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RESUMEN

En trabajos anteriores realizados en el laboratorio de Bioquimica y Biologia
molecular de proteinas, después detectar la presencia de cistatinas en amaranto, se
procedio a aislar el cDNA de esta cistatina, y se clon6 en el vector pQE-2 de expresion en
Escherichia coli. Se determinaron las condiciones Optimas de crecimiento de la bacteria
que permitieran una mayor produccion de cistatina recombinante. Posteriormente, se

implement6 la metodologia para purificar esta cistatina por cromatografia de afinidad.

En el presente trabajo se determinoé el efecto inhibitorio de la cistatina recombinante
AhCPI purificada sobre la actividad proteolitica de cistein proteinasas de origen vegetal,
Se demostrd que la cistatina recombinante inhibe la actividad proteolitica de papaina y
ficina, pero que no ejerce ningun efecto sobre bromelaina. Con el fin de evaluar el
potencial biotecnoldgico de la cistatina recombinante se realizaron bioensayos de
inhibicién de crecimiento en medio liquido PDB con Fusarium oxysporum, Sclerotium
cepivorum vy  Rhizoctonia solani. En F. oxysporum la cistatina recombinante pura
afect6 el crecimiento de micelio y la germinacidon de esporas produciendo alteraciones
morfoldgicas, como reducciéon en la longitud y ramificacion de las hifas, ademas de la
deformacion de las conidias, confiriéndoles un aspecto globoide. En R. solani y S.
cepivorum los efectos son similares, con concentraciones mas bajas de cistatina, que
las usadas en F. oxysporum mostraron un mayor efecto, principalmente en la
germinacion de los cuerpos fructifero (esclerocios), asi como también el crecimiento
micelial, y ramificaciones de las hifas; el efecto sobre la germinacion fue analizado por

el brote de hifas sobre los esclerocios.



INTRODUCCION

En la naturaleza, las plantas y otros organismos viven en constante interaccion, ambos
estan expuestos a diversos factores bidticos y abidticos en los cuales determinan su
supervivencia. Esta diversidad de condiciones provoca dafios fisicos y bioquimicos dentro
de cada organismo. En la actualidad el sector agricola es uno de los sustentos de la
humanidad, ya que su dieta alimenticia depende en un gran porcentaje de sus productos y
subproductos; los cultivos agricolas estan expuestos a un gran nimero de organismos
plaga, tales como: Hongos, procariotes, virus, nematodos, etc. Ademds de acaros e insectos
todos ellos causantes de dafios fisicos o fisiologicos que causan un gran numero de

enfermedades que conllevan a grandes pérdidas econdmicas en este sector.

Las plantas a través de su evolucion han desarrollado un sinnimero de formas de
defenderse o por lo menos de poder evitar dafios que repercutan en su descendencia. A
esta caracteristica se le conoce como “Mecanismos de defensa de las plantas”, las plantas
han desarrollado estructuras fisicas que protegen a los tejidos externos de hojas, tallos,
flores y frutos; sustancias quimicas de repelencia producidos dentro de la planta vy
procesos metabolicos que dan como resultado a la produccién biomoléculas tales como

proteinas inhibidoras, enzimas y otras mas.

Con los mecanismos de defensa, las plantas reducen los dafios causados
principalmente  por insectos y patogenos. En el caso del ataque de insectos la planta
sintetiza una serie de compuestos quimicos que los repelen o para la atraccion de
organismos benéficos que conlleven a su regulacion o desencadenen mecanismos
bioquimicos metabdlicos. Para el caso de patogenos se desarrollan mecanismos

bioquimicos o estructuras bioquimicas que se forman ante la infeccion.



Un mecanismo de defensa de las plantas ante patdgenos, es la sintesis de proteinas
inhibidoras de proteasas, estas proteinas son fabricadas por las plantas para contribuir
en la defensa contra patdogenos. Las cistatinas son un grupo de gran importancia, entre
ellas las de origen vegetal las “Fitocistatinas” ya que de forma natural en las plantas es
capaz de inhibir la actividad proteolitica de cistein proteinasas de muchos varios
fitopatogenos.

En la actualidad no se conoce especificamente en los mecanismos de accion sobre
patogenos; existe poca investigacion que argumente el efecto de la cistatina sobre los
hongos fitopatogenos. En recientes investigaciones se ha observado alteraciones en la
permeabilidad de las membranas de Botrytis cinérea y Fusarium oxysporum crecidos en
presencia de cistatina de cebada (HvCPI-1) (Martinez et al., 2003). Sin embargo, la
cistatina de taro presenta un claro efecto tdxico sobre el crecimiento del micelio de
Sclerotium rolfsii siendo capaz de inhibir, a la vez, las cistein-proteasas de extractos de

dicho micelio (Yang ef al., 2005; Diaz et al: www.biojournal.net/pdf/27.pdf).

Actualmente en el laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular de Proteinas de
CINVESTAV  Campus Guanajuato se estudian los alcances biotecnologicos de un
inhibidor de cistein proteinasa, denominado cistatina, el cual fue detectado en la semilla de
amaranto (Amaranthus hypochondriacus L). En estudios preliminares se observd que
extractos crudos de semilla de amaranto inhibian la actividad de enzimas digestivas de
algunos insectos, la cual fue expresada en Escherichia coli para asi ser producida en
mayores cantidades para asi poder determinar su actividad inhibitoria ante (insectos plaga,
hongos fitopatogenos, etc.). Dentro de la linea de investigacion del presente proyecto se
realizaron pruebas para determinar el efecto de la cistatina recombinante de amaranto
AhCPI (Inhibidor de Cistein-Proteinasas de 4. hypochondriacus), evaluando extractos
crudos de la proteina expresada en E. coli de (lisado celular) y extractos purificados
(proteina pura), sobre hongos fitopatogenos: Alternaria alternata, Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia  solani, Sclerotium cepivorum, Glomerella cingulata, Pythium sp, y
Phytophthora cinnamomi. En el cual se determind el efecto inhibitorio de la cistatina

recombinante sobre dichos hongos fitopatdogenos.



ANTECEDENTES

En trabajos anteriores es aislado el gen responsable de la sintesis del inhibidor
cistatina AhCPI (Inhibidor de Cistein Proteasas de (Amaranthus hypochondriacus L), el
cual se clond en un vector de expresion pQE2 el cual permite obtener una proteina
recombinante en Escherichia coli. Posteriormente por medio de lisado celular bacteriano
se purifico la cistatina AACPI por cromatografia de alta afinidad en columna de Ni-NTA
(Niquel-Acido-Nitrilo-Tricloro-Acético). De este modo se desarrollo la metodologia para
la produccion de una cistatina recombinante para ser evaluada en diversos estudios de
actividad inhibitoria. Finalmente, una vez obtenida la cistatina recombinante pura se hizo
un estudio comparativo de la especificidad del inhibidor, frente a proteasas de insectos

plaga observandose actividad inhibitoria de diferentes enzimas de insectos.



3. REVISION DE LITERATURA.

3.1. El amaranto

Se cultiva en América desde hace 5000-7000 afios, ocupo un lugar muy importante
en la dieta de los aztecas; también lo cultivaban los mayas y para los incas era una planta

sagrada (Becerra, 2002: www.canabio.gob.mx). A la llegada de los espafioles a América al

amaranto se le consideraba como un grano muy apreciado, un alimento ritual; se utilizaba
en ceremonias religiosas, por esta razoén fue prohibida su siembra y consumo (Barros y

Buenrostro, 1997; Brenner ef al., 2000).

En la familia Amarantaceae se distinguen 3 especies, las cuales su semilla es comestible:
Amaranthus hypochondriacus (norte me México) y Amaranthus cruentus (México y
sudoeste de USA), Amaranthus caudatus nativa de Pera y otros paises andinos (Mapes et
al., 1996; Iturbide et al., 1992; Espitia et al., 1994; Gorinstein et al., 2002). Son plantas
herbaceas anuales que llevan a cabo la fotosintesis mediante la ruta especializada C4. Son
unos de los pocos cultivos con metabolismo C4 que no son pastos. Debido a esta
caracteristica la planta de amaranto se adapta y tolera adversidades en su entorno (Kilge et

al., 1994; Schnetzeler et al., 1994; Mapes et al., 1996).

El cultivo de amaranto en las ultimas décadas se ha distribuido de manera exponencial,
esto por sus rasgos bidlogos y sus caracteristicas nutricionales; se considera como una de
las plantas mas nutritivas del mundo por sus altos contenidos de proteinas, calcio, acido
folico, hierro, vitamina C y minerales. Los contenidos proteicos del 16% son superiores al
del trigo 12-14%, arroz 7-10% y maiz 9-10% (Paredes-Lopez et al., 1989; Abugoch et al.,
2003). Su semilla contiene un balance casi perfecto de aminoacidos para formar la proteina
humana. La planta de amaranto presenta cualidades de resistencia a la sequias y capacidad
de desarrollo en terrenos de temporal, soporta diferentes climas, al ataque de plagas. Las
plantas han generado con la evolucion una serie de sistemas de defensa contra el ataque de
insectos y patogenos. Existe un elevado nimero de proteinas que han sido descritas como
parte de los mecanismos de defensa de las plantas, las cuales solo actuaran sobre los

depredadores que ataquen a la planta (Blanco-Labra ef al., 2002)



3.2. Mecanismo de defensa de las plantas.

Las plantas estan expuestas al ataque de todo tipo de patdgenos, sufren grandes daios
los cuales pueden ser considerables o de poca importancia, sobreviven a los ataques y con
frecuencia contintian su desarrollo normal y llegan a producir con buenos rendimientos
(Agrios, 2002). Las plantas presentan diversos mecanismos de defensa ante el ataque de
organismos plaga (Joshi et al,, 1998; Soares-Costa et al., 2002). Los mecanismos de
defensa son el resultado de los factores ambientales bidticos y abioticos, los cuales
permiten enfrentar las condiciones adversas (Joshi et al., 1998).

La interaccién con organismos microbianos, herbivoros y otras especies de plantas
pueden ser de caracter positivo, negativo o neutro. Cuando se presenta un caracter negativo,
casi siempre asociado a la supervivencia ante el ataque de depredadores, pardsitos o

patogenos; comportan un marco de competencia interespecifica

Interaccion entre plantas y microorganismos.

En 1905, Marshall Ward postulé que los “anticuerpos” y las toxinas producidas por las
plantas desempenaban una funcidon importante para frenar el proceso infeccioso. Estos
compuestos infecciosos podian encontrarse, preformados, antes de la infeccion o podian
sintetizarse en respuesta a la misma y ser, por tanto, inducibles o subsiguientes a la
interaccion (Vivanco et al., 2005).

En 1941, Miiller y Borger refinaron la concepciéon de Ward. Bautizaron con el
nombre de fitoalexinas a los compuestos quimicos sintetizados por la planta en respuesta a
una invasion microbiana (Vivanco et al., 2005).

Las fitoalexinas tienen por mision servir de barrera inicial a la propagacion de bacterias
u hongos dentro de los tejidos de la planta. Pueden, pues, ejercer una presion selectiva
sobre los patdogenos potenciales; éstos, andando el tiempo, desarrollan, por mutacion,
mecanismos de resistencia, y perpetiian asi el ciclo de cambio por mutacion en patogenos y
hospederos. La funcion primordial de muchos de tales metabolitos secundarios no es
necesariamente antibacteriana o antifngica. Algunos inhiben la germinacion de esporas

(Vivanco et al., 2005).



Principios

Ante la invasion de tejidos vegetales por un microorganismo foraneo, la respuesta
defensiva inducible mas temprana es la muerte celular controlada. Esta “respuesta
hipersensible” de las células vegetales ocurren aproximadamente en 24 horas después de

que la planta percibe un patdégeno potencial (Vivanco et al., 2005).

Respuestas locales y sistémicas.

La respuesta de defensa se manifiesta en dos niveles. Ambos se inician, directa o
indirectamente: El primer nivel de respuesta es local, implica la sintesis de fitoalexinas y
pueden o no incorporar el elemento apoptdtico de “respuesta hipersensible”. Los efectos
posteriores son sistémicos, se manifiestan a distancias y vienen instados por la sefializacion
secundaria producida por células que han activado genes defensivos (Vivanco et al., 2005).

Las respuestas secundarias presentan a tejidos y 6rganos para defenderse de un
proceso infectivo. Tales relaciones comprenden una elevacion de los niveles de toxinas
defensivas constitutivas, de receptores de patogenos y de reforzamiento estructural de

paredes celulares en tejidos (Vivanco et al., 2005).

3.2.1. Proteinas.

Las proteinas son moléculas de gran tamafio, pertenecen a la categoria de
macromoléculas; compuestas de aminoacidos e unidos por enlaces peptidico. Es un
constituyente de los seres vivos participando en todos los procesos biologicos, en el
impulso de movimiento celular de energia y forman bastoncillos y cables
macromoleculares que dan integridad estructural. Las proteinas llevan a cabo funciones
fisicas y cataliticas complejas, ya que ubican grupos quimicos especificos en una
disposicion tridimensional precisa. Estas biomoléculas las podemos clasificar en drdenes

de acuerdo a su estructura proteica: Estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria.



3.2.1.1. Importancia de las proteinas en la naturaleza.
3.2.1.1.1. Enzimas.

Las enzimas son polimeros biologicos que catalizan las reacciones quimicas que
hacen la vida posible como se conoce (Harper et al, 1988). Son esenciales para la
desintegracion de los nutrientes a fin de proporcionar la energia y unidades quimicas de

construccion.

Los nombres comunes para las enzimas provienen de sus caracteristicas mas
distintivas: su aptitud para catalizar una reaccion quimica especifica. Por ejemplo las
deshidrogenasas quitan 4tomos de hidrogeno, las proteasas hidrolizan proteinas y las
isomerasas catalizan rearreglos en la configuracion. Hay algunos nombramientos
complicados, pero de acuerdo a International Union of Biochemists (IUB) la cual enumera

6 clases de enzimas y las reacciones que catalizan.

3.2.1.1.2. Proteasas.

Las proteasa son enzimas proteoliticas que catalizan la hidrdlisis de los enlaces
peptidicos de las proteinas. Segiin su mecanismo de accion, las proteasas se dividen en dos
categorias: protedlisis limitada la cual la proteasa rompe so6lo un limitado numero de
enlaces peptidicos de una proteina blanco, produciendo la activacion o maduracion de una
forma previa inactiva de la proteina y las no limitada son proteinas que son degradadas en
sus componentes aminoacidos. Las proteinas al ser degradadas son generalmente
fusionadas con multiples moléculas del polipéptido ubiqiuitina. Esta transformacion las
marca para una rapida hidrolisis por el proteosoma en presencia de ATP. Otra ruta de
degradacion consiste en la compartamentalizacion de las proteasas, por ejemplo en
lisosomas. Las proteinas transferidas a este compartimiento son rapidamente degradadas

(Schaller 2004).



3.2.2. Inhibidores de proteasas (IPs).

Son proteinas que inhiben enzimas hidroliticas y estan presentes casi en todos los seres
vivos. En plantas estdn generalmente acumuladas en tejidos de almacenamiento
(Richardson, 1980) como semillas y tubérculos, también se ha encontrado en raices y hojas
de géneros de otras familias, también en secreciones como la goma arabiga y latex (Filho y

Campos, 1989).
3.2.2.1. Importancia de los IPs.

Los inhibidores de proteasas fabricados por las plantas son pequefias proteinas que
contribuyen a la defensa contra insectos. Al bloquear la sintesis de proteasas intestinales,
frenan el crecimiento y provocan la muerte por inanicion. Los inhibidores de proteasas
bloquean las proteasas de serina, cisteina y aspartato, asi como a las
metalocarboxipeptidasas. Estos inhibidores se encuentran principalmente en los granos y
tejidos de reserva de las plantas; alcanzan concentraciones bastante altas (5-15% de la
proteina total) menciona (Vivanco et al., 2005).

En respuesta a las senales desencadenadas durante la produccion de una herida, los
inhibidores de proteasas no solo se sintetizan localmente, sino también a distancia. Las
sefiales que inducen a esta sintesis incluyen algunos oligosacaridos, sefiales eléctricas,

acidos absicicos y sistemina, un pequeiio péptido de 18 aminoécidos (Vivanco et al., 2005).

3.2.2.2. Clasificacion de los IPs.

Los inhibidores de proteasas de plantas, se han clasificado en base al mecanismo
de accion de las proteasas: serin, cistein, aspartico y métalo (Garcia-Olmedo et al., 1987).
La actividad inhibitoria se atribuye a su capacidad para formar complejos estables con
proteasas; bloqueando, modificando o previniendo el acceso del sustrato al sitio activo de

la enzima (Laskowski y Qasim, 2000; Otlewski et al., 2005).



3.2.2.2.1. Inhibidores de cistein proteinasa.

El termino cistatina es el nombre que se utilizd por primera vez en una proteina
obtenida de huevos de gallina (Barrett, 1987).  Las proteinas inhibidoras de cistein
proteinasa son conocidas como cistatinas, refiriendo asi a  proteinas que inhiben
especificamente la actividad de la papaina y las cistein proteasas relacionadas (Catepsina B,
H y L, Ficina y Bromelaina). Se encuentran presentes en microorganismos, animales y
plantas.

Las cistatinas agrupan un gran nimero de proteinas, por ello se dividen en cuatro
familias: estéfinas, cistatinas y kinindgenos, todas de origen vegetal. Y un cuarto grupo
que incluye solo a las fitocistatinas (Brown y Dziegielewska, 1987; Hiroto et al., 1991;

Kondo et al., 1990), véase (Figl).

CISTATINAS
1
I | |

Cistatinas Kinindgenos Fitocistatinas

Fig. 1.- Clasificacion de las cistatinas (Barrett ef al., 1986; Barrett, 1987).

3.2.2.2.2. Funciones de las cistatinas.

Entre las funciones atribuidas a las fitocistatinas se encuentran las siguientes:

v La regulacion de la actividad de proteasas enddgenas, durante la maduracion y
germinacion de las semillas (Oliveir ef al., 2003); dar y en condiciones de estrés
bidtico y abidtico; e hipersensibilidad (Mosolov y Valueva, 2005).

v" Involucrada en la defensa de la planta contra el ataque de plagas (Oliveira et al.,

2003) y microorganismos fitopatdgenos (Mosolov y Valueva, 2005).



3.2.2.2.3. Fitocistatinas.

Las cistatinas de plantas (fitocistatinas) constituyen una familia formada por mas
de 80 miembros descritos tanto en mono- como en di- cotiledéneas. Se caracterizan por
presentar, ademds de la secuencia conservada LARFAV exclusiva de vegetales, tres
motivos comunes a todas las cistatinas implicados en la interaccion enzima-inhibidor: 1) el
sitio reactivo QxVxG; ii) una o dos glicinas en el extremo amino terminal de la proteina y
iii) un triptéfano en la segunda parte de la molécula (Fig. 2) (Diaz et al:

www.biojournal.net/pdf/27.pdf).
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Fig. 2.- Esquema y estructura tridimensional de la orizacistatina I de arroz (OC-I) indicando la secuencia de
aminoacidos LARFARV y los motivos indicados en la interaccion enzima-inhibidor, basada en datos
estructurales de Negata et al. (2000).citado por Diaz et al: www.biojournal.net/pdf/27.pdf).

Las fitocistatinas, son inhibidores no competitivos que inhiben de forma especifica
peptidasas de la familia de la papaina. Presentan puntos isoeléctricos neutros o acidos,
carecen de puentes de disulfuro, no sufren procesos post-traduccionales de glicosilacion
y son estables a variaciones de temperatura y pH. (Diaz et al:

www.biojournal.net/pdf/27.pdf).

3.2.2.2.3.1. Importancia de las fitocistatinas.

Se ha demostrado que las fitocistatinas son capaces de inhibir la actividad de
proteasas enddgenas relacionadas con otros procesos fisioldgicos, lo que apoya su papel
como regulador de la protedlisis. Este es el caso de la cistatina de papaya que inhibe in

vitro caricaina, una cistein-proteasa endégena (*Diaz et al-www.biojournal.net/pdf/27.pdf).




3.2.2.2.3.2. Mecanismos de accion.

Existen varias referencias bibliograficas que describen la implicaciéon de cistein-
proteinasas y sus inhibidores las cistatinas en procesos relacionados con la muerte celular
programada (MCP) en plantas (Solomon et al., 1999). Comprobaron que la expresion
ectopica de una cistatina de soya inhibe la actividad de cistein-proteasa enddgena y bloquea
la respuesta de MCP inducida por una infeccion de una cepa de Pseudomonas o por estrés
oxidativo. Igualmente, la sobre-expresion de la fitocistatinas AtCYS1 de arabidopsis,
bloquea la MPC activada por la herida, patégeno a virulentos y oOxido nitrico.
Recientemente se ha demostrado que la cistatina de Celosia cristata es capaz de conferir
resistencia frente a virus del mosaico del tabaco (VMT) en plantas de Nicotiana
glutinosa, al bloquear las cistein-proteasas que se activan durante el proceso de MCP en

respuesta a la infeccion virica (Diaz et al., www.biojournal.net/pdt/27.pdf).

3.2.2.2.3.3. Fitocistatinas como defensa de las plantas.

Las fitocistatinas estan mucho mas estudiadas y avaladas por su: (Diaz et al:
www.biojournal.net/pdf/27.pdf).

v Su capacidad de inhibir in vitro cistein-proteinasas de insectos, 4caros, nematodos y
virus.

v" Su capacidad de inhibir el crecimiento in vitro de hongos.

v Su induccidn en distintos tejidos de la planta en respuesta a herida, acido jasmonico e

infeccion por patdgenos.

3.2.2.2.3.3.1. (Como atacan los patdgenos a las plantas?

Los patogenos atacan a las plantas por la necesidad de adquirir las sustancias
producidas por su hospedero, a diferencia de un insecto los patdogenos necesitan penetrar
en los tejidos de la planta para poder obtener los nutrientes que necesita, primeramente
tiene que penetrar las barreras externas formadas por cuticula, ademas debe de travesar las

paredes celulares externas (Agrios, 1988).



Para que un patégeno infecte a la planta, este debe de ser capaz de abrirse paso al
interior de esta, obtener sus nutrientes y neutralizar sus reacciones de defensa. Los
patdgenos logran infectar a las planas principalmente a través de la secrecion de
compuestos quimicos que afectan a ciertos componentes o mecanismos metabdlicos de
sus hospedantes. La penetracion y la infeccion del patdogeno sobre su hospedero se logran
parcial o totalmente mediante una fuerza mecéanica que ejerce algunos de ellos sobre las
paredes celulares de las plantas (Agrios, 1988).

Muchos contenidos de las células vegetales no siempre se encuentran en una forma
disponible para el patdgeno, estos deben ser transformados en unidades mas simples que
el patégeno pueda absorber y asimilar. La planta al ser invadidas por un patogeno
reaccionan produciendo estructuras y sustancias quimicas que interfieran con el avance o
existencia del mismo, de este modo para que el patdgeno pueda vivir a costa de la planta

este debe de tener la capacidad de vencer tales obstaculos (Agrios, 1988).

Armas quimicas de los patogenos

Los efectos ocasionados sobre las plantas por lo general son resultado de las
reacciones bioquimicas que se llevan a cabo entre las sustancias que secreta el patégeno y
las que contienen o produce la planta (Agrios, 1988).

Los principales grupos de sustancias quimicas que secretan los patdgenos en las
plantas parecen participar en la aparicion de la enfermedad, ya sea directa o
indirectamente, en los cuales incluyen: las enzimas, toxinas, reguladores de crecimiento y
polisacaridos. Asi podemos distinguir algunas enfermedades, como las pudriciones blandas
las enzimas probablemente son las mas importantes, la agalla de la corona para el caso de
los reguladores de crecimiento, el tizon que ocasiona Helminthosporium sp se debe al
fundamentalmente a la toxina que secreta el patogeno sobre la planta. La mayoria de los
fitopatogenos secretan enzimas durante toda su existencia o al entrar en contacto con un

sustrato (Agrios, 1988).



3.2.2.2.3.3.2. ;Coémo se defienden las plantas de los patégenos?

A través del tiempo se ha observado que las plantas estan expuestas al ataque de
todo tipo de patdgenos, probablemente por cientos o miles de individuos de una misma
clase de patdégenos. Sin embargo aun cuando estas plantas sufren grandes dafos los cuales
pueden ser considerables o de poca importancia, sobreviven a los ataques y con frecuencia
continuan su desarrollo normal y legan a producir buenos rendimientos

Por lo general para contrarrestar el ataque del patdgeno hacia la planta, las plantas
poseen caracteristicas estructurales las cuales actiian como barreras fisicas que impiden el
arribo, penetracion o la propagacion del patégeno. En el caso de las reacciones bioquimicas
que tienen lugar en células y tejidos, estas producen sustancias quimicas toxicas para el
patogeno o crean condiciones que inhiben su desarrollo. Estas caracteristicas en
combinacion son ampliamente utilizadas por las plantas para defenderse de los patogenos,
aunque estas difieren con el hospedante, incluso varian con la edad de la planta, tipo de
organo y tejido atacado, nutricion de la misma o asi como las condiciones climatoldgicas

(Agrios, 1988).

Defensas estructurales

Encontramos las estructuras de defensa preexistente, primera linea de defensa
la cual se encuentra en la superficie, esta debe de ser penetrada para que el patogeno pueda
causar la infeccion e incluso antes de que se ponga en contacto con la planta (cantidad y
calidad de la cera y de la cuticula que cubre las células de la epidermis, estructuras de las
paredes celulares, tamafio y localizaciéon de estomas y lenticelas). Las estructura de
defensa que se forman en respuesta a la infeccion, cuando un patégeno logra penetrar
y causar una infeccion en los tejidos de las plantas estas muestran varios grados de
resistencia, tales como: estructuras histologicas de defensa (formacién de capas de corcho,
capaz de abscision, formacion de tilides y deposito de sustancias gomosas), estructuras
celulares de defensa (cambios morfologicos en la pared celular al ser invadida por el
patogeno), reacciones de defensa citoplasmica (en hongos, el citoplasma de las células
envuelve al grupo de hifas y el nucleo se extiende hasta el punto en que se divide en dos

partes) y reacciones de defensa necrotica (necrosis y muerte celular) cita (Agrios, 1988).



Defensas metabdlicas.

Las caracteristicas estructurales proporcionan un cierto grado de defensa a la planta,
pero para un contraataque estas presentan defensas bioquimicas preexistentes:
Inhibidores liberados por las platas en su medio ambiente, defensa debida a la falta de
factores esenciales (falta de reconocimiento entre el hospedante y el patdégeno, falta de
receptores sensibles del hospedante para las toxinas del patégeno y falta de nutrientes
esenciales para el patdogeno), inhibidores presentes en las células vegetales antes de la
infeccion (Compuestos fendlicos y taninos). Defensas metabolicas inducidas por el
ataque del patégeno: Inhibidores bioquimicos que producen las plantas en respuestas a los
dafios ocasionados por el patogeno, defensa por medio de la reaccion de hipersensibilidad,
defensa debida a una mayor concentraciéon de compuestos fendlicos; defensa debido a la
formacion de sustratos resistentes a las enzimas de los patogenos, a la inactivacion del
patogeno, a la liberacion de cianuro fungitoxico a partir de complejos no téxicos, a la

destoxificacion de las toxinas del patdgeno, a la resistencia inducida (Agrios, 1988).

3.2.2.2.34. Fitocistatinas y su efecto ante hongos fitopatégenos.

En 1999 se describié por primera vez la actividad antifingica de una cistatina de
castafio como inhibidor del crecimiento de los hongos fitopatdgenos Botrytis cinerea,
Colletotrichum graminicola y Septoria nodorum 'y el saprofito Trichoderma viride,
cuyos mRNAs se acumula en hojas inoculadas con esporas de B. cinerea. Posteriormente,
se demostrod que las propiedades fungicas de la fitocistatinas de cafia de azlcar, cebada,

fresa y taro (Diaz et al: www.biojournal.net/pdf/27.pdf).

Sin embargo, aun se desconoce el mecanismo de accion de esta actividad. Se ha
comprobado mediante mutagénesis dirigida de la cistatinas HvCPI-1 de cebada que los
dominios de la proteina implicados en la inhibicidon enzimatica no son los responsables de
su actividad antifungica. Ademas, la cistatinas HvCP-1 impide el crecimiento in vitro de
B. cinerea, pero no se ha podido detectado la presencia de cistein-proteinasa de

extractos proteicos del micelio ni del medio cultivo del hongo (Martinez et al., 2003).



Recientemente, se ha observado alteraciones en la permeabilidad de las membranas
de B. cinérea y Fusarium oxysporum crecidos en presencia de FaCPI-1 (Martinez et al.,
2005). Sin embargo, la cistatina de taro que presenta un claro efecto tdxico sobre el
crecimiento del micelio del hongo fitopatdgenos Sclerotium rolfsii es capaz de inhibir, a la

vez, las cistein-proteinasas de extractos de dicho micelio (Yang et al. 2005)

3.3. Proteinas recombinantes.
3.3.1. Importancia de la proteina recombinante.

Uno de los mayores problemas de la agricultura moderna son los dafos causados
por especies fitopatogenos que producen pérdidas anuales de las cosechas estimadas en un
18% en el caso de los insectos fitofagos y casi un 20% debido a las enfermedades
bacterianas y fungicas.

La necesidad de desarrollar métodos de control alternativos ecologicamente
aceptables es cada vez mas apremiante y una de las estrategias de lucha ha insistido en el
aislamiento, transferencia y expresion de genes con capacidad insecticida y/o fungicidas
de origen natural, en especies vegetales de interés agronomico. La tecnologia de ADN
recombinante y la transgénesis vegetal han permitido que esta estrategia sea posible (Diaz.,

et a: www.biojournal.net/pdf/27.pdfl).

3.3.1. Aplicaciones Biotecnoldgicas.

En muchos estudios refuerzan el papel de las fitocistatinas como proteinas en la
defensa vegetal, y confirman su potencial biotecnologico para la obtencion para la
obtencion de las plantas resistentes a organismos fitopatdgenos.

Las fitocistatinas mas utilizadas como transgén ha sido la orizacistatina I de arroz,
OC-I. Aparte de esta, de las mas de 80 fitocistatinas identificadas, solo las cistatinas OC-
IT de arroz, CC-1 de maiz, AtCYS de arabidopsis, SC de girasol y HvCPI de cebada se
ha expresado transgénicamente en plantas tal como lo menciona Alvarez (2006), Irie
(1996), Delledonne (2001), Samac (2003) y Urwin (2003) citados por Diaz
(www.biojournal.net/pdf/27.pdf).




Gutiérrez-Campos et al., (2001), menciona que la expresion de genes que codifican
para cistatinas en plantas transgénicas pueden ser una estrategia para generar plantas con
caracteristicas agronomico deseables, pues se ha observado que en plantas de tabaco
modificadas con el gen oc-I (Orizacistatina I) se desarrollan un mayor numero de flores y

frutos, un crecimiento mas rapido y una ganancia en el tamafio de la lamina foliar.

3.4. Caracteristicas generales de hongos fitopatégenos.

Dentro del presente proyecto se evalia los efectos de una cistatina recombinante
sobre hongos fitopatdogenos de importancia agricola, de los cuales se consideran los
siguientes géneros y especies de hongos descritos a continuacion.

Los hongos son organismos microscopicos que producen esporas, son
eucaridticos, ramificados y a menudos filamentosos, carecen de clorofila y tiene paredes
celulares que contienen quitina y celulosa o ambos componentes. La mayoria de los
100, 000 especies son estrictamente saprofitas y viven sobre material organica muerta,
mas de las 8, 000 especies de hongos producen enfermedades en las plantas. Algunos
hongos crecen y se reproducen solo cuando establecen una cierta asociacion con las plantas

que les sirven de hospedante (Agrios, 1988).

3.4.1. Genero Phytophthora.

P. cinnamomi., descrita primeramente por Rands en 1922, quien lo aislo de
cancros de Cinnamomum burmani en Sumatra. Presenta un micelio cenocitico, muy
toruloso, con vesiculas globosas a piriformes de diferentes tamafios, hifas con didmetro
(de 3.5-21.0 p), colonia micelial con aspecto de camelia, debido a su crecimiento
deprimido y algodonoso; esporangioforos simples o ramificados en simpodio, a veces
por proliferacion esporangial, cortos o largo; esporangios no se producen en medios
solidos, pero en extracto de suelo se forman en abundancia, ovoides y oval-alargados, sin
papila, de 23-63 / 15-38 u; clamidiosporas numerosas, esféricas, ovales, piriformes,
frecuentemente en racimos; oogonios esféricos, terminales, de 40 p de didmetro (maximo
58u), amarillo palido al envejecer; anteridios subclaviformes, largos de 21 a 23 por 17 y;

las oosporas casi llenan al oogonio (Romero, 1993).



3.3.2. Genero Pythium.

El género Pythium fue descrito por Pringsheim en 1858, con P. monospermum
como tipo. Este género se caracteriza por: Presentar micelio cenocitico con hifas cuyo
diametro varia de 1-8 p, generalmente, 2-5 pu, con abundante protoplasma y numerosas
ramificaciones; las septas se forman unicamente para delimitar porciones de hifas dafiadas,
o en los sitios donde nacen las ramas hifales fértiles (Romero, 1993).

El patdgenos Pythium, es el causante mas importante del ahogamiento de plantulas
durante la fase de preemergencias y posemergencias. Forma un micelio blanco,
filamentoso, profusamente ramificado y de rapido crecimiento. El micelio produce
esporangios terminales o que pueden ser en forma esférica, filamentosa, etc. Los
esporangios, germinan directamente o producen de uno a varios tubos germinales, o bien
forman una hifa corta en el extremo de la cual se forma una vesicula. El protoplasma se
difunde desde el esporangio hacia la vesicula y ahi forma mas de cien zoosporas.
Cuando las zoosporas son liberadas, nadan en el agua durante unos cuantos minutos, entran
en reposo, se enquistan al envolverse en una cubierta protectora y germinan al producir
un tubo germinal. Por lo general el tubo germinativo penetra en los tejidos del
hospedante y produce una nueva infeccion, pero en ocasiones produce otra vesicula en
la que se forman varias zoosporas secundarias, evento que se puede repetirse varias veces.
La germinacién de los esporangios y las oosporas estan determinadas por la temperatura
del medio; las temperaturas por arriba de 18 °C favorecen la germinacién de los tubos
germinales, mientras que las temperaturas entre 10 y 18 °C inducen a la germinacién por

medio de zoosporas (Agrios, 1988).



3.3.3. Genero Glomerella.

Genero mas tipico de la familia Diaporthaceae. Alexopolus en 1962, lo clasifica
en el orden Diporthales, pero en 1979, al igual que Miiller y Von Arx (1973) lo
reclasificd, coloco en la familia Polystigmataceae. Actualmente el género Glomerella esta
retenido en el orden Diaporthales. En todo caso las caracteristicas més sobresalientes son:
peritecios, producidos homotdlica o heterotdlicamente, globosos, pilosos y picudos (con
ostiolos largos); ascas claviformes, cortas, pedicelo delicuenses; ascosporas hialinas,
unicelulares alantoides. Fase conidial Gloesporium (acérvulo sin setas), o Colletotrichum
(acérvulos con setas, segun la especie). Lilly y Barnett (1951), mencionan a Glomerella
cingulata la cual requiere sustancias nitrogenadas como la sucrosa y fuentes de Ca mas

favorables (Romero, 1993).

3.34. Genero Alternaria.

El género Alternaria fue descrito por Nees en 1817 con A. tenuis como tipo. En
1933 Wiltshire redefini6 al género y sefalo las siguientes caracteristicas: Esporas de color
oscuro, con pico, obclaviformes, aunque pueden ser notablemente polimorficas, en cadena
(¥), con pico (%), ramificados, segin la especie; los conidios pueden ser simples o
ramificados, individuales o agrupados (Romero, 1993).
Alternaria sp tiene un micelio de color oscuro, en tejidos infectados forma conididéforos
cortos, simples y erectos que dan origen a cadenas simples o ramificadas de conidios. Los
conidios son grandes, alargados y oscuros, o bien multicelulares y en forma de pera y
presentan septas tanto transversales como longitudinales. Los conidios se desprenden con

facilidad y son diseminados por las corrientes de aire (Agrios, 1988).



3.3.5. Genero Fusarium.

El género Fusarium fue descrito por Link en 1915, quien considero las siguientes
caracteristicas: Conidioforos alargados en forma de botella, con ramas a intervalos
regulares o verticiladas, septados, individuales o agrupados en esporodoquios; conidios de
dos tipos: 1) microconidios elipticos o piriformes, unicelulares o bicelulares, no curvados,
en cabezuelas o en cadenas, 2) macroconidios falcados, en forma de media luna o
elipticos, dos a nueve septas, apice puntiagudo, romo o en forma de gotero, base
puntiaguda, roma o en forma de pie; clamidosporas si se producen, globosas, ovales o
piriformes, individuales o en grupos, intercalares o terminales, uni o bicelulares, lisas o
rugosas y generalmente de color café (Agrios, 1988).

Fusarium oxysporum (Sheld). Snyder y Hansen. Es la especie de género mas
ampliamente distribuida y perjudicial a la agricultura. Presenta macroconidios finos,
alargados puntiagudos pared delgada, anchura maxima de 3.0-4.5 p. Masa de esporas acre

rosa, pigmento rosa, purpura o violeta (Romero, 1993).

3.3.6. Genero Sclerotium.

El género Sclerotium presenta ausencia de cuerpo fructifero y esporas; esclerocios
cafés a negros, globosos o irregulares, compactos; micelio generalmente de color claro
(Romero, 1993).

El hongo Sclerotium sp., produce un micelio abundante de color blanco, vellosos y
ramificado que forma numerosos esclerocios pero comunmente es estéril, es decir, no
produce esporas. El hongo ataca directamente a los tejidos, produce una masa abundante de
micelio, mata y desintegra a dichos tejidos al secretar 4cido oxélico, asi como también
enzimas pectinoliticas, celuloticas y otras enzimas ates de penetrar al hospedante. Una vez
que se ha establecido el hongo en las plantas, el hongo avanza y forma micelio y
esclerocios con rapidez, especialmente cuando hay suficiente humedad y la temperatura es

alta (entre 30 y 35°C).



Sclerotium cepivorum produce la pudricion blanca de la cebolla y ajo, ademas de
esclerocios, en ocasiones produce también conidios en esporodoquios; sin embargo, todo
parece indicar que esos conidios son estériles (Agrios, 1988). Esta especie fue descrita en
Inglaterra por Berkeley (1984) es actualmente conocida en Europa, Australia, Africa,
Argentina, Brasil, varios estados de la Union Americana y México. La enfermedad es mas
severa en suelos frios y ligeramente humedos, pero la humedad es menos importante que la
temperatura. En medios de cultivo S. cepivorum crece bien a temperaturas de 4 a 29 °C,

aunque para infectar requiere de 10 a 24°C, optimas de 15 a 18°C (Romero, 1993).

3.3.7. Género Rhizoctonia.

El género Rhizoctonia sp, pertenece al grupo de aquellos que no producen esporas,
su capacidad saprofita de su micelio y esclerocios (estructuras asexuales de resistencia).
Sin embrago como muchos hongos imperfectos, en condiciones apropiadas de humedad y
nutrimentos, algunas especies pueden reproducirse asexualmente. Como es el caso de
R. solani en papa, cuando la temperatura es fresca y el tiempo lluviosos, produce basidios
y basidiosporas.

Presenta caracteristicas de fructificaciéon asexual y esporas sexuales ausentes;
esclerocios cafés o negros, de formas variables, frecuentemente pequenos y no muy
compactos, formados por filamentos miceliales y conectados a ellos; hifas del micelio
cafés, con células grandes y ramas saliendo aproximadamente en angulo recto (Romero,

1993).



4. JUSTIFICACION

En la actualidad la produccién agricola depende del uso de plaguicidas y otras
sustancias toxicas, lo cual a través del tiempo ha ocasionado grandes dafios al ecosistema.
Debido a lo anterior, existe la necesidad de producir mas, y con altos estandares de
inocuidad alimentaria. Las nuevas alternativas requeridas nos llevan a una agricultura en
donde se haga uso de variedades resistentes, plantas mejoradas genéticamente, insumos
agricolas de origen orgéanico; asi como bioplaguicidas, y enemigos naturales para obtener

productos agricolas libres de residuos o sustancias toxicas.

En este sentido se ha planteado el uso de inhibidores de proteinasas como una
herramienta valiosa en el control de plagas. El efecto inhibitorio que produce una cistatina
sobre enzimas del tipo de cistein proteinasa, puede dar como resultado una inhibicién en el
crecimiento de hongos. Esta es una caracteristica muy selectiva para un cierto tipo de

enzimas en las especies de hongos fitopatogenos.

Durante el desarrollo de este proyecto se pretende evaluar el efecto antifingico que
presenta una cistatina recombinante 4hCPI de amaranto expresada y producida en
Escherichia coli. Para esto, primeramente se evaluard la capacidad de la cistatina
recombinante de inhibir enzimas proteoliticas del grupo de las cistein proteinasas y
posteriormente redefinird su efecto sobre el crecimiento y desarrollo de diferentes especies
de hongos fitopatogenos, responsables de pérdidas importantes en productos agricolas en el

campo.

Comprobar el efecto inhibitorio que ejerce la cistatina recombinante frente a
diferentes géneros de dichos patogenos plantea la posibilidad de utilizar a futuro esta
informacion en los programas de mejoramiento genético, ya sea para la seleccion de
variedades con mejores caracteristicas genéticas que propicien una resistencia al ataque de
tales patdgenos; o bien hacia el desarrollo de plantas transgénicas que expresen la cistatina

como un mecanismo de defensa contra fitopatogenos.



De este modo entraremos dentro de la vision de la nueva agricultura que busca
producir més y mejores productos a bajo costo, sin causar dafo al ecosistema, reduciendo el
riesgo de crear resistencia en plagas y sobre todo obtener productos agricolas libres de

sustancias toxicas que afecten a los consumidores.

5. OBJETIVOS

Objetivo General.

Determinar el efecto de la cistatina recombinante 4ACPI sobre el
crecimiento de diferentes géneros de hongos fitopatdgenos.

Objetivos especificos.

v Determinar la actividad inhibitoria de una cistatina recombinante sobre cistein
proteinasas de origen vegetal.

v" Titulacién de sitio activo de cistein proteinasas en base al inhibidor E-64.

v Optimizaciéon de las condiciones para los bioensayos de inhibicion de
crecimiento de hongos fitopatdogenos.

v Evaluacién de diferentes concentraciones de cistatina sobre el crecimiento y

desarrollo de hongos.

6. HIPOTESIS

Se especula que la cistatina recombinante AZCPI expresada en Escherichia coli, y
purificada por Cromatografia de afinidad, presenta un efecto inhibitorio sobre la actividad
proteolitica de cistein proteinasas de origen vegetal y es capaz de inhibir el crecimiento y

desarrollo de cepas de hongos fitopatogenos.



. MATERIALES Y METODOS
Materiales

Sales de amortiguadores y reactivos (Fosfatos de sodio, acetato de sodio,
cloroacetato de sodio), EDTA (Acido etilendiamino tetracético), DTT (DL-ditiotreitol),
DTE (1,4-Ditioeritrol) de uso comun los cuales fueron de grado analitico provistos Por
J.T.Baker:

Medios de cultivo: Papa dextrosa agar (PDA-DIFCO), Papa destroza caldo (PDB-
DIFCO) y Agar - jugo de tomate V8 (Campbell’s).

Enzimas: (Sigma-Aldrich): Papaina 3.4.22.2 (23.406 kDa) de latex de papaya, ficina
3.4.22.3 (23.8 kDa) de latex de higuera y bromelaina 3.4.22.32 (33 kDa) de tallo de
pina.

Sustratos: No-Benzoil-D-L-arginine 4-nitroanilida  hidroclorudo (BAPA). Sigma-
Aldrich.

Inhibidor: cistatina E-64 (457.4 Da) Sigma-Aldrich. La cistatina recombinante AhCPI
presente en lisado celular de E.coli y purificada por cromatografia de afinidad fueron

provista por el laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular de proteina. .

Cepas de hongo: Fusarium oxysporum, Sclerotium cepivorum, Rhizoctonia solani
A-G-3, Phytophthora cinnamomi, Pythium sp, Alternaria alternata, Glomerella
cingulata. Provistas por el Dr. Victor Olalde Portugal del laboratorio de Bioquimica

Ecologica del CINVESTAV, Campus Guanajuato.



7.1. Analisis de la actividad inhibitoria de la cistatina recombinante 44 CPL

7.1.1. Titulacion del sitio activo de cistein proteinasas con el inhibidor
sintético E-64.

Titulacion de sitio activo.

La actividad proteolitica residual de papaina, ficina y bromelaina, fue medida
después de preincubarlas con el inhibidor de cistein proteinasas E-64 durante 15 min a
40° C el cual se une al sitio activo de las cistein proteasas activas en la reaccion. Para
evaluar la actividad de las enzimas se utilizd el sustrato cromogénico Na-Benzoil-D-L-
arginine 4-nitroanilida  hidroclorudo (BAPA), el cual libera p-nitroanilina al ser
hidrolizado por la proteasa (Fig. 3), esto es cuantificado por medio de un
espectrofotometro (Beckman DU 640) utilizando una longitud de onda de 410 nm, de
acuerdo a lo descrito por (Barrett et al, 1982).

NO,

~ . O/ ’H
HCl
HN
J—NH;
HN

Figura 3.- Hidrolisis del sustrato BAPA y la liberacion de p-nitroanilina.

Cuadro 1.- Relacion de componentes en los ensayos de actividad inhibitoria en tubo.

250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
625 625 615 605 595 585 575 565 555 545 535

0 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25

1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

B= Blanco para calibrar, C= Concentracion que corresponde a cada tubo dentro del ensayo.



7.1.1.1.  Titulacion del sitio activo de papaina.

Pree incubar en bafio maria a 40°C, de 0-100 pl de E-64 (20 uM) con intervalos
de 10 ul y con 100 pl de papaina (20 uM ) en 250 pul de buffer de activacion (0.1 M de
Fosfatos, 4 mM de EDTA y 8 mM de DTT) pH 6.8; ajustando el volumen a 975 pl con
agua. Incuba por 15 con la adicion de 25 pl de BAPA (100 mM); Detener la reaccion con
la adicion de 1 ml de soluciéon (0.1 M de cloroacetato de sodio/0.2 M de acetato de sodio,
pH 4.3); Leer la actividad proteolitica residual en un espectrofotometro mediante lecturas

de absorbancia a una longitud de onda de 410 nm

7.1.1.2. Titulacion del sitio activo de ficina.

Metodologia similar al de papaina, excepto que en el buffer de activacion el agente
reductor DTT es sustituido por DTE a misma concentracion. Esto a un pH 7 y una

temperatura de incubacion de 37 °C; y una concentracion de 4.75-5 mg/ml de ficina.

7.1.1.3. Titulacion del sitio activo de bromelaina.

Metodologia similar al de ficina, excepto que el pH de 6.5, una concentracion de
enzima 30 mg/ml y 50 uM de E-64, (La inhibicién es muy baja, pero la actividad
proteolitica aun es cuantificable); Por ello se dice que E-64 inhibe a bromelaina pero baja

actividad.

La titulacion del sitio activo se determina por medio de las unidades de actividad
proteolitica de la enzima en el sustrato, asi una unidad de actividad define como la
disminucioén de la densidad optica de 0.01 con respecto a la actividad proteolitica del

control.



7.1.2. Actividad inhibitoria de la cistatina A4hCPI purificada o de lisado
celular ante cistein proteinasas.

Actividad inhibitoria.

Se determiné la actividad inhibitoria de AZCPI presente en lisados celulares de
E. coli; asi como de la cistatina recombinante purificada por Cromatografia de afinidad,
sobre cistein proteinasas de origen vegetal. Para esto se determind la actividad proteolitica
residual de papaina, ficina y bromelaina, después de preincubarlas con el lisado celular o
cistatina purificada durante 15 min a 37° C . Para evaluar la actividad proteolitica se
utiliz6 el sustrato cromogénico Noa-Benzoil-D-L-arginine 4-nitroanilida  hidroclorudo

(BAPA), de acuerdo al método descrito por (Yoza et al., 2002).

Una unidad de inhibicion se definié como la cantidad de inhibidor/ml que produjo
una disminucion del 0.01 en la densidad optica con respecto a la actividad proteolitica

del control, esto expresado en la siguiente formula:

DO de control - DO de muestra con inhibidor

Unidades de Inhibicion = ——
(0.01) (ml usados de inhibidor)

7.1.3. Determinacion de actividad inhibitoria de la cistatina 4hCPI purificada
contra papaina.

Pree incubar por 15 minutos a 37 °C, cistatina (0 - ...pug) junto con solucion de
papaina (0.1 mg/ml agua) en 1.4 ml de buffer de activacion (0.05 M de fosfatos de
sodio 0.01 M de EDTA, 0.0025 M DTT) pH 6.8 ajustando a un volumen pree final de
1.8 ml. Incubar con 200 pl de BAPA (0.01 M/ ml DMSO) por 15 minutos. Detener la
reaccion adicionando 500 pl de &cido acético al 30%; medir la actividad proteolitica

residual en el espectrofotdémetro a una longitud de onda de 410 nm.



7.1.4. Determinacion de actividad inhibitoria de la cistatina 4hACPI purificada
contra ficina.

Metodologia similar al de papaina, excepto a que se preincuba en un buffer de
activacion (se cambia DTT por DTE (0.003 M) pH 6.5, y la concentraciéon de 1.5 mg/ml

de ficina.

7.1.5. Determinacion de actividad inhibitoria de la cistatina 4hACPI purificada
contra bromelaina.

Metodologia similar al de ficina, excepto que el buffer de activacion varia en (1 M de
fosfatos de sodio, 0.3 M de KCI, 0.1 mM de EDTA, 0.003 M DTE), y la concentracion de

bromelaina es de 3.5 mg/ml (centrifugada, pulso de 5 seg).

7.2. Cuantificacion de proteinas por el micro método de Bradford.

Un método sensible, rapido y muy confiable, se basa en la union del Azul de
Comassie G-250 con los aminoacidos basicos (Arginina) y residuos de aminoacidos
aromaticos (Tirosina, fenilalanina y triptéfano) de la proteina , esto forma un complejo
proteina-colorante el cual es cuantificable a una longitud de onda de 595 nm en

espectrofotometro (Bradford et al., 1976), véase en (Fig. 4).

Fig.4.- (Izquierdo)
Blanco, (Derecho)
con proteina.

Fig. 4.- Determinacion de proteinas, en base al método de cuantificacion (Bradford ef al., 1996).



Colocar solucion de proteina (ul) ajustando con agua a un volumen final de 400 pl;
posteriormente se le adiciona 100 pl de reactivo de Bradford y agitar (Fig. 4). Del mismo
modo se prepara un blanco el cual no lleva proteina (Para calibrar); una vez preparado se
deja incubando a temperatura ambiente por 15 minutos; y finalmente se cuantifica por
medio de lecturas de absorbancia en un espectrofotdémetro (Beckman DU 640) a una
longitud de onda de 595 nm. Se busca un volumen de inhibidor que registre una
lectura de absorbancia de cercana a 0.3000 valor que es aplicado en la formula

Y =10.202 (x) — 0.1034 en donde:

Y= Concentracion de proteina en pg
x = Promedio de absorbancia a 595 nm.

Cuadro 2.- Cuantificacion de proteinas por el método de Bradfrod

Alicuota  Proteina (ul) Agua pl S. B. en ul Vol. Total. pl
Blanco 0 400 100 500
Al 1 399 100 500
A2 2 398 100 500
A3 3 397 100 500
A4 4 396 100 500

A= tratamiento, SB = Solucion de Bradford.; (Bradford ef al., 1996)



7.3. Efecto antifungico de la cistatina recombinante AhCPI.

Se desarrollo bioensayos de inhibicion de crecimiento de hongos fitopatdgenos sobre
medio Papa Dextrosa Agar (PDA) utilizando lisado celular bacteriano como inhibidor;
posteriormente se realizan ensayos sobre microplacas ELISA de 96 pozos adicionando
medio Papa Dextrosa Caldo (PDB) diluido a 1/3 en el cual se analiza la inhibicion de
germinacion de inoculo de patdgenos planteados, utilizando la AACPI presente en lisado

celular y de purificada por cromatografia de afinidad.

7.3.1. Inhibicion de crecimiento de micelio en medio PDA.

Los bioensayos se realizaran en cajas de 50 mm, en las cuales se les colocara 25 ml
de medio de cultivo PDA. Con un sacabocados se hicieron cuatro pozos con un didmetro de
5 mm, colocados en forma simétrica a 4 cm de distancia del centro de la placa (Fig. 5).
Después de inocular el hongo en el centro de la placa, se colocaron diferentes cantidades de
lisado celular, previamente esterilizado por ultrafiltracion utilizando filtros PVDF de 0.2 de
pum de poro. Las placas se incubaron a 28°C (Rhizoctonia solani, Alternaria alternata,
Fusarium oxysporum 'y Glomerella cingulata) y a 24° C (Sclerotium cepivorum,
Pythium sp, y Phytophthora cinnamomi) por 7-10 dias, haciendo observaciones a las 24,

48, 72 y 96 hrs.
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Fig. 5.- (a) inoculacion del hongo, (b) Perforacion de la placa para incorporar la cistatina e
(¢) Inhibiciéon del hongo por la cistatina
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7.3.2. Inhibicion de la germinacion de inoculo de hongos.

Por medio de la utilizacion de esporas, se realiza una incubacion de inoculo del
hongo sobre cajas petri con medio PDA, incubando a 28° C por 7-10 dias; una vez
logrado el crecimiento deseado se realiza un lavado de micelio adicionando 10 ml de agua
estéril, posteriormente por medio de agitaciones se logra desprendimiento de esporas, las
cuales se recupera como solucion sobrenadante, posteriormente por medio de diluciones se
cuantifica con una camara de Newbauer para asi obtener concentraciones de 10°

esporas/ml.

Para determinar la inhibicién de inoculo en placas de Elisa, en un volumen final
de 250 pl se incuban cistatina (lisado celular bacteriano o cistatina purificada) e inoculo
de hongo (S. cepivorum y R. solani, se utilizan 6 esclerocios y para F. oxysporum se
utiliza 1000 conidias) en 83.3 pul de medio de cultivo PDB (24 g/L: Difco; al final
adicionado agua estéril. Los ensayos son incubados a 24 (S. cepivorum) y 28° C
(F. oxysporum y R. solani) por 72-96 hrs, el crecimiento es monitoreando por medio de
lecturas de absorbancia en el lector de placas de Elisa (Microplate Manager Version 5.2.1
Build 106, Bio-Rad) en base a la longitud de onda de 592 nm. Procedimientos con ligeras
modificaciones (Pernas ef al., 1999; B. N. Joshi et al., 1998; Broekaert ef al., 1990 and
Martinez et al., 2003).

Cuadro 3.- Distribucion de tratamientos en placa Elisa (96 pozos): B= Blanco, C= 0 pg,
T1=10pg, T2=20 pg, T3=30 pg, T4=40 pg y T5=50 ngde la cistatina AZCPI.

B B B B B

C C C C C
T1R1 TIR2 | TIR3
T2R1 T2R2 T2R3
T3R1 | T3R2 | T3R3
T4R1 T4R2 T4R3
T5R1 | T5R2 | T5R3

B = Blanco para calibrar, C = Sin tratamiento,
T= Tratamiento, R =Repeticion del tratamiento.



8. RESULTADOS

En trabajos preliminares en el laboratorio se clond y expreso el gen de la cistatina de
amaranto en Escherichia coli., produciendo cistatina recombinante en altos rendimientos.
Sin embargo, no se habia comprobado que esta proteina producida en E.coli fuera
biologicamente activa. Para esto primeramente se planteé evaluar la capacidad de la
cistatina recombinante de inhibir enzimas proteoliticas del grupo de las cistein proteinasas,
tales como papaina, ficina y bromelaina. Para lo cual primeramente se evalud la
concentracion de enzima activa en las enzimas comerciales con que recontaba en el

laboratorio.

8.1. Titulacion de sitio activo de papaina, ficina y bromelaina con el inhibidor E-64.

Para determinar la concentracion de enzima activa, se realizaron pruebas de titulacion
del sitio activo. Para lo cual a una concentracion conocida de enzima se le adicionaron
diferentes concentraciones de el inhibidor E-64, evaluando la actividad proteolitica
residual. En el caso de papaina los resultados obtenidos se muestran en el (Cuadro 4), en el
cual se puede observar que conforme se incrementa la concentracion de E-64 disminuye la
actividad proteolitica residual. En la (Fig. 6) se muestra por extrapolacion de los
resultados de actividad proteolitica residual que una concentracion de 0.0256 uM de E-64
inhibe el 100% de la actividad enzimatica de la papaina. Considerando que la interaccion
de la papaina-E-64 se da en una relacion molar 1:1, podemos inferir que la concentracion
de papaina activa en el ensayo corresponde a 0.0256 pM. En base a lo anterior,
considerando que en el ensayo se utilizd una concentracion de papaina de 2 uM, se pudo

determinar que solo el 12.8% de esta cantidad corresponde a enzima activa.



En el caso de ficina, los resultados obtenidos se muestran en el (Cuadro 5). En este
caso partiendo de una concentracion de ficina de 24.56 uM a la que corresponden 30.87
unidades de actividad proteolitica, se observd una disminucién gradual de la actividad
proteolitica al incrementar la concentracion de E-64. En la (Fig. 7) se muestra como 0.18
uM de E-64 inhibi6 en su totalidad la actividad de la ficina, de lo cual se calculd que solo
0.738% de esta enzima esta activa.

En el caso de bromelaina no fue posible titular su sitio activo, debido a que esta enzima
present6 muy poca actividad proteolitica. Para detectar su actividad en el ensayo se requeria
utilizar concentraciones muy altas de la preparacion enzimatica, lo cual producia

inestabilidad en el sistema de medicion debido a la falta de solubilidad.



Cuadro 4.- Actividad proteolitica residual de papaina preincubada con diferentes
concentraciones de E-64.

[E-64] ml [E-64] pM [Papaina] pM DE U.A DE

X Abs.
0.000 0 2 0.3087  0.0085 30.87 0.85
0.002 0.04 2 0.2496  0.0051 2496 0.51
0.004 0.08 2 0.2058  0.0007 20.58 0.07
0.006 0.12 2 0.1678  0.0081 16.78 0.81
0.008 0.16 2 0.1345  0.0069 13.45 0.69
0.010 0.2 2 0.0738  0.0028 7.38  0.28
0.012 0.24 2 0.0076  0.0038 0.76  0.38
0.014 0.28 2 0.0206  0.0150 2.06 1.50
0.016 0.32 2 0.0081 0.0018 0.81 0.18
0.018 0.36 2 0.0259  0.0276 2.59 2.76
0.020 0.4 2 0.0038  0.0038 0.38 0.38

U.A= Unidades de actividad, DE = Desviacion estandar, Abs= Absorbancia a A 410 nm.

x=10.256 p)

Llnickdes de Actividad Kesidual.

0.04
.08
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Figura 6.- Actividad proteolitica residual de papaina en presencia de diferentes
concentraciones de E-64. Se determiné la actividad proteolitica residual de papaina
después de incubar con diferentes concentraciones de E-64, utilizando BAPA como
sustrato. Cada punto representa la media de tres repeticiones. La desviacion estdndar
es menor que el tamafio de los puntos de la grafica.



Cuadro 5.- Actividad proteolitica residual de ficina preincubada con diferentes
concentraciones de E-64.

[E-64| ml [E-64|pM  [FicinapM .~ DE UA DE
0.000 0 24.56 03034 0.0118 3034 1.18
0.002 0.02 24.56 0.2680  0.0087 26.80  0.87
0.004 0.04 24.56 0.2520 0.0017 2520 0.17
0.006 0.06 24.56 0.2043  0.0084 2043 0.84
0.008 0.08 24.56 0.1574  0.0015 1574 0.15
0.010 0.1 24.56 0.1155 0.0031 1155 0.31
0.012 0.12 24.56 0.0757 0.0036 757  0.36
0.014 0.14 24.56 0.0464 0.0040  4.64  0.40
0.016 0.16 24.56 0.0179  0.0039 179  0.39
0.018 0.18 24.56 0.0071  0.0017 0.71  0.17
0.020 0.2 24.56 0.0058  0.0005 058  0.05

U.A= Unidades de actividad, DE = Desviacion estandar, Abs.= Absorbancias a A 410 nm.
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Figura 7.- Actividad proteolitica residual de Ficina en presencia de diferentes
concentraciones de E-64. La ficina se preincub6 con diferentes concentraciones de
E-64 y se determind la actividad proteolitica residual, utilizando BAPA como
sustrato. Cada punto representa la media de tres repeticiones. La desviacion estandar
es menor que el tamafio de los puntos de la grafica.



8.2. Efecto inhibitorio de la cistatina recombinante 4AhCPI sobre papaina, ficina y
bromelaina.

Una vez que se corrobord la actividad de las enzimas comerciales se procedio a evaluar
el efecto de la adicion de concentraciones crecientes de cistatina recombinante sobre la
actividad proteolitica de papaina, ficina y bromelaina. En el (Cuadro 7) se muestra como
la cistatina recombinante inhibi¢ la actividad proteolitica de la papaina conforme se
incremento la concentracion de cistatina, observandose que 3.75 pg/ul de cistatina inhiben
el 57% de la actividad de la papaina (Fig. 8).

En el caso de la ficina en el (Cuadro 9) se muestra el efecto de la cistatina
recombinante sobre la actividad proteolitica de esta enzima. En este caso la actividad de la
ficina también fue inhibida por la cistatina recombinante. Sin embargo, se requirieron
concentraciones mas altas de la cistatina para abatir la actividad de la enzima, observandose
el 55% de la actividad proteolitica con 17.5 ng/umg de cistatina (Fig. 9).

En cuanto a la bromelaina, no se observo inhibicion de la actividad proteolitica atin
utilizando altas concentraciones de la cistatina recombinante. La actividad proteolitica se
mantuvo constante aun con concentraciones de cistatina de hasta 22.5 pg (Fig. 10). De lo
anterior se concluye que la cistatina recombinante se recupera en forma activa, siendo
capaz de inhibir a la papaina y a la ficina, pero no mostrd ninglin efecto con bromelaina.

De las 3 cistein-proteasas empleadas en los ensayos de actividad inhibitoria solo
papaina y ficina presentaron inhibicion en su actividad proteolitica por las cistatina 4hCPI
purificada; en el caso de bromelaina se determina que AhZCPI no presenta ninguna
inhibicion contra su actividad proteolitica:

Papaina: Se determino que por cada 2 pM de papaina solo el 12.8% se encuentra activa
(Fig. 6), de este modo con una concentraciéon de 0.2372 uM de papaina se logra obtener
100%  actividad proteolitica promedio  (densidad optica de 0.03). En base a
concentraciones crecientes de la cistatina A4hCPI se reduce de un 100% a un 3% lo que
representa a un 97% de inhibicidn de actividad proteolitica, esto con una concentracion
de 10.15 pg/ul de cistatina recombinante (Cuadro 7). Se estima que de los 0.2372 uM de
papaina usados en los ensayos de actividad inhibitoria solo el 0.03036 uM esta activa y es

inhibida por la cistatina recombinante 4hCPI.



Ficina: Se determina que por cada 24.56 uM de ficina solo el 0.73% se encuentra activa
(Fig. 7), asi con una concentracion de 2.52 uM de ficina se logra obtener el 100% de
actividad proteolitica promedio (densidad optica de 0.03). En base a las concentraciones
crecientes de la cistatina AhCPI se reduce de un 100% a un 27 %, lo que representa una
inhibicién del 73% de actividad proteolitica (Fig. 9) con una concentracion de 29 ug/ul
de cistatina recombinante (Cuadro 9). Se estima que de los 2.5208 uM de ficina usados
en los ensayos de actividad inhibitoria solo 0.01847 uM estan activas y es inhibida por la
cistatina recombinante AhCPI.

Bromelaina: La concentracion de 5.89 uM bromelaina permite el 100% de actividad
proteolitica promedio (Cuadro 10), se determina que no existe ningun efecto inhibitorio de

la cistatina recombinante AhZCPI sobre la actividad proteolitica de la proteasa (Fig. 10).

Cuadro 6.- Unidades de inhibicion de papaina por la cistatina AhCPL
Concentraciones crecientes de cistatina recombinante se preincubaron con papaina y se
determind la actividad proteolitica residual, utilizando BAPA como sustrato.

Cistatina AhCPI purificada ‘ Abs. 1410 nm Unid. Inh. /ml
ml ne/ul [nM] X Aps. DF X Ul DE

0 0.00 0.00 0.0291 0.0000 0 0
0.001 1.45 51.79 0.0283 0.0003 76.67 0.8648
0.002 2.90 103.57 0.0178 0.0002 563.33 0.5249
0.003 4.35 155.36 0.0124 0.0002 555.56 0.5249
0.004 5.80 207.14 0.0073 0.0006 544.17 1.8926
0.005 7.25 258.93 0.0035 0.0005 512.00 1.5748
0.006 8.70 310.71 0.0023 0.0006 447.22 1.9840
0.007 10.15 362.50 0.0010 0.0004 401.43 1.2390
0.008 11.60 414.29  -0.0015 0.0004 382.92 1.4307
0.009 13.05 466.07  -0.0016 0.0002 341.11 0.6873
0.01 14.50 517.86  -0.0033 0.0001 323.50 6.4504

Los valores reprendan la media de al menos tres repeticiones. Abs.= Absorbancias; U.l.= Unidades de
inhibicién, DE= Desviacion estandar.



Cuadro 7.- Actividad proteolitica residual (%) y unidades de inhibicion de papaina
preincubada con AhCPI.

[AhCPI pg/pl) % Actividad DE % Inhibicion DE
0.00 100 0.0000 0 0.0000
1.45 97 3.5264 3 3.5264
2.90 61 1.6579 39 1.6579
4.35 43 1.4791 57 1.4791
5.80 25 2.3095 75 2.3095
7.25 12 1.4485 88 1.4485
8.70 8 1.9744 92 1.9744
10.15 3 1.3163 97 1.3163
11.60 -5 1.2718 105 1.2718
13.05 -6 0.8357 106 0.8357
14.50 -7 6.4511 107 6.4511

Los valores reprendan la media de al menos tres repeticiones. DE= Desviacion estandar.
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Figura. 8.- Actividad proteolitica residual (%) de  papaina preincubada con
concentraciones crecientes de cistatina AhCPI. La papaina se preincub6 con diferentes
concentraciones de cistatina y se determind la actividad proteolitica residual, utilizando
BAPA como sustrato. Cada punto representa la media de tres repeticiones. La desviacion
estandar es menor que el tamafio de los puntos de la gréfica.



Cuadro 8

recombinante purificada.

Cistatina AhCPI purificada

ml

0
0.002
0.004
0.006
0.008

0.01
0.012
0.014
0.016
0.018

0.02

ng/ul

0
2.9
5.8
8.7
11.6
14.5
17.4

20.3

23.2

26.1
29

pM

0.00
103.57
207.14
310.71
414.29
517.86
621.43
725.00
828.57
932.14
1035.71

Abs.a A410 nm

X Abs.
0.0267
0.0263
0.0246
0.0220
0.0194
0.0168
0.0146
0.0125
0.0104
0.0086
0.0073

DE

0.000493
0.000404
0.000208
0.000850
0.000723
0.000300
0.000416
0.000436
0.000200
0.000693
0.000520

Inhibicion de la actividad de ficina producida por la cistatina

Unidades Inhibicion.

X UL
0.00
21.67
53.33
78.89
90.83
99.00
101.11
101.43
101.88
100.56
97.00

DE

0.0000

1.6230

7.9900
17.7278
27.2160
37.0787
45.4432
53.1835
61.0487
67.7903
85.9274

Los valores reprendan la media de al menos tres repeticiones. Abs. = Absorbancia, U.l.= Unidades de

inhibicién, DE= Desviacion estandar.

Cuadro 9.

- Actividad proteolitica residual de ficina preincubada con diferentes
concentraciones de cistatina recombinante.
% Actividad

[AhCPI]

ng/nl
0
2.9
5.8
8.7
11.6
14.5
17.4
20.3
23.2
26.1
29

100
98
92
82
73
63
55
47
39
32
27

DE

1.8475
1.5137
0.7797
3.1854
2.7094
1.1236
1.5593
1.6325
0.7491
2.5948
1.9461

% Inhibicion
0
2
8
18
27
37
45
53
61

68
73

DE

1.8475
1.5137
0.7797
3.1854
2.7094
1.1236
1.5593
1.6325
0.7491
2.5948
1.9461

Los valores reprendan la media de al menos tres repeticiones, DE= Desviacion estandar,
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Figura 9.- Actividad proteolitica residual de ficina preincubada con diferentes
concentraciones de AhCPI. La ficina se preincub6 con diferentes concentraciones de
cistatina y se determino la actividad proteolitica residual, utilizando BAPA como sustrato.
Cada punto representa la media de tres repeticiones. La desviacion estandar es menor que
el tamafio de los puntos de la grafica.



Cuadro 10.- Unidades de Inhibicion de bromelaina por la cistatina recombinante
AhCPI. Se demuestra que aun con altas concentraciones de cistatina recombinante no se
encuentra alguna inhibicion sobre la actividad proteolitica de bromelaina.

AhCPI

ml pg/nl
0 0
0.001 2.04
0.002 4.08
0.003 6.12
0.004 8.16
0.005 10.2
0.006 12.24
0.009 14.28
0.01 16.32
0.02 18.36
0.03 20.4
0.04 2244

Abs. 1

0.0317
0.0322
0.0311
0.0329
0.0332
0.0349

0.038
0.0347
0.0355
0.0338
0.0353
0.0376

Lecturas de Absorbancia

Abs. 2

0.03112
0.0317
0.0313
0.0332
0.0359
0.0379
0.0377
0.0352
0.0356
0.0337
0.0351
0.0347

Abs.3

0.0321
0.0315
0.0338
0.0326
0.0327

0.033
0.0357
0.0334
0.0338

X Abs.
0.0316
0.0318
0.0321
0.0329
0.0339
0.0353
0.0371
0.0344
0.0350
0.0338
0.0352
0.0362

DE

0.000493
0.000361
0.001504
0.000300
0.001721
0.002470
0.001250
0.000929
0.001012
0.000071
0.000141
0.002051

Efecto

% Act.

100
101
101
104
107
112
118
109
111
107
111
114

% Inh.

0
-1
-1
4
-7

“12

-18
9

11
7

11

_14

Abs.= Absorbancias, a A 410 nm, DE = Desviacion estandar, Act.= Actividad, Inh.= Inhibicion.
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Figura 10.- Actividad proteolitica residual de bromelaina preincubada con diferentes
concentraciones de AhCPI. La bromelaina se preincub6 con diferentes concentraciones
de cistatina y se determind la actividad proteolitica residual, utilizando BAPA como
sustrato. Cada punto representa la media de tres repeticiones. La desviacion estandar en
algunas casos fue menor que el tamafio de los puntos de la gréfica.



8.3. Efecto antifiingico de la cistatina recombinante AhCPI purificada por
cromatografia de afinidad.

8.3.1. Ensayos - Inhibicion en medio solido PDA.

Para evaluar el efecto antifiungico de la cistatina recombinante se realizaron ensayos
preliminares utilizando lisados de E.coli que expresaron la cistatina en altos niveles.
Diferentes concentraciones de proteina de este lisado se colocaron en medio PDA y se
inocularon los hongos fitopatogenos: Fusarium oxysporum, Alternaria alternata,
Glomerella cingulata, Phytophthora cinnamomi, Pythium sp, Rhizoctonia solani 'y
Sclerotium cepivorum.

En estos ensayos la cistatina recombinante del lisado celular no tuvo ningtn efecto
sobre el crecimiento de micelio de las diferentes especies de hongos, aun utilizando
concentraciones de proteina de 1 mg. Si bien las evaluaciones se realizaron cada 24 h
durante 96 h, en ningln caso se observd un retardo significativo en el crecimiento del

hongo, con respecto al control crecido en ausencia de cistatina.

8.3.2. Ensayos Inhibicion en medio liquido PDB.
8.3.2.1. Efecto de la cistatina recombinante 4AhCPI presente en lisado celular.

En estos ensayos debido a la facilidad en el manejo de los indculos se continud
trabajando s6lo con tres especies de hongos fitopatdgenos: F. oxysporum (conidias),
S. cepivorum 'y R. solani (esclerocios). Los cultivos se realizaron en medio liquido
contenido en placas de Elisa, a los cuales se les adicionaron 0, 400, 1000, 2000 y 3000
pug/ml de proteina recombinante presente en lisado celular y se evalud el crecimiento

midiendo la turbidez del medio cada 12 horas.



Los resultados obtenidos con: F. oxysporum se muestran en la (Fig. 12). En la cual
se observd que concentraciones de cistatina de 400 y 1000 pg/ml no mostraron ningun
efecto en el crecimiento de este hongo, observandose un creciendo similar al del control.
Sin embargo, las concentraciones de 2000 y 3000 pg/ml aunque no mostraron ningun
efecto en el crecimiento del hongo durante las primeras 40 horas, después de este tiempo se
observé una estimulacion significativa del crecimiento. La estimulacion de crecimiento
observada con las altas concentraciones de cistatina quiza se deba a que el hongo sea capaz
de metabolizar algunas de las proteinas presentes en el lisado celular.

En el caso de S. cepivorum no se observd ninglin efecto durante las 42 horas de
duracion de la fase lag de crecimiento de este hongo con concentraciones de cistatina de
400 y 1000 pg/ml. Sin embargo, después de esta fase se observd una inhibicion total de
crecimiento del hongo con respecto al control, lo cual se comprobd en observaciones al
microscopio en donde se ratifico la ausencia del crecimiento del hongo. Las dosis de 2000
y 3000 pg/ml. produjeron una inhibicion total del crecimiento, pero en este caso se reportd
un incremento en densidad Optica atribuido a la alta cantidad de proteina que se adiciond al
medio, lo cual se aprecia (Fig.13).

El efecto de la cistatina del lisado celular sobre R. solani se ilustra en la
(Fig. 14), en la cual se observo que concentraciones de 2000 y 3000 ng/ml de proteina
inhibieron la germinacién de los esclerocios, mientras que las dosis de 400 y 1000 pg/ml
produjeron una ligera inhibicién del crecimiento en las primeras horas de incubacion,
estimulando el crecimiento después de 42 y 65 horas, respectivamente.

Los resultados obtenidos con lisado celular de Escherichia coli sugieren que la
cistatina recombinante AhZCPI confiere un efecto inhibitorio de la sobre el crecimiento
y el desarrollo de las especies de hongos probados. Para corroborar lo anterior se evalud
el efecto con la cistatina purificada por cromatografia de afinidad. Por este proceso se
eliminaron las proteinas presentes en el lisado celular y asi recuperando proteina AhCPI
pura; lo cual se corroboro observandose una sola banda de cistatina de 28kDa en geles

de poliacrilamida (Fig. 11).



Fig. 11.- Perfil electroforético en gel de poliacrilamida-SDS de la cistatina
recombinante purificada por cromatografia de afinidad. El sobrenadante del lisado
celular se paso a través de una columna de Ni. Después de lavar la columna con buffer de
lisis, se eluyo6 la cistatina con el mismo buffer, conteniendo 250 mM de imidazol. Carril
(a) marcador de masa molecular (10-220 kDa/ Invitrogen ), (b, c, d, €) Cistatina purificada
eluida de la de columna de afinidad , f) lisado celular, g) fraccion no retenida en la
columna. Concentraciones de 2 pg de proteina por carril.

Cuadro 11.- Valores de absorbancia de los cultivos de F. oxysporum crecido en
presencia de diferentes concentraciones de lisado celular de E.coli. El crecimiento se
determind a diferentes tiempos de incubacion midiendo la absorbancia a A 592 nm,
durante 65 h.

Promedio de Absorbancias

AhCPI 0 hrs 19 hrs 32 hrs 42 hrs 56 hrs 65 hrs
0 pg/ml 0.1987 0.0937 0.7917 0.9847 1.0640 0.9468
400 pg/ml 0.1633 0.1030 0.8183 1.0797 1.1663 1.0214

1000 pg/ml 0.1583 0.1157 0.4547 0.8463 1.1683 0.8231

2000 pg/ml 0.1843 0.1993 0.5430 1.1057 1.9283 1.1923

3000 pg/ml 0.2527 0.3020 0.5863 1.1700 1.8730 1.2098
Desviaciones Estandar

AhCPI 0 hrs 19 hrs 32 hrs 42 hrs 56 hrs 65 hrs
0 pg/ml 0.1307 0.0051 0.1441 0.1736 0.1067 0.1401
400 pg/ml 0.0111 0.0087 0.0910 0.0361 0.0959 0.1812

1000 pg/ml 0.0300 0.0015 0.2801 0.1324 0.0998 0.3574
2000 pg/ml 0.0064 0.0031 0.0771 0.1716 0.1985 0.6967
3000 pg/ml 0.0029 0.0066 0.0595 0.2829 0.1535 0.6443

Los valores reprendan la media de al menos tres repeticiones, DE= Desviacion estandar.
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Figura 12.-

Cinética de crecimiento de F. oxysporum en presencia de diferentes

concentraciones de lisado celular de E.coli. F. oxysporum se incubo en caldo de papa-
dextrosa al que se le incorporaron diferentes concentraciones del lisado de E.coli en la que
se expreso la cistatina. Se leyo la absorbancia a 592 nm durante 56 h. Como control se
utilizé un cultivo del mismo hongo sin lisado celular.

Cuadro 12.-

AhCPI
0 ng/ml
400 pg/ml
1000 pg/ml
2000 pg/ml
3000 pg/ml

AhCPI
0 ng/ml
400 pg/ml
1000 pg/ml
2000 pg/ml
3000 pg/ml

Absorbancia de cultivos de S. cepivorum crecidos, en presencia de
cistatina recombinante presente en el lisado celular de E.coli. Las lecturas se realizaron
a A 592 nm a diferentes tiempos de incubacidon. Los valores registrados representan la
media de tres repeticiones.

0 hrs
0.0993
0.1140
0.1217
0.1947
0.2253

0 hrs
0.0112
0.0191
0.0154
0.0231
0.0051

Promedios de Absorbancias

19 hrs
0.0937
0.1030
0.1157
0.1993
0.3020

19 hrs
0.0051
0.0087
0.0015
0.0031
0.0066

32 hrs 42 hrs
0.0867 0.0927
0.0937 0.0957
0.1113 0.1150
0.2047 0.2147
0.3100 0.3167

Desviaciones estandar

32 hrs 42 hrs
0.0006 0.0072
0.0031 0.0040
0.0032 0.0035
0.0025 0.0006
0.0036 0.0032

56 hrs
0.1780
0.1050
0.1210
0.2275
0.3310

56 hrs
0.0400
0.0182
0.0026
0.0078
0.0026

65 hrs
0.2597
0.1157
0.1280
0.2337
0.3340

65 hrs
0.0367
0.0248
0.0026
0.0068
0.0036

79 hrs
0.4113
0.1193
0.1297
0.2360
0.3420

79 hrs
0.0301
0.0215
0.0040
0.0079
0.0026
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Figura 13.- Cinética de crecimiento de S. cepivorum en presencia de diferentes
concentraciones de lisado celular de E.coli. S. cepivorum se incub6 en caldo de papa-
dextrosa al que se le incorporaron diferentes concentraciones del lisado de E.coli en la que
se expreso la cistatina. Se leyo la absorbancia a 592 nm durante 79 h. Como control se
utilizé un cultivo del mismo hongo sin lisado celular.

Cuadro 13.- Lecturas de Absorbancia con respecto al crecimiento de R. solani.,
utilizando cistatina recombinante AhCPI de lisado celular. Las lecturas se realizaron
a 592 nm a diferentes tiempos de incubacion. Los valores registrados representan la media
de tres repeticiones.

Promedios de Absorbancias

AhCPI 19 hrs 32 hrs 42 hrs 56 hrs 65 hrs 79 hrs
0 pg/ml 0.1460 0.1903 0.3873 0.7570 0.8137 0.8037
400 png/ml 0.1530 0.1470 0.2417 1.0980 1.2137 1.2423
1000 pg/ml 0.1727 0.1473 0.1937 0.4317 0.8857 1.3220
2000 pg/ml 0.2525 0.2265 0.2885 0.3180 0.2900 0.5755
3000 pg/ml 0.3475 0.3550 0.4020 0.3475 0.4840 0.3170

Desviaciones Estandar

AhCPI 19 hrs 32 hrs 42 hrs 56 hrs 65 hrs 79 hrs
0 pg/ml 0.0156 0.0241 0.1238 0.0684 0.0712 0.0858
400 pg/ml 0.0121 0.0280 0.0407 0.0973 0.0866 0.0779
1000 pg/ml 0.0080 0.0150 0.0135 0.0664 0.1860 0.0547
2000 pg/ml 0.0007 0.0021 0.0700 0.0396 0.0424 0.0686
3000 pg/ml 0.0191 0.0354 0.0311 0.0615 0.0792 0.0354
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Figura 14.- Cinética de crecimiento de R. solani. en presencia de diferentes
concentraciones de lisado celular de E.coli., R. solani se incub6 en caldo de papa-
dextrosa al que se le incorporaron diferentes concentraciones del lisado de E.coli en la que
se expreso la cistatina. Se leyod la absorbancia a 592 nm durante 79 h. Como control se
utilizé un cultivo del mismo hongo sin lisado celular.

8.3.2.2. Efecto de la cistatina recombinante AhCPI purificada por
cromatografia de afinidad.

El efecto de la cistatina recombinante purificada, sobre el crecimiento de
F. oxysporum se muestra en la (figura 15), en la que se hace evidente que concentraciones
de 120 pg/ml inhibieron el crecimiento de este hongo. Esta inhibiciéon aument6 conforme
se incrementd la concentracion de cistatina en el medio de cultivo, observandose una
inhibicidn total del crecimiento con 400, 600 y 800 png/ml. Los resultados presentados en la
(figura 16) ponen de manifiesto que el efecto inhibitorio de crecimiento fue proporcional a
la concentracion de cistatina utilizada en el ensayo, y que se presentd desde las primeras
horas de incubacion de F. oxysporum. . Con concentraciones de 120 y 240 pg/ml de
cistatina se observo cierta recuperacion en el crecimiento del hongo a las 24 y 30 h,
respectivamente, observandose una menor inhibicion del crecimiento con respecto al
control a tiempos de incubacion mas prolongados. En cambio con las concentraciones de

400, 600 y 800 pg/ml la inhibicion fue mayor conforme aument6 el tiempo de incubacion.



El analisis microscopico de los cultivos de F. oxysporum a las 48 horas de
incubacion (Fig. 17) permitid determinar cambios estructurales importantes con las
diferentes concentraciones de cistatina. En el control sin cistatina se observa la presencia de
hifas alargadas con ramificaciones largas; en cambio con las concentraciones de
120 (30 pg) y 240 (60 pg) ug/ml de cistatina se observa que los septos de las hifas se
acortan y presentan ramificaciones muy cortas. Con concentraciones de cistatina de
400(100 pg), 600 (150 ng) y 800 (200 pg) pg/ml se observd una inhibicion total de la
germinacion de conidias, las cuales sufren un hinchamiento semejando conidias deformes

y globosas.

En el caso de S. cepivorum utilizando como inoculo cuerpos fructiferos
(esclerocios), se observo que concentraciones de 40 a 160 pg/ml de cistatina purificada
produjeron un severo efecto inhibitorio en el crecimiento de este hongo, con respecto al
control, ver (Fig. 18). Observaciones microscopicas de los cultivos a las 72 h mostraron
que concentraciones de 40 y 80 pg/ml de cistatina reducen fuertemente el crecimiento y
longitud de las hifas, con 120 pg/ml se observo una alta inhibicion en la aparicion de
brotes de las hifas, las cuales se observan cortas y poco ramificadas. Con concentraciones
superiores a 160 pg/ml se obtuvo una inhibicion total de la germinacién de los esclerocios,

ver (Fig. 19)

En lo que respecta a la inhibicion de crecimiento de R. solani, los resultados
obtenidos se muestran en la (Fig. 20) que de igual manera se utilizan cuerpos fructiferos
(esclerocios). Todas las concentraciones de cistatina utilizadas (40-240 pg/ml) provocaron
una inhibiciéon en el crecimiento de este hongo fitopatdégenos. Esta inhibicion ocurrio a
partir de las primeras horas de incubacion de los cultivos (Fig. 21). En el caso de las
concentraciones de 40 y 80 ug/ml de cistatina se observd, aunque muy baja, cierta
recuperacion del crecimiento después de 30 horas de incubacion. Con las concentraciones
mas altas se observd una mayor inhibicion en el crecimiento con respecto al control,

conforme se aument6 el tiempo de incubacién de los cultivos.



Observaciones al microscopio de los cultivos permitieron determinar que
conforme aumento la concentracion de cistatina en el medio, hubo un menor crecimiento
de micelio, lograndose una inhibicion total de la germinacién de con la concentracion de
cistatina de 240 pg/ml (Fig. 22).

La cistatina recombinante de amaranto purificada es capaz de inhibir el
crecimiento y desarrollo de los hongos fitopatogenos F. oxysporum, S. cepivorum. y
R. solani.; mostrando un mayor efecto frente a estos dos ultimos. Esto plantea la
posibilidad de que a futuro, crear una planta transformada genéticamente que sea capaz
de expresar el gen de la cistatina y asi inducir a la produccion de proteinas Ttil para el
control estos organismos plaga, y otros patdégenos, asi como sistemas alternativo de la
planta. Con ello se abatird algunos problemas fitosanitarios que se presenta en la

produccion del sector agricola.

Cuadro 14.- Lecturas de Absorbancia de cultivos de F. oxysporum crecidos en
presencia de cistatina recombinante AhCPI purificada. Las lecturas se realizaron a
592 nm, cada 6 h durante 48 h. Los valores registrados representan la media de tres
repeticiones.

Promedios de Absorbancias

AhCPI Ohrs O6hrs 12hrs 18hrs 24 hrs 30hrs 36 hrs 42 hrs 48 hrs
0 ng/ml 0.1093 0.1050 0.1072 0.3000 0.4677 0.5847 0.6590 0.7017 0.7007
120 pg/ml  0.1180 0.1107 0.1143 0.2197 0.3243 0.4267 0.5483 0.6057 0.6217
240 pg/ml  0.1163 0.1077 0.1120 0.1160 0.1420 0.2177 0.3260 0.4400 0.5463
400 pg/ml  0.1190 0.1113 0.1152 0.0993 0.0973 0.1057 0.1213 0.1237 0.1073
600 pg/ml  0.1200 0.1080 0.1140 0.0993 0.0947 0.1033 0.1223 0.1233 0.1020
800 pg/ml 0.1110 0.1010 0.1060 0.0973 0.0967 0.1003 0.1033 0.1010 0.1023

Desviaciones Estandar

AhCPI 0 hrs 6hrs 12hrs 18hrs 24 hrs 30hrs 36hrs 42 hrs 48 hrs
0 ng/ml 0.0038 0.0140 0.0315 0.0383 0.0349 0.0525 0.0632 0.0351 0.0846
120 pg/ml = 0.0069 0.0115 0.0409 0.0876 0.0875 0.0847 0.0842 0.0981 0.1030
240 pg/ml  0.0006 0.0042 0.0087 0.0044 0.0131 0.0284 0.0478 0.0387 0.0263
400 pg/ml  0.0053 0.0090 0.0119 0.0055 0.0045 0.0095 0.0100 0.0164 0.0124
600 pg/ml  0.0020 0.0035 0.0095 0.0015 0.0021 0.0080 0.0080 0.0117 0.0096
800 pg/ml  0.0079 0.0044 0.0040 0.0029 0.0006 0.0032 0.0078 0.0017 0.0015
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Figura 15.- Cinética de crecimiento de F. oxysporum
concentraciones de cistatina purificada por cromatografia de afinidad. F. oxysporum
se incubd en caldo de papa-dextrosa al que se le incorporaron diferentes concentraciones

en presencia de diferentes

cistatina. Se determino el crecimiento midiendo la absorbancia a 592 nm durante 56 h.
Como control se incluy6 un cultivo del mismo hongo sin cistatina.

Cuadro 15.- Porcentaje de crecimiento de F. oxysporum en presencia de diferentes
concentraciones de cistatina purificada. La absorbancia de los cultivos de F. oxysporum
en ausencia de cistatina, a los diferentes tiempos de incubacion representd el 100% de

crecimiento. Los valores registrados representan la media de tres repeticiones.

AhCPI
0 ng/ml
120 pg/ml
240 pg/ml
400 pg/ml
600 png/ml
800 pg/ml

AhCPI
0 ng/ml
120 pg/ml
240 pg/ml
400 pg/ml
600 pg/ml
800 pg/ml

0 hrs

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

0 hrs
0.0000
5.8880
4.2924
1.1137
2.6204
10.2131

12 hrs
100.00
94.95
80.56
77.73
72.85
59.55

12 hrs
0.0000
23.4373
14.8675
13.1860
12.5123
9.7174

Promedios de lecturas (%)

18 hrs 24 hrs 30 hrs
100.00 100.00 100.00
72.80 69.17 72.85
39.24 30.62 37.75
33.34 20.86 18.08
33.47 20.32 17.70
32.73 20.74 17.24
Desviaciones Estandar
18 hrs 24 hrs 30 hrs
0.0000  0.0000  0.0000
26.0785 16.8981 11.6300
6.7943 52470 8.6394
2.7079  1.1720  0.6050
4.1824 1.5996 0.9063
3.4059 14732 14013

36 hrs
100.00
83.03
50.27
18.43
18.61
15.73

36 hrs
0.0000
7.4176
12.6325
0.4212
0.8945
1.0748

42 hrs
100.00
86.12
63.00
17.59
17.58
14.41

42 hrs
0.0000
11.5885
8.6473
1.7527
1.5034
0.5073

48 hrs
100.00
88.46
78.96
15.33
14.67
14.75

48 hrs
0.0000
5.9579
12.6063
0.0918
1.8405
1.7434
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Figura 16.- Efecto de la cistatina recombinante purificada sobre el crecimiento de F.
oxysporum. A cultivos de F. oxysporum crecidos en medio liquido adicionado de
diferentes concentraciones de cistatina purificada, se les monitorio el crecimiento,
midiendo la absorbancia a 592 nm cada 6 h durante 48 horas, Como control se utilizdé un

cultivo del mismo hongo carente de cistatina. Los resultados representan la media de al
menos tres repeticiones.
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Figura 17.- Microfotografias de la morfologia micelial de Fusarium oxysporum
crecidos en presencia de diferentes concentraciones de cistatina purificada. . Fotos
tomadas a las 48 hrs de incubacion con: a) 0 pg/ml, b) 120, c) 240, d) 400, e) 600 y f)
800 pg/ml de cistatina recombinante 42CPI purificada. Las imagenes se obtuvieron en
microscopio en campo oscuro, en cada caso se indica el aumento utilizado.



Cuadro 16.- Lecturas

de Absorbancia

de cultivos de S. cepivorum crecidos en

presencia de cistatina recombinante AhCPI purificada. Las lecturas se realizaron a
592 nm, cada 6 h durante 48 h.

Los valores registrados representan la media de tres

repeticiones.
Promedios de Absorbancias
AhCPI Ohrs 12hrs 18hrs 24 hrs 30hrs 36hrs 42hrs 48 hrs 54 hrs
0 pg/ml 0.1443 0.1190 0.1123 0.1107 0.1147 0.1257 0.1773 0.4087 0.7037
40 pg/ml  0.1825 0.2230 0.2053 0.2190 0.1640 0.1823 0.2167 0.1607 0.1633
80 pg/ml  0.1800 0.1957 0.1370 0.1423 0.1340 0.1377 0.1573 0.1130 0.1320
120 pg/ml  0.2343 0.1407 0.1423 0.1400 0.1623 0.1733 0.1430 0.1293 0.1517
160 pg/ml  0.2270 0.1620 0.1433 0.1917 0.2200 0.2177 0.2390 0.1903 0.1873
200 pg/ml  0.1383 0.1053 0.1063 0.1177 0.1210 0.1193 0.1343 0.1783 0.1853
Desviaciones Estandar
AhCPI Ohrs 12hrs 18hrs 24 hrs 30hrs 36hrs 42hrs 48 hrs 54 hrs
0 pg/ml 0.0310 0.0297 0.0289 0.0358 0.0307 0.0211 0.0191 0.1596 0.4070
40 pg/ml  0.0332 0.0198 0.0659 0.0166 0.0490 0.0261 0.0790 0.0123 0.0117
80 pg/ml  0.0305 0.0711 0.0352 0.0405 0.0325 0.0320 0.0514 0.0017 0.0340
120 pg/ml  0.0567 0.0021 0.0306 0.0428 0.0475 0.0367 0.0185 0.0216 0.0380
160 pg/ml  0.0255 0.0467 0.0434 0.0146 0.0545 0.0604 0.0771 0.0505 0.0511
200 pg/ml 0.0127 0.0136 0.0035 0.0194 0.0282 0.0076 0.0100 0.1029 0.1134
0.73040
0.6500
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Figura 18.- Cinética de crecimiento de S. cepivorum en presencia de diferentes
concentraciones de cistatina purificada por cromatografia de afinidad. S. cepivorum
se incub6 en caldo de papa-dextrosa al que se le incorporaron diferentes concentraciones
de cistatina. Se determind el crecimiento midiendo la absorbancia a 592 nm cada 6 hrs
durante 54 h. Como control se incluy6 un cultivo del mismo hongo sin cistatina.



Figura 19.- Microfotografias de la morfologia micelial y de los esclerocios de
S. cepivorum crecido en presencia de diferentes concentraciones de cistatina
purificada. Fotos tomadas a las 72 h de incubacion con: a) 0 pug/ml, b) 40, c) 80, d) 120,
e) 160 pg/ml de cistatina recombinante A4ACPI. Las imagenes se obtuvieron en
microscopio de luz blanca, en cada caso se indica el aumento utilizado.



Cuadro 17.- Lecturas de Absorbancia de cultivos de R. solani crecidos en presencia
de cistatina recombinante AhCPI purificada. Las lecturas se realizaron a 592 nm,
cada 6 h durante 48 h. Los valores registrados representan la media de tres repeticiones.

Lecturas de Absorbancia

AhCPI Ohrs 12hrs 18hrs 24hrs 30hrs 36hrs 42hrs 48 hrs
0 pg/ml 0.4540 0.3210 0.7337 09700 1.1187 1.2333 1.2877 1.3867
40 pg/ml  0.1163 0.1093 0.1313 0.1677 0.1813 0.2100 0.2720 0.4247
80 pg/ml  0.1093 0.0950 0.0970 0.1160 0.1330 0.1377 0.1523  0.2307
120 pg/ml  0.5685 0.3550 0.4300 0.6620 0.3817 0.5473 0.5970 0.6590
160 pg/ml  0.5835 0.1102 0.1797 0.2990 0.2453 0.1357 0.1147 0.1413
200 pg/ml  0.5450 0.5025 0.3087 0.2627 0.3043 0.5977 0.6697 0.5407
240 pg/ml  0.3253 0.1373 0.1163 0.1040 0.1017 0.1053 0.1117 0.1070
Desviaciones Estandar
AhCPI Ohrs 12hrs 18hrs 24hrs 30hrs 36hrs 42hrs 48 hrs
0 ng/ml 0.2305 0.2001 0.4678 0.4879 0.4614 0.4640 0.4308 0.3928
40 pg/ml  0.0232 0.0197 0.0067 0.0072 0.0130 0.0218 0.0223  0.0263
80 pg/ml  0.0101 0.0052 0.0060 0.0040 0.0096 0.0090 0.0222 0.0332
120 pg/ml  0.0318 0.0071 0.2393 0.1109 0.1010 0.0485 0.0904 0.1801
160 pg/ml  0.0813 0.1134 0.1458 0.1216 0.2379 0.0704 0.0341 0.0476
200 pg/ml 0.3012 0.1831 0.2814 0.2373 0.2735 0.6827 0.6984 0.4001
240 pg/ml  0.3851 0.0638 0.0318 0.0070 0.0025 0.0045 0.0115 0.0017
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Figura 20.- Cinética de crecimiento de R. solani en presencia de diferentes
concentraciones de cistatina purificada. R. solani se incub6 en caldo de papa-dextrosa
al que se le incorporaron diferentes concentraciones cistatina. Se determino el crecimiento
midiendo la absorbancia a 592 nm, cada 6h durante 48 h. Como control se incluyd un
cultivo de con el mismo hongo sin cistatina.



Cuadro 18.- Porcentaje de crecimiento de R. solani en presencia de diferentes
concentraciones de cistatina purificada. La absorbancia de los cultivos de R. solani en
ausencia de cistatina, a los diferentes tiempos de incubacion representd el 100% de
crecimiento. Los valores registrados representan la media de tres repeticiones.

Promedios de lecturas (%)

AhCPI 0 hrs 12hrs 18 hrs 24 hrs 30hrs 36 hrs 42 hrs 48 hrs
0 ng/ml 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
40 pg/ml 60.31 43.10 27.61 2374 19.07 19.57 23.53 3294
80 pg/ml 5746 3644 19.93 16.35 14.08 12.71 13.39 18.25
120 pg/ml = 261.43 116.74 10533 87.52 36.28 50.83 52.50 53.55
160 pg/ml = 263.60 32.79  26.59 20.19 20.09 11.05 9.24 10.28
200 pg/ml 104.76 107.38 94.89 4735 40.67 71.74 7145 4740
240 pg/ml = 91.09 4571 22.44 1432 1043 9.66 9.30 8.18
Desviaciones Estandar

AhCPI 0 hrs 12hrs 18 hrs 24 hrs 30hrs 36 hrs 42 hrs 48 hrs
0 ng/ml 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
40 pg/ml 4983 22.06 24.24 12.65 10.76 10.52 10.92 12.28
80 pg/ml 50.08 16.54 16.46 8.48 8.11 6.34 7.10 8.59
120 pg/ml | 311.24 104.12 12824 2536 8.46 26.12 27.83 32.37
160 pg/ml = 294.73 43.18 12.88 19.85 12.76  3.19 2.35 1.96
200 pg/ml  137.51 103.82 13481 60.14 51.81 98.95 9291 48.67
240 pg/ml  47.23  8.49 15.53 6.28 4.95 4.56 2.96 2.49
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Figura 21.- Efecto de la cistatina recombinante purificada sobre el crecimiento de
R. solani. A un cultivo de R. solani crecidos en medio liquido adicionado con diferentes
concentraciones de purificada, se les monitorio el crecimiento midiendo la absorbancia a
592 nm cada 6 h durante 48 horas. Como control se utilizo un cultivo del mismo hongo
sin cistatina.



Figura 22.- Microfotografias de la morfologia micelial y de los esclerocios de R. solani
crecido en presencia de diferentes concentraciones de cistatina purificada. Fotos
tomadas a las 48 h de incubacioén con (a-b) 0 ug/ml, ¢) 120, d) 160, ¢) 200 y f) 240
ng/ml de cistatina recombinante AACPI. Las imagenes se obtuvieron en microscopio de
luz blanca, en cada caso se indica el aumento utilizado.



DISCUSION

En trabajos anteriores se determino la presencia de una cistatina en semillas de
amaranto la cual posee la caracteristica de inhibir cistein proteinasas. De esta cistatina se
aislo el cDNA y se clono en el vector pQE-2, para su expresion en Escherichia coli
para poder caracterizar la  cistatina recombinante (Valdés et al., 2007). Una vez
establecidas las condiciones Optimas de expresion y purificacion de esta cistatina, en el
presente trabajo se plante6 caracterizarla en funcion de su capacidad de inhibir la actividad
de cistein proteinasas; asi como de evaluar su efecto contra hongos fitopatdogenos.

Dentro de los primeros ensayos actividad proteolitica, se  determino las
concentraciones activas de cistein proteinasas comerciales de origen vegetal existentes en el
laboratorio a través de la titulacion de su sitio activo con el inhibidor E-64. Esto es una
practica comun que se realiza en el laboratorio debido a que las enzimas pueden perder
actividad por diversos factores (tiempo de almacenaje, temperatura, etc.). Por medio de
estas pruebas se determinaron las concentraciones reales de enzima utilizadas en los
ensayos de cada cistein proteinasas evaluada (papaina, ficina y bromelaina) de origen
vegetal.

En base a los resultados obtenidos se pudo comprobar que la cistatina AhCPI
recombinante de amaranto recuperada de cultivos de E. coli., mantuvo su integridad
funcional , ya que fue capaz de inhibir fuertemente a la papaina, en menor grado a la
ficina, y no mostrd ningun efecto contra la bromelaina. La inhibicion de la actividad
proteolitica de la papaina producida por cistatinas recombinantes, se ha documentado
ampliamente en Taro (Yang et al., 2005); cebada (Martinez et al., 2003); pasto (Yoza et
al., 2002); ciruela (Wen et al., 2004) y fresa (Martinez et al., 2005). Sin embargo, poco
se ha documentado el efecto contra cistein proteasas del tipo ficina y bromelaina. En
trabajos recientes se reportd una cistatina recombinante de cebada que fue capaz de inhibir
ficina y bromelaina; (Martinez et al., 2003). En n general se ha visto que las cistatinas
inhiben fuertemente a la papaina, y muestran un menor efecto contra ficina y/o

bromelaina, tal como se pudo corroborar en el presente trabajo.



En estudios preliminares se evalu6 el efecto antifingico de la cistatina recombinante
AhCPI, presente en lisados celulares de E coli., sobre el crecimiento en medio PDA de los
hongos fitopatdégenos: Fusarium oxysporum, Sclerotium cepivorum, Rhizoctonia solani,
Phytophthora cinnamomi, Pythium sp, Alternaria alternata, Glomerella cingulata. En estos
ensayos utilizando hasta 1 mg de proteina recombinante no se observo ningun efecto
sobre el crecimiento micelial de los hongos. Por lo cual, se disefio un bioensayo en medio
liquido PDB en el que se control la cantidad de indculo del hongo a utilizar, probando
solamente el efecto contra. F. oxysporum, S. cepivorum y R. solani.

Los ensayos realizados en este sistema con el lisado celular fueron confusos, debido
a que hubo concentraciones de lisado que produjeron una inhibicion en la germinacion y
crecimiento micelial de las especies de hongos probadas. Sin embargo, con algunas
concentraciones se observo cierta estimulacion del crecimiento de estos hongos, lo cual
quiza se debid a que los hongos fueron capaces de utilizar algunas de las proteinas
presentes en el lisado E. coli. La efectividad del lisado para inhibir el crecimiento de los
hongos fue diferente. Si bien en F. oxysporum no se observd efecto inhibitorio, en
S. cepivorum se logrd inhibir la germinacion de esclerocios con concentraciones de
400 pg/ml de proteina; mientras que con concentraciones de 2000 pug/ml se logréo un
efecto similar en R. solani.

Una vez corroborado el efecto de lisado celular se evalu6 el efecto de la cistatina
recombinante purificada, sobre el crecimiento de estos hongos. A diferencia del lisado, la
cistatina purificada inhibi6 la germinacion de conidias y crecimiento de micelio de
F. oxysporum. Una concentracion de 8.57 uM de cistatina 4hCPI purificada inhibid el
50% de crecimiento con respecto al control. Esto es mas o menos similar con los
resultados obtenidos por Martinez et al., (2005) quienes sefialan que con 2.28 uM de
cistatina de fresa FaCPI-1 se logro6 inhibir el 50% de crecimiento de F. oxysporum. En
el caso de la cistatina de taro se reportd que una concentracion de 10uM inhibe débilmente

el crecimiento de esta especie (Yang et al 2005).



Comparado con F. oxysporum, la cistatina recombinante de amaranto presento
un efecto téxico mas fuerte sobre el crecimiento del micelio y germinacion de esclerocios
de S. cepivorum y R. solani. En el caso de estas especies 40 (1.42 uM) y 80 (2.84 uM)
pg/ml de la cistatina de amaranto  inhibieron casi totalmente su crecimiento,
respectivamente. En cambio concentraciones similares de 80(3.6 uM) pg/ml de la
cistatina de taro inhibieron débilmente el crecimiento de micelio de S. rolfsii y R.
solani. (Yang et al 2005).

Las observaciones microscopicas nos permiten corroborar las concentraciones
de cistatina que causaron un efecto sobre los hongos evaluados, muestran un claro efecto
en la inhibiciébn en germinacién de esporas (Fig. 17 d, f) y cuerpos fructiferos (Fig. 19e,
22f), alteraciones morfologicas en la longitud y ramificacion de hifas (Fig. 17 c, d),
(Fig. 19 ¢, d) y (Fig. 22 d, e).

Las cistatinas de cebada, fresa, taro, castafia y cafia de azlicar muestran actividad
antifungica (Martinez et al., 2003, 2005; Yang et al., 2005; Soares-Costa et al., 2002). Sin
embargo se desconoce el mecanismo de accion contra hongos. Anteriormente se suponia
que este efecto podia deberse a la inhibicidén de las enzimas proteoliticas, lo cual reducia la
disponibilidad de nutrientes. Sin embargo en trabajos més recientes se ha comprobado que
el efecto antifiungico no estd mediado por la inhibicion de enzimas ya algunos hongos
carecen de cistein proteinasas (Martinez ef al., 2003) o si las presentan no siempre son
inhibidas por las cistatinas. En este sentido ain se requieren realizar estudios para
determinar el mecanismo de accion de las cistatinas contra hongos. Y asi reforzar el papel
de estas proteinas en la defensa vegetal, y confirmar su potencial biotecnologico para la

obtencion de plantas resistentes a organismos fitopatogenos.



CONCLUSIONES

Durante el desarrollo del presente proyecto se logré:

v’ Se estandarizo las condiciones para determinar las concentraciones de enzimas
activas en las preparaciones comerciales de papaina y ficina, existentes en el
laboratorio, lo cual a futuro permitira realizar los ensayos correspondientes para
caracterizar cinéticamente a la cistatina recombinante.

v’ Se determino que la cistatina recombinante producida en Escherichia coli., se
obtiene activa, siendo capaz de inhibir fuertemente la actividad proteolitica de
la papaina y en menor grado la de ficina.

v Se demostrd que la cistatina recombinante presenta actividad antifingica frente a
los hongos fitopatogenos: Fusarium oxysporum, Sclerotium cepivorum 'y

Rhizoctonia solani.
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ANEXOS



ACTIVIDAD INHIBITORIA DE CISTATINA
CISTEIN-PROTEASAS.

AhCPI  PURIFICADA SOBRE

Cuadro 19.- Promedios de lecturas de actividad proteolitica residual de papaina. Ante
concentraciones de cistatina AZCPI purificada.

AhcPl pg/ul R1 R2 R3 X *Abs SD
0.00 0.0284 0.03 0.029 0.0291 0.0008
1.45 0.0286 0.0281 0.0283 0.0283 0.0003
2.90 0.0177 0.0178 0.018 0.0178 0.0002
4.35 0.0124 0.0123 0.0126 0.0124 0.0002
5.80 0.0079 0.0073 0.0068 0.0073 0.0006
7.25 0.0036 0.0039 0.003 0.0035 0.0005
8.70 0.0026 0.0026 0.0016 0.0023 0.0006

10.15 0.0014 0.0009 0.0007 0.0010 0.0004
11.60 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0004
13.05 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0002
14.50 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0001

*Absorbancia a una longitud de onda de 410 nm.. R= Repeticiones de lecturas de absorbancias.

Cuadro 20.- Promedios de lecturas de actividad (%) de papaina. Actividad
proteolitica ante la cistatina AZCPI purificada (Cuadro 19).
% de Actividad
R1 R2 R3 Y%A DE
100.00 100.00 100.00 100 0.0000
100.70 93.67 97.59 97 3.5264
62.32 59.33 62.07 61 1.6579
43.66 41.00 43.45 43 1.4791
27.82 24.33 23.45 25 2.3095
12.68 13.00 10.34 12 1.4485
9.15 8.67 5.52 8 1.9744
4.93 3.00 2.41 3 1.3163
0.0 0.0 0.0 0.0 1.2718
0.0 0.0 0.0 0.0 0.8357
0.0 0.0 0.0 0.0 6.4511

R= Repeticion, %A= Porciento de actividad, DE= Desviacion estandar

Cuadro 21.- Promedios de lecturas de inhibicion de papaina (%). Inhibicion de

actividad proteolitica por la cistatina AhCPI purificada (Cuadro 19).
% de Inhibicion



R1 R2 R3 Y%L DE

0.0 0.0 0.0 0 0.0000

0.0 6.33 241 3 3.5264
37.68 40.67 37.93 39 1.6579
56.34 59.00 56.55 57 1.4791
72.18 75.67 76.55 75 2.3095
87.32 87.00 89.66 88 1.4485
90.85 91.33 94.48 92 1.9744
95.07 97.00 97.59 97 1.3163
104.23 106.67 104.83 105 1.2718
106.34 104.67 105.52 106 0.8357
111.62 110.67 100.00 107 6.4511

R= Repeticion, %I= Porciento de inhibicion, DE= Desviacion estandar

Cuadro 22.- Promedios de lecturas de actividad proteolitica residual de ficina. Ante
concentraciones de cistatina A#CPI purificada.

Ahcpl pg/ul R1 R2 R3 X *Abs. DE

0 0.0261 0.0269 0.027 0.0267 0.0005
29 0.0259 0.0262 0.0267 0.0263 0.0004
5.8 0.0244 0.0248 0.0245 0.0246 0.0002
8.7 0.022 0.0228 0.0211 0.0220 0.0009
11.6 0.0199 0.0198 0.0186 0.0194 0.0007
14.5 0.0168 0.0165 0.0171 0.0168 0.0003
17.4 0.0147 0.0149 0.0141 0.0146 0.0004
20.3 0.0123 0.0122 0.013 0.0125 0.0004
232 0.0104 0.0106 0.0102 0.0104 0.0002
26.1 0.0078 0.009 0.009 0.0086 0.0007
29 0.0076 0.0067 0.0076 0.0073 0.0005

* Absorbancia a una longitud de onda de 410 nm.. R= Repeticiones de lecturas de absorbancias.

Cuadro 23.- Promedios de lecturas de actividad (%) de ficina. Actividad proteolitica
ante la cistatina AZCPI purificada (Cuadro 22).
% de Actividad



R1 R2 R3 - SD

X
98 101 101 100 1.8475
97 98 100 98 1.5137
91 93 92 92 0.7797
82 85 79 82 3.1854
75 74 70 73 2.7094
63 62 64 63 1.1236
55 56 53 55 1.5593
46 46 49 47 1.6325
39 40 38 39 0.7491
29 34 34 32 2.5948
28 25 28 27 1.9461

R= Repeticion, %A= Porciento de actividad, DE= Desviacion estandar

Cuadro 24.- Promedios de lecturas de inhibicion (%) de ficina. Inhibicion de
actividad proteolitica por la cistatina AZCPI purificada (Cuadro 22).
% de Inhibicion

R1 R2 R3 X ol DE
2.25 -0.75 -1.12 0 1.8475
3.00 1.87 0.00 2 1.5137
8.61 7.12 8.24 8 0.7797
17.60 14.61 20.97 18 3.1854
25.47 25.84 30.34 27 2.7094
37.08 38.20 35.96 37 1.1236
44 .94 44.19 47.19 45 1.5593
53.93 54.31 51.31 53 1.6325
61.05 60.30 61.80 61 0.7491
70.79 66.29 66.29 68 2.5948
71.54 74.91 71.54 73 1.9461

R= Repeticion, %I= Porciento de inhibicion, DE= Desviacion estandar

Cuadro 25.- Promedios de lecturas de actividad proteolitica residual de bromelaina.
Ante concentraciones de cistatina AZCPI purificada.



AhCPI pg/ul

0
2.04
4.08
6.12
8.16
10.2
12.24
14.28
16.32
18.36

20.4
22.44

R1

0.0317
0.0322
0.0311
0.0329
0.0332
0.0349

0.038
0.0347
0.0355
0.0338
0.0353
0.0376

R2

0.03112
0.0317
0.0313
0.0332
0.0359
0.0379
0.0377
0.0352
0.0356
0.0337
0.0351
0.0347

R3

0.0321
0.0315
0.0338
0.0326
0.0327
0.033
0.0357
0.0334
0.0338
0.0

0.0

0.0

X *Abs.
0.0316
0.0318
0.0321
0.0329
0.0339
0.0353
0.0371
0.0344
0.0350
0.0338
0.0352
0.0362

SD

0.0005
0.0004
0.0015
0.0003
0.0017
0.0025
0.0013
0.0009
0.0010
0.0001
0.0001
0.0021

*Absorbancia a una longitud de onda de 410 nm.. R= Repeticiones de lecturas de absorbancias.

Cuadro 26.- Promedios de lecturas de actividad (%) de ficina. Actividad proteolitica
ante la cistatina AZCPI purificada (Cuadro 25).
% de Actividad

R= Repeticion, %A= Porciento de actividad, DE= Desviacion estandar

R1

119
121
116
123
124
131
142
130
133
127
132
141

R2

117
119
117
124
134
142
141
132
133
126
131
130

R3

120
118
127
122
122
124
134
125
127
0
0
0

X %A bE
119 1.8455
119 1.3504
120 5.6346
123 1.1236
127 6.4473
132 9.2528
139 4.6829
129 3.4800
131 3.7888
84 72.9799
88 76.1160
90 78.3578

Cuadro 27.- Promedios de lecturas de inhibicion

(%) de ficina.

actividad proteolitica por la cistatina AACPI purificada (Cuadro 22).
% de Inhibicion

Inhibicion de



R1 R2 R3 Y%l SD
-18.73  -16.55 -20.22 -19 1.8455
-20.60  -18.73 -17.98 -19 1.3504
-16.48  -17.23 -26.59 -20 5.6346
-23.22  -24.34 -22.10 -23 1.1236
-24.34  -34.46 -22.47 -27 6.4473
-30.71 -41.95 -23.60 -32 9.2528
-42.32  -41.20 -33.71 -39 4.6829
-29.96  -31.84 -25.09 -29 3.4800
-32.96  -33.33 -26.59 -31 3.7888
-26.59  -26.22 100.00 16 72.9799
-32.21 -31.46 100.00 12 76.1160
-40.82  -29.96 100.00 10 78.3578

R= Repeticion, %A= Porciento de actividad, DE= Desviacion estdndar

TITULACION DE SITIO ACTIVO DE CISTEIN-PROTEASA EN BASE AL
INHIBIDOR E-64.

Cuadro 28.- Lecturas de absorbancias de actividad proteolitica de papaina ante
E-64. Lecturas a una A de 410 nm.

[E-64 uM] R1 R2 R3S e DS

0 0.3088 0.3172 0.3002  0.3087 0.0085
0.04 0.2488 0.245 0.2551 0.2496 0.0051
0.08 0.2058 0.2064 0.2051 0.2058 0.0007
0.12 0.1627 0.1772 0.1636  0.1678 0.0081
0.16 0.1424 0.1313 0.1298  0.1345 0.0069
0.2 0.0718 0.077 0.0725  0.0738 0.0028
0.24 0.0119 0.0048 0.006  0.0076 0.0038
0.28 0.0357 0.0203 0.0057  0.0206 0.0150
0.32 0.0061 0.0095 0.0088  0.0081 0.0018
0.36 0.0578 0.0088 0.0112  0.0259 0.0276
0.4 0.0082 0.0016 0.0016  0.0038 0.0038

R= Repeticion, Abs= Absorbancias, DE= Desviacion estandar

Cuadro 29.- Unidades de Actividad de papaina ante E-64. Actividad proteolitica en
base a concentraciones uM de E-64 (Cuadro 28).
Unidades de Actividad

R1 R2 R3 SD

X UA



30.88 31.72 30.02 31 0.8500

24.88 24.50 25.51 25 0.5101
20.58 20.64 20.51 21 0.0651
16.27 17.72 16.36 17 0.8124
14.24 13.13 12.98 13 0.6883
7.18 7.70 7.25 7 0.2822
1.19 0.48 0.60 1 0.3800
3.57 2.03 0.57 2 1.5002
0.61 0.95 0.88 1 0.1795
5.78 0.88 1.12 3 2.7623

0.82 0.16 0.16 0 0.3811

R= Repeticion, Abs= Absorbancias, DE= Desviacion estandar

Cuadro 30.- Lecturas de absorbancias de actividad proteolitica de ficina ante
E-64. Lecturas auna A de 410 nm.

[E-64 pM] R1 R2 R3S o SD
0 0.3057 0.3139 0.2906  0.3034  0.0118
0.02 0.258 0.2722 02739  0.2680  0.0087
0.04 0.2512 0.2508 0.2539 02520  0.0017
0.06 0.1946 0.2086 0.2097  0.2043  0.0084
0.08 0.1561 0.157 0.159  0.1574  0.0015
0.1 0.1191 0.1142 0.1133 0.1155  0.0031
0.12 0.0798 0.074 0.0732  0.0757  0.0036
0.14 0.051 0.0438 0.0445 0.0464  0.0040
0.16 0.0219 0.0175 0.0142  0.0179  0.0039
0.18 0.0091 0.0059 0.0063 0.0071 0.0017
0.2 0.0055 0.0056 0.0064  0.0058  0.0005

R= Repeticion, Abs= Absorbancias, DE= Desviacion estandar

Cuadro 31.- Unidades de Actividad de ficina ante E-64. Actividad proteolitica en base a
concentraciones UM de E-64 (Cuadro 30).
Unidades de Actividad
R1 R2 R3 - SD



30.57
25.80
25.12
19.46
15.61
11.91
7.98
5.10
2.19
0.91
0.55

R= Repeticion, Abs= Absorbancias, DE= Desviacion estandar

ENSAYOS DE INHIBICION SOBRE PLACAS DE ELISA UTILIZANDO

31.39
27.22
25.08
20.86
15.70
11.42
7.40
4.38
1.75
0.59
0.56

CISTATINA AhCPI PURIFICADA

29.06
27.39
25.39
20.97
15.90
11.33
7.32
4.45
1.42
0.63
0.64

1.1819
0.8731
0.1686
0.8418
0.1484
0.3121
0.3602
0.3970
0.3863
0.1744
0.0493

LA



Cuadro 33.-

Fusarium

AhCPI
0 pg/ml
120 pg/ml
240 pg/ml
400 pg/ml
600 pg/ml
800 pg/ml

AhCPI
0 pg/ml
120 pg/ml
240 pg/ml
400 pg/ml
600 pg/ml
800 pg/ml

AhCPI
0 png/ml
120 pg/ml
240 pg/ml
400 pg/ml
600 pg/ml
800 pg/ml

AhCPI
0 pg/ml
120 pg/ml
240 pg/ml
400 pg/ml
600 pg/ml
800 pg/ml

Lecturas
oxysporum.
recombinante AhZCPI purificada.

Lecturas de absorbancia a las 0 hr

R1

0.105
0.114
0.117
0.113
0.118
0.117

0.0910
0.0990
0.1030
0.1010
0.1060
0.0960

0.14
0.126
0.13
0.121
0.115
0.096

0.429
0.256
0.157
0.093
0.094
0.096

R2
0.111
0.126
0.116
0.121
0.122
0.114

0.1050
0.1220
0.1110
0.1160
0.1120
0.1040

0.171
0.206
0.145
0.144
0.133
0.104

0.477
0.423
0.136
0.102
0.097
0.097

R3
0.112
0.114
0.116
0.123
0.12
0.102

0.1190
0.1110
0.1090
0.1170
0.1060
0.1030

0.203
0.151
0.13
0.127
0.119
0.1

0.497
0.294
0.133
0.097
0.093
0.097

Promedio

0.1093
0.1180
0.1163
0.1190
0.1200
0.1110

0.1050
0.1107
0.1077
0.1113
0.1080
0.1010

0.1713
0.1610
0.1350
0.1307
0.1223
0.1000

0.4677
0.3243
0.1420
0.0973
0.0947
0.0967

SD
0.00379
0.00693
0.00058
0.00529
0.00200
0.00794

Lecturas a las 6 hr

0.01400
0.01150
0.00416
0.00896
0.00346
0.00436

Lecturas a las 12 hr

0.03150
0.04093
0.00866
0.01193
0.00945
0.00400

Lecturas a las 24 hr

0.03495
0.08753
0.01308
0.00451
0.00208
0.00058

concentraciones de

de Absorbancia a A 592 nm Yy de crecimiento (%) de

En presencia de diferentes cistatina

Lecturas % de crecimiento a las 0 hr

R1
100.00
108.57
111.43
107.62
112.38
111.43

100.00
108.79
113.19
110.99
116.48
105.49

100.00
90.00
92.86
86.43
82.14
68.57

100.00
59.67
36.60
21.68
21.91
22.38

R2
100.00
113.51
104.50
109.01
109.91
102.70

100.00
116.19
105.71
110.48
106.67

99.05

100.00
120.47
84.80
84.21
77.78
60.82

100.00
88.68
28.51
21.38
20.34
20.34

R3
100.00
101.79
103.57
109.82
107.14

91.07

100.00
93.28
91.60
98.32
89.08
86.55

100.00
74.38
64.04
62.56
58.62
49.26

100.00
59.15
26.76
19.52
18.71
19.52

Promedio
100
108
107
109
110
102

100
106
103
107
104

97

100
95
81
78
73
60

100
69
31
21
20
21

SD %
1E-14
6E+00
4E+00
1E+00
3E+00
1E+01

1E-14
1E+01
1E+01
TE+00
1E+01
1E+01

0E+00
2E+01
1E+01
1E+01
1E+01
1E+01

0E+00
2E+01
5SE+00
1E+00
2E+00
1E+00



AhCPI

0 pg/ml

120 pg/ml
240 pg/ml
400 pg/ml
600 pg/ml
800 pg/ml

AhCPI

0 pg/ml

120 pg/ml
240 pg/ml
400 pg/ml
600 pg/ml
800 pg/ml

AhCPI
0 png/ml

120 pg/ml
240 pg/ml
400 pg/ml
600 pg/ml
800 pg/ml

AhCPI
0 png/ml
120 pg/ml
240 pg/ml
400 pg/ml
600 pg/ml
800 pg/ml

Lecturas de absorbancia a las 30 hr

0.525
0.357

0.25
0.095
0.095
0.098

0.586
0.468
0.379

0.11
0.114
0.097

0.665

0.499
0.476
0.105
0.113
0.099

0.603

0.51
0.561
0.093
0.098
0.101

0.605
0.521
0.206
0.113
0.111
0.104

0.695
0.636
0.313
0.129

0.13
0.112

0.705

0.692
0.445
0.136
0.136
0.102

0.748
0.713
0.562
0.114
0.113
0.104

0.624
0.402
0.197
0.109
0.104
0.099

0.696
0.541
0.286
0.125
0.123
0.101

0.735

0.626
0.399

0.13
0.121
0.102

0.751
0.642
0.516
0.115
0.095
0.102

0.5847
0.4267
0.2177
0.1057
0.1033
0.1003

0.6590
0.5483
0.3260
0.1213
0.1223
0.1033

0.7017

0.6057
0.4400
0.1237
0.1233
0.1010

0.7007
0.6217
0.5463
0.1073
0.1020
0.1023

0.05254
0.08474
0.02836
0.00945
0.00802
0.00321

Lecturas a las 36 hr

0.06322
0.08424
0.04784
0.01002
0.00802
0.00777

Lecturas a las 42 hr

0.09809
0.03874
0.01644
0.01168
0.00173

Lecturas a las 48 hr

0.08460
0.10302
0.02627
0.01242
0.00964
0.00153

Lecturas de % crecimiento a las 30 hr

100.00
68.00
47.62
18.10
18.10
18.67

100.00
79.86
64.68
18.77
19.45
16.55

0.03512
100.00
75.04
71.58
15.79
16.99
14.89

100.00
84.58
93.03
15.42
16.25
16.75

100.00
86.12
34.05
18.68
18.35
17.19

100.00
91.51
45.04
18.56
18.71
16.12

100.00

98.16
63.12
19.29
19.29
14.47

100.00
95.32
75.13
15.24
15.11
13.90

100.00
64.42
31.57
17.47
16.67
15.87

100.00
77.73
41.09
17.96
17.67
14.51

100.00

85.17
54.29
17.69
16.46
13.88

100.00
85.49
68.71
15.31
12.65
13.58

100
73
38
18
18
17

100
83
50
18
19
16

100

86
63
18
18
14

100
88
79
15
15
15

0E+00
1E+01
9E+00
6E-01
9E-01
1E+00

0E+00
7E+00
1E+01
4E-01
9E-01
1E+00

0E+00

1E+01
9E+00
2E+00
2E+00
5E-01

1E-14
6E+00
1E+01
9E-02
2E+00
2E+00



Cuadro 34.-

Lecturas

Sclerotium cepivorum.
recombinante AZCPI purificada.
Lecturas de absorbancia a las 0 hr

AhCPI
0 png/ml

40 pg/ml
80 pg/ml
120 pg/ml
160 pg/ml
200 pg/ml

AhCPI
0 png/ml

40 pg/ml
80 pg/ml
120 pg/ml
160 pg/ml
200 pg/ml

AhCPI
0 png/ml

40 pg/ml
80 pg/ml
120 pg/ml
160 pg/ml
200 pg/ml

AhCPI
0 png/ml

40 pg/ml
80 pg/ml
120 pg/ml
160 pg/ml
200 pg/ml

R1
0.138

0.159
0.214
0.169
0.245
0.132

0.106
0.237
0.206
0.143
0.195
0.098

0.102
0.13
0.141
0.149
0.124
0.103

0.091
0.226
0.132
0.121
0.187
0.105

R2
0.117

0.171
0.27
0.209
0.153

0.098

0.261
0.14

0.129

0.097

0.09
0.252
0.17
0.169
0.113
0.106

0.089
0.231
0.187
0.189
0.18
0.108

R3
0.178

0.206
0.155
0.264

0.13

0.153
0.209
0.12
0.139

0.121

0.145
0.234
0.1
0.109
0.193
0.11

0.152
0.2
0.108
0.11
0.208
0.14

de Absorbancia a A 592 nm y de crecimiento (%) de
cistatina

En presencia de diferentes concentraciones de

Promedio
0.1443

0.1825
0.1800
0.2343
0.2270
0.1383

0.1190
0.2230
0.1957
0.1407
0.1620
0.1053

0.1123
0.2053
0.1370
0.1423
0.1433
0.1063

0.1107
0.2190
0.1423
0.1400
0.1917
0.1177

SD
0.03099

0.03323
0.03051
0.05666
0.02546
0.01274

Lecturas a las 12 hr

0.02972
0.01980
0.07107
0.00208
0.04667
0.01358

Lecturas a las 18 hr

0.02892
0.06586
0.03517
0.03055
0.04336
0.00351

Lecturas a las 24 hr

0.03581
0.01664
0.04050
0.04279
0.01457
0.01940

Lecturas de % de crecimiento a las 0 hr

R1
100.00

115.22
155.07
122.46
177.54
95.65

100.00
223.58
194.34
134.91
183.96
92.45

100.00
127.45
138.24
146.08
121.57
100.98

100.00
248.35
145.05
132.97
205.49
115.38

R2
100.00

0.00
146.15
230.77
178.63
130.77

100.00
0.00
266.33
142.86
131.63
98.98

100.00
280.00
188.89
187.78
125.56
117.78

100.00
259.55
210.11
212.36
202.25
121.35

R3
100.00

115.73
87.08
148.31
0.00
73.03

100.00
136.60
78.43
90.85
0.00
79.08

100.00
161.38
68.97
75.17
133.10
75.86

100.00
131.58
71.05
72.37
136.84
92.11

Promedio
100

77

129
167
119
100

100
120
180
123
105
90

100
190
132
136
127
98

100
213
142
139
182
110

SD %
1E-14

7E+01
4E+01
6E+01
1E+02
3E+01

0E+00
1E+02
9E+01
3E+01
9E+01
1E+01

0.0E+00
8.0E+01
6.0E+01
5.7E+01
5.9E+00
2.1E+01

1E-14
7E+01
7E+01
7E+01
4E+01
2E+01



AhCPI

0 png/ml
40 pg/ml
80 pg/ml
120 pg/ml
160 pg/ml
200 pg/ml

AhCPI
0 pg/ml

40 pg/ml
80 pg/ml
120 pg/ml
160 pg/ml
200 pg/ml

AhCPI
0 png/ml

40 pg/ml
80 pg/ml
120 pg/ml
160 pg/ml
200 pg/ml

AhCPI
0 png/ml

40 pg/ml
80 pg/ml
120 pg/ml
160 pg/ml
200 pg/ml

AhCPI
0 png/ml

40 pg/ml
80 pg/ml
120 pg/ml
160 pg/ml
200 pg/ml

Lecturas de absorbancia a las 30 hr

0.095
0.129
0.121
0.131
0.264

0.11

0.12
0.176
0.139
0.197
0.283
0.128

0.195
0.302
0.185
0.157
0.262
0.142

0.252
0.171
0.115

0.12
0.188
0.297

0.351
0.176
0.167

0.19
0.228
0.316

0.099
0.22
0.171
0.217
0.159
0.1

0.108
0.211
0.169
0.131
0.164
0.116

0.18
0.202
0.189

0.15
0.153
0.138

0.571
0.164
0.112
0.154
0.141
0.114

0.611
0.161
0.13
0.151
0.13
0.112

0.15
0.143
0.11
0.139
0.237
0.153

0.149

0.16
0.105
0.192
0.206
0.114

0.157
0.146
0.098
0.122
0.302
0.123

0.403
0.147
0.112
0.114
0.242
0.124

1.149
0.153
0.099
0.114
0.204
0.128

0.1147
0.1640
0.1340
0.1623
0.2200
0.1210

0.1257
0.1823
0.1377
0.1733
0.2177
0.1193

0.1773
0.2167
0.1573
0.1430
0.2390
0.1343

0.4087
0.1607
0.1130
0.1293
0.1903
0.1783

0.7037
0.1633
0.1320
0.1517
0.1873
0.1853

0.03066
0.04900
0.03251
0.04751
0.05453
0.02816

0.02108
0.02608
0.03202
0.03675
0.06035
0.00757

0.01914
0.07903
0.05142
0.01852
0.07712
0.01002

0.15958
0.01234
0.00173
0.02157
0.05054
0.10289

Lecturas a las 54 hr

0.40699
0.01168
0.03404
0.03800
0.05108
0.11344

Lecturas de % de crecimiento a las 30 hr

100.00
135.79
127.37
137.89
277.89
115.79

Lecturas a las 36 hr

100.00
146.67
115.83
164.17
235.83
106.67

Lecturas a las 42 hr

100.00
154.87
94.87
80.51
134.36
72.82

Lecturas a las 48 hr

100.00
67.86
45.63
47.62
74.60

117.86

100.00
50.14
47.58
54.13
64.96
90.03

100.00
222.22
172.73
219.19
160.61
101.01

100.00
195.37
156.48
121.30
151.85
107.41

100.00
112.22
105.00
83.33
85.00
76.67

100.00
28.72
19.61
26.97
24.69
19.96

100.00
26.35
21.28
24.71
21.28
18.33

100.00
95.33
73.33
92.67

158.00

102.00

100.00
107.38
70.47
128.86
138.26
76.51

100.00
92.99
62.42
77.71

192.36
78.34

100.00
36.48
27.79
28.29
60.05
30.77

100.00
13.32
8.62
9.92
17.75
11.14

100
151
124
150
199
106

100
150
114
138
175

97

100
120
87
81
137
76

100
44
31
34
53
56

100
30
26
30
35
40

0E+00
6E+01
S5E+01
6E+01
7E+01
8E+00

1E-14
4E+01
4E+01
2E+01
SE+01
2E+01

0E+00
3E+01
2E+01
3E+00
SE+01
3E+00

0E+00
2E+01
1E+01
1E+01
3E+01
SE+01

1E-14
2E+01
2E+01
2E+01
3E+01
4E+01



Cuadro 35.-
Rhizoctonia solani.
recombinante Ah#CPI purificada.

AhCPI

0 pg/ml
40 pg/ml
80 png/ml
120 pg/ml
160 pg/ml
200 pg/ml
240 pg/ml

AhCPI
0 pg/ml
40 pg/ml
80 pg/ml
120 pg/ml
160 pg/ml
200 pg/ml
240 pg/ml

AhCPI
0 pg/ml
40 pg/ml
80 pg/ml
120 pg/ml
160 pg/ml
200 pg/ml
240 pg/ml

AhCPI

0 pg/ml
40 pg/ml
80 pg/ml
120 pg/ml
160 pg/ml
200 pg/ml
240 pg/ml

Lecturas de absorbancia a las 0 hr

R1
0.101
0.1
0.546
0.526

0.098

0.18
0.099
0.089
0.36
0.03
0.373
0.099

0.251
0.139
0.097
0.635
0.095
0.628
0.098

0.459
0.176
0.12

0.535

0.536
0.099

Lecturas

R2
0.291
0.143
0.12

0.758
0.108

0.55
0.097
0.098

0.632
0.211

0.765
0.128
0.103
0.167
0.096
0.201
0.153

1.02

0.164
0.116
0.711
0.213
0.142
0.112

En presencia de

R3
0.617
0.105
0.108
0.591
0.641
0.332
0.77

0.233
0.132
0.098
0.35
0.1904

0.102

1.185
0.127
0.091
0.488
0.348
0.097
0.098

1.431
0.163
0.112
0.74

0.385
0.11

0.101

diferentes

Promedio SD

0.4540
0.1163
0.1093
0.5685
0.5835
0.5450
0.3253

0.3210
0.1093
0.0950
0.3550
0.1102
0.5025
0.1373

0.7337
0.1313
0.0970
0.4300
0.1797
0.3087
0.1163

0.9700
0.1677
0.1160
0.6620
0.2990
0.2627
0.1040

0.23052
0.02318
0.01007
0.03182
0.08132
0.30123
0.38513

de Absorbancia a A 592 nm y de crecimiento (%) de
concentraciones de

cistatina

Lecturas de % de crecimiento las 0 hr

Promedio SD %

R1 R2
100 100
114.77 49.14
113.64 41.24
620.45 0.00
597.73 0.00
0.00 260.48
111.36 37.11

Lecturas alas 12 hr

0.20008
0.01966
0.00520
0.00707
0.11342
0.18314
0.06381

100.00 100.00

55.00 17.64
49.44 17.82
200.00 0.00
16.67  0.00
207.22 11491
55.00 38.36

Lecturas alas 18 hr

0.46779
0.00666
0.00600
0.23933
0.14578
0.28140
0.03175

100.00 100.00

55.38 16.73
38.65 13.46
25299 21.83
37.85 12.55
250.20 26.27
39.04 20.00

Lecturas a las 24 hr

0.48793
0.00723
0.00400
0.11094
0.12162
0.23725
0.00700

100.00 100.00

3834 16.08
26.14 11.37
116.56 69.71
0.00 20.88
116.78 13.92
21.57 10.98

R3

100
17.02
17.50
95.79
103.89
53.81
124.80

100.00
56.65
42.06
150.21
81.72
0.00
43.78

100.00
10.72
7.68
41.18
29.37
8.19
8.27

100.00
16.80
11.55
76.29
39.69
11.34
10.41

67
60
57
239
234
105
91

100
43
36
117
33
107
46

100
28
20
105
27
95
22

100
24
16
88
20
47
14

6E+01
SE+01
SE+01
3E+02
3E+02
1E+02
SE+01

0E+00
2E+01
2E+01
1E+02
4E+01
1E+02
8E+00

0.0E+00
2.4E+01
1.6E+01
1.3E+02
1.3E+01
1.3E+02
1.6E+01

1E-14

1E+01
8E+00
3E+01
2E+01
6E+01
6E+00



AhCPI Lecturas de absorbancia a las 30 hr Lecturas de % a las 30 hr

0 pg/ml 0.617 1.214 1.525 1.1187  0.46145 100.00 100.00 100.00 100 OE+00
40 pg/ml 0.194 0.168 0.182 0.1813  0.01301 3144 13.84 1193 19 1E+01
80 png/ml 0.144 0.129 0.126 0.1330  0.00964 2334 10.63  8.26 14  8E+00
120 pg/ml = 0.269 0.464 0.412 0.3817  0.10098 43.60 3822 27.02 36 8E+00
160 pg/ml  0.105 0.111 0.52 0.2453  0.23789 17.02  9.14  34.10 20 1E+01
200 pg/ml | 0.62 0.137 0.156 0.3043  0.27354 10049 11.29 10.23 41  5E+01
240 pg/ml = 0.099 0.104 0.102 0.1017  0.00252 16.05  8.57 6.69 10  SE+00

Lecturas alas 36 hr
AhCPI

0 pg/ml 0.744 1.289 1.667 1.2333  0.46401 100.00 100.00 100.00 100 OE+00
40 pg/ml 0.235 0.195 0.2 0.2100  0.02179 31.59 15.13 12.00 20 1E+01
80 pg/ml 0.148 0.133 0.132 0.1377  0.00896 19.89 1032  7.92 13 6E+00
120 pg/ml  0.596 0.547 0.499 0.5473  0.04850 80.11 42.44 2993 51  3E+01
160 pg/ml  0.095 0.095 0.217 0.1357  0.07044 12.77  7.37 13.02 11 3E+00
200 pg/ml | 1.382 0.274 0.137 0.5977  0.68270 185.75 2126  8.22 72 1E+02
240 pg/ml | 0.11 0.105 0.101 0.1053  0.00451 14.78  8.15 6.06 10  5E+00

Lecturas alas 42 hr
AhCPI

0 pg/ml 0.826 1358 1.679 1.2877  0.43083 100.00 100.00 100.00 100 OE+00
40 pg/ml 0.296 0.268 0.252 0.2720  0.02227 35.84 19.73 15.01 24 1E+01
80 pg/ml 0.177 0.146 0.134 0.1523  0.02219 2143 10.75  7.98 13 7E+00
120 pg/ml  0.692 0.587 0.512 0.5970  0.09042 83.78 43.23  30.49 52 3E+01
160 pg/ml  0.096 0.094 0.154 0.1147  0.03408 11.62  6.92 9.17 9 2E+00
200 pg/ml | 1476 0.277 0.256 0.6697  0.69838 178.69 20.40 15.25 71  9E+01
240 pg/ml | 0.105 0.105 0.125 0.1117  0.01155 12.71 7.73 7.44 9 3E+00

Lecturas alas 48 hr
AhCPI

0 pg/ml 0.954 1.485 1.721 1.3867  0.39284 100.00 100.00 100.00 100 1E-14
40 pg/ml 0.445 0.434 0.395 0.4247  0.02627 46.65 29.23 2295 33  1E+01
80 pg/ml 0.267 0.223 0.202 0.2307  0.03317 2799 15.02 11.74 18  9E+00
120 pg/ml  0.864 0.587 0.526 0.6590  0.18014 90.57 39.53 30.56 54  3E+01
160 pg/ml  0.109 0.119 0.196 0.1413  0.04761 11.43 8.01 11.39 10  2E+00
200 pg/ml | 0.985 0.209 0.428 0.5407  0.40008 103.25 14.07 24.87 47  SE+01
240 pg/ml  0.105 0.108 0.108 0.1070  0.00173  11.01 7.27 6.28 8 2E+00



PREPARACION DE SOLUCIONES

Buffer de activacion de titulacion de

sitio activo (Papaina pH 6.8).

Fosfatos de Sodio 50 mM. Fosfatos de Sodio 0.1 M.
EDTA 10 mM. EDTA 4 mM.
DTT 2.5 mM. DTT 8 mM.

Buffer de activacion de titulacion de

sitio activo (Ficina pH 7).

Fosfatos de Sodio 50 mM. Fosfatos de Sodio 0.1 M.
EDTA 10 mM. EDTA 4 mM.
DTE 2.5 mM. DTE 8 mM.

Los buffers de titulacion de sitio
activo y de actividad inhibitoria se les

Fosfatos de Sodio 100 mM. adicionan el DTT o DTE hasta el
KCl 0.3 M momento en que vallan a ser usados.
EDTA 0.1 mM. Nunca antes, solo preparar lo
DTE 3 mM. correspondiente al ensayo.

Solucién cistein proteasa para actividad inhibitoria

Papaina 0.1 mg/ ml H,O.
Ficina 1.5 mg/ ml H,O.
Bromelaina 3.5 mg/ ml H,O.

Solucion cistein proteasa para titulacion de sitio activo
Papaina 20 pM.
Ficina 4.75 mg/ ml.

Bromelaina



 Sustratos para actividad inhibitoria  Sustratos para titulaci6n de sitio Activo.

Papaina BAPA 10 mM/ml DMSO Papaina BAPA 0.1 M/ ml DMSO
Ficina BAPA 10 mM/ ml DMSO Ficina BAPA 0.1 M/ml DMSO
Bromelaina BAPA 10 mM/ml DMSO Bromelaina
DMSO (Para disolver BAPA) DMSO (Para disolver BAPA)

- Inhibidor para titulacién de sitio activo

Cistatina E-64 20 pM (diluir 1:1 agua/etanol).
Permanece viable por un mes a - 20°C.

Agar bacterioldgico I5g Papa 200 g
Carbonato de Calcio 3 g D-Glucosa 10g
Jugo V8 (clarificado) 160 ml (centrifugado Agar bacteriolégico 18

10 min/ 3000rpm). H,O0 Aforaral Lt
H;0 840 ml

PDA DIFCO 39¢g
PDB DIFCO 24 ¢
PDB 1/3 DIFCO 8g



