas

sistemáticos son los que permiten mejor la lucha contra esta enfernedad pero sts

efectos sob,re el medio ambiente pueden ser devastadores.

I.I SIGATOKA.

Las enl'ermedades de sigatoka del banano estan causadas por dos hongos ascomicetos

emparentados: Mycosphaerella fiiiensis Morelet, que causa la Sigatoka negra (SN) o

raya negra de la hoja y M. musicola Leach ex Mulder, que causa la Sigatoka ama¡illa

(sA) o sigatoka común. Los dos patógenos pueden ser distinguidos morfológicamente

eserrcialmente por las características morfológicas de las conidias y los conidióforos.

E[ engrosamiento de las paredes celula¡es que se observa en ]a base de las conidias de

Paracercospora fijiensis ( M o r e I e t ) Deighton (anamorfo de M. fiiiensis) es1.á

ausente de las conidias de Psewlocercospora musae (Zimm.) Deighton (a¡ramorfo de

M. musicola\. Ademís" las conidias de P. ftjiensis son en promedio más largas y ruis

flexuosas que las de P. musae. t os conidióforos de P mLsae §n en general

botelliformes y cortos mientras que los de P. fiiiensis son alargados. a menudos

curvos, y tienen cicatrices conidiar¡as conspicuas. Estas diferencias cntre los

anamorfos se pueden observa¡ directarrente sobre las muestfas de hojas y en cultivos

esporulantes tras aislar al patógeno. También se han desarrollado métodos molecula¡es

para la determ.inación de las dos especies.

I.2 SiNTOMAS

Resulta a veces dificil establecer la diferencia entre los síntomas de la Sigatoka negra

y los de la sigatoka a¡na¡illa. De fornra general, el primer sintonn aparece en el haz

del limbo en forrna de manchas longitudinales de un color arnarillo pálido (Sigatoka

arna¡illa) o nrarrón oscuro en el envés del limbo (Sigatoka negra) de I a 2 mm de

largo, que aumentan de tarnaño forrnando lesiones necroticas con halos amarillos y

centro gris claro. Las lesiones pueden coalesce¡ y destruir graodes áreas de tejido

Í
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foliar, acarreando una reducción del rendimiento y una nraduración prernatura de los

frutos. La Sigatoka negra reviste más gravedad que la Sigatoka amarilla" puesto que

sus síntomas se manifielan en hojas miis jóvenes (lo cual se debe generalmente a un

mayor abundancia del inSculo) y por lo tanto ocasiona daños rnis importantes en los

tejidos fotosintetizadores. Ademris, ésta afecta a muchos de los cultivares que resisten

a la Sigatoka amarilla. corno los del subgrupo de platano (AAB). Las pérdidas de

producción pueden alcanzar, en ciertos casos, más del 50 %'

Distrihución de M. frjiensis y M. musicola en el mundo. L<t distribución de la SN en

estas zot os requiere información odicional SA. Vista panorámica de una purcela de

plátano muy infectada.

I.3 DISTRIBUCIÓN DE LA ENFERMEDAD.

La Sigatoka amarilla se identificó por primera vez en Java en 1902. Desde 1962 se ha

docunpntado en la rnayor parte de las zonas productoras de ba¡¡anos del mundo, Io

que la sitúa entre las principales enfermedades epidémicas. La Sigatoka negra' se

identificó por vez primera en I9ó3 en la costa sudeste de Viti t¡ru (lslas Fiji)'

seguidamente se ha registrado su preserrcia en el conjunto del Pacifico (estrecho de

Torres y península del Cabo York en Australia Papua Nueva Guinea. Islas Salomóq

Vanuatu, Nueva Caledonia, Isla Norfolk, Esrados Federados de Micronesia, Tonga,

Samoa Occidental. Ista Niue, Islas Cook, TahitÍ y Hawai). También se ha observado

en Asia (Burri,r¡ Taiwa¡u su¡ de chi¡a incluida la isla de Haina¡L Vietnam, Filipinas,

Malasia occidental y Sumatra en Indonesia). Sin embargo. la distribución de esta

enferrnedad en el sudeste asiático necesita clarificarse, paficularmente en el

archipiélago indonesio. En Amé¡ica latina la Sigatoka negnr se descubrió por primera

vez en Honduras en 1972. Se pmpagó hacia el riorte (Guatemala, Belice, sur de

México) y hacia el sur (El Salvador, Nicaragua Costa Ric¿. Panamá' Colombia'

Ecuador, Peru, Bolivia). Se ha registrado recientemente en Venezuela, Cuba" Jamaica

y en la República Dominicana, desde donde ¿unenaza con propagarse al resto del

ca¡ibe. En Africa, esta afección se docunrentó por vez primera en Zam-bia en 1971 y

en GaMn en 1978. Luego se extendió a lo largo de la costa occidental hacia cameru+

Nigeri4 Benin, Togo , Ghana y C6te d'Ivoire. Pres€nte igualmente en la República

Dermcrátic¿ del Congo (ex Zalfje), alcanzando Burundl Ruanda, el oeste de Tanzania

Uganda Kenia y la República Centroafricana Hacia 1987, se introdujo en la Isla de

6



Pemba" y desde atlí se propagó a Zan:zíbar y a las zonas costeras de Kenia y de

Tanzania. Actualmenle, s€ encuentra también en Malawi y en las Comoras' La

distribución actual es sin duda sub€stiriada. Conidias y ascospora s son los medios de

propagación local de la enfermedad de la siga+oka negra y amarilla. su difusión en

grandes distancias parece ser que €stá ligada a los movimientos de ger-moplasma

(retoños infectados, lnjas enfermas) y las ascosporas transportadas por el viento'

Actualmente, en el Pacífico y en las tierras bajas de América latina y de Afric4

apenas se encuentra ta Sigatoka arnarilla" que ha sido sustituida completamente por la

sigatoka negra- En las plantaciones de Honduras se ha repolado que la sigatoka negra

ha remplaz¡do a la amarilla en menos de tres alos. No obstante, Ia Sigatoka arnarilla

s€ encon-traba aún en las tierras hjas de Filipinas al cabo de 26 años de la

introducción de la Sigatoka negra. La Sigatoka arnarillq mejor adaptada a los climas

templados, predomina a menudo en altu¡as superiores a I20G1400 n¡ en las que

apenas se encuentra la Sigatoka negra.

I.4 MÉTODOS DE CONTROL

Los fungicidas sistémicos permiten luclrar de fonru eficaz coÚra la sigatoka negfa en

las plantaciones comerciales, pero sus efectos sobre el medio ambiente son

preocupantes. Aunque es posible reducir notablemente la frecuencia de los

tratamientos si éstos se realizan en el ma¡co de un sistema de predicción de la

enfermedad, las poblaciones de M.fijiensis y de M.musicola han desarrollado una

resistencia a ciertos de estos productos en el Ca¡ibe y América Central. La solución

rnis apropiada a largo plam es sin duda la resistencia genetica a SN y SA, sobre todo

para los pequeños productores que, por razones económicas' rrc pueden adquirir los

productos quimicos.

I.5 PROTEINAS RELACIONADAS A LA PATOGENESIDAD EN MUSA SPP.

Las proteínas relacionad¿s a la patogenia (PR) son un 8rupo heterogéneo de rmléculas

que son inducidas en plantas sonretidas a un amplio rango de condiciones de estrés.

Estas pfoteínás se pueden acumula¡ intracelularmente o pueden ser secretadas a los

fluidos intercelulares de las hojas. Aunque en algunas de estas proteínas se han

identificado actividades enzimáticas de glucornsas y quitinasas, que podrían tener

.é
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propkdade§ antifi¡ngales y antibacteriales, in vivo. las funciones de muchas otras PRs

en la defensa de la planta huésped son aún descon'ocidas-

El uso potencial terapéutico de PRs contra patógenos @munes de cultivos

comerciales importantes requieren del estudio de los mecanismos moleculares de

inducción y protección que estas proteírias pueün tener' El uso de las propias

moléculas de las plantas es preferibte al uso co$oso y nocivo de pesticidas'

Las plantas, así como cualquier otro organismo, debe conta¡ con mecanismos de

defersa contra potenciales patógenos. uno de egos mecanismos es la producclón de

proteínas relacionadas a la defensa como respuesta a la interacción con el patógeno

(Broekaer! 1997).

Las proteínas relacion¿¡das con la defensa pueden lener actividad enzim¿ítica

(glucanasas y quitinasas) o antimicrobianas (tioninas y defensinas) (Linthorst, l99l)'

[a investigación pfopuesta nos permitirá obtener información b¿isica sob,re los

patmnes pmteínicos de plantas de banano st¡scePtibles (Gran Nain) y resistentes

(yangambi Km5) a la sigatoka Negra. Dichos patrones nos permitirriu: hacer una

relación con las características de resistencia de la planta a Sigatoka Negra ' Ademís'

los patrones proteínicos de las hojas pueden servir co¡no un nÉtodo de clasificación

taxonómica al identificar Proteínas específicas asociadas a cada variedad'

U¡a ca¡acterización inicial de PRs se haá en el cultivo cornercialmente importante

de Musasp. Proteínas extraídas de la hoja de la planta serán extraídas y separadas por

medio de sodium Dodecyl sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (sDS-PAGE).

Los patrones de pmteirns de plantas normales senirn comparados a aquellos de plantas

sometidas a algún tipo de estrés (Infecciones de Hongos) para poder identifica¡

posibles PRs involucradas en la protección de hs plantas' Debido a que se ha

obnervado un incremento en la actividad de proteasas en las rcspuestas hipersensitivas

de plantas a infecciones, la actividad proteolitica de los extractos de la hoja de Muso

también serán ca¡acterizadas '
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II. CAPITULO TEORICO.

lLl MÉroDos ELECTRoFoRÉrlcos.

t¿ caracterización mokcular y estructural de una biomolécula tiene conro requisito

furdamental su ot(ención con un aho grado de pureza. [a etapa clave en la rnyoría de

los estudios de bionrcleculas es precisamente el pmceso de separación'

[,os métodos fundamentales de separación estiin comprendidos en trcs grardes

c¿tegorías:

l. Aquellos cuyo principio de separación es el Tanuño Molecula¡'

2. Los que se fundamentan en las diferencias de carga eléctrica'

3. Los basados en la especificidad biológica o química de h nrolécula

II.2 ¿QUE ES LA ELECTROFORESIS?

[¿ electroforesis es la migmción de moleculas cargadas en la solución en respuesta a

un campo eléctrico. Su índice de la migración depende de la fuer¿a del campo; en la

carg4 [a talla y Ia dimensión de ura va¡iable del nett de las rnoléculas y también en la

fuer¿a iónica [a viscosidad y la temperatura del medio en el cual las moléculas se

están moüerdo. Como herramienfa analÍtica, la electroforesis es simple, nipida y

altamente sensible. Se úiliza analiticamente pa¡a estudia¡ las características de un'a

sola especie cargada y como t&nica de la separación-

Electroforesis, movimiento de partículas eléctricamente cargadas a través de un gas

o líquido como resultado de un campo eléctrico formado entre unos electrodos

sumergidos en el medio. si las particulas en suspensión se desplazan hacia el cátodo,

el electrodo negativo, el proceso se denomina cataforesis; si [o hacen hacia el árpdo,

el electrodo positivo. se trabla de anaforesis. La electroósmosis es un fenómeno

relacionado en el que s€ mantiene inmóvil la fase solida y el líquido se desplaz"

debido al campo electrico aplicado.
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Los métodos electrofoÉticos se pueden realiza¡ en rcluciones o en soportes solidos.

Ios primeros son denominados frontales y los segundos zonales'

Estos nrétodos electroforéticos hasta el momento sólo se utilizan en el rango analítico

o a escala semi-preparativa.

No solo sirven corno rnetodos de separación de nrczclas complejas, sino que se utilizan

también corlto poterites criterios de pureza- Son adenús muy útiles para conocer las

ca¡acterísticas ácido-hisicas de las proteín8s presentes en un preparado crudo' lo que

ayuda a seleccionar las mejores condiciones y tipo de intercambiador'

II.3 PRINCIPIOS BÁSICOS.

El término electroforesis se utilizó inicialmente para describir el comportamiento de

partículas coloidales cargadas en un campo eléctrico'

Para referirse a la migración de solutos verdaderos se utitizo el término ionoforesis' En

la actualidad se utiliza la electfoforesis para designar Ia migración de cualquier clase

de partlcutas bajo la acción de un campo eléctrico'

Como se va analiza la utilización de la electroforesis en la separación de las proteínas'

Estas ¡rnléculas son partículas eléctricamente cargadas, debido a los grupos ionizables

de las cadenas laterales de los aminoácidos y, también, a la asociación de componentes

de naturaleza no pfoteica como ca¡bohidratos y lípidos entre otfos. [a nrayoria de los

gnrpos ionizables son relativamente débiles, por Io que la carga de la partícula

depende del valor de pH del medio en que se encuent¡en'

La aplicación de un campo eléctrico (E), genera una fuerza (F) que actua sobre las

nnleculas proteicas. E$a fuer¿a depende de la fortaleza del campo electrico y de la

carga neta (z) de la rmlécula y está dada por la siguiente expresión'

F=E,

t¿ paftícula comienza a rnoverse por acción de esta fuer¿a eleclrica y como resuhado

se manifiesta una fuer¿a de resistencia (F') debido a la fracción del medio'
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F'=ónrvrl

Donde r = radio de la partícula, que s€ mueve con velocidad v, a tmvés de un medio de

viscosidad r¡. cuando et medio es un gel, la ley de stokes no se curple estrictaÍiente,

ya que F' depende de una serie de factores, como las propiedades del gel y las

dimensiones de la molécula.

La velocidad de migración se puede deduci¡ si se tiene en cuenta que la partícula se

acelera hasta que l¿s dos fuerzas se igualar¡ o sea:

F=F'

por lo que E,=órrrv¡

E,

de donde

6nrvq

Lavehcidaddemigracióndeunapafículaenun«Impoeléctricorrnitario(E=l

V/cm) y bajo condiciones definidas, tales como tipo de buffer, pH' temp€ratura y

características del medio, se denomina nrovilidad (u) y viene dada por:

7.
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Por lo tanto se puede conclui¡ que la relación ent¡e la velocidad de migmción-

¡mvilidad y fortaleza del campo electrico s€ expresa nrdiante:

v=Eu

t¿ velocidad de migración es en funcón del voltaje aplicado. A mayor vottaje, rnayor

es la velocidad de migración lo que genera un excesivo calor que puede traer como

consecuencia la cvaporación del buffer. Además si s€ trata de una electroforesis zonal,

puede ocurrir destrucción parcial del soporte asl como la desnatr¡ralización de la

pfoteína. En contra.$e cuando se aplica muy bajo vohaje puede ocurrir una pob're

separación, conro resuhado del aumento en la difusiórl debido a un tiempo muy

prolongado de la corrida electrofoÉtica.

con vislas a minimiza¡ las fluctuaciones en el voltaje y la corriente por el

calentamiento, es común realizz¡ la electfoforesis con fuentes de poder regulables que

brindan voltaje y corrientes con§antes, y en ciifnaras electmforéticas con sistenras de

enfriamiento amplados.

En general los métodos electroforéticos son valiosos para la separación de

macromoléculas labiles como son las proteínas, ya que se llevan a cabo en medios

acuosos, bajo condiciones sulves de pH, fuerza iónica y generalmente a bajas

temperatr¡ras.

II.{ ELECTROFORESIS FRONTAL.

[,os métodos electroforéticos frontales también s€ conocen como electroforesis de

frente nnvil. Históricamente, fue la primera modalidad de electnoforesis utilizada para

separar proteínas (Tiselius I 937).

se realiza en soluciones libres y se efectúa en celdas en forma de u. en donde la

muestra eslá disuelta en buffer apropiado.

Este sistema frontal solo se pueden s€parar con un buen grado de pureza' el

componente rnas móvil, en t¡na de las cámaras verticalesi y el más lento en la otra.

Esta es la desventaja fundamental de la seParación frontal como nrétodo preparativo.

a
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Este rÉtodo ha sido uno de los más utilizados pa¡a la determinación de puntos

iso€léctricos e isoi5nicos de las proteinas, pero ha estado muy limitado para separa¡

Ios conrponeotes de mezclas complejas. Hoy en día ha sido sustituido por nrétodos que

enrplean materiales solidos corno soportes, es deci¡ la electroforesis zonal'

II.5 ELECTROFORESIS ZONAL.

se caracterizan por incluir un medio sótido, como soporte, en la separación, cuando se

aplica un campo eléctrico al sisterna.

si el propósito de [a electroforesis es lograr la separación de los componentes de

mezclas complejas, los mejores resultados se obtienen por é*a'

En esta modiñcación de la electroforesis clásica se aplican cantidades de disolución

de proteína a un soporte solido, previamente impregnado con una solución buffer.

Como soporte se pueden utitizar papel filtro, acetato de celulosa, almidón' agar y

acrilamida entre los fundamentales.

El gran poder resolutivo de la electroforesis zonal se debe a que se aplica una cantidad

muy pequeña de proreína a Üut zona muy estrecha' mientras que la longitud del

traye.to de migración es de unas cien veces rnayor que b zona de aplicación'

II,ó EQUIPAMIENTO:

El equipamiento que se requiere para este tipo de electroforesis es simple:

corsta hírsicamente de una fuente de poder y una cubeta o cárnara donde se coloca el

soporte

Las cámaras pueden ser verticales u horimntales, con dos elect¡odos que s€ cone{lan a

É
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la fuente.
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II.7 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

En Ia actualidad, la mayor parte de estas separaciones se realizan en geles de

poliacrilamida

Una mezcla de proteírns que se desea analizar por electroforesis en geles de

poliacrilamida, casi siempre consiste en moléculas que difieren en tamaño y en ca¡ga

neta" por lo que pueden s€r §eparadas en un número de bandas o mnas ¡nediante ésta

técnica.

II.8 SELECCIÓN DEL S¡STEMA BUFFER Y DEL GEL.

La selección de las condiciories para u¡a separación óptima es muy dificil, y casi

siempre se requiere analizar la influencia de los diferentes factores ( pH'

corrcentraciones de monómeros y conronómeros, fuer¿a iónica, etc.) en Ia separación.

La electroforesis en gel de poliacrilamida se puede ¡ealíza¡ a cualquier pH en el rango

de 2 a I l; pero la desaminación de las proteínas o las reacciones hidroliticas pueden

ser severas, por debajo de pH 3 o por encima de pH 10. se puede generalizar, que las

proteínas Msicas se separan mejor a valores de pH ácido, donde sus nrovilidades son

ri¡ryores, mientras que la generalidad de las protelnas con puntos isoeléctricos

conprendidos en un rango de pH entre 4 y 7.5( débilmente ácidas), tie¡den a ser nrjor

separadas en geles con valores de pH emre I y 9.

La fuerza kinica se debe n¡antener en un nivel que garantice la solubilidr.l de la

muelra y a la vez. provea zuficiente capacidad amortiguadora.

Mientras nuls concentrado es el buffer, [rcnor es la resistencia electrica, y a mayor

corriente transportada a un valor dado de voltaje aplicado, Íuryor será el calor

generado. una alta fuer¿a iónica requiere del uso de un gradiente de voltaje bajo, para

evitar el excesivo calentamiento. Esto lleva a un tiempo prolongado de electroforesis

con riesgo de incrementa¡ la desnaturalización y ensanchamiento de la barda debido a

la difusión

T.
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En la mayoría de los sistenus se emplea concentración de buffer en un rango entre

0.025 mol L-' y 0.1 mol L-r . No obstante, se pueden utilizar concentraciones sob're

0.5 mol L'r con sistemas buffer fuertemente acídicos. ya que a bajos valores de pH,

muchos de los ácidos débiles. que son los nrás usados, est¿in pobremente ionizados y

se necesitan buffers de alta concentración para da¡ la adecuada capacidad

annrtiguadora Debido a la pobre ionización de estos buffers, no se eleva la corriente,

ni se incrementan los efectos de calentamiento. Esto demuestra que, aunque es casi

pnáctica universal referirse a los buffers en término§ de molaridad, el parámetro más

significativo es la fuerza iónica y no la molaridad.

II.9 DIFERf,NTES FORMAS DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA.

Existen tres forrnas diferentes de realiza¡ la elecroforesis en geles de poliacrilamida:

lámina horimntal, lámina vertical y va¡illa cilindrica veñical.

El gel en forma de ki,¡nina horizontal se usa para mu€stras que se aplican en una

pequeña ranura en gel en la que se introduce un pedacito de papel de filtro

impregnado en un volumen conocido de la solución. Esto tiene como ventaja que la

muestra se puede colocar en cualquier parte del gel.

Si se aplica en el medio del gel una muestra de diferentes componentes con

características ácido-Msicas desconocidas, sr migración hacia uno o ambos electrodos

se puede detectar f;ícilmente, lo que permite conocer los compon€ntes rlcidos y brisicos

que conti€ne [a rnezcla Otra ventaja adicional, es que se puede realizar la

electroforesis en cámaras simples y económicas que sirven también para otros sistemas

electroforéticos, como focalización isoeléctric¿' geles de agar y almidón papel de

acetato de c.elulosa entre otros.

Los geles verticales, tarito en forma de l¿irninas co¡m en varilla cilíndrica" son

tecnicamente Éciles de realizar para sistemas que us€n soluciones annrtiguadoras

muhifrásicas. En estos tipos de geles solo se pueden detectaf componentes que migren

hacia un electrodo.
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Se deben seleccionar condiciones de pH donde todos los compon€ntes migren en una

misma dirección o de lo contrario, realizar dos corridas separadas; una de direccón

catódica y la segunda, anódica. [¿ resolución de ambos tipos de geles verticales es

simitar, pero en la lámira se puede aplicar mayor cantidad de muestrq lo que es nr.is

útil con fines preparativo s.

[a mayor ventaja de los geles laminares (tanto verticales como horimntales)' es que se

pueden aplicar en un misnn gel, un mayor número de muestrris bajo las mismas

cor¡diciones. Esto es muy útil en procedimientos de pesquizaje, donde es necesario

comparaf va¡ias muestraS, o cuando una misma muestra s€ quiere analizar por diversOs

métodos.

II.IO SISTEMAS DE SEPARACIÓN EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

De Ia misma manera que hay diferentes for¡nas de geles de acrilamida" hay diferentes

sisten¡as de preparación. Los sistemas más utilizados son: gel uniforme y bufler

homogéneo, o gel y buffer heterogéneos.

La principal desventaja del primer tipo es que la resolución no es tan buena como con

los sistemas heterogéneos-

La baja resolucón se debe a que en los sislemas que utilizan un mismo tipo de gel y de

buffer, no hay un efecto concentrador de la muestra en los primeros estadios de la

corrida" por lo que mueslras diluidas, cuardo se aplican en gran volumer¡ dan como

resultado bandas muy anchas.

Si no se requiere alta resoluciór! los sistenras hormgénms tienen la ventaja de ser

úpidos, sencillos de preparar y se puede conocer la composición del buffer. Como el

valor de pH es constant€ y uniforme durante la separaciórU resulta muy útil cua¡do se

están sepa¡ando sustancias de limitada est¿bilidad con el pH.

La electroforesis con geles y buffers heterogénms fue introducida inicialmente por

Ornst€in (196a) y Daüs (19É4), quienes la derpminaron "electroforesis discontinua",

a[ rrc ser homogénea ni en el voltaje aplicado, ni e[ sisten¡a buffer. En la actualidad

esta técnica se rcaliza con dos tipos de geles: un gel concentrador o de poms grandes y

Í
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el gel separador o de poros pequeños. La separación se realiza en este úhimo. dorule la

migración está determinad¿ tafio por la carg4 corno por el tamaño molecular de las

partículas.

En la parte superior se sitúa el gel corrcentrador, de u¡ra ahura rnenor que la gel del

separador, donde la muelra proteica se coric€ntra en forrna de banda estrecha-

Esto es lo que determina la separación en bandas muy finas en gel separador y por

tanto el gran poder de ¡esolución de este nrtodo.

El proceso de separacir5n en buffer hderogéneo o muhif¡islcos corsisle en que al inicio

del experimento, los constituyentes iónicos de las soluciones buffers son los misrms

en ambos geles, el separador y el concentrador, au¡que el pH es diferente' El buffer

utitizado en los compartimentos de los electmdos es de composición diferente.

Es importante destacar, que en el gel concentrador no hay efecto de tamizaje

molecula¡ de los componentes de la muestra; estos se colrcentran selectivamente de

acuerdo con sus propiedades eléctricas. En el gel separador, los componentes de la

muestra s€ s€paran tanto en función del peso molecular y la fornra como de la carga

eléctrica.

II.II MÉTOT}O DEL DODECIT, SULFATO DE SODIO (SDS).

El sDS es un detergente a¡riónico que tiene una larga cadena hid¡ófoba y una cabeza

polar.

CHr - (CH2)n -OSO3 - Na-

El SDS es un agente desnaturalizante fuerte de las Proteínas, por lo que producen un

cambio de confor¡mción nativa de estas a ü|a conforrnación completaÍiente

desplegada.

Si se utilizan altas corrcentraciones de SDS, del orden de 1.4 g de SDS por gramo de

proteína, se puede esperar que el número de moléculas de SDS enl"zadas a la proteína

f':
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se corresponda con la mitad del número total de residuos de amim¿i,cidos en la cadena

polipeptí<tica. Esta cantidad de rroléculas de detergente con É¡ga negativa- es

suficiente para eliminar las cargas intrí¡rsecas de Ia cadena polipeptidica, de fornra que

la carga neta negativa, por unidad de masa resulta constante. Por tanto, la migración

electroforáica es proporcional al radio molecula¡ efectivo o, aproximadamente al peso

molecular de l¿ cadena polipeptídica. Este método se ha convertido en uno de los nr¡ás

utilizados para deferminar el peso molecular de las protelnas.

[¿s razones son: el método es exacto y reprodrrcible, el equipo necesario es simple, y

los resuhados se pueden obtener en pocas horas", con solo algurrcs microorganismos de

la muestra.

Po¡ oba parre, cuando s€ utiliz un agente reductor de puentes disulfum como el

2-mercaptoetanol, y se conoce el peso nrclecular de la proteina naliva (por ejemplo:

filtración en gel), se puede determinar el número de cadaras polipeptídicas.

rr.l2 DETECCIÓX Un pnorrÍxls.

La visualización de la mayoría de las proteínas se logra mediante la utilización de

agentes reveladores. Las bandas de proleínas separadas por electrofOresis en geles son

detectadas n¡ediante diversas tecnicas. Estas se seleccionan según e[ propósito de la

sepa¡ación y se agrupan en dos clases fundamentales, las técnicas de tinción positivas

y de tinción negaliva.

Al primer grupo pertenec€n las técnicas que emplean colorantes orgánicos,

modificadores quimicos y precipitaciones selectivas de las protelnas'

t as técnicas del segundo grupo se furdamentan en la precipitación selectiva de sales

de metales pesados en la m¿triz del gel. de fornn que las bandas de proteinas

contraslsn por ser transparentes, libres de precipitado.

Varios tipos de colorantes orgánicos se han utilizado para detección de proteínas

sepamdas electroforáicamente, tales como b,romofenol azul, negro de amido y azul de

Coon¡assie. Este úhimo es uno de los nús utilizados por su gran sensibilidad ( 100 a

500 ng de pmteína por banda). [¿s tinciones con azul de coonussie requieren un

medio acido que garantiza una atracción electrosática entre las moléculas del

IC



colorante y los grupos amims protonados de las proteínas. [¿ atracción iónica entre

las forrnas aniónicas del colorante y los grupos Msicos de la Proteína' conjuntamente

con fuer¿as de van der waals estabilizan el conplejo colofante - pfoteím. [á

intersidad de tinción de este colorante es seis veces superior a la del negro de amido lo

que se debe a las diferencias en el número de moléculas que se enlazan a la proteína.

El incremento en la intensidad se debe, también a que el azul de Coonnssie tiene ur¡a

eficacia mayor en la lormación de interacciones entre rnoléculas del colorante y por lo

tanto se incrementa el número de moleculas de pigmento enlazados a la proteína. [a

técnica de rinción es muy sencilla y consiste solo en dos etapas. La primera es la

tinción en la cual el gel es sumergido en una solución de ácido acético, metarnl y azul

de Coonrassie.

ta siguiente etapa es la eliminación del exceso del colorante del gel. Para ello se

utiliza una solución de ácido acético y metanol que extrae solo el pigmento libre

mientras que las bandas de proteina quedan teñidas de azul' El complejo

proteína - azul de Coomassie es relativamente estable a valores de pH ácido'

t
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IIt. EQLIlPO DE ELECTROFORESIS BIO - RAD.

La corrida de una gel de electroforesis, lleva comigo la preparación de los geles y del

equipo el cual a continuación va a ser detallado a cortinueckln'

3 2

1
I

3 t

I

Fig l. Eqdpo d€ Ete§roforüi§ BI(}RAD

PASO l.

Lo primero es la limpieza del equipo con agr¡a y detergente, esa limpieza debeÉ

realiz¿¡se con guantes para evitar el contacto de nuestra piel con el equipo'

se usa detergente, debido a que al ser una corrida de proteínas, con el detergente se

espera eliminar cualquier residuo de proteírus extrañas al medio que puedan interferi¡

con Ia determinación de proteínas-

PASO 2,

coloca¡ los vidrios de la gel (2) uno encima de otro, los cr¡ales tienen una separación

dada por unas bandas de plástico' coíio ilustra la figura l ' l '

Los vidrios fueron anteriormente desinfectados con alcohol y secados con gasa.

fL-

Fig l l.
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PA§O 3.

E[ siguienfe paso es coloca¡ los sujetadores de vidrios t65 grrels3 se colocan a cada

extrerno para lograr que queden bien sujetados, corio ilustra la figura I .2'

Fig L2.

PASO 4.

El siguiente paso es colocar los vidrios sobre un soporte especial el cual los va a

inmovilizar, para tuego proceder a ser llenado§ de los reactivos para lograr [a running

gel y la stacking gel, coílo muestra la figtra 1.3'

Fig 1.4.

PASO 5.

Se procedeni a llenar primero con la running geL y luego de que polimerice proceder a

colocar la sacking gel, en los vidrios del aparato de electroforesis'

22
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PREPARACIÓN DE LOS GELES.

Los geles se prepararán siguiendo los datos de las cantidades establecidos en el cuad¡o

de abajo.

t¿ colocación de la running gel se hace con pipetq y r llena con 27ml'

4% 60k 7o/o 804

TRIZATA 1,5 M 15 ml 15 ml 15 ml 15 ml

10% SDS 0.6 ml 0.6 ml 0.6 ml 0.6 ml

400/o Acrylanide 6ml 9ml 10.5 ml 12 ml

DI 38.07 ml 35.07 ml 33-57 ml 32.07 nn

10% tunon¡um Persulfate 0.30 ml 030m¡ 030ml 0.30 ml

TEMED 0.030 ml 0.030 nf 0.030 ml 0.030 ml

VOLUMEN FINAL 60 ml 60 ml 60 ml 60 ml

10% 12% 15% 20%

15 ml 15 ml 15 ml 15 ml

0.6 ml 0.6 ml 0.6 ml 0.6 ml

15 ml '18 ml 22.5 ml 30 ml

29.07 ml 26.07 ml 21 .57 ñl 14.07 ml

0.30 ml 0.30 ml 0.30 ml 0.30 ml

0.030 ml 0.030 ml 0.030 ml 0.030 ml

60 ml 60 ml 60 ml 60 ml

Antes de colocar la stacking gel, deb€rá de haber pasado I hor4 que es el tbmpo que

tarda en polimerizar la mnning gel.

se coloca 250 uL de Br¡ta¡rcI el cr¡al crca u¡r¿ desfase en el gel, y este a la vez hace que

el gel quede p€rfectaÍiente definido tornando en su palte superior una forma horizontal

p€rfecta.

STACKING GEL
4%

TRIZúA 0,5 M 5ml
10% SDS 200 ul

40% Acrylarn¡t e 2ml
DI 12.68 ml

10% Amon¡um Parsulfate '100 ul

TEMED 20 ul

VOLUMEN FINAL 20 ml

tl
E¡
t.2 -'I eJ
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PASO 6.

Colocar los vidrios con la gel polimerizada en el soporte que va en el interior del

armaán del aparato de electroforesis BIO-RAD, como ilustra la figura l'5'

Fig 1.5.

PAS0 7.

Antes de colocar la muestra en la gel se procede a llenar el armazón del aparato de

electroforesis con buffer 5x.

PREPARACION DEL BUFFER 5X.

I . Tris base

2. Glycine

3. SD§

15 clL
'12úL

5 glL

PASO E.

Es la coloc¿ción de la muestra. como muestra la figura I .6, colocando antes la pe ineta

de elctroforesis para crear los pozillos donde se va a a§ar la muestra conn muestra la

figura 1.5.

) ¡-l
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Fig 1.5. Fig 1.6.

PASO 9.

Es la conección del equipo de electroforesis I la fuente de poder (figura l'7)' para

proceder a aplicffle un vohaje de 100 vohios y comenzar a coner la gel'

cr-,^-Ii
aa aa aa

!¡t¡¡¡
¡Ea
aaa
.1!

Fig t.7
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS.

IV.I MATERIALE,S:

Plantas de banano.

Nitrógeno liquido.

Triz-Bas€

TEMED

Sodium Dodecyl Sulfate

Anronium Pe¡sulfate

Acrylamide/Bis Acrylamide

Glycerol

2-Mercaptoethano I

Bromophenol Blue

Glycine

Sodium Acetate

Ascorbic acid

EDTA

Triton X-100

Coonrassie Blue R-250

Methanol

Acetic Acid

Benchmark protein ladder

Protean II Xl Cell

Power Supplies EC600P

l6



IV.2 METODOLO(]IA:

IV.2.I EXTRACCIÓN DE PROTEiNAS.

se tomarán muestras de la hoja número 5 de plantas de banano sanas y enferrnas

estadio 2, susceptibles (crran Nain) y resistentes (Yangambi Km5) a Sigatoka Negra,

las hojas se congelarán en nitrógem líquido y se ensayarán diferentes buffer de

extracción.

IV.2.2 ELECTROFORESIS.

Las proteínas obtenidas en la extracción se s€Pararan por ncdio de una electroforesis

de poliacrilamida en condiciones desnatr¡ralizantes y reducid¡s.

IV.2.3 DETER,}IINACIÓN DE PESO MOLECULAR'

Para identificar los pesos moleculares de las proteinas separad¡s de banano se compaxa

con un ma¡c¿dor est¿íLnda¡.

IV.3 EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS f,N HOJA DE BANANO:

[.a extracción de proteínas de la hoja de Musa se hanin con los siguientes buffers:

A) Extracción ácida

. 0.5 M acetato de sodio

. 20 mM Beta - Mercapto€tlÉnol

. 0.2Yo ácido ascórbico

. pH5.2.

B) Exüacción alcalina

. 30 rrrl\,f Tris-HCl

. 20mM Beta - Mercaptoethanol

. O.2o/, ácido ascórbico

r pH 7.5.

T
ltt.,,
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E
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IV.4 EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS.

Se utilizó muestras de ptantas de laboratorio a nivel de fundas y dos hojas de plantas

aparenterrcnte sa¡,as de plantaciones bananeras'

Se hicieron dos tipos de exlracciones una ácida y una alcalina" y las proteírus fueron

sometidas a una electroforesis de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y

reducidas.

IV.S PLANTAS:

Laboratorio: Cavendish-Williams in vitro (CWv)' Plantas de furda'

Plantaciones: Gran Enano (GE) y Cavendish-Williams (CWc)'

IV.6 EXTRACCION DE PROTEINAS:

Proteínas fueron extraídas de suLmuestras (l g) de la hoja No' 3 de cada planta'

La homogenización de las hojas se realiá en un mortefo con 5 ml del buffer de

extracc ión respectivo.

[-¿s submuestras fueron enwehas en papel aluminio y puestas en un congelador a -
80oC antes de la extracción.

Después de la homogenización I ml de cada submuestra fue tra¡sferido a tubos

eppendorf y centrifugadas a 10000 rpm por 5 minutos a 4oC'

El sobrenadante s€ utitizó Para realizar la elect¡oforesis'

El sobrenadante (100 ul) de la centrifugación descrita se mezcló con un volumen igrnl

de "SDS-loading buffer" con mercaptoetharxrl.

De esta mezcla 50 ul fueron inyectados en una sDS-PAGE discontinua con un

stacking gel de 4o/o y una running gel de I2%.

[a electmforesis se corrió trasta que el frente del dye estaba ubic¿do a % del final de la

running gel.



Al final de la electroforesis se revelaron las bardas de proteínas mediante el uso de

una solución de Coornassie Blue R-250 (0.1 g Coorussie,45 ml methanol. l0 ml

¿íaido acético y 45 nrl agua deionizada) por I hr, a temperatura ambiente y con

constante agitaciSrr

El gel ñre desteñido con la solución Destain I (40olo mettranol l0'o/o ¿icido acético y

Sfflo agua deionizada) por l0 min a temperatura ambiente y constante agitación.

El gel se continuó destiñiendo y se preservó en la solución Destain [l (10% meth¿nol

'lo/o ácido acetico y 83% agua deionizada)

PROTEINAS

Myosin (H-chain)

Phosphorylase B

BSA

Ovalbumin

Carbonic anhydrase

beta-lactoglobulin

Lysozyme

PESO (D)

200000

9't40o

68000

43000

29000

18400

14300

WELL

I

2

3

4

5

6

7

8

9

l0

ll
t2

l3

SAMPLE

Ma¡cador

GE

GE

CWc

CWc

Cwv planta I

Cwv planta I

Cwv planta I

Cwv planta I

Cwv planta 2

Cwv planta 2

Cwv planta 2

Cwv planta 2

EX'I'RACTION

Alcalina

Acida

Alc¿lina

Acida

Alcalina

Alcalina

Acida

Acida

Alcalina

Alcalina

Acida

Acida

29



V. RESULTADOS.

SDS - PAGE

1 2 3 4 5 6 7I 910 11 1213
200-97.4- 6

,t3

29

r8.4

143
-

uu
5) Cf,c-Ac
9l CWV-Ac

131 C§v-Ac

= ErrLGr
v = ln vltro

2l GE-AI
6| CWv-Al

1O) C§Iv-Al

G = Gren En¡¡o
Al = Alcalt¡c crtnctlon

3)GE-AG
TICWY-AI

111 CWY-AI

4l CYc-Al
El cw?-ac

l2lCrrv-Ac

r¡l

c = ccpsCP = Cavoaill¡h Wtlli¡ñr
Ac = Actdlc c¡t¡actlo¡
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GEL DE PROTEÍNAS DE HOJA DE BANANO.
FASE II

COMPARACIÓN DE BUFFER.S DE EXTRACCIÓN.

-sE3

?rri.s -BE*r

+\it
§

§\

-.§
.§
,it

.¡r§lr§

r ..rfi.,l..
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$ü¡

"4lS
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Fig 2.1

En ésta gel se podrá ¡¡ota¡ la diferencia de bandas de proteínas que existe entre ur¡a

plama de fase II sana con las bsnda§ de proteírus de la gel de la figura 2'2
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GEL DE PROTEÍNAS EXTRAÍDAS DE HOJA DE BANANO.
LocALtzAClÓx: nl TRJUNFO

CAYENDISH _ YARIEDAD WILLIAMS
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VI. CONCLUSIONES

Lo frmdamental de éste proyecto es la investigación científic4 la cual

se ve sustentada debido a la escasa información de artículos científicos

publicados acerca de los genes de resistencia, asociados con las

proteínas patógenas PR.

Se ha establecido que la extracción alcalina produjo generalmente más

bandas de proteínas que la extracción ácida

Las bandas de proteínas de plantas de campo se deben arializ¿r con

reserva ya que parámetros extemos a la extracción como temperaturas

pueden influenciar en los resultados obtenidos.

El método de gel discontinu dio en general buenos resultados' con

bandas claras y rectas.

De éste estudio queda como mris importante las técnicas de extracción

de proteínas de hoja de banano, las técnicas de electroforesis, técnicas

de a¡uílisis, y metodología desarrollada.

*
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VII. RECOMENDACIONES.

Es necesario que se incentive la investigación en los estudiantes de ésta

ca¡rera desde los primeros años de estudio para ampliar sus

conocimientos y obtener una reafirmación de sus creencias.

Otro posible tema de investigación es el estudio del patógeno en sí'

Mycosphaerella fijiensis, tratando de establecer técnicas de extracción

de la fracción proteica de la toxina.

Las condiciones aquí dehnidas son a nivel de los tres meses de

pruebas, realiz-adas en los Laboratorios de Biotecnología del CIBE, to

cual debe ser considerado como sólo el inicio de nuestra busqueda ya

que cada día van apareciendo nuevas técnicas gracias al rápido avance

de la Biología Molecular.
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C¡i¡icol R¿vi¿*¡ in plort S.i¿ñt rr, lql): t2l_JóO ( lE) I I

Pathogenesis-Related proteins of Flants
Huub J. M. I.¡nthotst, Ph.D.

Oepartment ol Bi(,chamisúy, Un¡vsrsity of L6id€n, Einsteinwsg S, e¡33 CC Leideñ, Tho
N€rherlands

Batf..: L C. V¡n Loor\ plro, fr.gÍlfl.nt ot pt¡nt phyatotogy. ghch.mk¡t C.otr., Ag¡t.qhur.t Uoly.rrlty.6T0l
BD W.Oentñg.n, fña ta.th.rt¡¡d¡

l. TNTRODUCTTO¡t

AB§TRACT: Intcction of Pi¡¡ts wiü patlrogcns likc viruscs or fungi ofrcn t.¡¡Jr ro ¡ rcsponsc of rhc hoslrar,ging iro., \cry mild to v.fy lcrcrc. A vcry miirJ r.rp,rna uruotty',to., nor r"rutr ¡n con¡rrlcr¡blc ch¡ngcsin thc p¡rrr¡r: 'r[ gcnc cxprcssion of thc prant. Howcvcr, i tryptr.nriii". r...iion, c. g. , ¡n rhc cr§. of infccr¡onof S¡msun ¡i.l tcbacco wirh tobacco mosaic viru', is accoÁpaniaA Uy 
" 
.*ri". ¡ncrr¡sc in rhe .mounri of ¡l¡fgc numb('r uf diffcrcnr pfot'i^s Among úEsc ifduccd pro"i* -. rr"iu.o of ¡ gforlp of so-c¡Icd plrho-gcncsis'rrletro (PR) prolcins. Frcqucnrly, rhc hypcrscnsirively ,.."t*g'iori taor*s rcrlr¡.r ro sub$qucnr

Frlhogcnic xrrJcl. Thc corel¡tion of üir phcnorncnon of acqr¡r"¿ ,aaiia*a _¿ thc ind(ccd protc¡n syl:lcsl5rug'c5rs ¡ rrrfrcr invorvcm.nr of thc¡< pfo.inr in üc obs.rvÉd rrpricrtion rir6cicr**y or,r," p.itug.n. ñi,iu.iniriarc¡l :ru'i:'r by scvcr-¡r rcs.¡¡ch group! rowa¡d ¡ b...r undc.rir,.ting oii* ,or. of ücrc pR-protcins in rhchrpcrscnsitively rcacting plant. This revicrr dc¡l¡ wi¡h rnc pmgrcsr trar"has ¡.-c¡ m¡c *,Lt¡ rhc ,rn¡l,sis oi lhchosr .ciF(,nsc ¡nd thc furdon of rhc pR proEinr in Urc ccquiicO ,.r¡ronc..

KEY lYOlll)5: acquircd r*isu:rce, pR-prorrins, chirin¡sc, B- l ,l-Bluc¡n¡sc, rh¡u¡Erin-i;kc prorcin§, ro_t¡¡cco, srr<ss.rnrtuccd prorains, vacuola¡ pmrcins, cxtraccllulu pro,irr, fr"ria.r."ra.

. Planrs. con i:cnred wirh phytopharhogens like
vrruses, vrrotJ.i, fungi, or baclcri:r may react lo
the challcnge i:r a number of rJifllrcnt ways.
Among the intc¡:,ctions produced from such chil-
lcngcs severll cun be distinguished:

Non-host i¡¡rcraction. The p;rthogen is in-
capable of replication and the plant is not
rn any appiucnr way suffenng from the in-
tcmction. Most interactions between planrs
and parhogcns will bc of rhis rypc.
Compatiblc inrcraction. Upon cntry, the
pathogen cstablishes an inirial infecrion
wherc it c¡r. nrultiply and from where it crn
sprcad sysl,:mically rluough thc p[ant. T]ris
typc of irrtecrion is frcquently accompanied
by thc acrrrnrulrtion of massive r.mounts of

\'o
70;'.. q.,

L ¿\. :!'?^2, o
2ta
"'ll;'' t'.

r- O\a¡ 9\á o,\

"1\

thc pathogen ünd thc o!'cuncncc ol'symp-
toms which nli¡y vtry from very mikl ro
vcry scvere. An cx:ri , ic i such rn inicr-
¡ction is rhc infccrion of tobacco wirh al_
fllf;¡ mosuic virus, rn which rhc virus can
reach riters of morc rhan I g/kg cf leaf.
Incompariblc inrer¡¡crion. The invading
p¿thogun is crplblc oft,srablishing an iniri
inli'c(irrrr irr u rCgiorr ¡1 or nc:rr tllC silC of
cntry,.but llcks thc clpacrty to systcmic:rlly
sprcarJ rhrough thc planr. ln muny cascs,
lhc. pl:rnt rctively rssists the threatening
prthogcn und succcssíully contains it in thc
rcgion immediaely surrounding rhe initial
infection rite. Frcquenrly, rhese initial in_
lccfion sites turn inro necrotic tesions and
it is said rhar rhc plant rcrcrs hypersensi_
lively. An example of such an infecrion is
that of Samsun NN tobacco rvith robacco

or

3

l

{É-

r
r.J7J5-1ó89i 9 t/$.5d
O l99l CRC prc:s, lnc

mosalc vlrus lYtV)
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h has bccn koown for a long tinrc rhat thc
hypcrsensitivc rcsponse of thc plunt to an inhiul
virus infection is accompanied by the phenom-
enon of acquircd resistance in the in[ccred lc:r[
as well as in lhc noninfccted pans of the plant
(systemic acquired rcsisrance) to rhe samc or tlif-
fe¡enl viruses.I r Moreover, it was found thar thc
hyperscnsitive response to one pathogen induces
resistance to ¡lt sons of different pathogens.¡..
One may speculare rhat this rype of induccd re.
srshnce lo a broad spectrum of pathogens is
caused by a de novo synthesis in rhe planr of
componcnts intclcring with rhe pathogens' rep-
lication. Alremirrively, acrivarion of already ei-
isting mechanis;ns may lead to induced iesis-
tance. This ovcr.¡iew deals not only with rhe wcll
krown "paürogr..ncsis-rclared" (pR) proreins, but
also üe enzymes and other proteins, clearly in-
duced upon inl-e:tion or related forms of strcss,
that have been shown to have or m¡v have a
function in resilrance to pathogen attack.

. It is to bc ex¡rccred thal an imponanr pan of
the futur€ work on paüogen-induccd protcins will
concem thc elt¡r:idation of thei¡ rolc in resistancc
to pathogcns, ihc signal tr¿nsduction pxthways
via which :he spccillc induction of their expres_
sion is regulatcd, and thc usc of(gcnerically mod_
ified) ¡roteins to improve rhe rcsisrance oi crops
to pathoge;ls and other sress conditions. There-
fore, whcre possible, emphasis has bcen giveo
to a dcscription of the molccula¡ strucrurc md
the orSlnia¡tion ofthe gcnes enco<ling these parh_
ogen-induced proteins.

ptrsensitivcly rcactcd to TMV infcction.i. Such
an infection is ch¡uacrcrizc'tl by thc formation ol
local necrotic lesionr. on rhe inoculated leaves.
These iesions ;¡re f¡rmcrl I to l r.lays rfrcr in-
ocularion by a collrpsc of thc cclls surroundinr
thc cntry sitcs ol the virus plniclcs tront thc
inoculum..Thcy conuin the virus and usually
prevent thc sprc.rd of thc inlectie- to nontnocu-
latcd pans of rhc plants. ln rohacco rhis hy6-r.
sensitivc response to TMV depentJs on thc prc:r-
encc of thc N-gene of Nitotiuna glutiru.tsu.
However, PR-prorein intJucrron is not dependenr
on the pn:scncc of thc N-gcnc sincc S:¡msun nn
tob¿cco. which lacks rhe N-genc, induccs rhe
sarrrc PR-proreins whcn infecrcd wirh robacco ne-
crosis virus (TNV)., Nlor.'t¡r.cr. blcterill mrl
lungal infcctions which c:¡use thc plunt to rci¡ct
with thc formarion of necrcuic rcgions also induce
the expressi,rn o[ the proreins.]."r1

Extracts from the lervcs of rhese hyperscn-
sitively reacting pl;r7rs contuin a numbcr oI pro-
teins which arc ng{ prcsent in simila¡ exrr¡crt
from noninfrrtcd rgibacco. Inirr¿lly. only four pR.
protcins wcrc obscrvcd (pR-lr, -lb, -lc, anrl
-2). Thcse prorcin i appearcd ro be rc.rtively stable
¡t low pH ¿.nd remaincd solublc ar pH 3.r:.'¡ This
propeny Iater cnabled the detection and isola¿ion
of many orher acidic PR-prorcins by using ex-
traction butfeni of pH 3, wirh (he grear í¡dvanrage
¡hat most other plant proleins werc dcnarured un-
dcr thesc acidic conditions.,.,t Other common
ch¡r¡ctcrisrics of acirJic toblcco pR-proteins uc
their high rcsistance againsr degrrdarion by pro-
teolytic enzy nrcs aad their prerJonrin¡nt prcscnce
in thc intcrccllul:u fluid t,f thc lc:lves.r¡.:t Since
üe int'ircellul¡r fluid of rissucs sunounding nc-
crolic rcgions may hove r rclatively low pH as

r rcsult of tissuc coll:rpsc and rclease of vacuotu
acids, and also contains acir.lic prorcase acriviry.
thc acidic PR-prorcins rpfrcür to bc well lrlaprcrl
to function in lhis cnvironme'nt. The frcl thxt
n¡osl cxtrücullullr l,l(.protcitri lrorn tr.¡b¡cco lrc
:¡cirlic tlor:s not tnc¡n thJt thc sln¡c is truc lirr
corresponding proteins in other plants. Several
exuccellular PR-protcins. e.g., of romaro and po-
tato. arc basic (and at thc samc timc rcsistant ro
protease), indicaring thar a low pl is not thc sole
dctcrminant lbr stabiliry under rpoplasric con-
ditions. Thc cxrrlccllular to¡rurro pR-prorcin pl.l
was specifically dcgnded by a 3?_kDa exrracel-

I
i

II. PR.PROTEINS OF TOBACCO ANO
OTHER PLANTS

A. Commcn Characteristics

Ahhough PR-proteins h¡ve now been tle_
tcctctl in trlrrry phrrts irntl arc gcrrcrally lssurrrcrl
to- bc ¡ruscnt in lnost plant s¡rtcics, thc pR-pro-
tcins from tobacco have becn the mosr intensively
studied. Therefcre, this pafl of the review deais
primarily wirh thc PR-proreins of tobacco. pR-
pmteins werc firsr described by Van Loon and
Van Kammen und independently by Cianinaz.zi
a¡d ceworkcni in leavcs of Samsun NN und X¿n-
thi-nc robacco plants, rcspccrively, which hy_ tr
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* 0¿.3 Color d.l p.r¡doallo (6'1'1)

Observar el color general del pseudoallo' $n qulrÁr la \¡aha e'drrra Pe¡o sln

corsrderar las ü4as valnas desgsrradas. (tabla A)

I Ve¡de anrarlllo
2 Verde m€dto
3 Verdé
4 Verde eanm
5 Verde roJlzo

6 Rqo
7 Roto vbláceo .. ' ' ','
8 Azul
9 Qutméf,tco
l0 Ouo (Air€ctf,cd cn el dosciPtor NoB 0'8!

6.L1 fp¡rl.nd. ¿rf Pir¡¿ot¡tb :

Mismas mndlciones que Para el d,es€rtptor 0¿¡
I Opaco (ceroso)

2 Br[lante (no cermo)

6,2.5 Color ¡ubyrccñt rtll F.¡¡dofrlo
Quitár la \r¿lna exteÍia y obccrrrar la supetñde del peudaallo' L6 valor6 5

(rosado-nralva). 6 (mlo-vlolác€o) y ? (arotado) se dcben et€gir sólo sl s! trata de

ura pl8mentadón *rfforme qt 
" 

rro pcrmu" ver u¡ colot wrde o ctrna Fabla A)

I l,hrde agua
2 Verde clam
3 Verde

' 4 Crern
5 Rosado malY¿

6 Rojo vtoláceo
7 Mor¿do

- E Otm (especlñcar ell el descrlpto( Not!§ 6'E)

e.2.0 Plgnroteclón rf. hr viln- lñbnrú (4'1'3)

Indkár la pl8ÍtÉr¡r",.¡ón aunque s¿ obs€rve so¡amente eo d€rtc luSa'ts' (fablaA)

I Roado malv"a

2 RoJo

3 Morado
1 Otm (espetlñcar en e¡ desdfPlor NotÉ' 6'E)

*

a
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5.2 P¡oüdoóllo/huo3
(Véase FlB. {}

*

*

ikris lll

fCb flo.-¿l

R¿ciDo
CaDdola

hñoroacencia

R¡c¡!

BroÉ
rñeJ¡no

Pa¡&aüo

Flp { Pseudoa[túrrJc (adaptado,dc Champron l9txt)

6.2.'l A¡t¡fr d.l P..udotr¡b [m] (¡l'1'1)

Medtda d¿sde la base del Pser¡daallo hasta et pü¡ o dc emerSmcl'a del pedúnnrlo

l<2
2 2.1^?.9
3>3

CJ'.¿ ArFclo d.l f]út lb
Detemtnada por la d¡crurfe¡alda a I ¡nr' '-

I D€bll
2 Normat
3 Robusto

Hto

it

a
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t*D.cüiv6ty. Th6oñrlie¡l) , Üto lnra i.otofró o§6c¿ in
t¡"' .¡.aná of o¡O¡nse could bo obt¿irBd by 6rtr3'
Dolari-oc L i¡ñ¡ito i¡hibitor conconttation A 

'uqpte¡'"J r,áu"t ty, much ¡¡ron ¿c{ur¿to Ptocodu¡o it to
¡dd ; G¡r¿e of dout¡¡ir¡¡u oaido tó tho Eo't¡o¡r
.".,-"' f - !,O c.o. D.O la 5 o.c. cr¡E r¡t)' thctcby
ili^i.¡i¡.. üá BUP i¡r it¡ fully dlutait d 'trt¡'tf.-""¡."i t¡. Go¡ly P¡d of t}¡o rs¡ction i¡ wlüdr
a}r" ;; r* Fig. I rhowr stoo ¡ür¡lt'
.Uu¡¡.1 ir, l¡i8 '*sy ai oJ" C §'i*r a¡r AIBN con-

csnt¡¡!¡on of 0397 tr¡ol6/1. a,rd ¡ BIUP conco¡ltñt'
lo" oi f O- molefl. In tho Ptúnco of doui.riu,,r
i¡á"-ifr. i¡l.itisl átó ü > {'! timÉ tb¡t obtsi¡¡¿
i-¡Ñ iiru -t¿o.rr"..t¡d irüibitor, ,h6oá6, in tln
iGÁ of doutoriu-o o¡üo, ¿hi¡ fo.t.r wss ot¡ly
2'3. Th8t, ü, ftoE tbá r^verago of t¡tÉ dotD'
¡¡.1¡oo., r¡o truo d§r¡tariü,ñ i¡otaPc -off'cr fq
ro¿ction I bot*odl cu.royl porory !¡dic¡l¡ ÁDd

BLII'sl 65'C. i¡ > 4-2 ! 0'5' Ou, oJ§umPtioJ¡ l¡¿¿
tho rBoiot. o¡¡d po.eibly on!y, Ptr¡t Plry6d by t¡6
Jo.rt .iúm o*ido 

-i! 
t,o m.^int¡rin úo Bf,lP in its futly

dauto¡¡t d.t ta i! conñrmrd by t¡o foat tbal l,ot r
h¡s no opproci¿bl,o ofroct on tho u.oda¡t ú.t.d iDhibird
i"- ri"l i t "-t tlt"t thc ofrec ¡¡ o[ w*i.! and dá-¡t¡ 'rir¡a
ir¡a" -"" t¡" u¡tnhil¡it¿d otidolion ero v6ry sD¡U'
ErYtrirnonlr of ¿ ai¡nil¿r rurluro u¡ing lq¡rsno ss tl¡o
*ürunto go"u "" 

l"oioFo o{Icct o[ sbout l0'6 ¿r 05' C'
Ir, con"'ir"ion, tho io¡c.¡on boteou ptrooola aod

ocroxv ndic¡l¡ dooa not 6¡úú' rü¡ uau¡r¡¡l fo¡¡¿t¡¡c
i'""iá""tv ropott ¿. Th¡r, i¡. tho ro¡¿üion of !.Odi'
iJ.bot v¡i.t.ttr.trl,vlplu»rol uitl¡ l¡¡tl¡ t¡lrtiE y ¡¡ul
-*'',"1,iv t¡,row- rrglir¡¡l¡ u l nonrul ltytlruSort

"f*o,*tii"'n*r;i orJúbitirrg ¡lt¡ i¡olóF) o0oct of
¿bout Úro cr_noctad nrgnirudo for s ¿¡sn¡ition tt¡t'
in""t"*g q,fto";"Ulo rtrct:hing of thc pho¡roüc O-E

"!
a

;lt

:rd

E oc I

bond.

' 
.toidú0.

L la¡l¡ of
l! in tlü
roll inq'l¡
¡, Isor!¡s
I proc.c.
¡tór'l¡!i\..
bond b¡

E , ñrr¡rtl6n ól o!@o. .l 65'C'l¡lt¡Ld bt O:tl ¡Ú¡.&
i'ii¡y-;J hi'rr,lr",¡ D! ro-¡ ¡.¡rJl or lrr¡" .¡ t !¡¡!¡uid¡

;*u-'¡l¡ ll,lt'*ll;. t¡Hils\lT .lffi
di.!.r r1o Gfioc¿, or obo ooly a comperoüivoly anrll
d!.r { - 0-00 Dor (81} on tfi6 r.r¡ of this ¡¡s¡t'ioorJ'
u b.¡'lhotofoñ, bñn Eugü¡tod r¡lA! tj¡o roto{loltrñ'
ainc ¡¿¡¡ involvoc tlK, -ñior foíru¡tiorr of s coñPlor
u,J*n't¡o nororv r l-icd ond üo phonol follorcd
tt, .oni,l- n'on.roi¡ dotsrtoi¡ing, hyd¡ogon rb€ttüc'
¡n,.i. ' Atr,¡n¡r¡ivsty. aorll irotopo ofloct¡ could bo
rton¡Lrrv offoct¡ o!-could Ásü6 in obet¡¡c¡ion f¡orq
r¡¡ mtriat rd complo¡t. 'Wo llrYo rrow fourd tl¡¡!
lE rúlsmñi ¡¡u¡lLse or cor¡¡plato !b!.nE{ of tJ¡o

,,,."iirl i*rtopo cfroct, ir tooct probebly duo lo t¡6
á r¡.¡id ord]¡¡rco that occl¡¡¡ lroltrcon o doutó¡¡¡t'd
*i-t lti*,ott nd ir] or, or(¡¡¡ic subst¡oto and t¡sca of
riturc or tho hydro¡xÁrido ptoducu of o¡i¡l¡üon'
I}. o-xid.BLiorr of'cu¡u¿¡¡ r¡ndot 700 nrm. of orygon
¡Jli¡l.d by d,¿'.szD+ü-i¡obrtyrodt¡ilo (AIBN)
..¡ rtuüGd in o cqnvcaüond corltt¡nt Pr@¡¡o
tpg.¡siu¡. Tho orid¡tion slr p..ñi6lly iDlt-bibd l)y
ldi-rr¿-butvl+.moüylphspol (BIIP). I¡. tüo
t c'+nco of rü,i¡ i¡üibitoi 

-üo iÁiüd r!t6 i¡ quit low'
¡d it rii.s 10 ü.c rsú of tho unirüribitod roection dr
¡oa .¡ tho in¡übitor is cotrsu.É.d. TI¡i¡ inili4l rato ir
FÉportio¡¡al to t ho ÁIBIí concontÉtion lDd ir¡vG¡roly
Fopollonal to tlIo BUP coocs¡ttslio¡' ¡¡¡d it'
rwomrc¡l i¡ mcoorlion¡l ta tlD r¡tó of túctioa I'
[r'l¡¿r'a fouÁ¡I itrot or.clrango t¡.o b6 n¡nislly rüP'
F¡.¡l Lv u¡ing ratbor hiSh c¡ncotrE¡tion ol (lol¡tor'
t¡id Bifi End-thDt ,¡o,Ior Ota conditioa! a fairly
L¡r¡ iuotom ofrcct i¡ obrF^'.d rrhich inEo¡¡os o¡ llo
ü¡bito¡ ionesnt¡¿üon i¡ inc¡q¡¡d- For uemplo,
|oolo nmlürrir)srv orrxrri¡rrolrt¡ ot ?0t C. ritl¡ o¡r

'llBN 'conco¡t¡¡üoa áf osl ,"oto¡. gavo rE r¡¡od
¡doFo cfGct of 1.8, l'8 ¡Dd 2'2 .t BII? csncoa-
¡u¡áo¡ of fF, 2 x I(H .od. 4 -¡ I0-¡ Éólún'

K.. U. Ixoor.D
J. A- IIov¡¡D
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B¡OCHEHISTRY

Di¡k Electrophore¡i¡ of B¡¡ic Protcins
and Peptidei on Polr¡ffylamide G¿13

D¡sE oloctrophorai¡ on rroall colonru of -polv'
...rf-"i¿" *Ar, a trcw lo¡thod for ll¡o i6p6¡¡tiou o(
-lri.a p.ouf.r, lú¡ b6[ dovoloP'd by OrrÚttiD ¡¡d
I)avi!r'!.--wi t.vo 

^o.tili¡d 
t¡6ü ptrgooduto ro Dá,ko Poaibb

r¡"-"loáil"n of U"io pótaut lra ppid61 Thi'-
t¡chnituo mrmit¡ e¡c'r'llont toaolution ot müb¡tü ol
p-¡it." oi p"ptl¿- s"ith s¿¡Eple ¡¡ E!¡ll 6s 50 Fgñ'
ír,¿-*i*l¡rr L't¡t¡o a¡ 20 oi¡. Tho mothod ¡chiover
ñI ú* *n-r'*Ling tJú coñponc'¡¡u of diluro
i-piú int¿ "-y t¡¡it ñitrg 2oTú !¡¡d by ul'ili¡ing
Fu írliui"r'oI pt i-tt - of th6 8oI to oid 

'áP¡¡¡¡rioa 
by

moloculo¡ ¡ioving.'--nll ulo"ttouñot-¡ i¿ c¡¡liul out in column¡ ol
."r""á'f" i¿,i qol cor'8i¡l;ng of tlüoó cocrioÚ: (l) ¡
ñá-JJ- ¡¡rüinvectio¡ gol contoiaiog th¡ prot'is
Á-,nü: (:) ¡¡ lürgu ¡)oro tl'a«'r g,.l in lrhi'h oloct¡o-

"¡o'-"i" iá..^oilion tol.* plact; an¡l (l) s @!ll'
loro cEI i.t¡ whifh oL¿trophorctic Épontro¡ Ú
';-;ii"h"d- Bufor traya. 
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iease resistance results from
'eign Ph)¡toalexin exPression
a noYel Plant

krr Hdnr, H¿¡rr.r6rg Reife, Bviz Knusc',
h Lang€brrtGls', Hclmut Xindlt.
r¡¡a Vorn¡mtt, Wiltrisd Wiciil,
on Schmel¡cr§, Pctcr H. Schrcirt,
L¡¡d H. St6ckcrt & Kl¡¡us Stcnrd'

Ér AG PF¿fl¡ híirut für Biota.rflio8É. 0-5O9O 1.i¡rrlu¡c.il 1

crEñ¡a. trÉloarad! CrErna. lt¡rs+Larxrxstrass.,
|qs-ü¡lcrrtll D-3§O0 ttuürg C.tniá¡]
¡JtrÉ.¡r¡üt¡¡t lü Úbtlultlfdtdlr,ll, Cr-ys}.LH Wr¿
É xijañ 30. G.rmtrr

.in ¡E- ¡ú lü trüa.r¡s .ú ¡r¡¡¡-dü¡ta t a-.i ¿ o¡O

|LRE . vct- 361 . 14 ,Ar{jARY 1993

'Houctl Dhylo¡I.¡ir5r: llvc lolg b<Ú i!f.rf.d to b. iE¡or-
i! tha dafalc! of pl¡nt¡ agai¡'l fulg¡l hfcctio.tf, lharc ¡ra
rtporlr rlorilg r¡¡l thct D.or¡d. ¡.5ilrn.t to ¡of.<rlo!.

rrrl glr.lr, ¡.clEd¡nf gr¡p.rioc. rr.t¡6ir" th. §tilb.rG.trp.
to¡lcri¡ rsrtntrol>'rhm ¡trrcI.{ üy p¡thot.lr StilbaDar
I fult¡cid¡l ¡ot.¡l¡¡l ¡lt loEr.d i¡ r.rar'¡l uúral¡l.d pl¡¡l
j.i, Ech Ú F.¡!ua (lrr.rr¡, typoto..L tr.p.ritl. ( yiri,

ftr) rad ¡üc (Pinlr rlucrrñ)rar¡-". Stilbtoc bio.y.tb.rir
, ¡pacific¡lly rrqui¡rs lha praaarca of stilb.la ryoth¡¡.rr. Flr-
ltoaa, thc pr!§urtor Eoltc¡¡lcr foa tla lor!¡rtio! ol hrdro¡r-
,.!ar ¡ra lr¡loctl-Co^ ¡rd p-aluE¡royl-Co^, both paaralt
¡lrrtrr. To i¡r6ti!¡tr th. rorcrti¡l cf railb.¡. biory.tb.lir
cf i¡ t ft-.ltB/ of aút¡rc.rir8 paihot.t raaüt¡oca, rt i¡o¡aaad
blta syulü¡¡a laaar lron !r¡Fi!a, i}fa tbaJ, ¡ra a¡¡rr!¡ad
¡ h¡ih lcr.l. rod tr¡¡rf.ffcd ürn irto tolrccor'. Wr ttgon
a lh¡l ragallr¡tcd tob¡aco pl¡ots cüI¡iaiúg ahaaa gatar aaa
ra rarilt¡lt lo ialccio! bv /.icr4rü aüaaaa, Th¡5 ir lo oar
ñladgc, tha f¡rt aa?orr of, ec¡ r ¡¡cd di¡¡r¡c ralirl¡DÉ ¡t lr¡nr-
,i( pl¡¡tr b¡r.{ o¡ ¡¡ ¡dd¡tior¡I foftitr phyioil.ri¡.
lompl.mcntary DNA! wls urcü as e probc to isol¡tc ¿ clonc
tl . rEM¡ta gcnomic library of gnlxvinc \Vitit Dini[r.o
, Oplinu) tontlining two liuLcrf. firll-lrngth slillxnc ryuth¡r<
l.f ( ylr, ¡nd yrf, l:i8. t o ). Drrc« gcnc rrensfcr crp..irh.nli
o bbacao !¡¡c'c donc (o provc fhc two gafiar ilolatad warr
bcnc rynthasc gcncs. Thc phatc clonc DNA w¡¡ corr¡nsfcr.
I with ¿ pl¡nt iclcc¡¡blc ri.¡rkcr gGnÉ lo protoplast¡ of lobrcco
'íroti¿no r¿boo¿ar cv. Pctir Heveoa SRI )¡o. Tr¡nstcñic tobrEo
lusas ¡rrd phDE rcra rcgcncratcd"Jt- Southam blot ¡oatFis

0 6 u l0 24 3036 12.8 
'4

hcub¡lÉ.r (h)

tB 1 ¡. ¡láp of 8,crúna 0 A cdrlar¡n8 two slúbcrE synl¡as¿ 8.rE5.
Crñornú OtlA war ¡so¡¡lcd korñ pdúdly Frlaó tudÉ¡'of yrüs rn 16r¡

vr. Sun¡! A üxry rr¡ dtrtnÉtad by ¡¡¡t har¡m.lsr ol ,tl{ Grt

tüún¡c Cl{ üd klrrErtts ol eut 13 \]ló.rcr Ub) ¡ü. cl(rr.l ÍrlD
üt 8¿ntl !¡t! ol ¡O/g-4 9al- 1?), c1O.¡3 C¡ryrlc 3ubarÉ 3rluraSa

tlrúrl- saqrñ¿3 rsc ir.ñrrfad b, hyDr¡<¡¡atFar lo a gBaarE süb¡a
rFriñós! cofi^' rld t .ñ raslrÉtE l rñHcd ror rd¡ SerE ÜE TATA u
at -a, ¡d ÜE lcnclh ol tha s".uraúñg f.8fir st úE ag{A ll ¡¡ú..rad.
TIE br n tlÉ larÉ órErts tlra Oo3¡l¡oñ ot tlE r¡!rÉr, € - E oñ. A Prof¡ar
ol sltlbarE ayn¡¡¿sa rÑ{A &c1¡nu¿!on i$d aru}í\¡lE iElttl(¡cs tt tr¡rrs.

&ña tot@ ¡¡J6rctrsgl cr¡lrras ldorfE ¡a¡ltd! ol úla or.
r¡€THffi. l/sCansgr orlrr* Ea c3Laá¡!ó bt rEó¡lrl t -r¡aarE
tó@ cdtus ¡iatard ra<¡roÉd to 9ñ¡¡¡ ¡ata3 ¡ñ lq¡ó L],r¡ñcr rt
Srel rttftu¡z' (LS) cúra'lr|e 1Í(l-t NÁ^ J\d O.2nEl_¡ lfEtFt on a

rot¡ry srr¡€r ¡t 10O r.p.m. ovcr a parúd ol urcc rlooth! nE ñccun was

rrómtad a&h wr!a(. fü ndrctloí crparm.rts. sr¡ fb9(s qrt ¡flfE 50 frt
LS ma<llíi c-h *cra rter¡atlrl rl¡ 5rfi ot á f.iacldd tusocdssl
clrtt,c dld alte, f, óays tlE cells wlra r¡Ll;cao rrth 25 pt í¡_¡ of a lú§d
abtú lrgaatsr coít¡fitE 1125 Ft Slrraa cq¡r.Gr(t lEr ri lrqn
Frytqaite m4,§,€r/az l. rp. gto,ra lPn{, cl¡ot.rl lrErn to iú,4! ¡
ctlñ&rÉ !a ¡¡t atlbarÉ synrrcrrc 6rc¡ i n trrrs¡,eÉ tod¡ot. A¡ cedr
ur. por1t 10. 0 5, 2- 8. 2a. {8 hl luspaolsr t tls rtr. ct!.clad ¡1ó cru(l
p.o!!n a¡tr-ts er itll as f,NA wrrc p¡epacd- Tol¡ nfiA OO F/¡ *a!
aF.trErn t$ol arÉylad. As e lacltE, a SubaÉ ryittl¡s¿ cOM' *¡s ,¡s¿(!
€¡t¡yrnrtÉ acwty rra! datermrcd ¡ro ü|€ álury ol I Éát was (bfnaó
¡i raf{aporalo.l of 1lrnol ol ps¡ñüorlcoa rflto t?syet¡¡¡ol ¡t 30 t.

rñRt{A aañ¡mul¡t¡on

24Ol lr¡ñsgenÉ rcoacco

rcvcrlcrl unc to lwo co¡ics o[ tlrc ¡hlgr (looc l)N^ tu tlc
infcSr¡r.d in thc Bcnom. of tob¡cro (d¡l¡ nor iho*o). Fuñh.r.
morc, /V. r¿&d¡r, qv. Pctil Hivao¡ SR¡ ¡od N. loüocvrn var.
S¡m¡un wc¡c trcfi¡formcd sirh thc ¡rilbcr¡c ryfiüa¡r tcoc5 b,
Arúnr¡iuñ I ¡nry'acic¡¡ "mediatcd ¡cnc trerufct'c.

Tr-.rrsgsric tobacÉ callusc a¡rd plsr¡ts wcrc ücn analyrcd
for Egrll¡tcd slilbcoc syflh¡tG gcnc rrprcssion. lo gnpcvinc,
ltilbcñr synthcsis is ¡nduciblc rftcr fungrl infcoioorrr¡, clicitor
trr¡¡ñcnt', rfoundinE or uhr¡tiolct litht irr¡dirriontar'. As¡um.
iñB th¡t simil¡r rcgulation of grlpcvinc slilbcn. lynthar( E.¡c

1g¡
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Otros dos clonc!, ct 'Pisang Jambc' y cl
Klu¡i) NSHI', ec ltq¡ron ¡ CIX,{Dcn t9tó
: Indorsi y Trihndia, Espccüyrmco¡r, h¡c
r fit rm tr¡n¡f.rbs r h olrcei)n ¡lc TNIBAP
¡ 1989.

S. d.rcuhfió qu. .i Ir¡ir¡E J¡mt,.'
Llc$t-ll: ! h llll¡r¡lo EaHrn lll rcttrPloü'
LA .^!Ol l¡rl(¡ll¡o(J¡¡r@r!¡¡ú moflobeloo- ca

ri gtolóc 1z o'rti\i !S,Tr§'utr' ¡s l.-p oi tn
ú'r. d rlf ln.ilNhí'alTCm9(\ f. ,. I

.¡¡qe \^¡8.,¡\tftll' (IfC(,20.¡r rrcsc¡¡
¡ Gn Mrl¡sh como un b¡n¡0o dE cocció¡
dploidrAlB (Chomch¡low y Silájoi l9E4).
iin GmbáBo. hs ob,scncioncs cn cl crmpo,
t¡liza&r por lor cicnlificos dcl CIRAD, lo!
lGyaron ¡ rcconsidcrar ru posición y

¡clasif¡c¡lo corno un clon tcmpbidc AABB.
¡¡ rcsultrdos dc l¡ cilomctri¡ dc llujo y dcl

;ontco dc cromosom¿t cn las pu[t¡s dc

¡¡ r¡iccs conlirm¡ron su csl¡do tctr¡ploidc
'2n = 4¡ - 44, Filun lD).

Dedc quc Sirnmondr y Shcphcrd.scrib¡-
ron quc clúnico b¿nrno tclfilploirlc cooocido

qrc aunil rutunlnrnrc cn cl 'Kluc Tcparod'
iSimmondr y §hcphcrd 1955). varior otror

:rxs lun sido cutsidc¡¡dos mrflo lchp¡d&r
rtur¿lcs (Stoycr y Srmmonds 1987). Adcmá.¡

,:l'Kluc Tcparod', grup -ABBB-,16 ¡uto
s sc rcficrcn ¡ otro¡ tclr¡plo¡dcs ¡tiBn¡dG ¡
§ 8,rupc A,üA A AB, AABB o ABBB I¡
¡r¡crcrisüc¡ conún dc lodas cal¡s ¡cccsixts
r ru oÍigcn: P¡pu¡ Nucva Cuinca y lar idar
hd¡ñú. CúrEcl (199a)cMminó mcdi¡nlc d
|FLP algunu rrricdad: lcuaploidB intmdu-
ridrs dc hmbmrrcgión, ycncontrü quc cstot

dr¿ploidB no son d.riv¡dos pums dc Oua uro,

irn qr sc nruduur con d Strnrn¡ dr/lu.os-

l¡,,rrr.rs. ¿Podri¡ lar quc todos los tetráploidas

üribá rfitrriú¡dos urnti¿n fucmo d rEsuludo

dc h mi¡¡¡¿ cl¡sc dc intogrrsión? Y ti h rcs"

p¡icrl¡ ct s¡,¿ron lo3 culliY¡rcs rctnPlo¡dcs
n¡lur¡hN aa!¡ñ¡ñol¿ r áa¡ó¿¡i¿r! ¡útr ¡rlr r¡_
.e., E ¡ pr. úu nl ¡ f¡nún6a.l ¡H.n l[.la
qÉ .¡ r8,il¡[f,,|g !Ér¡órr{4 dc loú clmlt tctr¡'
ploi¡lct ro ¡c cvrlü! corract¿mllttc ¡ niycl
molccul¡¡,No todo¡ lor sugucrtos cloncr

Cmdodc lr¡n ú ¡nalir¿dos rpryadanur
tc y troblcÍE¡tE poúi¡n posisir rlguno uro
rcs. A le luz dc ctos cicmplos, EsLi cl¡ro quc

nosc pucdcconfiar solocn h nurfologi¡ dc l¡
pl¡ nln pan dclcnni¡ar su cl§if¡c¿c¡ón. Afonu-

nldr¡tcntc, sc dispotlc da nuctos o ntqorirdoi

máodos como clcontco dccrotnosolnasy la

citomctri¡ dc n u.io, y rsi h ploidia rlc todas las

rcioncs ro,spcttross pucdc ¡¡¡ vcnfic¡d¡ coo

rapidcz y su ficicntc coul¡¡brli¡bd. t

B¡bliegrrfi¡
(trÉ.|!'. t'r4 Euü rL b ütñrtú ¡#üqn üs

b.¡¡ri.r! (!.rrc ¡ll¡¡¡c) ¡ l ' d. d.r E¡rqult¡n

tfLP. Tb4 INA'I'¡¡ú &ipoo' Pñ' It¡c
o¡¡r¡¡lory N. e Sii¡ryot lrt'¡. D¡¡¡ FrDPI¡s

b Tl¡it¡.d. IIPGR R.!io!¡l Corú¡tt.c l'ú
s.dü.!t tu¡ Nsrrtlálcr I ({).21':1.

Ddál ,,II Dol&h,Y¡ I.l- i¡orit. 199{. Fbr
clrElrra aaliB:¡too ol ¡Eala¡t DNA ¡8xrl ü
digloid brnrru (Lluo oct'ñott rtl Ll'

üolónioao). Biol. I'h¡L l6i lJl-lt1
Dolcll J.. t'1. Dollr.lovi., I v¡¡d:¡ llu¡Pc ¿ N

R¡r( ttg't. A i¡d sth,¡ lo PrcP¡r. rliúa li,
li6! rcolrtirx cttoneoot ¡¡¡ltli¡ i¡.t/¡¡r.
INIü,IIU§|. Iti¡ i¡¡¡c.

lgst. ¡orlt * btlf-tj .1 ,i5,üa'&lüü
lctr+loi&. fn . 

^!nc. 
(Tri¡id¡i) {A?): l2J'

l17.

§ind N.W.l,li Sücpüad' 1951. Tbt¡of
d rigi! of ü. olüYrcd b¡¡¡¡r. J. L¡rl. Sor

(llot.) Jr: lo:-J 12.

Stov,f lLlL& N.W. §i¡ln¡¡lt. l9t?. ll¡¡¡¡'l
q¡. Loq!¡a Lmdoa Uli

ltililc Í-R lgu. St¡¡lis o! ll|. be¡r¡. A¡
inyc!titrl¡or of lh.: llor.l oorg¡olot, ¡¡d
!"tlolofy sf§.rl¡i! ItF5 ofü. ¡@l§ ¡r¡r¡, L.

7¡i§. lrar Zcllfor!(ir¡¡! u.¡¡ ¡t\rúúop¡rt.
,\uror¡riÉ ,:ó73-lli.

Agr.d.c¡mi.l!to
Eitc citudio fuc rc¿lir¡do como prnc dcl

ProBr¡rnr Glob¡l pan cl Mcior¡nicnto d.
,lÍu¿¡ (P&OUL'-I4) y firnnciró cn trlc por

cl Contr¡to dc InrcstiS¡ción No. 8ll5/RB
dc h Agcncir ;nlcm¡c¡oral p¡n l¡ EncE¡¡
Atónic¡, Vicnn, Ausln¡.

Quimiovariabilidad en el genero
Caracterización genética media
enzimát¡cos

nte nueve s¡stemas

f¡U¡ l. GarEopos ú¡Ea(b Fr¡ b
Éaair¡Eito tbquinE Pd ¡náki3
i¡Ú¡rn¿*ro,
Ito.lrlrr Coriúf¡ Plold¡¡

Si¡¡n x. ¿.Ir r¿¿¡ ¡¡p. s¡¡vrEa

,\:rfir,?':"L'f..:; r:'.' i

Jr. N.rry lr¡b¡,. .^ lfllg^P, P.¡! Ss¡.nldlqu.

AgroporÉ ll. 3a!97 l¡odprll.r Cúr¡ 5. Fr¡ñ'

J. 0olrlrl,I. O.h!¡lor¡ y L.L Lr¡l tr¿E¡.r ñ r
htht!¡. ol E tc..ñ.^t.l 8or¡n, Soto¡ovt¡¡ 6

C¿.77200 Oloñor!. R.P¡,Él€t Ch.t.

Luz M.r¡na Rüyzs C., Otlando Ma¡llnoz
W. y Uary&Íla Eolttáñ

J a irhntifroción dc cspctrcs dc,{/urr y

I suscultivarcs,sc bria tr¡drcion¡lm$lc
I-ár c¡r¿¡tms morfoló$os. Srn onbargo,
lü fal¡croncs 8qréhc¿! c¡lrc cultiv¡rcs, ¿¡i
como rut mul¡cioncs somátrt¿t y c¡mbios
mortológic$ drbido ¡lünbicntc,son lot ñr-
yom oh.tub! Frr I¡ conccu idcnúlrc¿ción

dsun clon (K¡cmmcr(¡ ol. 1992).

Lc m¡¡c¡óns isa¡zirniticos han siio ¡m,

C¡¡tInt utitbfu or M¡r¡q (fn ófctttrt6 prE
pó¡itos y por óErsói trupo3 dc invcslit¡do-
fl¡ (Horry 1989, EsPino y Pimcntd 1990, Dc

hnghe l990,hml y L¡E" l9t6a,Bhetrlor.
1992+ 1992b,Irbl rt !/. 1993).

El pnocip6l objdrYo dc cstc tnbolo fuc cr'
r¿dcriza r gcná ¡¡¡mrfllr l5 clor¡cs & h Colct-

citin Colcrnbi¡¡a dc Mu¡crat (CCM)' rncdi¡tF

tc l¡ uúlir¡cióndc m¡nldons §sn¿ünátic6'
cm clpropositodc facililar, cn una [ac postc-

rior, clrrúlisis rlc l¡ Yrña bilidlrl gc ncúcr prc'

scntc cn la CCM.

l¡.l.ri¡|.. Y m.tódo¡
Quincc acccflonts da di[crcolcs Sfupos
gcnómicos fucfon 3clcctioMd¡t y 3c cst¡blc-

cicron, bljo condicioncs dccullito¡, vlfro' c¡
clCcntrc dc inrcstiEnción Tib¡it¡t¡i dc COR'
POTCA (T¡bl¿ l).

Sc tomlrol 0.5 t dc tljido ccrtr¡l dc l¡t
t¡oirs & h5 plt uh! m¡,lt¡lid¡s ¡, Yü¡r,Y tc
cdocaon robc papd fihm huncdo y trio. tr
mustn ¡c m¿ccró connittógtno liquidoy sc

rdicionaron 1.5 ml dG buffcr dc cxtr¿rción

nético3¡RGCufsos

¡fiFO¡rUSá - \¡ol 7, No.'l
6

Dolclrl J., M.A. Ly¡ik, l.

thl.rrlor¡ & N.

rF¡c!.

rúcl¡t¡¡f¡r¡ ¡¡ ¡np¡oi¿ Fruiú 52{2): tl.9l.

I
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I
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I

I

C..lrÉ Cdni. §8e¡¡Ú
C¡c¡co Etpr.tE A8e&ry.
¡l¡..dtutir¡¡ A8&8da.r,
s¡. 48455
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E¡Fi:nü ¡, (lSlI EutLiucr \Hr¡. CH''loI0 E¿rC'Su¡t:lrhnd

lú*trrch Arlicl's

B¡u¿r¡rs antl ¡rhntains lrc üc primary food sourct for
ñ¡lliorx of pcoplc in many areas ol thc world. includiog
Ccntrll Afr¡c'J. Soulhcast Asi¡, Ccntral ¡nd South
Amcris¡. and thc Caribbcrn. Pcoplc in thcsc rcgions rrc
!ñrrdllv fac.d with high populaüo[ groúh ard rccur-
not food ihorrage3, condirioos that augm€nt úc impo!-
l¡rt of high yir'ld, low c,Jst croFrs likc b¡n¡nas ¡rnd

v¿¡n ¡5] E§POL

-,.k)tic oalhway cnzyrnc phocpboli¡'esc A¡ (bcc vco-

t'il Á;l cacl sf¡ro*ing 96% ioactivaúon at 1.6 ¡rg¡lmtl'

L'"... ,i,lrrof A cnd B could proúdc intcrcting lcad

IoLrl.t fo, thc dr=iSn of inhibitors of this important

iillll,tr", .nr,.*",cchulr' vidalolr A and B slowlv ori-
l.- ;n rir. to yickl rcd solutions and umorphous ¡tow'
Y-1,. 

"ons¡sring 
of tt¡cir corrsponding onho-quinoocr 'l

ii, i n ."ur. of rnc dilfculty in muntaining vidalols A

lf; A pur. auting Uiou:::¡-s, wc arc not surc if thc catc-

íotr,o tl. morc r¿¡(t:Y¿ oñho{uinoncs cxhibit thc

]-.;xi,,,lc a¡rl cazymc'iuhibitory propcrücs rcponed

il- 'i*r..¿. 
,, o simil¡¡ casc wiü tbc mctaboür§ from

Il'ir"*n zlga St¡'popodium zo¡¿lcr:' it w¡s obscrvtd

lxrr ¡1, oridoüon ¡ctdtd ¡o onho{uiuonc which Eact-

J as an elccrrophilc binding sulfhydryl gouPs to s'lcc'

uvcly rnhibit thc Énzymc tubulin "'

. -*r..1¡r*rr' fhü ¡¡¡arGh i! ¡ n l¡r oafrcrour ñl|¡Ér¡l rumo.t
i;il* ciliforn¡, s.¡ CÉnt ltoar¡E u¡d.r at¡lr R/MP{¡. flc ¡ll¡
::-;ü^-i.d ro Mrniax¡r ¡! P¡r of ro NsF-4or$rtd t¡pcd¡¡im

;¡srd rhr Ér.¡rth YÉ¡sl Columbur k ün {furld.d un&r f¡¡tt
Ii-.¡'l:ll ro wF). wÉ lhJnt (h. lorGnmcar of Vrntnrqrx for

)I",".n . ¡tfo.- rrr<¡rsh rn llxrr t!mt.!ñ¡l wrt!* DFw th¡nl!
'i, i n,,.r¡n of lou FJculrr S.hohr Ptolr¡r¡ fn r rñ.¡rcfi krit ro
j,u r.r,.,'.¡,"'n ¡n th¡r rsr¡r.h prorr¡m \¡¡. rhJñl Pror &*in
-1,!.,¡- r¡ h¡t rruwlrr' r(t¡ lxrlbrmrn! rh. :nn'iñ0r,ñrrJl¡,rl rnd

.t r9t*'rf.r*_ ¡, .n..,n. JÉ¡lr ¡n¡l for fror¡lrn; ¡ \umÍLlr) ol'lh'tr

.r¡¡t¡ ff.r to n'¡blÉ¡t¡on'

. prrú¡Er üdr.'s: o,r,,¡p, ¿ c¡rBf..üEiii*¡f-"t1rcr.- t

r i*r-ff ' dfu : rs; i: -;t'i1r'-i:;'
F.!¡¿ 1¡--, f¡l¡nt¡ Mdi.¡, r¡¡boi¡t d. ¡911.

! xHR ,r¡u ror n l¡Iol ¡ ¡l): ! ¡C NllR ¡CDO¡J .t 1x.: (C. C'l).
| | J.l rc. c-:1. I t t.§ (c. c-l), lal.¡ (c. c'¡). l'15.7 (c. c-tt' I ló l(c'
Cal.ll.9 rclll. C-)1, lu7 : (C. C.l'1. M¡ lc' c':').lolt (C' C'r')'
t!7.1 tC. C-{'l §tü..1 (Cll. C-5'). lil.¡ rC. Có). pro.or NlrlR ür¡
¿¡c ¡¡ tbt t¡rlY.

{ t(¡¡r¿¡¡- X.. ¡od A¡¡ir¡. T. CIE§. Lrir- ll97?) llj5.
5 W.b¡L F.1t:. l¡d wint¡ir T.. lnríFd¡r¡oo of C¡rbon-l ! NMR

sÉrrr¡ llñd.n ¡nd Son¡ Ltd.. L¡ads¡ lv,l.
ó c;6o&.-v;íErr. A.'M. C¡t . A- P.{rr. P-. Tctr., I. Cür'ro'ri.

A-- ¡¡! R¡.'t . C.. Phrlelrñ¡¡¡r) ,J (t91ó) 767
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th¡l¡¿rl. Bluck sigatoku is thc mo§t costly to cúntfol dist¿sf of bi¡a¡¡o¡s and pluntlrns in thc world. cufrcnllv. i¡

rorld§irtc scarch ii undcrway ciücr to fini or to prodUcc culliv¡rrs ü¡t ¡rrc rliscirs.:'rcsistant or 'tolcrunl' Phytoto\ins

*ol¡tnl from ihc p.thogcn miBhr fa¡ilit¿tc thc discovcry of such culúrars. Scvcñl ¡¡romatic c{)mpounds froor liquid

;ultur,'s oI .l,l.t r'ospltc :tclta friicrtsis, thc ci¡usal agcnr of Bllck Sig3to\a dis'¡§c of hunanrs and plantilins' ltlvc h¡n

uol¡rr.J. Thc most rbuoú,nr and phy(ororic of ticsc compouods is ll.E-rrihy¿rox¡ttralonc. which induces nccrotic

kionr at 5 ¡rg15 ¡l in less than lf h on scosirivc culriv¡n o[ bcnrn¡s. T]ris compound cxhibit5 host'sclcctivily ¡hat

íumics that oi the puthogen. Othcf phytororins isolatcd from this tuogus. in lcsscr cmounts. *cre juglonc. thc novcl

,;ompoun¡ l<rrboxy-J-hydroryeinnaáic ¡cid, isoochracinic acir.t aod Thydroxyscytalonc- S,omc oI t¡c phytolorins

rrol3tcd i¡rc mclauin shunt p¡rthway mÉt;¡bolitcs, which ¡rahcs this fu!8us uniquc among plant puü-ogcnr'

A'rr r, o/r. Epidcmic: juBlone: li.E-trihydror¡ctrelonc; mclanin shun¡ p¿thr¡/a): planl priho8cn: Sig¡toka'

plrntainst. Thcy yicld ¡ s\{ctt. nutrilious lruit and pro'
duc! a slirch th¡t can bc usad 1o prcpare a variety of
rtrplc folds. Bunan¡¡s ¡nd plantains also provi,Jc morc

ü8h jt§r complcx crrbohydraré. Thcy also ¡cld a di-
ycrsc arny of uscful sccondary products such rs fibcrs.

wrappcÉ confcctioncrict vcgcllblcs, cauup, hccr, winc

and ú.rgt r'¡.


