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Resumen

Actualmente ha aumentado considerablemente la investigaciéon en el desarrollo de
agentes antimicrobianos naturales en areas tan diversas como la salud, agricultura,
industria alimentaria, preservacion de materiales de construccion, etc. Este interés
se debe al aumento de la resistencia de los microorganismos a las drogas o
compuestos quimicos convencionales y a los problemas a nivel ambiental que
genera la produccién y la aplicacién de estos productos. Las plantas son una reserva
importante de compuestos bioactivos con actividad farmacolégica per se o como
punto de partida para el desarrollo nuevas drogas. En el correr de la evolucién han
desarrollado mecanismos de defensa, constitutivos e inducidos, como barreras
fisicas y/o produccién de compuestos insecticidas y/o antimicrobianos. Estos
ultimos pueden ser proteinas relacionadas a la patogénesis (proteinas PRs,
pathogenics released) o metabolitos secundarios como fenoles y otros compuestos
organicos de bajo peso molecular. Dentro de las PRs se encuentran los AMPs:
péptidos pequefios, producidos por un Unico gen que proporcionan una respuesta
inmune relativamente rapida y de bajo costo energético que complementa al sistema
inmune adaptativo. Los compuestos fenoélicos se forman por vias multienzimaticas,
se localizan en casi todos los tejidos (hoja, frutos, semillas, raices, madera y corteza)
y juegan un rol probablemente antioxidante y fungicida. Ademas la capacidad de
formar complejos estables con polimeros estructurales los vincula con la

durabilidad natural de la madera de algunas plantas lefiosas.

En este trabajo se caracterizan AMPs y compuestos fenolicos en funcion de la
actividad antimicrobiana. En el Capitulo 2 se analizan y verifican posibles
defensinas, secuencias obtenidas de transcriptomas de semillas germinadas de las
plantas nativas Maytenus ilicifolia (congorosa) y Peltophorum dubium (ibirapita).
Uno de los péptidos verificados fue producido heter6logamente en E.coli analizando
su actividad contra microorganismos patdgenos vegetales y humanos. En el capitulo
3 se analiza la actividad de compuestos fendlicos, extraidos quimicamente de
madera de la especie Gleditsia triacanthos L., contra hongos xil6fagos para
determinar su potencialidad como componentes principales de mezclas

preservantes de madera, de origen natural.
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Historicamente la naturaleza ha sido fuente de inspiracién para el desarrollo de
productos de diversos usos. En la actualidad, tanto desde la industria como desde la
academia, la busqueda y el desarrollo de procesos y productos amigables con el
medio ambiente es cada vez mas importante. El uso de agroquimicos, muchos de
ellos perjudiciales para el ambiente y la salud de productores y consumidores, esta
siendo cuestionado desde diversos ambitos sociales. En este sentido, a nivel mundial
ha aumentado considerablemente la investigacién en el desarrollo de agentes
antimicrobianos naturales en areas tan diversas como la salud, agricultura, industria
alimentaria, preservacion de materiales para la construccion, etc. La demanda de
productos “mas verdes” para el manejo de plagas ha llevado al incremento del
desarrollo de nuevos bioplaguicidas (Cantrell et al, 2012). Este interés se debe no
solo a los problemas a nivel ambiental que genera la produccién y la aplicacion de
estos productos sino al aumento de la resistencia de los microorganismos a las

drogas o compuestos quimicos convencionales (revision Hayek et al,, 2013).

Particularmente las plantas han demostrado, desde tiempos remotos, ser una
reserva importante de compuestos bioactivos con actividad farmacoldgica per se o
han sido fuente de descubrimiento de nuevas moléculas para el desarrollo de drogas
(Gurib-Fakim, 2006). En el correr de la evoluciéon han desarrollado mecanismos de
defensa constitutivos e inducidos que les permiten afrontar el ataque de
depredadores de diversos tipos: herbivoros, hongos, insectos, bacterias, protozoos o
virus. Estos mecanismos incluyen barreras fisicas como tejidos epidérmicos
quitinizados y lignificados y/o la produccion de compuestos antimicrobianos. Estos
ultimos pueden ser proteinas relacionadas a la patogénesis (proteinas PRs,
pathogenics released) o metabolitos secundarios como fenoles y otros compuestos
organicos de bajo peso molecular. Tanto la capacidad de producir proteinas PRs
como de sintetizar compuestos fenolicos son tempranas en la evolucién y les habria
conferido a algunas plantas una ventaja adaptativa por su accién contra patégenos y

depredadores (Scalbert, 1992; Zasloff, 2002).

Las proteinas PRs han sido clasificadas en 17 familias diferentes. La mayoria son
inducidas por compuestos de sefializacién como el acido salicilico, acido jasmoénico o
etileno, y poseen efecto antimicrobiano in vitro a través de actividades liticas en las

paredes celulares, toxicidad de contacto y desarrollo de sefializacion defensiva (Sels
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et al, 2008). Entre las familias de PRs, tres de ellas codifican para pequefios péptidos
antimicrobianos ricos en cisteinas (AMPs, antimicrobial peptides). Los AMPs junto a
demas efectores de la respuesta innata, constituyen el principal mecanismo de
defensa durante las etapas iniciales de una infeccion. Son péptidos pequefios que
son producidos por un Unico gen y proporcionan una respuesta inmune
relativamente rapida y con un costo energético bajo que complementa al sistema
inmune adaptativo de todos los vertebrados superiores (Bowdish et al, 2005;

revisién Brown y Hancock, 2006).

Los compuestos fendlicos se forman por vias multienzimaticas, se localizan en casi
todos los tejidos (hoja, frutos, semillas, raices, madera y corteza) de un gran nimero
de plantas tanto lefiosas como herbaceas y juegan un rol probablemente
antioxidante y fungicida (Vek et al, 2013). La capacidad de formar complejos
estables con polimeros estructurales celulosa, hemicelulosa y lignina, los vincula con

la durabilidad natural de la madera de algunas plantas lefiosas (Kirker et al, 2013).

En este trabajo se busca caracterizar compuestos naturales en funciéon de la
actividad antimicrobiana. Los Resultados se organizan en dos capitulos, uno relativo
a AMPs y el otro a compuestos fendlicos. En el capitulo 2 se muestra el analisis y
verificacion biolégica de posibles defensinas obtenidas del ensamblado del
transcriptoma de semillas germinadas de las plantas nativas Maytenus ilicifolia
(conogorosa) y Peltophorum dubium (ibirapita). Uno de los péptidos verificados fue
producido en E.coli y se caracterizo en funciéon de su actividad. En el capitulo 3 se
describe un estudio de la actividad de compuestos fenoélicos, extraidos de madera de
la especie Gleditsia triacanthos L., categorizada como “especie invasora de amplia
distribucidon e impacto adverso” (Nebel y Porcile, 2006), contra hongos xil6fagos
para determinar su potencialidad como componentes de mezclas preservantes de

madera, de origen natural y bajo impacto ambiental.
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1.1. Péptidos antimicrobianos (AMPs)

1.2. 1.1.1. Antecedentes y generalidades

A partir de la descripcién, en 1968, del primer AMP del insecto Manduca sexta
(Dunn, 1968), el estudio de estas moléculas ha aumentado considerablemente por
su demostrada actividad contra un amplio rango de organismos: bacterias, hongos,

virus y protozoarios.

En plantas los AMPs se producen principalmente de forma constitutiva en zonas que
estan en contacto con el ambiente exterior como drganos de almacenamiento
(semillas) y células periféricas de tejidos generativos (6rganos reproductivos, frutas
y flores), aunque también pueden ser inducidos luego de una infeccién en estos y
otros tejidos. Numerosos estudios han demostrado que una tnica interaccion entre
la planta y el patégeno es capaz de reclutar o silenciar cientos de genes relacionados
con la expresion de estas moléculas (revision Carvalho y Gomes, 2009; revision
Benko Iseppon et al, 2010). La acumulacién de agentes antimicrobianos puede ser
local, es decir en el lugar donde se produce el ataque, o en una zona distante donde
todavia no se ha producido infeccion. Este fenémeno es conocido como sistema de
induccidn de resistencia (induced systemic resistance, ISR) o sistema de resistencia
adquirida (systemic acquired resistance, SAR) y juega un rol fundamental contra el
ataque de patogenos (Durrant y Dong, 2004). No sdlo presentan actividad contra
patdgenos de plantas, sino también contra patégenos de humanos, por lo que estan
siendo considerados para la produccion de nuevos farmacos y agentes terapéuticos

(revision Mahlapuu et al, 2016).

La mayoria se producen como precursores inactivos mas grandes con un péptido
sefial N-terminal como sefial de secreciéon que luego es clivado (Bals, 2000). Las
modificaciones post-traduccionales incluyen, en algunos casos, glicosilacion,
amidacién carboxi-terminal, isomerizaciéon de aminoacidos, y halogenacion (Zasloff,
2002; revisién Benko Iseppon et al, 2010). El péptido maduro es una molécula de
entre 10 y 50 aminoacidos (peso molecular menor a 10 KDa), con carga neta positiva

que va desde +2 a +11 debido a un exceso de residuos arginina y lisina, una
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proporcion de aproximadamente 50% de residuos hidrofébicos y generalmente un
numero par de residuos de cisteinas conservados (Yeaman y Yount, 2003;
Pasupuleti et al, 2012). En soluciéon adoptan estructuras compactas organizadas
espacialmente de manera anfipatica que les permite tolerar niveles de pH acidos,
solvente organicos y poseer alta estabilidad térmica (Yeaman y Yount, 2003;
Brogden, 2005). La tendencia a formar este tipo de estructuras facilita ademas, su
interaccién e inserciéon en las paredes celulares y membranas de fosfolipidos
anidnicos de los microorganismos que es fundamental para su actividad (revision

Mahlapuu et al, 2016).

La clasificacion de los AMPs en funcién de la fuente (de plantas, animales, bacterias,
insectos, hongos, etc.), actividad biolégica (antibacteriano, antifiingico, antiviral,
insecticida, antiparasitario, etc.), o propiedades fisicoquimicas (carga,
hidrofobicidad, etc.), es muy dificil debido a la cantidad y diversidad de moléculas
que existen. Algunas bases de datos poseen informacién con respecto a secuencia,

estructura y blancos de accion: APD (Antimicrobial Peptide Database

http://aps.unmc.edu/AP/main.php) y CAMP (Collection of Antimicrobial Peptide,

http://www.camp.bicnirrh.res.in/). La primera contiene mas de 2700 secuencias

aisladas de una amplia gama de organismos, siendo la mayoria de mamiferos. La
segunda contiene ademas informacion sobre la estructura tridimensional, dilucidada
por RMN o difracciéon por rayos X, de 757 péptidos, la mitad de los cuales son

péptidos antibacterianos (Figura 1.1-1, revision Deng et al, 2017).

A B

Bacteria 10.6% Others 14.2%
Archaea 0.1% Antiviral 14.5%
Protists 0.3%

A

Antifungal 15.9%

2776 341 Plants 12.3% 757 120

<
2,
%

Animals 76.2% 4’9 Antibacterial 55.4%

Figura 1.1-1. Clasificacion de AMPs caracterizados segun el reino del que fueron aislados. A)
AMPs depositados en la base de datos APD; B) AMPs depositados en la base de datos CAMP
con estructura tridimensional dilucidada. Extraida de Deng et al., 2017
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Esta informacién permite predecir, por homologia de la secuencia primaria, la
estructura secundaria que estd relacionada con la disposicidén y conectividad de
residuos de cisteina. Los miembros de una misma familia muestran generalmente un
patron de plegado globalmente comparable, por lo tanto el modelo a partir de la
secuencia permite su asignacion a un grupo. De hecho la clasificacién de AMPs mas
usada es por su estructura (revision Wang et al, 2015). La adopcion de la estructura
tridimensional implica la formacién de hojas beta, alfa hélices, mezcla de ambas,
resultando en estructuras ciclicas o extendidas que se estabilizan por puentes
disulfuro intramoleculares (Figura 1.1-2a; revision Silva et al, 2011; Wang et al,
2015). En plantas los tipos de AMPs se clasifican en: defensinas, esnaquinas tioninas,
proteinas de transferencia de lipidos, proteinas similares a heveina, y ciclotidos
(Figura 1.1-2b, revision Benko Iseppon et al, 2010; Nawrot et al, 2013; revisién

Mahlapuu et al,, 2016).
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Figura 1.1-2. A) Representacion estructural de AMPs. (A) Péptidos a-hélice; (B) péptidos hojas B; (C)
mezcla de estructuras de a-hélices / hojas B; (D) péptidos ciclicos y (E) hélices extendidas. Los enlaces
disulfuro estan representados en barras y esferas. Extraida de Silva et al, 2011. B) Estructura
tridimensional de diferentes familias. Obtenidas de RCSB Protein Databank. Extraida de Nawrot et al.,
2013
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1.1.2. Defensinas

Entre los AMPs vegetales descritos hasta hoy, los principales componentes del
sistema inmune innato de plantas son las defensinas. Parecen ser los unicos
conservados entre organismos tan distintos como plantas, invertebrados y
vertebrados, constituyendo una superfamilia de proteinas (Thomma et al, 2002;
Oard y Karki, 2006). Esta amplia distribuciéon sugiere que la produccién de estos

péptidos como mecanismo de defensa es temprana en la evolucidn.

La mayoria de las defensinas conocidas han sido aisladas de semillas, sin embargo
estudios de co-localizacion de proteinas y de expresion génica muestran que pueden
encontrarse en todos los 6rganos, incluyendo frutas, flores, polen, hojas, cotiledones,
raices, tubérculos (revision Carvalho y Gomes, 2009). Se encuentran principalmente
en capas de la periferia, lo cual es consistente con un papel en la primera linea de
defensa. Se han observado en paredes de la superficie de esporofitos de rabano, en
capas de células periféricas de los 6rganos de la flor del tabaco y de células
epidérmicas y hojas de primordios de tubérculos de papa (Broekaert et al,, 1995).
También, en células de estomas y en las paredes de las células que recubren las
cavidades subestomaticas de hojas de remolacha (Kragh et al, 1995), indicando su
importancia como agentes de defensa ya que los estomas son bien conocidos como

puntos de entrada para patégenos (revision Thomma et al, 2001).

La familia génica que codifica estos péptidos ha evolucionado a través de sucesivas
rondas de duplicacién, solamente en el genoma de Arabidopsis thaliana se
detectaron mas de 300 genes de tipo defensina (Silverstein et al, 2005). La
estructura de los genes, generalmente presenta un intrén y dos exones, el primero
formado mayoritariamente por la secuencia de un péptido sefial y el segundo el
dominio principal del péptido. El transcripto codifica un péptido pequefio, formado
por un pro-péptido con cuya secuencia sefial media la secreciéon y cuyo péptido
maduro es el responsable de la actividad. El péptido sefial es 4cido en la mayoria de
los casos y, ademas de ser necesario para la sefalizacion, tiene la funcion de mitigar

la actividad de la molécula madura.
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Las defensinas vegetales se dividen segun la estructura del pro-péptido en dos
clases: de clase I y de clase II, cuyo péptido senal tiene una secuencia extra C-
terminal de 27-33 aminoacidos. Las de clase I tienden a acumularse en paredes y
espacios extracelulares (Gao et al, 2000; de Beer y Vivier, 2008), mientras que en las
de clase II, la secuencia C-terminal extra es una sefial de almacenamiento en
vacuolas donde se acumulan para ser liberadas cuando se produce el ataque de
patdgenos. Estas ultimas fueron encontradas principalmente en solanaceas (Lay et

al, 2012).

El péptido maduro es catidnico y oscila entre 45 a 54 aminodacidos de longitud, con
masas moleculares entre 5y 7 KDa y valores de pl (punto isoeléctrico) de alrededor
de 9,0. Generalmente contiene un numero par de residuos de cisteinas (la mayoria
8) aunque se han identificado defensinas con estructuras alternativas que pueden
llegar a duplicar la cantidad de cisteinas (revisiéon Carvalho y Gomes, 2009; revision
De Coninck et al, 2013). A partir del analisis del transcriptoma de semillas de
Leymus arenarius por ejemplo, Slavokhotova y colaboradores (2015) describieron
secuencias, que no habian sido reportados hasta el momento, con motivos de entre 6
y 17 cisteinas separadas por cantidades variables de residuos. En los analisis de
alineamientos de defensinas de plantas se observé que solamente las cisteinas son
estrictamente conservadas y la homologia en el resto de la secuencia es muy baja,
aunque existen otros residuos comunes en muchas de ellas como glicinas y un
glutamato en posiciones especificas que contribuyen al plegamiento (Figura 1.1-3;
Song et al, 2011; revision Lacerda et al, 2014, Shafee et al, 2016, Ermakova et al,
2016). Esta variabilidad estaria relacionada con la diversidad de microorganismos
blanco y de mecanismos de accion (de Beer y Vivier, 2011; van der Weerden et al,

2013).

Las estructuras terciarias reportadas en bases de datos son hasta la fecha, todas con
motivos de 8 Cys, excepto la defensina PhD1 aislada Petunia hybrida que presenta
10, estan definidas por la presencia de una hélice alfa y tres hojas beta antiparalelas
estabilizadas por los cuatro puentes disulfuro que conllevan a una conformacién
pseudo ciclica acercando el extremo amino y carboxilo terminal. En esta
conformaciéon existen dos motivos estructurales bien definidos, el motivo

“estabilizado por cisteinas” (CSaf3, Cystein Stabilized of3) entre la alfa hélice y la hoja
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beta 1; y el y-core formado por las hojas beta 2 y 3 que se unen por un loop (de
Oliveira Dias y Franco, 2015). En el caso de PhD1 el quinto puente disulfuro se forma
entre la Cys 2 y 5 que conectan la alfa hélice y el loop 1 compactando aun mas la
estructura (Janssen et al, 2003). La estructura terciaria CSaff ha sido observada en
defensinas de plantas, insectos, moluscos y hongos pero no en mamiferos que
generalmente no tienen alfa hélices o se localizan en el extremo N-terminal (Figura
1.1-4; revision Parisi et al, 2018). El motivo y-core es comin a la mayoria de los

AMPs (revision Kaur et al,, 2011).
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Figura 1.1-3. Alineamiento de secuencias peptidicas de defensinas de plantas a) Alineamiento de 18 secuencias
donde se indican los residuos conservados, las 8 cisteinas, glicinas y un glutamato (abajo), los enlaces disulfuro se
indican con flechas y se marca el motivo y-core. Extraida de Ermakova et al., 2016. b) Alineamiento de 9 defensinas
donde se indica la prediccidn de estructura secundaria conservada. Extraida de Song et al., 2011.
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Figura 1.1-4. Estructura tridimensional de defensinas. a) Estructura de defensinas de moluscos,
insectos, plantas y mamiferos. Extraida de Thomma et al., 2002. b) Defensinas de plantas.
Izquierda: se sefialan los motivos a hélice, hojas 8, L1, L2 y L3 corresponden a loops, N y C extremos
amino y carboxilo terminal respectivamente. Derecha: ejemplos con motivos tipicos conservados:
A) Rs-AFP1 de Raphanus sativus. B) Ah-AMP1 de Aesculus hippocastanum. C) MtDef4 de Medicago
truncatula. D) gamma 1-H thionin de Hordeum vulgare. Extraida de Dias y Franco 2015. Las
estructuras se obtuvieron de RSBC PDB data bank.

Se ha observado ademas, que algunas defensinas pueden formar oligémeros.
Estudios cristalograficos han demostrado que defensinas como SPE10 de
Pachyrrhizus erosu (Song et al, 2011), NaD1 de Nicotiana alata (Lay et al, 2012) y
PsDefl de Pinus sylvestris (Khairutdinov et al, 2017) se encuentran formando
dimeros en solucion y que esta dimerizacion potencia su actividad probablemente
por el aumento de la superficie cargada positivamente que le permite interactuar

con las membranas y paredes celulares de microorganismos.

1.1.3. Actividad antimicrobiana de AMPs

La actividad antimicrobiana de los AMPs es generalmente rapida y directa por lo que
son altamente efectivos en las primeras etapas de la infeccién o ataque (Hancock y
Sahl, 2006). Esta actividad es diversa y dificil de predecir en funcién de la secuencia
o estructura tridimensional ya que se ha observado que péptidos con estructuras
muy similares tienen actividades contra microorganismos diferentes. Los
mecanismos de accion han sido motivo de estudio desde que fueron descubiertos,
siendo el mas reportado el de disrupcion de las membranas plasmaticas aunque

cada vez hay mas evidencia de la existencia de blancos intracelulares. Las
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interacciones AMP-membrana permiten que los péptidos se acumulen y ensamblen
en la superficie de la célula blanco hasta llegar a una concentraciéon umbral. En este
punto entonces puede darse una traslocacion al interior celular o wuna

desestabilizacion de la estructura de la membrana.

El fendmeno de interaccién con membranas parece ser inespecifico, mediado por
interacciones electrostaticos entre la molécula peptidica catiénica y las superficies
exteriores de los microorganismos cargadas negativamente por la presencia de
lipopolisacaridos y acidos teicoicos cuyas cabezas negativas se orientan hacia el
exterior. Las membranas de plantas y animales sin embargo, se componen
principalmente de lipidos switeridénicos como esfingomielina y componentes
neutros como colesterol; la mayoria de los lipidos con grupos con carga negativa se
localizan hacia el interior citoplasmatico. Esta diferencia estructural permite
discriminarlas y es utilizado como un primer blanco de sefalizacién (Figura 1.1-5;
Zasloff, 2002). Se ha reportado ademas que la actividad anticancerigena de algunos
AMPs podria relacionarse con esta disposicion de cargas ya que en las células
tumorales la asimetria entre membrana externa e interna se pierde y aumenta la
cantidad de fosfatidilserina cargada negativamente en el exterior (Suarez-Carmona

etal, 2015).
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Figura 1.1-5. Esquema para explicar selectividad celular de AMPs. Extraida de Kumar
etal., 2018.
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La disrupcion de las membranas celulares podria deberse a la formacion de poros u
otros mecanismos; se han propuesto varios modelos que intentan explicarlos:
modelo barril, de poro toroidal y de alfombra. Este tltimo no implica la formacion de
poros (revision Kumar et al, 2018). En el modelo de barril se propone que en una
primera instancia, los AMPs se orientarian paralelos a la membrana para luego
insertarse perpendicularmente en la misma. Esto permitiria la interaccién lateral
entre las moléculas de péptidos de manera similar a las proteinas que forman
canales: las zonas hidrofébicas se orientan hacia la membrana y las hidrofilicas al
interior (Figura 1.1-6a; Giuliani et al, 2007; Ebenhan et al, 2014). Este tipo de
mecanismo ha sido observado en un nimero pequefio de AMPs, como alamethicina

(Wimley, 2010), pardaxina (Rapaporty Shai, 1991) y protegrina (Brogden, 2005).

(a) Barrel stave model (b) Toroidal pore r{lodel
™

Figura 1.1-6. Mecanismos de accidon propuestos para AMPs. Extraida de
Kumar et al., 2018

El modelo de poro toroidal propone también una insercién en la membrana pero, a
diferencia del modelo anterior, la interaccién de los péptidos con los fosfolipidos
forma un poro mixto (fosofolipido-peptido). Un estudio de dindmica molecular
sugiere que las porciones positivas de los péptidos interaccionan con las cabezas
polares de los fosfolipidos facilitando la formacién del poro que posteriormente
conlleva a la disrupciéon de la membrana (Figura 1.1-6b; Sengupta et al, 2008;

Mihajlovic y Lazaridis, 2010). La formaciéon de esta estructura dindmica y poco
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estable permitiria que algunos AMPs se trasloquen al interior de la célula para

acceder a moléculas blancos (Uematsu et al.,, 2000).

Por ultimo, el modelo de alfombra propone que la acumulacién del péptido en la
superficie de las membranas genera tensién en la bicapa produciendo un efecto
similar a un detergente, esto conlleva a la formacién micelas péptido-fosfolipido y a
la desintegracion de la misma. Este modelo no requiere la inserciéon del AMP en la
membrana ni interacciones especificas con esta (Figura 1.1.6 c y d; Brogden, 2005;

revision Nguyen et al, 2011).

Estudios mas recientes evidencian la interaccién de AMPs con blancos intracelulares
relacionados con la inhibicién de la biosintesis de elementos estructurales como la
pared y membrana celular, la sintesis de ADN, ARN y proteinas (Yount y Yeaman
2013, Ebenhan et al, 2014). La interaccién con componentes intracelulares y el
hecho de que la disrupciéon de las membranas se ha observado mayoritariamente
cuando las concentraciones estan por encima de las necesarias para inhibir el
crecimiento de microorganismos, sugiere que la disrupcién no seria la causa
primordial de la actividad antimicrobiana de todos los AMPs. En muchos casos, la
interacciéon con la membrana permitiria la traslocacién al interior para llegar a la
molécula blanco (Rozek et al, 2000; Peters et al,, 2010). En la figura 1.1-7 se detallan

esquematicamente posibles mecanismos de accion.

Particularmente en defensinas de plantas, se han caracterizado actividades de
diversos tipos: inhibicion de sintesis de proteinas estructurales, de canales de sodio,
potasio y calcio, accidén sobre tripsina y alfa amilasas de insectos que impiden la
digestion; inactivacion de toxinas bacterianas impidiendo el correcto plegamiento
de las mismas (de Beer y Vivier, 2011; Jasso de Rodriguez et al, 2015; revision
Kumar et al, 2018). En el primer estudio relacionado a mecanismos de accién
intracelular una defensina aislada de granos de Hordeum vulgare fue capaz de
inhibir la traduccién en reticulocitos de conejo (Mendez et al, 1990). Terras y
colaboradores (1995) fueron los primeros en reportar por visualizacion al
microscopio una reduccién en la elongacién de hifas y aumento del la ramificacion
de las mismas en Alternaria longipes cuando se expone a varias defensinas de

Raphanus sativus. Si bien no fueron capaces de explicar los mecanismos subyacentes
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a este fenémeno, reportaron que la formaciéon de la estructura tridimensional

mediada por los enlaces disulfuro era crucial para la accién antifingica.

La mayoria de las defensinas reportadas tienen accién antifingica. Muchos estudios
lo atribuyen a la interaccion con componentes especificos de membranas y paredes
celulares como glucosilceramidas, fosfolipidos y esfingolipidos, si bien cada péptido
parece tener su propio modo de accién (revisién De Coninck et al, 2013, revision
Lacerda et al, 2014). Asi por ejemplo, cepas de Saccharomyces cerevisiae deficientes
en genes de biosintesis de esfingolipidos, disminuyeron la sensibilidad a la accién
del defensina DmAMP1 de Dahlia merckii. En el mismo trabajo, se demostré por
fluorescencia con SYTOX Green, que la unién de la defensina al esfingolipido
manosil-dinositol-foforilceramida M(IP)2C produce un aumento en el influjo de Ca*2
y cambios en el potencial de membrana que conllevan a un aumento en la
permeabilidad y muerte celular. No esta claro si la defensina se queda todo el tiempo
en la membrana o luego se desplaza al interior (Thevissen et al,, 2000). En trabajos
posteriores cepas con mutaciones de pérdida de funcién de la enzima glusilceramida
sintasa de Fusarium graminearun demostraron ser resistentes a la defensinsa MsDef
(Ramamoorthy et al, 2007). Los mecanismos de accion intracelulares son variados y
dependen de la defensina en estudio. En el caso de la defensina NaD1 de Nicotiana
alata la interaccion con componentes de la pared fungica de Candida albicans
permite la internalizacion via endocitocis causando la granulacion del citoplasma y
muerte celular por accién sobre blancos intracelulares (Thevissen et al, 2004).
RsAFP2 de Raphanus sativus, desencadenaria la produccion de especies reactivas del
oxigeno (ROS) y la apoptosis celular de C.albicans (Aerts et al, 2007), mientras PsD1
de Pisum sativum, es capaz de interaccionar con una ciclina F, localizada en el nucleo,

causando interferencias en el ciclo celular fungico (Lobo et al, 2007).
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Figura 1.1-7.Representacion de los posibles mecanismos de accion de los AMPs. (A)
Ruptura de la integridad de la membrana: (1) los AMPs se insertan al azar en la
membrana; (2) interaccionan entre si a través de sus secuencias hidrofdbicas lo que
causa (3) que una parte de la membrana sea removida y se forma un poro. (B) Inhibicién
de la sintesis de ADN. (C) Bloqueo de la sintesis de ARN. (D) Inhibicion de las enzimas
necesarias para la sintesis de la estructura de la pared celular. (E) Inhibicién de
ribosomas. (F) Bloqueo de chaperonas impidiendo el plegamiento de proteinas. (G)
Inactivacion de la mitocondria: (1) inhibicidn de la cadena respiratoria, (2) ruptura de la
membrana mitocondrial. Extraido de Peters et al., 2010.

El predecir su funcidn es un gran desafio debido a como se menciond anteriormente
la variabilidad de secuencias, mecanismos y blancos de accién. Se ha identificado
que el motivo y-core GXCXs-6C ubicado en un loop y con abundancia de aminoacidos
hidrofébicos y catidnicos es clave en su accion antifingica (van der Weerden et al.,
2013; Sagaram et al,, 2013; Parisi et al, 2018). Estudios de quimica computacional y
RMN sugieren que este motivo es el responsable de la interaccion con
glucosilseramidas de las membranas (de Paula et al, 2011). El hecho de que la
funcionalidad se relacione con residuos ubicados en loops, la zona mas moévil del
péptido, sugiere que la dindmica del mismo es crucial para la actividad (de Medeiros

etal, 2010; Valente et al, 2013).

Los avances en los mecanismos que subyacen a la accion antimicrobiana, desde que
se identifico el primer AMP, permiten afirmar cada vez mas que péptidos con
actividades similares pueden actuar por vias completamente diferentes y una misma
molécula puede tener varios modos y blancos de accion. Este hecho conlleva a que
todavia se requieran mas investigaciones al respecto y que cada nuevo péptido

identificado deba ser estudiado en profundidad.
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1.1.4. Produccion de AMPs para su uso en agricultura, medicina e

industria

El alto potencial de los AMPs como agentes antimicrobianos ha incentivado a los
investigadores a buscar, caracterizar y sintetizar péptidos eficaces contra una gran
variedad de patogenos. Si ademas, los AMPs encontrados son inocuos para el medio
ambiente y el ser humano, podrian ser incluidos en productos utilizados para el
manejo de plagas en la produccion agricola y para el desarrollo de nuevos farmacos
o productos biotecnolégicos ambientalmente amigables. En los ultimos 25 afios, se
ha incrementado el numero de patentes sobre estos péptidos y sus posibles
aplicaciones. Para 45 patentes de defensinas vegetales revisadas y analizadas las
aplicaciones propuestas fueron: diseno de novo de proteinas (2), nuevas proteinas
con funciones (39), plantas transgénicas para control de enfermedades (2), uso

médico como agente antimicrobiano (1) endulzante (1) (Yangy Lyu, 2008).

En produccién agricola, el control de patégenos es un factor determinante para
asegurar la cosecha, mejorar rendimientos y aumentar la vida util pos-cosecha.
Estos patégenos pueden ademads deteriorar la calidad del producto (valor
nutricional, caracteristicas organolépticas), en algunos casos se producen la toxinas
y alérgenos causando efectos nocivos para los consumidores (Diaz-Dellavalle et al,
2011). Dado que los AMPs parecen tener actividades diversas contra diferentes
microorganismos podrian ser utiles para mejorar los rendimientos agricolas como
nuevos agentes de control de plagas aumentando la resistencia de los cultivos al
ataque de patdégenos, ya sea mediante mejoramiento genético (desarrollo de cultivos
transgénicos) o de productos que sustituyan los actuales agroquimicos. Podrian
utilizarse también para incrementar la tolerancia a distintos tipos de estrés abiético,
ya que se ha mostrado que algunos estan involucrados en las respuestas de

tolerancia a alta salinidad, sequia, altas concentraciones de metales pesados, etc.

Estudios de sobreexpresion de defensinas mediante transgénesis han resultado en
plantas con resistencia incrementada contra varias enfermedades fungicas (Gao et
al, 2000; Portieles et al, 2010; Silva et al, 2013). Varias defensinas han demostrado
tener actividad contra patégenos humanos: HsAFP1 de Heuchera sanguinea inhibe el

desarrollo de C.albicans (Thevissen et al, 2004), y producida de forma recombinante
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inhibe la formaciéon de biofilms (Vriens et al, 2015); RBAFP y PBAFP aisladas de
Phaseolus vulgaris inhiben la actividad de la transcriptasa reversa del virus VIH in
vitro (revision Carvalho y Gomes, 2009; Hegediis y Marx, 2012). Ejemplos de
defensinas con actividades probadas se especifican en la figura 1.1-8 (revision
Thomma et al, 2002; revision Lay y Anderson, 2005; Spelbrink et al,, 2004; revisién
Parisi et al, 2018).

En los ultimos afios estan siendo estudiados AMPs naturales y sintéticos por su
potencial como preservantes para agregar a los films en embalajes de comestibles.
La disponibilidad de nuevos AMPs bioactivos abrira, por lo tanto, la posibilidad de
aumentar los rendimientos agricolas, no s6lo durante la etapa de produccion, sino

también para el empaquetado de frutas y verduras poscosecha.

Biological activity Examples Plant source
Antifungal Rs-AFP1-4 Raphanus sativus
Ah-AMPI Aesculus hippocatanum
AIfAFP Medicago sativa
Antibacterial Pth-Stl Solanum tuberosum
Fabatin-1 and -2 Vicia faba
SoD1-7 Spinacia oleracea
Insecticidal VICRP Vigna radiata
Protein synthesis inhibitor y1-H Hordeum vulgare
y1-P Triticum turgidium
o-H Hordeum vulgare
HvAMPI Hardenbergia violacea
a-amylase inhibitor SIa1-3 Sorghum bicolor
Proteinase inhibitor CfD2 Cassia fistula
Cp-thionin Vigna unguiculata
Sodium channel inhibitor y1-Z and y2-Z Zea mays

Figura 1.1-8. Ejemplos de actividades biolégicas y modos de accion demostrados para algunas defensinas de

plantas. Extraida de Lay y Anderson, 2005.
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A nivel clinico, existen evidencias de que los AMPs presentan una acci6n
incrementada contra bacterias resistentes a antibidticos. Por ser ademas,
importantes moléculas efectoras durante la inflamacion y cicatrizacion de heridas
son moléculas muy prometedoras para el desarrollo de nuevos farmacos con accion
antibiética y anti-inflamatoria (Kaur et al, 2011; Shah y Read, 2013). Hasta la fecha,
las defensinas vegetales que han sido analizadas con respecto a su actividad frente a
células de mamiferos mostraron no tener efectos téxicos (revision Carvalho y
Gomes, 2009). Varias compaififas biotecnoldgicas estan evaluando AMPs de origen
natural y sintéticos para aplicaciones terapéuticas como la administraciéon tépica,
tratamientos sistémicos de infecciones y/o control de enfermedades de trasmision

alimentaria (Shah y Read, 2013).

En la dltima década, las herramientas bioinformaticas han permitido identificar
genes que codifican AMPs en varias especies vegetales. Debido a la mayor
disponibilidad de datos moleculares, las plantas cultivadas y las especies modelo
han sido el principal blanco. Las especies nativas contintian siendo poco exploradas
debido, principalmente, a que sus émicas no estan disponibles (Pestana-Calsa et al,
2010). Actualmente, las tecnologias de secuenciado masivo (NGS-Next Generation
Sequencing), permiten a costos razonables, el analisis global de genomas y
transcriptos en una célula o tejido, aun sin ninguna informacién genomica previa. El
secuenciado masivo de ARN (RNA-seq) ha permitido generar el primer
transcriptoma para la remolacha azucarera sin la necesidad de un genoma de
referencia, identificando genes que se expresan frente a tratamientos de
vernalizacion y respuesta a giberelinas (Mutasa-Gottgens et al, 2012). Estas
tecnologias abren entonces nuevas puertas para encontrar genes que codifiquen
péptidos novedosos en los transcriptomas de especies poco exploradas como las

nativas (Lister et al, 2009).

Una vez identificada una nueva especie bioactiva, su desarrollo para usos
biotecnolégicos presenta varios desafios relacionados a la producciéon y
caracterizaciéon: la posible toxicidad intrinseca, estabilidad, identificacion de
mecanismos de accién, etc. Para la caracterizacion de un nuevo AMP es necesario
contar con cantidades significativas de la molécula que permitan efectuar los

ensayos correspondientes. Los métodos usados en la actualidad para recuperacion y
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producciéon son: aislamiento directo de fuentes naturales, sintesis quimica y
expresion recombinante. La extraccion a partir de fuentes primarias ha sido exitosa
en algunos casos como por ejemplo el de licotoxina de Lycosa carolinensis (Yan y
Adams, 1998) y la strongylocina de Strongylocentrotus droebachiensi (Li et al, 2008).
En ambos casos debido a que la concentracién de AMPs existente en los organismos
es generalmente baja, fue necesario utilizar volimenes de muestra muy grandes
para realizar la caracterizacion del péptido en cuestién. Ademas, el proceso de
extraccién y purificaciéon a partir de fuentes vegetales es costoso, complejo, poco
amigable con el medio ambiente y la actividad bioldgica del péptido extraido puede
depender del tejido de origen, el estado de desarrollo de la planta o el tiempo desde
la cosecha (Hayek et al, 2013). La producciéon de péptidos por sintesis quimica a
partir de la secuencia primaria, si bien ha demostrado ser efectiva a pequefia escala,
también es un proceso costoso y complejo, especialmente en moléculas con puentes
disulfuro como son la mayoria de los AMPs. El método mas ampliamente utilizado es
la expresidn heter6loga, que ha demostrado ser mas adecuado para la produccién a
mediana y gran escala debido al mayor rendimiento y menor costo relativo de
produccién, si bien requiere una etapa importante de estandarizacién de

condiciones (Parachin et al, 2012).

1.1.5. Produccion heterologa

En las ultimas décadas, varios sistemas de expresion se han desarrollado para
alcanzar una produccién costo-efectiva a mediana y gran escala de varias proteinas,
en diversos hospederos como bacterias, levaduras, hongos y plantas. Los sistemas
microbianos Escherichia coli, Pichia pastoris, Saccharomyses cerevisiae, Bacillus
subtilis son los mas populares para expresar proteinas recombinantes, debido a sus
altas tasas de crecimiento, vasto conocimiento sobre su genética y fisiologia (Figura
1.1-9; Vijayan et al,, 2008; Kant et al, 2009; de Beer y Vivier, 2011; Kovaleva et al.,
2011; Tomisawa et al,, 2015, Rodriguez Decuadro et al.,, 2018).
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Expression system Mainly promoter AMP Vector Promoter
E.coli Inducible Stomox-ynZH1 pET T7
AN5-1 pHUE
ABP-dHC-cecA pSUMO

B. bacillus Inducible CAM-W pDMO030 Glv
Constitutive Cecropin AD pG]J P43

P. pastoris Inducible SN-1 pPIC9k AOX1
Inducible PaDef pICZaA AOX1
Inducible MP1106 pPICZaA AOX1
Inducible LFcinC pHILa AOX1
Inducible hepcidin-25 pPICZaA AOX1
Inducible Abaecin pPICI9K AOX1
Inducible Psc-AFP pPICIK AOX1
Inducible Protegrin-1 pPICZaA AOX1
Inducible B-defensin2 pPICZaA AOX1
Inducible CecP4 pPICZB AOX1
Inducible NZ17074 pPICZaA AOX1
Inducible Fowlicidin-2 pPICZaA AOX1
Inducible Ps-BD2 pPICI9K AOX1
Inducible NZ2114 pPICZaA AOX1
Constitutive Plectasin pGAPZ GAP
Constitutive cecropin D pGAPZaA GAP
Constitutive MP1102 pGAP GAP

S.cerevisiae Constitutive Hbd-1 pVT103L ADH1
Constitutive plantaricin 423 pPRL2 ADH1
Inducible L50A and L50B pYES2 GAL1

Figura 1.1-9. Principales caracteristicas de los sistemas de expresion utilizados en la produccion de AMPs.
Extraido de Deng et al., 2017.

Ademas se han generado varios sistemas organismo/vector con funciones alteradas
que favorecen la produccién de AMPs, como cambios en los ARNt presentes en la
cepa, capacidad para introduccién de modificaciones postraduccionales, etc. (Silva et
al, 2011). Alternativamente pueden usarse plantas como Nicotianana tabacum y
Arabidopsis thaliana (Theviessen et al, 2007; Padovan et al, 2010; Abdallah et al,
2010).

Uno de los sistemas mas usado a escala analitica, es E. coli transformado con los
vectores de la serie pET desarrollados por Novagen que contienen el promotor
fuerte T7 que es inducible por lactosa y analogos (revision Correa y Opezzo, 2015;
revision Deng et al,, 2017). Sin embargo, la expresion de proteinas recombinantes en
E. coliy en particular la expresion de defensinas, a menudo resulta en la acumulacién
de las proteinas de interés en forma de agregados insolubles conocidos como
cuerpos de inclusién (Kovalskaya y Hammonda., 2009). Algunas estrategias para
favorecer la obtencion de la proteina en la fraccion soluble son: i) trabajar con un
organismo productor que favorezca la formacién de puentes disulfuro, en el caso de

las defensinas; ii) trabajar con los codones comunes del organismo productor, ya que
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si la secuencia de interés contiene codones “raros” se puede originar una
terminacion prematura de la sintesis proteica; iii) asociarla a una proteina carrier o

de fusion, la cual ademas incrementa la solubilidad (Terpe, 2003).

Cepas hospederas y optimizacion de codones. La utilizaciéon de cepas mejoradas
es una estrategia que permite aumentar rendimientos. Algunas de las cepas mas
usadas para la expresion de péptidos antimicrobianos son €41 (Sigma Aldrich),
BL21, Origami™, Rosetta, Rosseta Gami (Novagen), Shuffle (New Englands). Todas
estas cepas son del tipo DE3, es decir que contienen una copia del gen que codifica la
enzima T7 ARN polimerasa bajo el control del operén lacUV5, haciéndolas
adecuadas para la produccién de proteinas clonadas en vectores pET. Existen
variantes que portan un plasmido extra, compatible con los del tipo pET, que

contiene el gen T7 Lisosima (pLys), un inhibidor natural de T7 ARN polimerasa.

Esta estrategia permite la supresion de la expresion basal de la polimerasa y por lo
tanto, de la proteina recombinante, que en el caso de los péptidos antimicrobianos
puede afectar el crecimiento de las células transformadas en las primeras etapas de
la produccion. Las células Origami™ y Shuffle tienen ademas, mutaciones de pérdida
de funcion en los genes tiorredoxina reductasa (trxB) y glutationato reductasa (glo)
promoviendo la formacién de puentes disulfuro en el citoplasma. Shuffle a su vez,
contiene en su cromosoma el gen de la isomerasa de puentes disulfuro Dsb(C, que
corrige enlaces mal formados y ayuda en el plegado de la proteina recombinante. La
cepa Rosetta™ contiene secuencias de tRNA raros para E.coli, permitiendo la
expresion de proteinas eucariotas. Rosetta-gami™ combina la capacidad de formar
puentes disulfuro de Origami y los tRNAs para codones raros de Rosetta. Los tRNAs
suplementarios son para los codones AGG y AGA para arginina, AUA para isoleucina,

CUA para leucina, CCC para prolina y GGA para glicina.

Otra forma de sortear la dificultad de los codones “raros” para el organismo
productor es realizar la optimizaciéon de codones, es decir cambiarlos por otros que
sean “comunes” en este organismos. En producciones heterélogas en E.coli es
recomendable ademas, el cambio de codén de terminaciéon (STOP) TGA por TAA

(Johansson et al, 1999). En la produccién de la 3 defensina-2 de humanos (hBD2),
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por ejemplo los rendimientos aumentaron 9 veces luego del optimizacién de los

codones (Peng et al, 2004).

Proteinas de fusion o carrier y etiquetas de afinidad. La expresiéon de proteinas
recombinantes unidas a un carrier en el extremo amino o carboxilo terminal
permite, ademas de disminuir la formacién de cuerpos de inclusion, protegerlas de
degradaciéon proteolitica dentro de la célula y en el caso de AMPs, enmascarar
actividad, es decir los potenciales efectos téxicos para el hospedero. Diferentes
proteinas han sido utilizadas como carriers para la expresién de AMPs: SUMO (small
ubiquitin-related modifier, Li et al, 2011), F4 (fragmento de purF, Kim et al, 2008),
TrxA (Tiorredoxina A, La Vallie et al, 2000), GFP (Green Fluorescent Protein,
Skosyrev et al,, 2003), MBT (Maltose Binding Transfer, Nallamsetty y Waugh, 2007),
GST (Glutationato Transferasa, Sun et al, 2012). Las dos ultimas, si bien no son las
mas usadas, cumplen también la funcién de etiqueta de afinidad para la purificacion
en columna: - MBT se une a resinas de amilasa y la eluciéon puede realizarse con
maltosa libre (Pattenden y Thomas, 2008); - GST se une a resinas de glutationato y
se eluye con glutationato reducido (Sun et al, 2012). La proteina de fusién mas
usada hasta la fecha es Trx A debido a su tamafio pequefio (11.8kDa), termo

estabilidad (Tm 852C) y a su capacidad de actuar como chaperona.

Las etiquetas de afinidad (tag) se utilizan para, como se menciono, la purificacién en
columna la proteina recombinante luego de la produccion. Al igual que las proteinas
carrier, pueden ubicarse en el extremo amino o carboxilo terminal, son secuencias
especificas que se unen por afinidad a matrices o moléculas presentes en la columna.
La mas usada para la purificacion en E.coli es la etiqueta HisTag debido a su pequefio
tamafio y su naturaleza inerte. Consiste en 6 a 10 residuos de histidina en tandem
(0.84kDa-1.4kDa) que pueden interactuar reversiblemente con metales durante la
purificacion en columnas de afinidad de metales inmovilizados (IMAC). Las
proteinas con esta etiqueta permanecen unidas a la columna y luego pueden ser
eluidas con un competidor fuerte como imidazol; para la unién no es necesario que
exista una estructura terciaria por lo que la purificaciéon puede realizarse ain en

condiciones desnaturalizantes (Zhu et al, 2005; Li et al, 2004).
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Cromatografia de afinidad de metales inmovilizados (IMAC, Immobilized Metal
Affinity Chromatography; Porath et al, 1975). La cromatografia IMAC se basa en la
afinidad que presentan los metales de transicion como Zn*2, Cu*?, Ni*2, Co*?, por
histidinas y cisteinas en soluciones acuosas. En la matriz, generalmente de sefarosa,
se encuentra unido un agente quelante que fija los metales. Existen varios tipos de
agentes aunque el mas usado debido a los rendimientos en la purificacion es el acido
trinitrilo acético (NTA, nitrilictriacetic acid; Hochuli et al, 1987). El NTA unido a la
resina se coordina al metal por cuatro valencias (tetradentado) permitiendo que dos
de ellas queden libres para interactuar con los residuos de la proteina (Figura 1.1-

10).

La elecciéon del metal depende de la aplicacion y de la proteina que se desee
purificar, aunque se ha observado que la utilizacion de NTA con metales que
generen dos sitios de coordinacion como el Ni*2 y el Co*2 permite obtener una mayor

recuperacion de la proteina de interés (revision Block et al., 2009).

Ni-NTA
©)C."Ni2+ .........
/7 CH, %_O
@] Q ﬁ—,cHl
»—C =t

Figura 1.1-10. Esquema de interaccion entre los residuos de
Histidina de la proteina y el Niquel coordinado con NTA. Extraido
de Block et al., 2009

La técnica de IMAC ademads de ser rapida y de bajo costo a pequena escala, permite
trabajar en condiciones desnaturalizantes de hasta 8M de urea y 6M de hidrocloruro
de guanidina (Hochuli et al,, 1988). De esta forma es posible realizar el replegado de
la proteina desnaturalizada directamente en la columna por gradiente del agente

desnaturalizante, técnica que ha sido empleada cuando las proteinas se encuentran
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en forma insoluble (Jungbauer et al, 2004). Este tipo de columnas es ademas,
compatible con una gran variedad de agentes quimicos como detergentes, sales,
agentes reductores, permitiendo realizar la purificacion directamente del producto

de extraccion, sin necesidad de realizar cambios de buffer (Figura 1.1-11).

Luego de la produccion y purificacién de la proteina recombinante, el péptido de
interés puede separarse del carrier y etiqueta de afinidad mediante clivaje quimico o
por proteasas especificas. Este tltimo es el método mas usado a escala analitica, por
lo tanto la construccion en el vector de expresion debe poseer el sitio de
reconocimiento adecuado para la enzima que se va a utilizar, a excepcion del sistema
SUMO cuya estructura terciaria es reconocida por la proteasa UPI1 de levadura
(Bommarius et al, 2010). Algunas de estas enzimas y sus secuencias de

reconocimiento se listan en la figura 1.1-12.

IMAC chemical compatibility

Component

Butffers
Na-phosphate

Phosphate citrate

Trs—HCI, HEPES, MOPS

Citrate

Detergents (in 300 mM NaCl)
n-Hexadecyl-fi-p-maltoside
n-Tetradecyl-f-p-maltopyranoside
n-Tridecyl-fi-p-maltopyranoside

Brij 35

Digitonin

Cymal 6
n-Nonyl-fi-pD-glucopyranoside (NG)
n-Decyl-fi-p-maltopyranoside (DM)
n-Dodecyl-f-p-maltoside (DDM)
C12-E9
n-Octyl-f-pD-glucopyranoside (OG)
Triton X-100, Tween, NP-40
Triton X-114

Fos-Cholines

Dodecyldimethyl-phosphinecoxide

N,N-Dimethyldodecylamine-N-oxide
(LDAO)

CHAPS

Laurosyl-sarcosine

SDS

Other

EGTA

Imidazole

Hemoglobin

Glycerol

Limitation (up to)

Recommended, limit
not known

Limit not known

100 mM

60 mM

0.0003% (w/v)
0.005% (w/v)
0.016% (w/v)

0.1% (v/v)

0.6% (w/v)
1% (w/v)
1% (w/v)
2% (w/v)
2% (w/v)
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4 M
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500 mM
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Figura 1.1-11. Compatibilidad y limitaciones en la purificacion de proteinas con motivos His-Tag de las
resinas de Ni-NTA con agentes quimicos comunmente usados. Extraido de Block et al., 2009
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Si bien se han observado buenos rendimientos en la produccion de algunos AMPs en
ciertas condiciones dadas, no existe un sistema (carrier, vector, etiqueta, cepa,
temperaturas, tiempos) especifico y optimizado comun para la expresion de
proteinas recombinantes. El sistema a utilizar depende de la proteina en cuestion y
debe ser determinado empiricamente (Hammarstrom et al, 2002). Ademas los
sistemas antes descritos, son generalmente empleados para produccién a escala
analitica, o sea para la obtencién de cantidades suficientes Unicamente para la
caracterizacion. Luego de esta etapa deben explorarse otras estrategias de

producciéon mdas baratas y con mayores rendimientos para la produccién a gran

escala.
Excision site Cleavage enzyme Commercial provider
Asp Asp Asp Asp Lys| Enterokinase New England Biolabs
Tle Glu/Asp Gly Argl Factor Xa protease Different distributors
Leu Val Pro ArglGly Ser Thrombin Different distributors
Glu Asn Leu Tyr Phe GlnlGly TEV protease Invitrogen
Leu Glu Val Leu Phe GIndGly Pro PreScission™ protease GE Healthcare

Figura 1.1-12. Proteasas mas cominmente usadas para el clivaje de proteinas de fusion. Extraido de Deng et al.,
2017.

1.2 Compuestos fenolicos

1.2.1. Preservantes naturales de madera

La madera ha sido y es ampliamente usada desde tiempos remotos en construccion
por ser un material accesible, renovable, que requiere relativamente bajos niveles de
energia para su transformacion. Sin embargo, es un material natural y en
consecuencia degradable tanto por agentes bidticos (hongos, bacterias, insectos)
como abioticos (radiacion UV e IR, humedad, fuego) y para prevenir esta

degradacion debe ser tratada.

El preservante mas usado en Uruguay continta siendo el CCA, formado por 6xidos de

cromo, cobre y arsénico. Sin embargo su uso se ha ido limitando y prohibiendo
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cuando la madera tratada estd en contacto con personas y animales,
fundamentalmente en Europa, EEUU y Japon, debido al efecto del cromo (VI) y
arsénico (V) sobre el medio ambiente y la salud (Coggins, 2003; EPA, CCA Research,
2004). Estas restricciones han promovido la investigacion sobre nuevos productos
naturales bioactivos procurando que sean de una elevada efectividad, costos

accesibles y ambientalmente amigables.

Algunas especies de plantas lefiosas tienen la habilidad inherente de resistir la
degradaciéon bioldgica (principalmente por hongos e insectos), caracteristica
definida como “durabilidad natural” o “resistencia al deterioro” (Zabel y Morrell,
1992; Eaton y Hale, 1993). Esta capacidad depende de la composicién quimica, es
decir contenido de celulosa (40-50% peso seco) y e hemicelulosa (20-30% peso
seco); contenido y tipo de lignina (25-30% peso seco); pero sobre todo del contenido
de metabolitos secundarios, llamados extractivos (2 a 10% peso seco en especies de
clima templado y hasta 20% en maderas de clima tropical) (Vek et al, 2013, Kirker et
al, 2013).

Los metabolitos secundarios son ademas cruciales para aspectos funcionales
durante el ciclo vital de las plantas como la proteccién de tejidos estructurales,
sefializacién, interaccién con otros organismos, etc. La cantidad y tipo de
metabolitos secundarios sintetizados por una planta es variable (generalmente
varios de miles) y dependiente de factores como el clima, caracteristicas del suelo,
condiciones nutricionales, tejido, estado de desarrollo, etc. Los extractivos de
madera pueden ser extraidos tanto con agua como con solventes organicos y se
dividen en dos grandes grupos: i) compuestos alifaticos y aliciclicos (terpenos,
terpenoides, resinas acidas, ésteres de acidos grasos); ii) compuestos fenolicos
(fenoles simples, lingnanos, isoflavonides, taninos condensados e hidrolizables y

flavonoides simples; Stenius, 2000).

La corteza y la zona mas interna de la madera, denominada duramen, tienen
mayores concentraciones de extractivos que la albura (zona mas externa de la
madera; figura 1.2-1; revision Taylor et al, 2002). La funcién antimicrobiana de estos
compuestos se ha demostrado en estudios donde maderas durables se vuelven

susceptibles al deterioro por microorganismos cuando se realiza la extraccion de los
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mismos (revision Taylor et al, 2002; Tascioglu et al, 2013; Kirker et al, 2013). En
estudios con varias taxas de plantas, se observd que la actividad biocida de los
productos de extraccion depende, tanto de la muestra (albura, corteza, duramen)
como del método utilizado y que formulaciones de mezclas de varios metabolitos
tiene un mayor efecto biocida. Zhou y colaboradores (2007 a) por ejemplo,
observaron que la efectividad del timol, principal componente del aceite de tomillo,
aumentaba considerablemente cuando se combinaba con acidos organicos. El timol
en solucién acida era capaz de romper paredes bacterianas y este dano permitia la
entrada de los 4cidos organicos que potenciaban el efecto apoptético. Asimismo, Hsu
y colaboradores (2007) observaron el efecto sinérgico del cinamoaldehido con

taninos hidrolizables en relacion a la capacidad antifingica.

El estudio de extractivos de maderas con “durabilidad natural” como posibles
preservantes de maderas “blandas” es un campo que ha crecido considerablemente.
Si bien existen productos comerciales como Cedarshield ® y Termilone ®, la mayor
limitante se debe a que por su condiciéon de metabolitos secundarios, el contenido en
cada muestra es muy variable y es dificil establecer procesos o métodos de
extraccion que aseguren un producto final estandarizado en composicién y cantidad

(Scheffer y Cowling, 1966;revision Singh y Singh, 2012).

En particular los compuestos fendlicos han sido muy estudiados ya que, ademas de
presentar actividad antimicrobiana, poseen capacidad antioxidante y se ha
observado que tienen actividad antifungica in vitro contra basidiomicetes de
pudricion blanca y marron, causantes del 90% de la descomposicidn de la madera. El
principal mecanismo implicado en la degradaciéon de lignina utilizado por estos
hongos es el mediado por radicales libres generados por enzimas extracelulares

oxidasas y peroxidasas (Backa et al, 1993; Hirano et al,, 2000; Hammel et al, 2002).

La importancia de los compuestos fenolicos estd relacionada con su estructura
quimica: grupos hidroxilos unidos directamente a un anillo aromatico. La
interaccion de estos hidroxilos de los fenoles con los electrones m de los anillos les
confiere la habilidad de generar radicales libres de larga vida media que son
necesarios en procesos de oxido-reducciéon en las células. Esta deslocalizacion

electronica estabilizada es la responsable de propiedades antioxidantes que les
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permiten neutralizar especies reactivas del oxigeno (ROS, Reactive oxygen species)
impidiendo que provoquen efectos nocivos como mutagénsesis de acidos nucleicos,
desestabilizacion de membranas, inactivacion o desnaturalizacion de enzimas, etc.
(Heim et al, 2002). Ademas los compuestos fenodlicos son capaces de formar
complejos estables con polimeros estructurales celulosa, hemicelulosa y lignina

provocando que sean menos accesibles para su degradacion (Kirker et al, 2013).

Figura 1.2-1. Estructura macroscopica de un leio.

1.2.2. Clasificacion de compuestos fendlicos

El nimero de compuestos fenélicos vegetales conocido es cada vez mayor, algunos
son indispensables para el crecimiento y reproduccién de las plantas y otros son
responsables de mecanismos de defensa contra organismos patdégenos,
depredadores o radiacion ultravioleta. Constituyen un grupo muy amplio que va
desde moléculas pequenas como los flavonoides a grandes compuestos como los
taninos condensados. Se encuentran de forma constitutiva en casi todos los drganos
y tejidos (hoja, frutos, semillas, raices, madera y corteza) de un gran numero de
plantas, tanto lefiosas como herbaceas. Generalmente son so6lidos de color blanco
aunque también amarillos o incluso, las moléculas mas complejas, rojas (Vek et al,

2013).

Los compuestos fendlicos en las plantas pueden formarse por dos vias: la via
shikimato/ fenilpropanoide o la via “poliquétida” acetato/malonato (Quideau et al,
2011). La via de shikimato comienza con la desaminaciéon del aminoacido L-
fenilalanina a acido cindmico por la enzima L-fenilalanina amonio liasa (PAL),

descrita por Koukol y Conn (1961). Una segunda etapa es la conversion del acido
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cindmico a acido p-cumarico por la enzima cinamato hidroxilasa (CH4) (Rasmussen y
Dixon, 1999). La via poliquétida tiene como intermediario malonil-CoA que proviene
del ciclo del acido citrico. Los siguientes mecanismos que conllevan a la formacién
de compuestos fenolicos parecen ser complejos y multienzimaticos siendo un
intermediario crucial para ambas vias el p-cuomaroil-CoA (Figura 1.2-2; Boudet,

2007).
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Figura 1.2-2. Principales vias de formacion de compuestos fendlicos. Extraido de Boudet, 2007.
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a) Flavonoides

Los flavonoides son los compuestos fendlicos mdas estudiados, debido
principalmente a su conocido beneficio para la salud humana. En los organismos se
relacionan con la transferencia de energia, respiracion, morfogénesis, determinacion
del sexo, son precursores de hormonas y existe evidencia de que estan involucrados
en la regulacién génica de procesos metabdlicos (revision Cushnie y Lamb, 2005).
Son compuestos fendlicos simples, heterogéneos y de bajo peso molecular que
comparten un esqueleto comin de difenilpiranos (C6-C3-C6) formado por dos
anillos fenilos (A y B) ligados entre si a través de un anillo C de pirano, que
generalmente conforman un heterociclo oxigenado (Figura 1.2-3). Los atomos de
carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2" al 6'.
Contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo

fendlicos que pueden encontrarse en diferentes posiciones.

En funcién de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en: i) flavanos,
como la Catequina, con un grupo -OH en posicién 3 del anillo C; ii) flavonoles, como
la Quercetina, que posee ademas del OH en posicién 3 un oxigeno en posicion 4 y
una mayor deslocalizacion de los electrones por el doble enlace entre los carbonos 2
y 3; iii) flavonas, también con un oxigeno en el carbono 4, aunque carecen del grupo
hidroxilo; iv) antocianidinas, que tienen el grupo -OH en posicidon 3 pero ademas un

doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C (Figura 1.2-3).

O o O O (6] O
=
OH OH

Antocianidina

Flavanol

Flavona Flavonol

Figura 1.2-3. Estructura basica de flavonides. Extraida de Ricco et al., 2015
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Los flavonoles y las flavonas generalmente estan glicosilados en la posicion 3 del
anillo C, siendo la D-glucosa el residuo azicar mas frecuente aunque también
pueden estar unidos a D-galactosa, L-ramnosa, L-arabinosa, D-xilosa, acido D-
glucurénico. La porcion sin azicares de la molécula flavonoide se llama aglicona. Los
glicosidos son mas solubles en agua y menos reactivos frente a radicales libres que
su aglicona. Se han encontrado mas de 20000 estructuras que difieren en la
disposicion de los grupos hidroxilos, en el grado de metilacién o de glicosilacién y el
estado de oxidacién de la aglicona. Tienen propiedades acido-base, son neutros en
medio acido (por debajo de pH 3) y poseen carga negativa a pH 7. Las repercusiones
de la carga negativa son sumamente importantes en la evaluacién del potencial
antimicrobiano ya que el radical cargado negativamente no es probable que
interactué o atraviese la membrana celular negativa de microorganismos (revision
Martinez-Florez et al, 2002, revisién Heim et al, 2002; revisiéon Cushnie y Lamb,

2005).

b) Taninos

Los taninos vegetales constituyen la mas amplia distribucion de todos los polifenoles
y se encuentran principalmente en las estructuras lefiosas de plantas superiores
(Adamson et al, 1999). La palabra tanino proviene del francés “tanin” que significa
corteza de la encina para curtir pieles, se relaciona con el proceso de la curtiembre
del cuero que se realizaba con extractos de plantas. La definicion mdas aceptada es la
de Bate-Smith y Swanin (1962) que los describen como compuestos fendlicos
solubles en agua que tienen la capacidad de precipitar proteinas y algunos alcaloides
(revision Le Bourvellec y Renard, 2012). Esta propiedad, conocida como
astringencia, hace que sean de interés en industrias tan variadas como la de

curtiembre de cuero, farmacéutica y alimentaria, entre otras.

Se clasifican segin su estructura en tres grupos: i) taninos condensados
(proantocianidinas), formados por unidades de flavonoides; ii) taninos hidrolizables
que incluyen los galotaninos, formados por unidades de acido galico formando

ésteres con D-glucosa, y los elagitaninos derivados del acido hexahidroxidifénico
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que se forma a partir del acoplamiento oxidativo de ésteres de acido galico iii)
taninos complejos formados por una molécula de flavonoide unida por un grupo
glicosidico a un galo o elagitanino (Figura 1.2-4, revision Khanbabaee y Van Ree,
2001; Buzzini et al, 2008). Su peso molecular va desde 500 a 5000 Da para los
hidrolizables mientras que los condensados pueden llegar a pesos moleculares de
20000 Da. Estos ultimos pueden estar formados por hasta 17 moléculas de
flavonoides aunque se cree que en la naturaleza existen grados de polimerizacion
mayores. Los taninos hidrolizables son menos comunes que las proantocianidinas
siendo encontrados solamente en 15 de los 40 6rdenes de eudicotiledoneas
(Quideau et al, 2011). Los hidrolizables en solucién acida o alcalina se separan en
sus componentes: un azucar y acidos carboxilicos de compuestos fendlicos; los

condensados por el contrario no experimentan esta hidrolisis (Haslam, 1996).

Tannins
Gallotannins Ellagitannins Complex Tannins Condensed
Tannins
HO H (OH)
/‘T (Catechin moiety) , S JOH
~/ o
N
! I X . OH
/_ “\/-M/ S =" OH (G) e
q ¢ S ~0H oH . g |
oo or HO HO e Y
" RO ﬂ/' .
s OH (G)
R = Galloyl moiety () OH
or ather substituents (Catechin moiety) ,
1 2 3 4

Figura 1.2-4. Clasificacion de taninos. Extraida de Khanbabaee y Van Ree, 2001

La sintesis de galotaninos comienza con sucesivas condensaciones de acido galico
con moléculas de azlcar hasta formar pentagaloil glucosa (PGG) y los elagitaninos
por condensacion de dos moléculas galoil adyacentes (Figura 1.2-5). Las unidades de
acido gdlico se sintetizan a partir de la oxidacién del acido cumarico a acido
cindmico que sufre posteriormente una beta oxidacién (revisiéon Shahat y Marzouk
2013). Los galotaninos son los taninos mas simples y si bien, generalmente estan

unidos a D-glucosa también pueden unirse a otros azucares. La molécula D-glucosa
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forma enlace éster con los grupos -OH del galotanino y en la mayoria de los casos
esta en su conformacion piranosa en forma alfa o beta. Los grupos -OH pueden estar
sustituidos totalmente o de manera parcial, aumentando la cantidad de estructuras
posibles. De los taninos hidrolizables caracterizados hasta la fecha los elagitaninos
parecen ser los mas abundantes, la variabilidad estructural de los mismos se debe a
la cantidad de unidades monomeéricas y las diferentes tipos de uniones entre ellas,
existe evidencia de que el tipo de unién entre mondmeros es especifico de familias

(revision Khanbabaee y Van Ree, 2001).

O~
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H OH™ 4 HO o 4G GO o
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G e G
Ellagitannins (ETs)

Figura 1.2-5. Esquema de biosintesis de taninos hidrolizables. Condensacion de moléculas de acido galico (I) con

glucopiranosa para la formacién de galo y elagitaninos. Extraida de Shahat y Marzouk 2013

Los taninos condensados son los mas estudiados, caracterizados y usados en la
industria. Existen taninos comerciales aislados de corteza de mimosa (Acacia
mearnsii o mollissima) que es usado como adhesivo de madera, adsorbentes de
metales y produccion de espumas (Tondi y Pizzi, 2009; Ping et al,, 2011; Tondi et al,
2013). En la industria de la curtiembre del cuero se usan extractos comerciales de
quebracho (Schinopsis balansae), si bien no se dispone de mayor informacién del

compuesto bioactivo.

La diversidad estructural que presentan se debe a su grado de polimerizacion y los
patrones de hidroxilacién de las unidades flavonoides que los componen. Estas
unidades pueden unirse entre si por enlaces C4-C6 o C4-C8 y pueden ademas estar
unidas a unidades galoil (taninos del tipo A (complejos); figura 1.2-6). Se dividen en

varias clases en funcion del grado de hidroxilacion de las unidades que lo forman.
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Las mas comunes son (epi)-catequinas y (epi)-galocatequinas que forman
procianidinas y prodelfininas respectivamente. Existen ademas proantocianidinas
formadas por enlaces dobles entre C2-0-C7 o C2-0O-C5 (taninos del tipo B, Figura
1.2.6; revision Khanbabaee y Van Ree, 2001; revision Le Bourvellec y Renard, 2012;

Naumann et al., 2017)
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Figura 1.2.6 Diferentes estructuras de taninos condensados. Extraido de Naumann et al., 2017

Tanto taninos hidrolizables como condensados han sido estudiados ampliamente
como preservantes de maderas. Se ha demostrado actividad in vitro contra variedad
hongos de pudricién blanca (Trametes versicolor, Pycnoporus sanguineus y
Schizophyllum commune, Lenzites betulina) y marréon (Coniophora puteana,
Tyromyces palustris, Laetiporus sulphureus) (revision Singh y Singh, 2012). Analisis
de impregnacion de madera de Pinus sylvestris L. (pino rojo), con extractos de
mimosa y quebracho (Tascioglu et al, 2013) y con soluciones ricas en taninos de
tala, castafio, valonia y roble (Tomak y Gonultas, 2018) indican que aumenta
considerablemente la resistencia al ataque por hongos de pudricidon marréon y
blanca. Existen mezclas de taninos con soluciones de boro que, ademas de aumentar
la durabilidad de la madera son retardantes de fuego y mejoran las propiedades

mecanicas de la misma (Tondi et al, 2012; Tondi et al, 2015).

Un aspecto a tener en cuenta para el desarrollo de preservantes basados en
extractivos es la poca retencion en las maderas tratadas, es decir que sean fijados

eficientemente (Schultz y Nicholas, 2002). En algunos casos para aumentar la
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retencidn y fijacién se han empleado aditivos como el cloruro ferroso (Mitchell y
Sleeter, 1980), sales metalicas (Lotz, 1993), aminas cuaternarias (Hwang et al,
2007). En 2006 Glassel y Mellema patentaron un producto compuesto de extractivos
fenolicos combinados con aceites y polimeros de silicona que, ademas de ser
efectivo contra hongos degradadores de madera, era repelente al agua y por lo tanto
se fijaba eficientemente. Recientemente Tondi y colaboradores (2017) han mejorado
las formulaciones en los preservantes con el agregado de poliaminas que aumentan

el grado retencién cuando la madera se expone al agua.

1.2.3. Mecanismos de accion

El estudio de los efectos de los compuestos fenoélicos sobre los microorganismos
blanco data desde hace aproximadamente 50 afios, si bien ain no se ha podido
aclarar en profundidad los mecanismos exactos. Sus propiedades antimicrobianas se
deberian a la interaccion de los grupos hidroxilos con acidos nucleicos y proteinas; y
a la capacidad de quelacién del hierro y otros metales de transiciéon cofactores de

enzimas microbianas (revision Martinez-Florez et al, 2002).

La actividad antimicrobiana depende de las caracteristicas estructurales de los
compuestos fenolicos que se relacionan con los sustituyentes en los anillos del
esqueleto, con el arreglo espacial de los mismos y con el grado de polimerizacion de
los compuestos. Se ha observado que los -OH en la posicion 5 y 3 en el anillo A
potencian la deslocalizacion de los electrones del anillo B aumentando la capacidad
antioxidante (revision Cushnie y Lamb, 2005). En un estudio en el que se relaciond
la actividad con la estructura del compuesto fendlico se observaron diferencias
significativas en la actividad antimicrobiana en funcién de la cantidad de oxigenos y
la posicion de los mismos en el anillo cuando se exponian al hongo de pudricién
blanca Trametes versicolory al de pudricion marréon Coniophora puteana (Voda et al.,

2003).

El mecanismo de accién mejor estudiado es la astringencia, es decir, la capacidad
unirse y de precipitar proteinas, mecanismo responsable de la inhibicion de enzimas
microbianas (Scalbert, 1992). Se ha observado que la adicion de polisacaridos

ionicos como pectina, acido poligalacturdnico, dextran sulfato o BSA, con afinidad a
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taninos y por lo tanto, capaces de competir con las proteinas microbianas
disminuyen el efecto inhibitorio (de Freitas et al,, 2003; Mateus et al, 2004; Carvalho
et al, 2006). La capacidad de formar complejos con proteinas se debe a que los
taninos son ligandos polidentados que tienen gran cantidad de sitios de union
provenientes de sus anillos fenélicos y grupos hidroxilo. Esto les permite formar
interacciones estables con los grupos sulfhidrilo y carboxilo de la proteina. Esta
union depende del tamafo, la flexibilidad, grado de polimerizaciéon y de
hidroxilacién, que aumentan el nidmero de sitios capaces de interactuar con las
proteinas y por lo tanto la capacidad de unién y precipitaciéon (revisién Le
Bourvellec y Renard, 2012). La unién tanino-proteina puede ser reversible (puentes
de hidrégeno, interacciones hidrofébicas, fuerzas de Van der Walls) o irreversible, a
través de la formacion de enlaces covalentes. Estas ultimas se dan cuando los fenoles
son oxidados a quinonas en la presencia de oxigeno en medio basico. La capacidad
astringente depende ademas del tipo de proteina, aquellas con mayor cantidad de
residuos basicos, ricas en prolinas y altamente hidrofébicas tienen mas tendencia a
formar complejos con taninos (Simon et al, 2003; Richard et al, 2005). Se ha
observado que esta tendencia también depende del factores postraduccionales, por
ejemplo la beta-glucosidasa de Aspergillus niger es mas resistente a los compuestos
fendlicos en comparacion a la de Trametes reesei, probablemente por variaciones en

glicosilaciones (Ximenes et al, 2011).

A diferencia de los taninos, los compuestos fenolicos de bajo peso molecular pueden
actuar en sitios especificos de proteinas. Los flavonoides, son capaces de actuar
sobre enzimas oxidoreductasas de microorganismos compitiendo con los cofactores
FAD y NAD, por su similitud estructural y funcional (ciclos de oxidacién/reduccidn).
Estudios de docking han revelado que el flavonoide medicarpina aislada del
duramen de Dalbergia congestiflora inhibe a la lacasa de Trametes versicolor
uniéndose directamente al sitio T1 de la enzima, impidiendo la reduccién de O:
necesario para la actividad (Martinez-Sotres et al, 2012, 2015). Estudios con
precursores radiactivos permitieron observar la inhibicién de la sintesis de ADN y
ARN cuando se expuso a células de Proteus vulgaris y Staphylococcus aureus a
extractos ricos en flavonoides. Los autores sugieren que el anillo B de los flavonoides

se intercala en el ADN para desestabilizar la estructura (Mori et al, 1987). Estudios
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mas recientes indican que existe una union de los flavonoides a la girasa de ADN de
E. coli y que esta capacidad se vincula con el grado de hidroxidacién del anillo B
(Ohemeng et al, 1993; Plaper et al, 2003). Analisis en lipososmas con sondas
fluorescentes permitieron determinar cambios sobre estructuras, polarizacion y
fluidez de membranas y particularmente sobre la enzima citocromo c reductasa en

células de E.coli (Haraguchi et al,, 1998).

Como ya se menciono, las enzimas fungicas responsables de la degradacion de la
madera producen especies reactivas del oxigeno para oxidar lignina. El potencial
antioxidante que poseen taninos y flavonoides les permite interferir con el estado de
transicion interceptando a los intermediarios radicales libres. Ademas, los taninos,
son capaces de actuar como agentes quelantes de los metales cofactores enzimaticos
(hierro, cobre, zinc, manganeso) que forman complejos estables con los grupos o-
difenol. En estudios sobre enzimas extracelulares de hongos degradadores de
madera se observé que enzimas peroxidasas y lacasas (dependientes de hierro y
cobre) son inhibidas mas fuertemente por taninos que pectinasas y xilanasas que no
poseen cofactores metalicos (Scalbert, 1991; revision Valette et al,, 2017). Este modo
de defensa contra microorganismos es usado comunmente por animales, un ejemplo

es la lactoferrina presente en la leche de mamiferos.

Por ultimo, se propone que los compuestos fenolicos causan dafios en membranas y
paredes celulares de microorganismos. Limn y colaboradores (2006) observaron
por microscopia electrénica los cambios producidos en células de C. albicans cuando
se expone a extractos de taninos de Rhizophora apiculata. A las 24 horas de
exposicion la pared celular y membrana plasmatica sufren alteraciones
(invaginaciones) y luego de las 36 horas se produce el colapso de estas estructuras y
lisis celular. La disrupciéon de la membrana también fue observada por Yong y
colaboradores (2014) en bacterias gram positivas y gram negativas cuando se los
enfrentaba a extractos de plantas medicinales. Los autores pudieron constatar por
métodos de espectroscopia de masas, que las principales proteinas afectadas se
relacionaban con la sintesis de la pared y membrana celular. En hongos filamentosos
se observé que extractos de compuestos fendlicos alteraban el crecimiento de
Sclerotina sclerotiorum y Alternaria solani por la inhibicién de la sintesis de (-

glucanos que conlleva a una lisis de la pared celular (Piotrowski et al, 2015). En el
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basidiomicota Lactarius sulphureus se observé un colapso en la formacion de hifas y
clamidosporas cuando se expuso a [-tujaplicina (Yen et al, 2008) y en trabajos
posteriores la formacion de poros en la membrana que provocaron cambios en la
osmolaridad y colapso celular (Choi et al, 2012). Cray y colaboradores (2015)
proponen que la integridad de las membranas se ve afectada por las interacciones
hidrofébicas con los compuestos fendlicos que esto induce estrés oxidativo y

peroxidacion lipidica.

1.2.4. Métodos de extraccion y analisis

Las propiedades de los extractos fendlicos dependen del tipo de moléculas bioctivas
presentes. Esta composicidn esta estrechamente relacionada, ademas de con el tipo
de tejido utilizado, con el método de extraccion. En este sentido todavia hoy no esta
claro cudl es el mejor método para obtener muestras ricas en un compuesto dado,
aunque es sabido que depende de la polaridad de los solventes empleados. Se han
utilizado diferentes procedimientos con solventes organicos, aceites, soluciones
acuosas alcalinas, acidas, etc. Hayouni y colaboradores (2007), por ejemplo,
reportaron que mezclas de agua con solventes organicos en diferentes proporciones
afectaban el contenido de fenoles totales de los extractos obtenidos a partir de frutas
de Quercus coccifera L. y Juniperus phoenicea L. Comunmente se han utilizado
solventes alcohdlicos como metanol y etanol, que arrojan buenos rendimientos, y
mezclas de alcoholes y agua han demostrado ser mas eficientes que los solventes
puros (Pinelo et al, 2005; Yilmaz y Toledo, 2006). Ademas de los solventes, el
contenido del extracto depende del método utilizado: maceraciones, infusiones,
extracciones por reflujo, Soxhlet, microondas, etc. (Sirmah et al,, 2009; Naima et al,
2015). El método de extraccion a utilizar, entonces, debe ser seleccionado en funcion
de los resultados esperados: concentracion de compuestos, actividad
antimicrobiana, pureza, rendimientos, etc. Independientemente del método y por las
caracteristicas de los compuestos fenélicos, es recomendable que durante el proceso
la muestra no sea expuesta a la luz directa ya que son facilmente oxidables en estas

condiciones (Okuda et al., 1989).
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Una vez obtenido el extracto los métodos mas sencillos y mas utilizados para
determinar el contenido de compuestos en una mezcla son los espectrofotométricos.
El método utilizado para la cuantificacion de compuestos fendlicos totales en
productos vegetales es el método de Follin-Ciocalteu que se basa en la reacciéon con
el reactivo de Folin-Ciocalteu que contiene una mezcla de wolframato sédico y
molibdato sédico en acido fosférico. El 4cido fosfomolibdotingstico (formado por las
dos sales en el medio acido), de color amarillo, al reaccionar con los fenoles, es
reducido, dando lugar a un complejo de color azul intenso que se mide a 765 nm. La
cuantificacion de taninos condensados se realiza cominmente con el test de
BuOH/HCI (Scalbert, 1992). Este método se basa en la despolimerizacién en medio
adcido de los taninos condensados que originan antocianidinas, compuestos
coloreados que pueden ser cuantificados espectrofotométricamente. Los taninos
hidrolizables se detectan por el test de KIO3, descrito por Haslam en 1965 y
modificado por Bate y Smith en 1977; la sal reacciona con esteres galoil formando
un intermediario coloreado que se detecta a 550 nm. Si bien este método se usa para
determinar el total de taninos hidrolizables, puede subestimar la cantidad de
elagitaninos, donde las unidades galoil no estan libres para reaccionar con la sal. Los
flavonoides se cuantifican por la formacién de complejos coloreados entre los
hidroxilos fendlicos del grupo ceto de los flavonoides con sales de aluminio cuya

absorbancia se mide a 434 nm.

Es importante destacar que estos métodos colorimétricos son usados de manera
semi-cuantitativa, permiten comparar entre muestras y analizan grandes grupos
quimicos y no compuestos individuales. Para profundizar en el estudio de mezclas
complejas, desde el comienzo del siglo XX se han desarrollado métodos de
separacion y técnicas analiticas como las cromatografias (HPLC, GC, CPC),
espectroscépicas (MS, IR, FTIR), de resonancia magnética nuclear (RMN, 2D RMN) y
las combinaciones de estas (GC/MS, HPLC/MS, LC/MS-NMR, etc), que han permitido
la caracterizacion de una gran cantidad de compuestos, incluso con estructuras

complejas de gran tamafio y poca estabilidad (Whiting, 2001).

Una de las técnicas mas utilizadas para la caracterizaciéon de extractos ricos en
compuestos fenolicos provenientes de madera es la de espectroscopia de masa

MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight) (Navarrete et
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al, 2010; Priyanka et al, 2014; Konai et al, 2017; Bi Athomo et al, 2018). Esta
técnica puede ser utilizada en cualquier muestra que pueda ser vaporizada en vacio,
como lo son la mayoria de los compuestos organicos. Permite determinar los grados
y patrones de oligomerizacion en macromoléculas de hasta 300000 Da con
pequefias diferencias. Se obtiene un espectro de masa que relaciona la intensidad de
la sefial de cada i6n con un valor m/z que permite determinar el peso molecular y
relacionarlo con la estructura de compuestos desconocidos, o confirmar la presencia
de moléculas que se sospecha pueden estar en la muestra analizada (Niessen y Falck,
2015). Esta técnica generalmente se complementa con estudios de RMN que

permiten dilucidar estructuras quimicas de los compuestos analizados.

Todos estos avances son herramientas fundamentales para profundizar en el
desarrollo de productos ambientalmente amigables con potencial como
preservantes de madera. Sin embargo, remplazar completamente el CCA tomara
tiempo y sera necesario aumentar los esfuerzos en la investigacion y formulacion de
productos y métodos de aplicacion estandarizados que sean efectivos tanto in vitro

como en ensayos de campo.
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Objetivos

Objetivo general

El constante desarrollo de resistencia por parte de algunos microorganismos a los
agentes utilizados en la actualidad ha estimulado la bisqueda de antimicrobianos
alternativos. Las plantas han desarrolado, durante el curso de la evolucidn,
diferentes estrategias que le han conferido la capacidad de sobrevivir al ataque de
patégenos de diversos tipos. Desde tiempos remotos son una fuente interesante
para la busqueda de nuevas moléculas y dado que la flora uruguaya ha sido poco
estudiada es una fuente interesante para la bisqueda de agentes que no generen
resistencia y sean activos contra una amplia gama de microorgansimos.

Como aporte a esta linea de investigaciéon nos planteamos el siguiente objetivo:

e Identificar agentes antimicrobianos naturales de la flora uruguaya con

actividad contra diferentes tipos de patdgenos.

Objetivos especificos

Péptidos antimicrobianos (AMPs).

El alto potencial de los AMP vegetales como agentes terapéuticos en agricultura y en
medicina, ha estimulado su busqueda, caracterizacién y sintesis/produccion. Nos

proponemos entonces:

e Identificar y caracterizar defensinas de dos especies de la flora nativa
Peltophorum dubium (ibirapita) y Maytenus ilicifolia (congorosa) a partir del

analisis por ARNseq.

1. Validar secuencias identificadas en transcriptomas.
2. Producciéon de uno de los péptidos en dos sistemas de expresion en E. coli

para evaluar mejores condiciones de produccién
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3. Analizar la actividad antimicrobiana.
Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos han demostrado ser parte fundamental en la durabilidad
natural de maderas por su accién contra hongos xiléfagos. Nos proponemos

entonces:

e Obtener de la madera de la madera de la planta invasora con alta durabilidad
natural Gleditsia triacanthos L. extractos ricos en compuestos fenolicos que

puedan ser la base para el desarrollo de preservantes naturales de madera.

1. Seleccionar el método de extraccion en funcién de la actividad contra hongos
xiléfagos
2. Cuantificar extractos en funcién de grupos quimicos

3. Relacionar actividad con componentes presentes en los extractos.
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Capitulo 2

Resultados AMPs
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2.1 Defensinas de ibirapita y
congorosa

El andlisis de transcriptomas de plantas es una estrategia para alcanzar el objetivo
de nuestro grupo de trabajo de encontrar péptidos antimicrobinanos con
actividades novedosas. Con el objetivo de identificar nuevos AMPs de origen vegetal,
se analizd el transcriptoma de semilla germinada de las especies nativas Maitenus
ilicifolia (congorosa) y Peltophorum dubium (ibirapitd). Los datos de ambos
transcriptomas fueron depurados y ensamblados por separado mediante diferentes
herramientas como Trimmomatic (Bolger et al, 2014), Trinity (Grabherr et al,
2011), Transrate (Smith-Unna et al, 2016) y GetOrf (Rice et al, 2000), en
colaboracion con el Dr. Pablo Smirich, Facultad de Ciencias. Se obtuvieron 87
secuencias que fueron categorizadas en los diferentes grupos de AMPs: - en
Congorosa 15 tipo Snakin/GASA, 10 tipo defensina y 14 proteinas de transferencia
de lipidos; - en Ibirapita 20 Snakin/GASA, 20 proteinas de transferencia de lipidos y
8 posibles defensinas. En ninguno de los analisis se encontraron ciclotidos o

tioninas.

En este trabajo se analizaron los contigs categorizados como posibles defensinas, a
nivel de secuencia nucleotidica y de péptidos deducidos. Todas las secuencias
verificadas fueron clonadas en pGEMT-easy (Promega, Tabla M.2, Materiales y
métodos); con cada vector se transformaron células de E.coli Top10'y se conservaron
a - 702C para generar una biblioteca de genes de defensinas que seran utilizados en

futuros trabajos (Tabla M.1, Materiales y métodos).
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2.1.1. Verificacion de secuencias transcriptomicas de
Maitenus ilicifolia (congorosa)

Las 10 secuencias tipo defensina del transcriptoma ensamblado de congorosa (Tabla
2.1-1) se obtuvieron por homologia con dos defensinas de Arabidopsis thaliana
(UniProtKB Q9FI23 y Q39182). Una vez obtenida la secuencia nucleotidica se
dedujeron los péptidos, se corrobor6 manualmente los marcos de lectura de cada
contig y que no se repitieran ni existieran combinaciones de los reads entre los
contigs obtenidos. Cada secuencia peptidica se comparé mediante Blastp con
proteinas de diferentes bases de datos (UniProtKB/ SwissProt) para determinar si
presentaba homologia con proteinas anotadas. También se analiz6 la presencia de
péptido sefial mediante SignalP (Figura A.1, Anexo 1) y de motivos conservados en

defensinas de plantas.

En este andlisis se descartd el contig MiDN40134 debido a que se trata de un
transcripto muy grande (2000 pb) cuyo péptido deducido tipo defensina, esta
incompleto (37 aminoacidos). Presenta ademas alta homologia con una proteina de
Homo sapiens (UniProtKB Q96MP5), con una mejor relaciéon entre el tamafio

transcripto y la proteina codificada.

Para verificar que los 9 contigs restantes existen en la planta y no son un artefacto
del ensamblado, se disefiaron primers especificos, se realizé una PCR y los productos
de amplificacidn se secuenciaron. La verificacion se hizo a partir de ADN gendmico
lo que permite ademas, conocer la estructura de los genes (presencia de intrones).
Siempre que fue posible los primers se disefiaron en las zonas UTR (UnTraslated

Region).

Se verificaron los contigs MiDN6861 y MiDN37676_121, _123 y _124, mientras que
los contigs MiDN33432_011, _012, MiDN27898_011, 012 y MiDN56385 no pudieron
ser amplificados en las diferentes condiciones ensayadas (primers, temperaturas de
annealing, tiempos de elongacion). A continuacidn se detallan las caracteristicas de

cada secuencia (verificada y no verificada).
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Tabla 2.1-1.

Resultados del analisis por Blastp de péptidos deducidos de los contigs de congorosa con motivo defensina. Bases de datos SwissProt-UniProt.

Transcripto

Hit Blast SwissProt-UniProt

L ID_motivo Motivo Cys
ID_transcriptoma a;rago ID_UniProt Anotacion Org % Ident Cov:;tura E-value de Cys *
Defensin-like protein 6; Jatropha
MiDN6861 73 QOFFPS AltName: Full=Low-molecular-weight Cm’; S 51 52 3.00E-022 | DEF35 CX10CX5CX5CXgCXCXCX5C
cysteine-rich protein 74
MiDN37676_124 75 Defensin-like protein 2; petunia
Q40901 AltName: Full=Gamma-thionin homolog | . s 59 48 9.00E-022 DEF35 CX1oCX5CX3CXoCXgCXCX5C
MiDN37676_123 | 75 PPT integrifolia
MiDN37676_121 | 75 |  —— | el
MiDN33432 011 | 87 Defensin-like protein 1; Dahlia 75 48 4.00E-021
POCSY4 AltName: Full=Cysteine-rich merckii DEF32 CX16CX5CX5CX10CXgCXCX,C
MiDN33432_012 | 87 antimicrobial protein 1 73 48 2.00E-020
MiDN27898 011 | 106 | Q07502 DEfe"; ':I:'E':: f:f;ﬁf"r‘lcﬁ'“:‘zgf’n Ful= ) Glycine max | 48 52 0.002 nd
D.efensin 1; AItNampe' Full= Arachis CX10CXCXSEXSCXS XS CXEXCXSC
MiDN27898_012 96 B3EWP3 ! : - 43 49 2.00E-005 nd
Allergen: Ara h 12 hypogaea
MiDN40134 37 DESCARTADO|  —=mm-
- . Oryza sativa
Def -lik AL1; AItN :
MiDN56385 81 Q6K209 efensin-like protein CALL; AltName: | = o 27 74 0.34 nd CX41CX4CX5CXsCX3CX5CXCXSCXC
Full= Pathogen-related protein 12 Group

* Motivo conservado DEF32 : CX{4,25}CX{2,12}CX{3,4}CX{3,17}CX{4,32}CXCX{1,6}C; DEF35 : CX{5,10}CX{4,6}CX{3}CX{9,15}CX{5,12}CXCX{3}C
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MiDN6861

El contig MiDN6861 codifica, un péptido de 73 aminoacidos con 8 Cys conservadas y
un péptido sefal de 26 aminoacidos. En la amplificacion del ADNg se obtuvo un
Unico amplicén con oligos disefiados en las zonas UTR. El tamafio del amplicén fue
de aproximadamente 500 pb (Figura 2.1-1), que seria lo esperado considerando el
tamafio del transcripto de 380 pb y la presencia de uno o mas intrones. La secuencia

de amplicon verificé 100% la secuencia obtenida en el andlisis del transcriptoma con

un intrén de 73pb (Figura 2.1-2).

La secuencia peptidica de MiDN6861 es del tipo I, es decir que no tiene un C-
terminal largo para el almacenamiento en vacuolas (Lay et al, 2012). En el analisis

se identificaron algunos residuos conservados, ademas de las 8 cisteinas, que se cree

500 Figura 2.1-1. Electroforesis de
- productos de amplificacion de ADNg
de Congorosa con primers en UTR 5’y

P ¢ 3". 1-3: contig MiDN37676; 4-6: contig
MiDN6861. Tann 60°C, Tann 58°C y

blanco sin ADN respectivamente. PM:

marcador de peso molecular 1Kb

(ThermoFisher®).

son importantes para el plegado: glicina 12 y 32 y glutamato 27.

101

201

301

401

s01

PrimerF M K & 8 L & L L F L V L I ¥ L v 4

GUCATCAACAGTATTCTTAATCCTCTACAGAGAT GAAGGEATCCCTTEEECTTTTETITCTEETCOTCATTETCTTGETCTCGgtaagtttaatttoota
aatctetotatatacatgtatgagtagggtttaagttacagteggtgtaaaattatttgttttatattttttaacaagtgtagattaagagaaasaaatg

2 E M M M P V¥V E A R ¥V
atatacagacatgatgtaagtaaataatttatatattatgottttaattgatgaatatatgtbgoaglllGAGATGATGATGCCGETAGAAGCTAGSETT

¢ A 2 R 8 H Y ¥ R & P € F H 88 H N ¢ A M VvV ¢ B N E & F 8 & & EKE € H
TETECETCEAGEAGCCATTACTACAGAGGACCATGCTTCCATAGC CACAACTETGCTATGETET GCAGGALT GAAGETTTCTCTGETEECAAATGCCATE

@ L R R R ¢ F € T E L ¢ *
GACTCCGTCGCCEGCTECTTCTGCACTAAGCTTTGT TAATTGC TCAATTTGAT TTAT CAAAAAGCTTGETT CAATTACTTACAGT TCAAATCTCATCTATT

GTTAAAAATAATCETTCAACTGECCCATTAAATAGGAGETTAGT TAGEC GET TAAGAGETCOT GCAAGTAACATTTAGGGECTETTTEATAAAACTGTCT

Frimer R

Figura 2.1-2, Mapa del gen MiDNB861. Se indica en minusculas el intréon v en mayusculas las secuencias transcritas y el
péptido deducido. En subrayado se indica el péptido seiial y con sombreado las cisteinas conservadas.
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Para predecir la estructura tridimensional se realiz6 el modelado por homologia con
el programa RaptorX, el mejor modelo se obtuvo utilizando como molde a la proteina
DEF4 de Medicago truncatula (PDB: 2LR3). El modelo predice una estructura
terciaria tipica de defensinas de plantas con 3 hojas betas antiparalelas y una alfa
hélice. En la conformacién se observan puentes disulfuro tipicos que estabilizan la
estructura: tres en el motivo CSaf}, Cys2-Cys5, Cys3-Cys6 y Cys5-Cys7; uno entre las
dos hojas beta restantes, Cys1-Cys8. El motivo y-core se ubica en uno de los loops

(Figura 2.1-3).

Figura 2.1-3. Modelo del contig MiDf6861 generado por
homologia con 2LR3 en Raptor X, visualizacion VMD
1.9.3 (Humphrey et al., 1993). Aparecen representadas
Cys y enlaces SS (amarillo).

MiDN37676_124, MiDN37676_123 y MiDN37676_121

MiDN37676_124, MiDN37676_123 y MiDN37676_121 se analizaron juntos por ser
muy similares. El alineamiento muestra que las secuencias 123 y 124 son idénticas,
excepto en el extremo 3’ UTR donde se observa una inserciéon/delecién de 17pb.
MiDN37676_121, es el mas distante, las diferencias se encuentran tanto en las
regiones UTR como en la secuencia codificante. Se dedujeron entonces, dos péptidos
de 75 aminoacidos con 93% de similitud y 5 diferencias (3 en el péptido sefial y 2 en

el maduro, Figura 2.1-4).
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Para verificar la existencia de las tres secuencias en una Unica reaccidon de PCR se
disefaron primers en las zonas UTR con homologia entre los tres contigs. El
producto obtenido tuvo un tamafio de aproximadamente 500 pb que seria lo
esperado considerando el tamafio de los transcriptos (392, 397 y 414pb para
MiDN37676_121, 123 y 124 respectivamente) y la presencia de uno o mas intrones
(Figura 2.1-1).

Primer F ~
- M E M
124702 CTCTATATATCAGCAGCTCATTTGCTTCGCCTTA- - ATTGTAATCGTAGTGTCTETGTETETGTSTT GAAGATALAGTCACACTALCAATCAATGGAGAT
1zZ1 CCATTGTAATTGTSETETT-—-T-————

12371

E N F F R L F F L 1 1. F L L & §
124/ 02 GAAGAACTTOTTTAAGCTCTTCTTTOTGCTECTOTTCCTCTTGECTTOTCgtacgtatataatttasatattocacgatttttattgtttattatttatta
1z1 coG cre b e e e e T
123/el A L F

Q EM VvV VvV P & E & R ¥V ¢ L 38 P 8 H E F H & T ¢ I 556G
123722 attgttegegegegogtyeycagilGhGaTeaTEnTo0CTEEGEAGCECARGGETTTETCTGTCACC ZAGCCANAAGTITCACSGALCATGC ATCAGC GG
121 mmmmmmm e m - AGAGAT
123/el R D

H N € A EI ¢ R T E® F 8 @ & D R G&&FRPERZERUCUVCQC I E R C *
124702 CACAATTGTGCAGAGAT TTGTAGSACAGAASGTTTCAGTGEAGGCGACTGCAGGGGATTCCGTCSCCGTTETGTTTECT CTAAGCGCTSTTAGATATATGS
121
123/l

124702 TEOTACATATATCAACATCTATGCGTCCTTAATTTCTC TTTATTTAATAATTT TGTGAGTALTTCCT G&ATTAAT GTTCATCCTCTCGE
121 e < Brimer B
123/el e

Figura 2.1-4. Mapa de secuencias MiDN37676 124/¢2,123/cl y 121. Se indica en mindsculas el intréon y en mayusculas las
secuencias transcritas y el péptido deducido. En subrayado se indica el péptido seiial y con sombreado las cisteinas
conservadas. De las secuencias_0123/cl v 121 solo se indican nucledtidos y aminoacidos diferentes (negrita) a la secuencia
124/c2. Se subrayala cisteina 202.

Una alicuota del amplicdn se secuencio y otra se purifico con minicolumnas Wisard
(Promega), se clon6 por ligacion en vector pGEM-Teasy (Promega) y se
transformaron bacterias E. coli Top10. La presencia del inserto en los clones se
verifico por amplificacion del ADN plasmidico con primers complementarios al
vector (pCR21_ampF1 y pCR21_ampR1, Tabla M.3, Materiales y métodos), se
seleccionaron dos clones positivos que también se secuenciaron. En el alineamiento
entre las secuencias de los clones, amplicén y transcriptoma se identificé un intrén
de 187 pb, ubicado antes de la secuencia que codifica el péptido maduro. Se
verificaron los contigs MiDN37676_123 y MiDN37676_124 y no la de
MiDN37676_121, aunque la C (Citocina) en la posicién 202 (desde ATG) tanto en los
clones como el amplicdn se corresponde con el contig 121. Esta C-202 esta en lugar
de T (Timina) correspondiente a los contigs 123 y 124, no modifica la secuencia

peptidica (Figura 2.1-4).
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En el cromatograma del amplicon, se observa una secuencia Unica salvo en esta
posicion donde se ve el solapamiento entre Cy T (Figura 2.1-5a), y al final donde se
solapan dos secuencias debido al desfasaje producido por los 17 pb presentes en el
contig 124 y ausentes en el contig 123 (Figura 2.1-5b). El unico indicio de la
existencia del contig MiDN37676_121 seria la ocurrencia de la C-202 mencionada
arriba y este cambio no es significativo ya que puede deberse a una mutacion
durante la amplificacién. La evidencia mas fuerte de que la secuencia 121 no esta en
planta es que no se observaron diferencias a nivel de intrén. Seria esperable que las
variaciones de secuencias se acumulen a nivel del intréon y en UTRs con mayor
frecuencia que a nivel de secuencia codificante, todo lo contrario sucede en este

Caso.

Los clones secuenciados verificaron los contig MiDN37676_123 (clon 1) y
MiDN37676_124 (clon 2), como dos loci idénticos a nivel de exones e intrén, y por lo
tanto codifican péptidos idénticos, que se diferencian en 17 pb en la zona 3'UTR

(Figura 2.1-4, Tabla M.1).

a) b)

Figura 2.1-5 Secciones de cromatograma del amplicén de los contigs MIND37676. a) La flecha indica el
solapamiento de bases C/T posicion 202 (ADNg). b} Zona final donde se observa solapamiento de dos secuencias
producida por lainsercion/delecién de 17 pb en 3’'UTR.
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MiDN56385 y MiDN27898

El contig MiDN56385 tiene una estructura primaria tipica de defensina, con un
péptido deducido y péptido sefial de 81 y 21 aminoacidos respectivamente (Figura
2.1-6a). La defensina madura deducida presenta 10 Cys organizadas en un motivo
CX11CX4CX3CX5CX3CX3CXCX3CX3C que no ha sido descrito hasta la fecha en la
bibliografia consultada (Tabla 2.1-1).

Los contigs MiDN27898_011 y MiDN27898_012 codifican péptidos similares (87%
de identidad). Las diferencias se encontraron en la zona correspondiente al péptido
sefial. MiDN27898_012 pareceria estar incompleto en 5" ya que no se encontr6 el
codon iniciador ATG, ademas en esta zona aparece un codoéon STOP (Figura 2.1-6b).
Los péptidos maduros presentan 10 Cys organizadas en un motivo
CX10CX4CX3CX5CX3CX3CXCX3CX3C. El sitio de corte del péptido senal es el mismo en
ambos contigs pero el tamafo es de 19 y 12 aminoacidos para MiDN27898_011 y
MiDN27898_012 respectivamente. Una primera interpretaciéon indicaria que

MiDN27898 012 seria un artefacto del ensamblado.

Ambos contigs se modelaron por homologia con el programa RaptorX
(http://raptorx.uchicago.edu), como una aproximacion para predecir el efecto de las
dos cisteinas “extras” en la estructura y determinar si ajustan a estructuras similares
a PhD1 de Petunia hybrida (Unica defensina cristalizada hasta la fecha con cinco
enlaces SS) 6, a estructuras tipicas de defensinas con 8 Cys que forman cuatro

enlaces SS.

El molde utilizado por el programa con mejores valores de GDT (Global Distance
Test) para ambos péptidos fue la defensina TPP3 de Solanum lycopersicum que tiene
8 cisteinas y el motivo CSaf tipico, estabilizado por cuatro puentes disulfuro (Cys1-
Cys8, Cys2-Cys5, Cys3-Cys6, Cys4-Cys7). El modelo de MiDN27898 se ajusta a esta
estructura tipica (valor de GCT de 43), con cuatro puentes disulfuro formados por
las Cys que estan en posiciones equivalentes a las del cristal. Las cisteinas
supernumerarias Cys4’ y Cys8’, nombradas por su ubicacidn respecto a las cisteinas
de posiciones conservadas en los alineamientos, Cys4 y Cys8 respectivamente, no

forman enlace (Figura 2.1-7a).
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a) MiDN56385
M M I L K V T A
1 ATTACAACAATTTTTCCTTCTTTCTTTCTCGATTCT TCACTCTTTACATCCATACCCGETCACAAGCATCALCALCATGATGATACTZALAGTCACCGOT

L T F L L ¥ I P & I ¥ @® & Q N & T A <& N R D K I © T A & 3 R T ¥ D
101 CTAACTTTTCTGCTEGTEAT TCCAGGAATCTACTC GGG CALAATGECACAGSCCGGAAACCETGATAAAATATGCACTGCAGCAAGCAGGACATACGACSE

o p T C T & N P C ¥ 8 A € K N E N F €C T & M € T P K € T € A K F € N
201 ATCCGACGTGCACTTCAAACCCATGC TCAAGCGCCTECAAAAATGALAATTTTTGCACTGEEATGTGCACTCCCAAGTGCACCTECGCTAAGTTTTGTAL

R & C 5 3 v *
301 CCETECCTETEEEAGTSTCTEGATGAGSCTAT CCTTTGAT GAATAT GCAATATAAACTAGATAATATGACACCTCTCTGTGTETTTTAGTETTTTATGTET
401 GTETTTTAGTETTTTATETGTETETTTTAGTGTTTTATGT S

b} MiDN27898_11y MiDN27898_12

M & 38 ¥V L R VT A L L L L L L A A E & B I A E I 8 G & A
011 CTCAATTTTAAGGTATAATEGGCTTCAGTTCTACGTETCATAGCTTTACTTTTGCTCTTACTTGCAGCTEAGGCGAGAATTGCAGAAATTTCTGECTCTGCG
01z TCTCAATTTTAAGETATAALCT

= @ F * G1I T

¥ D ¥ & T & T & T & I E 8 G T E T ¢ T G T & I M E T o E K I € R K
011 TATGACTCTGEGACCGEAACTGGAACCGGAATCGAGAGTGGAACTGAGACTGEGACTGEGACTGECATAATGGAAACTCAAGARAAAATATGCAGARRE
o1z e e

v &a K r v P E R ¢ L &8 N A2 ¢ T VvV & ¢ K NE F ¢ 8 ¢ a2¢ K E K ¢ I
011 GTCAGCAAGACGTATCCTGAGAGATGCCTETCAAATGCATGCACTETGECCTGCAAAALCGAAGETTTTTGCAGCGEEECTTGCAAAGAAALGTGCATAT
01z FAG CETEEE GAAGCA

E R G E A

¢ T K I ¢ N R A ¢ G 3 v *
011 GCACTAAAATCTGCAACCGTGCATETGETASTGTSTGACCETGATGTATGETGAGGCTCTTCTETAATGAAATATGTAATALAAAGAAGAGCATGTGTTT
01z

011 TCAAATCTTTETTCCCCTCTTTCGTATC TATCTAATGGCAATCTAGACTTTGTCTTTGETATCTATCTCTGTTCCCCTCTTTGATTTATAAAATGEATET
011 ACTAATTCTTATTATATATATTATAATATCATAACALATTACATTGEET

¢) MiDN33432_11 y MiDN33432_12

M & A K A L K L & F F L A I F ¢ I L A L ¥V A N 8 D A E V I
011 CoTAAGAGAAAAACATGGECAGCTAALSCTCTCAAACTCGETTTCTTCTTAGC TATTTTCTGCATCCTTGCTCTTETAGC GAACT CAGATGCAGAASTGAT

P E E ¥ I P A& A L € E K & & Q T W 8 & ¢ € K I T 8 H € D K Q € R D
011 ACCTGAAGAAGTGATACCTGCAGCACTGTGTGAGALGGCALGCCAGACATGETCAGGTGGAT G TAAGATAACATCACACTETGACALAGCAGTGCAGAGAT
01z T C

W E H A E H & A ¢ HV R & & K HM ¢F ¢ Y F K 38 ¢€*
011 TEEEAGCATGCAGAGCATGETGCTTETCATGTTC GAGGEEETAALCACATETGCTTCTGCTACTTCAALAGTTETTGAT CATC-—————————— - ——————
01z C h AC C GTCACTICAARAAGTGTT

T

011 -GTCATCATCATATGTCATCCTCAACCACCATCATCAAGALACTAAACCAGTCAATAATAATGCATGCTTTCTTGT TAAACGCTTGAATAGTGTATACTA
012 ea G h T T

011 TTCATECTGETCTACTTGTACTAC TAGTC TAGTACALACTTTAAATTAATGAAGALATAACGTGTSTTGTTTTATATATCTCTEATGCATATTGGATCGTTT
011 ACGGETATTATTATATGATCTTTATTATGCCATAATTTAATCGAL

Figura 2.1-6. Mapa de contigs de congorosa comparados mediante alineamiento de las secuencias nucleotidicas y
peptidicas . En subrayado se indica el péptido sefial y con sombreado las cisteinas conservadas. a) MiDN56385. b)
MIDN27898_011y _012 . c) MIDN33432_011 y _012. De las secuencias _012 solo se indican nucleétidos y aminoacidos
diferentes (negrita) a la secuencia _011.

En el modelo de MiDN56385 se observa el motivo CSaf3 tipico y unicamente 3

puentes disulfuro (Cys1-Cys8, Cys3-Cys6, Cys4-Cys7). El enlace Cys2-Cys5 no se

forma, y las cisteinas supernumerarias Cys4’ y Cys8’ no forman enlace (Figura 2.1-

7b). Este modelo presenta un GDT bajo (28), indicando que la semejanza con
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secuencias con estructura reportada es insuficiente para generar un modelo
confiable por homologia. El hecho de que los modelos (MiDN27898, MiDN56385) no
se ajusten a la estructura de PhD1 (5 enlaces SS), era esperable dado que las
cisteinas extra se encuentran en diferentes posiciones de la secuencia aminoacidica:
Cys1’y Cys3’ en PhD1 y Cys4’ y Cys8’ en MiDN27898, MiDN56385 (Figura 2.1-12).
Para determinar si se tratan de defensinas novedosas mayores esfuerzos deben
hacerse para clonar estas secuencias, analizar su actividad y la relevancia de las 10

cisteinas en el mantenimiento de la estructura y funcion.

Figura2.1-7. Modelos por homologia con 4UJO de contigs de congorosa con 10 Cys, generados en
Raptor X, visualizacién VMD 1.9.3 (Humphrey et al., 1993). Aparecen representadas Cys y enlaces SS
{amarillo) a) MiDN27898_011.b) MiDN56385

MiDN33432

MiDN33432_011 y MiDN33432_012 tienen 94% de identidad, la mayor diferencia es
en la 3’'UTR donde existe una insercion/delecién de 18 pb. El péptido deducido es
idéntico para ambos contigs, excepto en la valina 73 que cambia a treonina en
MiDN33432_012 (Figura 2.1-6¢). La defensina madura presenta 8 Cys conservadas.
En todo el resto de la secuencia nucleotidica, las diferencias en la zona codificante se
encuentran en la tercera posiciéon del codén. Queda para trabajos futuros determinar

si realmente existen ambos péptidos en la planta.
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2.1.2. Verificacion de secuencias transcriptomicas de
Peltophorum dubium (ibirapita)

Del transcriptoma de ibirapitd se obtuvieron 8 secuencias tipo defensinas por
homologia con las mismas proteinas utilizadas en congorosa (Secciéon 2.1.a). El
analisis de los contigs se realiz6 de la misma manera, chequeando manualmente los
péptidos deducidos (Tabla 2.1-2), las secuencias nucleotidicas y el péptido sefial

(Figura A.2, Anexo 2).

En una primera instancia se disefiaron primers en regiones UTR especificos para
cada contigs (Tabla M.3, Materiales y métodos), que se usaron para amplificar a

partir de ADNg.

PdAND60561, PAND64469, PAND8737

Los productos obtenidos se secuenciaron y permitieron verificar estos contigs,
revelando la presencia de un intrén en cada gen (122pb, 127pb, 103pb) (Figura 2.1-
8a). Los péptidos deducidos presentan un péptido sefial de longitud variable,
seguido de un péptido maduro con 8 Cys en motivo CXs.10CX4-6CX3CX9.15CX5.12CXCX3C
(DEF35, clasificacién segun Slavokhotova et al,, 2015; Figura 2.1-10 a,b,c; Tabla 2.1-
2).

Figura 2.1-8. Electroforesis de productos de amplificacion de ADNg de Ibirapita. a) Amplicones con primers en UTR
5y 3. 1-3: PAND60561. 4-6: PdND64469. 7-9: PAND8737. 10-12: PdDN18833. 13-15: PdDN11865. 16-18:
PdND24034 011 y 012. En cada caso Tann 602C, Tann 582C y blanco sin ADN. PM. Marcador de peso molecular 1Kb
{ThermoFisher®). b) Amplicones PAND18833 con primer forward en péptido maduro. 1: blanco, 2-3: Tann 582C y
562C. ¢) Amplicones PADN14712 con primer forward en péptido maduro. 1-2 Temperatura de annealing 582C y 562C;
3:blanco. Marcador de peso molecular 100 pb {ThermoFisher®).
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Tabla 2.1-2. Resultados del analisis por Blastp de péptidos deducidos de los contigs de ibirapita con motivo defensina. Bases de datos SwissProt-UniProt.

Transcripto Hit Blast SwissProt-UniProt .
L C t ID_motivo Motivo Cys
ID_transcriptoma aarago ID_UniProt Anotacién Org % Ident ov:n; ura E-value de Cys*
PdDN24034_011 84 p82787 Defensin-like protein 19; AltName: Full= | Arabidopisis 55 77 2.00E-28 DEF35 CX10CX5CX3CX10CXgCXCX3C
PADN24034 012 | 83 Defensin AMP1 protein thaliana 54 78 7.00E-27 DEF35 CX;10CXsCX3CX1CXsCXCXC
Defensin-like protein; AltName: Gamma- Petunia
! . - X3CX19CXgCXCX
PADN60561 77 | Q40901 thionn homolog PPT inteqrifolia 68 77 3.00E-64 DEF35 CX46CXsCX5CX1CXCXCXSC
Defensin-like protein; AltName: Gamma- Petunia
. - XsCX3CX1oCXgCXCX

PADN18833 84 | Q40901 thiowin homolog PPT integrifolia 62 78 7.00E-029 DEF35 CX46CXsCX5CX1CXCXCXSC
Defensin-like protein 6; AltName: Low- Arabidopsis

PdDN64469 74 QOFFP8 molecular-weight cysteine-rich protein thalia:a 58 74 1.60E-016 DEF35 CX10CX5CX3CX19CXgCXCX5C

74

Defensin-like protein 6; AltName: Low- Arabidopsis

PdDN8737 73 QOFFP8 molecular-weight cysteine-rich protein thalia:a 58 73 2.00E-026 DEF35 CX10CX5CX3CX19CXgCXCX5C

74
PADN14712 72 B3F051 Defensin Lc-def; Flags: Precursor Lens culinaris 56 72 3.00E-021 DEF32 CX1CXaCX3CX1CXsCXCXSC
subsp. culinaris
in-li in; AltN :10 kD 1

PADN11865 89 | pigeag | Defensin-likeprotein; AltName: 10 kDa Vigna 46 76 7.00E-015 | DEF32 X1 CXeCXCX 10 CXCXCXC

protein unguiculata

* Motivos conservados DEF32 : CX{4,25}CX{2,12}CX{3,4}CX{3,17}CX{4,32}CXCX{1,6}C; DEF35 : CX{5,10}CX{4,6}CX{3}CX{9,15}CX{5,12}CXCX{3}C
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PdDN24034

Los contigs PADN24034_012 y PdADN24034_011 se tradujeron en 2 proteinas con 93
% de identidad (diferencias en 6 aminoacidos, Figura 2.1-9a). La homologia de las
regiones 5y 3'UTR fue suficiente para disefiar primers para amplificar ambas
secuencias (Tabla M.3, Materiales y métodos). Los amplicones presentaron tamafios
de aproximadamente 700 pb (Figura 2.1-8a), debido a la presencia de intrones
corroborados por secuenciaciéon (tamafios sin intrones 338pb y 336pb para
PdDN24034_011 y PADN24034_012 respectivamente). Una vez clonados en vector
pGEM-Teasy (Promega) y verificada la presencia de inserto por PCR con primers
complementarios al vector pCR21_ampF1 y pCR21_ampR1 (Tabla M.3), 20 clones

fueron secuenciados.

El alineamiento de las secuencias de clones y contigs tuvo como resultado un 100%
de homologia con PdADN24034_011 en 19 clones, y mostr6é un intréon de 348 pb
(Figura 2.1-9b). El clon T10pGPdDf24034c18 presenté 99% de identidad con
PdDN24034_011 y demas clones. La diferencia es en una unica base en la secuencia
del péptido maduro, probablemente producto de errores durante la amplificacién,
que resulta en el cambio de arginina 58 por glutamina, haciéndolo interesante para

futuros estudios.

a

PdDNZ4034 011 MARFLELETTFTLLLOVCFLIF SNEAAGMVEAETETCGRMB3ETWIGWC N T EHC DNOC REWEGARHGACHAHF P GRACE CYFNC
PADNZ4034 012 MARFLETLSATFTLLLOTCLLTF SNEAG-MVEAETEVCGRMAETHIGWC N SEHCDNOCREWEGARHGACHAHF PGRACF CYFNC

R X R e I T R R X B T B R R R R R

M A K F L R L &8 T T F T L L L ¢ ¥ € F L I F & N
ATGECCAASTTCCTTCETCTCTCTACCACCTTCACGCTTCTCCTTTGCETTTECTTTCTCATATTCTCCAATGgtcagottoctacaatoocattattaace

=

101 teotagecaccacatgocothbbbotoctottcaceotetecttoctaaaaacgtbocacacaaacacagyachyatecagtatacatatatacaaasacacaca
201 zacacacatatatatabgagagoccotatotggotoccaacaaatattgbbtttcaaacatgateteatatytytybtgtytytytygtaaaatbottbgate
301 gtgegtgecasasgyotgagbotaggaytaacyoetateaatataacacatyoatotatyaatbbattbecttbtgycaateaagetygtattaatattbttt

E A & &z M ¥ E & K T E I €¢ = R M 3 E T W & ¢ W € & N T
401 teottacttcaaasatatgeagAGECAGCAGGAATGGTGGALGCGAAGACALALATATCGCGEGAGGATGAGCAARACGTGETCEGEETTEETETGEEAACAC

K H ¢ D W o ¢ R E W E & A K H & A € H A H F P & R & € F € ¥ F N C
S0l AAAGCACTGTGACAATCAGTGLAGGARATEGEAAGGAGCAAAGCATGEAGCCTETCACGCACACTTTCCTGEACGAGCTTGCTTCTGOTACTTCAACTET

+

601 TaAa

Figura 2.1-9. Secuencia contigs MiDN24034. a) Alineamiento mediante ClustalW de secuencias peptidicas deducidas de
contigs PdDN24034_011 y _012. b) Mapa gen MiDN24034 011 de secuencia verificada. El intrén se indica con
minidsculas y en maylisculas las secuencias transcritas y el péptido deducido. En subrayado el péptido sefial y con
sombreado las cisteinas conservadas
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No se obtuvieron indicios de la existencia de la secuencia PADN24034_012, se podria
secuenciar el producto de PCR sin clonar y buscar si existen zonas o bases
superpuestas en el cromatograma, a fin de eliminar cualquier sesgo que pudiera

haber ocurrido en la etapa de clonado.

PdDN18833 y PADN11865

Con primers situados en las secuencias UTR no se obtuvo amplificacion de los contigs
PdDN18833 y PADN11865 en ninguna de las condiciones de reacciéon ensayadas
(diferentes temperaturas y tiempos de elongacion). Por lo tanto se disefiaron nuevos
primers, esta vez en la secuencia codificante: primers F en inicio del péptido maduro
y primers R hasta el codon STOP. Con estos primers se amplificé la secuencia
correspondiente al contig PADN18833 con un amplicon de tamafio similar al
esperado (143 pb) ya que no existe intrén en esta zona (Figura 2.1-8b). La secuencia
se verific6 en un 100% (Figura 2.1-10d). No se obtuvo amplificacién para el contig

PdDN11865 (Figura A.3, Anexo 3)

PdDN14712

Este contig pareceria no estar completo en 5" ya que no existe coddn iniciador (ATG),
por lo que directamente se busco verificar solamente las secuencias correspondiente
a péptido maduro. El primer F se disefi6 al inicio del péptido maduro y el primer R al
final incluyendo el codén STOP. El producto de amplificacién tuvo un tamafio similar
al esperado (205 pb) (Figura 2.1-8c). La secuenciacion del amplicén corroboré en un

100% la secuencia del péptido maduro obtenida en el ensamble (Figura 2.1-10e).
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a) PdDNB737
Primer F M E R K
CAGCGCCTATCTTCACAGTTCACAATTGTGC TCATAAT TGALCTCCATTTCTATCCTTCATCTATATAGC TATC TGCTAAC TAACTGETGATGGAGAGEALL
8 ¥ % L F L I L L T ¥ L & A

TCATATSGECTTTTCTTGTTECTTCTCATTGTCTTAGCTGCTEgtaagatteccttcatgoatytotoacttocacttboctoccattgttttbgetttatgtat

E ¥ A VvV Q T E & R VvV ¢ E 8 Q@ 8 H R F K=&
gtatataactgaggaatgaattgtycggtgegttttgyyagoagdAGTEECEETGCAGACAGAGGSEAAGEETETGCGAATCACAGAGT CATAGETT CAAGGEA

A ¢ L & D H N ¢ A L ¥ ¢ R N E & F &8 & ¢& R ¢ R & F R H R ¢ F € T R L C

GOETECTTEHEGCEACCACAACTET GCACTGETETECAGGAACGAAGETTTCTCCEGECEECCEETECCEAGEETTCCGECACCEGCTECTTCTERACTCGEETTTEC
+

TEARACAAMAACCACCCAATCTCCAARACALGACAACTAATALATCTATATCCCCTCCTGAGAGATAGGAATAGEET TAGAGT T CAGAGCCCALATAALAGCAGT

Hrimern

b) PADN60561

Crimer F M & R 8 ¥V P M ¥ &8 T I F W L L
CGCTTTGCATCTTG@

GCTTCTTATAGSCTTCAAASTCTTACT CTCTAGCAGT TTCAGACATGEGTAGSTCTGTGOCTATGETTTCCACCATTTTCSTCCTCCTC

L L L v A& T
CTECTCCTTGIGECCACTGgtyogtettteactgtttottyatecyacocatttatagttttgoacgotttgocttttttataagttagaagetectgaaatotta
E M A P M¥ A E A R T ¢ E 5 © 8 H R F K ¢ 3 € W 3§

aaatactaacyttgttettttectytyttgoccagiGATGECGOCAATEETGECAGAAGCCAGGACGTECBAGTCTCAGAGCCACCGOTTCAAGGGATCCTECGT G
(=3

N & W € A A ¥V C€C Q T E & F P & & N C R 3 F R RURCTFCTERK P ¢ *
CAACTCTAACTGCGOCGCCSTTTGCCAGACGEGAGGGCTTCCCCGECEGCAACTGCOGTGECTTCCGCCECCGATGCTTCTGCACCAAGCCTTGTTAAGATCGACTGE

Hrimern

GETCCACAT
c)PADN6 4469

Primer F M E B A R F & W L F L L L V I L & §
ACTAAGATAGGAGGTGOTATAGACATCAT AGTAATGEAGAGGECACGCTTTEGGGTTITGT TCTTETTGCTT GTTATCCTTGCCTC TGy taacotautatata

E E
tatatatatatctgtgegoocgtttgaatataactttagtaatacatagtaataatttatatttactgotggattactgagtaattaatgaatatatatgtatacyt goay LLGAGL

M ¥ v Q % BE & R L € E %8 K 8 HHF EK ¢ M € A 8 D R N € A 8 V € H T E &
TEETEETECAGAGCGAGGCGASCTET GCCAGT CALAGAGC CATCATTT TALLGGCAT GTETGCEAGCGAC CGCAACTGOGCCT COSTGTGCCACACCGRAGGT

F 8 ¢ & N ¢ R & F R R R ¢ F ¢ 8 R F € *

TTCTCCGGCCGGCAACTGCCGAGGTTCCGCCGCCGCTGCTTTTGCTCCCGGTTTTGTTAATCT?GCCACCCCTACAGAGGCCATCTTAACCG’TACATGTGAAACC
ITE Primer R

d) PdDN18833

M A R 85 L ¥ Q F W 8 T M F
TCAGAGCTTAGGAATTGCTCACTCTTCTCTCCCCACTETCACTGATCTGTCCETACCACATATGGC TCGCTCTTTGTACCAATTTGTTTCCACCATGTTC

v ¥ L L L L ¥ A 8 & M @ P T M ¥V A E A R T C€C E & 0 8 Q R F R & I €
GTCETECTCCTCCTCCTTGTGECCTCTGEAATGEEECCAACAATGOTGECAGAAGCAAGSACATGCGAGTCTCAGAGCCAACGCTTCAGGGGAATATSTS

Primer F

vV R 8 8§ N ¢ AR VC QT EG®F PD G R CRGEF RREROGCTFC B3 K HOC *
TGAGGTCATCCAACTGCGCCTCCETTTGCCAGACGGAGGGCTTCCCAGACGECCETTGCCSCGEETTCCGCCEGCCGTTGCTTCTGCAGCAAGCACTGTTGA

Primer R

GTGETTCTGAGTCAGGCAAGACACCTGT GTCTGGEAT CATAAAT CCATCACCTTCCTATTATGCAGCTAGCTCTTTGTGTCTGTCTTACAGAATAALAG
e) PdDN14712

F ¥V BE 8 W R K K 8% L A A L © F F L L F L L A A H E I & E & E A K T €
TTTETAGAATCATGEAGAAAAAMATCGCTEGCTGOCCTETEGCTTTTTCCTTCTCTTCCTOTTASCTGCCCACGAAATTEGEEAGECCGAAGCEAAGACTTG

Primer E

Rl AR
E ¥ L 8 b»p K F K & A& ¢ a8 T I I W & P R € D K T ¢ K N © E R L I a &
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Figura 2.1-10. Mapa de los genes de ibirapitd. a) PADN8737. b) PADNG60561. c) PADNG64469. Mapa de contigs con péptido

maduro verificado d) PADN 18833. e} PADN14712. Se indica en minusculas el intrén y en mayudsculas las secuencias
transcritasy el péptido deducido. En subrayado se indica el péptido sefial y con sombreado las cisteinas conservadas.
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2.1.3. Analisis global de secuencias

La amplificaciéon a partir de ADNg permitié verificar las secuencias del péptido
maduro de 9 defensinas deducidas por analisis del transcriptoma, validando la
existencia de estas moléculas en las plantas respectivas. A nivel genémico se
verificaron los genes completos de 3 contigs de congorosa (MiDN37676_124 y
MiDN37676_123, MiDN6861) y 4 de ibirapitd (PdDN24034_011, PAND60561,
PdND64469, PAND8737). Los genes obtenidos presentaron estructuras tipicas de
defensinas de plantas con 2 exones y un intrén de longitud variable que interrumpe
la secuencia que codifica el péptido sefial (Figura 2.1-11). Para dos contigs de
ibirapita, PAND18833 y PdADN14712, se verific6 solamente la secuencia que codifica
el péptido maduro. A nivel de proteina, todas parecen tener un péptido sefial de
acuerdo con SignalP y podrian ser solubles y localizadas extracelularmente de

acuerdo con DeepLoc (http://www.cbs.dtu.dk/services/DeepLoc).

Las mayoria de las secuencias encontradas en ambos transcriptomas codifican
péptidos con similitud con "defensinas verdaderas" que tienen ocho cisteinas en
posiciones conservadas y los motivos CSaf3 y y-core. En funcion de la distribucién de
las cisteinas pueden clasificarse en dos grupos definidos por Slavokhotova y
colaboradores (2015): DEF35, CX5.10CX4-6CX3CX9.15CX5.12CXCX3C y DEF32, CX4-25CXo-
12CX3-4CX3.17CX4-32CXCX1.6C (Tabla 2.1-1 y 2.1-2). Ademas de las cisteinas y la glicina
que forma el motivo y-core, tienen otros aminoacidos conservados en esta zona: una
glicina, un acido glutamico y una serina. Estos residuos estan presentes en la gran

mayoria de defensinas con estructura 3D determinada.

5 UTR Exon1 Intrén Exon 2 3"UTR
50-72 pb 73-348 ph 26-28 pb 143-180ph

Figura 2.1-11 Esquema de la estructura de genes verificados. Se indica el rango de tamaios
de cada zona (pb). D Regiones No traducidas Péptido sefial . Péptido maduro
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Dos péptidos de congorosa, MiDN27898 y MiDN56385, presentaron algunas
diferencias con los anteriores: 10 cisteinas organizadas en motivos no descritos
hasta la fecha CX10-11CX4CX3CX5CX3CX3CXCX3CX3C y ausencia de una de las dos
glicinas conservadas. La Unica defensina cristalizada con estas caracteristicas es
PhD1 de Petunia hybrida donde se verifica que las 10 cisteinas intervienen en la
formacion de enlaces SS. En el caso de MiDN56385, el modelo no es confiable debido
a la baja homologia con el molde, por lo que no es posible realizar un analisis certero
de la estructura. El modelo estructural de MiDN27898 indicaria que puede plegarse
con caracteristicas similares a defensinas, con una hélice a y tres laminas f3
antiparalelas El modelo no utiliza como molde el cristal de PhD1, tampoco predice la
conectividad de todas las cisteinas. Es importante resaltar la diferencia de ubicacién
de las cisteinas adicionales en MiDN27898 y MiDN56385 respecto a PhD1: Cys4’ y
Cys8’ y Cys1’ y Cys3’ respectivamente (Figura 2.1-12). Seria interesante determinar
el rol de las cisteinas adicionales, para lo cual es necesario su clonado y el analisis de
actividad de los péptidos silvestres en comparacién con mutantes carentes de las

mismas.

Con las secuencias de los péptidos maduros de todos los contigs analizados en este
trabajo se construyé un arbol filogenético (MEGA 7, Kumar et al, 2015), en el que se
incluyeron dos defensinas de Arabidopsis thaliana utilizadas para el rastreo de los
transcriptomas, defensinas con estructuras reportadas en la base de datos PDB
(Protein Data Base) y algunas proteinas con funcidén antimicrobiana comprobada
(Tabla A.4, Anexo 4,). Se utilizoé el método de Maximum Likelihood con un test de
bootstrap de 1000 repeticiones (Figura 2.1-12). En este analisis las defensinas se
separaron en dos grandes grupos, se observa cierta tendencia a que las secuencias
de una misma familia vegetal se agrupen. No parece haber correlacién con la funcién

de actividad o estructura.

El grupo 1 es mas numeroso e incluye mayoritariamente defensinas provenientes de
las familias Fabaceae, Solanaceae y Poaceae. Mientras que las defensinas de las dos
ultimas familias estdn agrupadas por familia, las secuencias de fabaceas estan
distribuidas en diferentes ramas. Cabe mencionar que los péptidos de solanaceas
tienen la particularidad de presentar un extremo C-terminal mas largo relacionado

con el almacenamiento en vacuolas (defensinas de clase II). La mayoria de las
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secuencias verificadas en este trabajo tanto de ibirapitd (Fabaceae) como de
congorosa (Celastraceae), PdDN18833, PdDN64469, PdDN8737, PdDN60561,
MiDN6861, MiDN37676, estan juntas a la defensina de ceibo EcDf1, PDF1.2A_ARATH
de A.thaliana (ensamblado del transcriptoma) y DEF4_MEDTR de Medicago
truncatula (UniProtKB G7L736; PDB 2LR3), usada como molde para modelar el
péptido maduro de MiDN6861 (secciéon 2.1a). PADN14712 se ubica en otra rama,

junto al resto de las secuencias reportadas de la familia Fabaceae.

En el grupo 2 se ubicaron los contigs MiDN33432 (congorosa, no verificado) y
PdDN24034 (ibirapita, verificado) préoximos a las defensinas HsAFP1 y DEF1_AESHI
de la familia Brassicaceae. Los contigs de congorosa con 10 cisteinas, MiDN27898 y
MiDN56385 (no verificados) se agruparon en otra rama junto a PdDN11865
(ibirapitd, no verificado), muy lejos de la proteina PhD1 de Petunia hybrida (ubicada
en el grupo 1). La defensina de Pinus sylvestris PsDEF1 parece ser la mas distante

dentro del grupo 2.

En resumen, el andlisis global muestra las secuencias de ambos transcriptomas
distribuidas en diferentes clusters del arbol, no limitandose a los clusters donde se
encuentran las defensinas utilizadas para el rastreo de los transcriptomas. El
agrupamiento de las secuencias no se relaciona con la actividad antimicrobiana

(Tabla A4, Anexo 4) ni con la cantidad de residuos Cys.
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2.2. Analisis del péptido MiDf6861 de
congorosa

Entre las secuencias transcriptomicas verificadas, MiDN6861 de congorosa se
selecciond para la caracterizacion de su actividad antimicrobiana por pertenecer a una
especie vegetal autdctona, de uso en medicina natural y ain no estudiada. De las dos
secuencias de congorosa verificadas, MiDN6861 resulta ser la mas interesante debido a
que se diferencia en algunos residuos del motivo y-core (relacionado con la actividad
antifingica, Van der Weerden et al, 2013) respecto a la defensina EcDf1 previamente

caracterizada por el grupo.

Como se describe en las secciones siguientes, para la produccion heterdloga en E. coli, se
clond la secuencia correspondiente al péptido maduro (de aqui en delante MiDf6) en
vectores de expresion pET compatibles con células de E.coli DE3. Se comparé expresion
en dos vectores, dos hospederos y diferentes condiciones de induccién (temperaturas,

medio de cultivo, tiempo).

Las cepas hospederas analizadas fueron E.coli pLYsS Rosseta Gami (Novagen) y Shuffle
(New England Biolabs), seleccionadas porque facilitan la formacion de puentes
disulfuro, requisito para la producciéon de defensinas. Rosseta Gami ademas posee tRNAs
para los codones eucariotas correspondientes a los aminoacidos arginina, luecina,

glicina y prolina que estan presentes en la secuencia de MiDf6.

A) 2

Sitio EK Sitio TEV
Sito factor
1 ' ]

Trx m His—tag\ Trx
J

T

Figura 2.2-1. Esquema de construccion en vectores de expresion. a) pET102D. b) pET32c.
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Los vectores de expresion pET102D (Invitrogen) y pET32c (cedido por el Laboratorio
de Investigacidon en Leucemia Linfoide Cronica, Instituto Pasteur Montevideo) tienen el
promotor T7 inducible por lactosa, origen de replicaciéon pMB1-rop (bajo nimero de
copias) y son ampliamente utilizados para la produccién de proteinas recombinantes. El
vector pET102D se utilizé previamente en nuestro equipo para la expresién de una
esnaquina de ibirapitd y una defensina de ceibo (Rodriguez Decuadro et al, 2018 y
Rodriguez Decuadro, 2018). Cuenta con una secuencia que codifica tiorredoxina, y otra
que codifica un motivo de 6 histidinas (HisTag), entre las que se clona la secuencia de
interés. La construccion en este vector produce la proteina recombinante Trx-MiDf6-
HisTag (MiDf6p102), por lo que la obtencién del péptido MiDf6 requiere dos cortes para
separar la tiorredoxina y la etiqueta de histidinas (Figura 2.2-1a). El vector pET32c
también tiene las secuencias codificantes de tiorredoxina e HisTag pero el orden de la
construccion es diferente: histag::trx::midf6 (MiDf6p32), la defensina se obtiene a partir

de un unico corte (Figura 2.2-1b).

Las proteinas recombinantes MiDf6p32 y MiDf6p102, fueron purificadas por afinidad
usando la etiqueta HisTag para evaluar su actividad contra varios microorganismos
blanco. Los valores teéricos de peso molecular y punto isoeléctrico (PI) de los péptidos
obtenidos durante este trabajo, se calcularon con el programa Protparam

(http://web.expasy.org/protparam, Tabla 2.2-1).

Tabla 2.2-1. Valores de peso molecular y punto isoeléctrico de las moléculas
recombinantes analizadas en este trabajo (Prot param).

Proteina Nombre PM (kDa) Pl
Trx-Midf6-HisTag MiDf6p102 19.6 7.6
Midf6-HisTag MiDf6Histag 6.9 9.5
Trx-40aa-HisTag Trx* 17.3 5.6
40aa-HisTag *HisTag 4.5 6.6
HisTag-Trx-Midf6 MiDf6p32 19.5 8.1
Midf6 MiDf6 5.4 9.5
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2.2.1. Subclonado de midf6 en vectores de expresion

La secuencia de ADN de MiDf6 (péptido maduro) se subclon6 a partir del pldsmido

pGMiDf6861 (Tabla M-2, Materiales y métodos) mediante Restricction Free cloning (RF
cloning, van den Ent y Léwe, 2006) y Transfer PCR (TPCR, Erijman et al, 2011) en los

vectores pET102D y pET32c respectivamente (Figura 2.2-2). Para cada construccion el

primer Forward (F) (MiDf6/102_F o MiDf6/32_F) estd formado por 22 bases, ubicadas

en el extremo 5°, que hibridan con el vector pET102D 6 pET32c, seguidas por 17 bases

complementarias al extremo 5" del gen de interés. El primer Reverse (R) (MiDf6/102_R 6

MiDf6/32_R) hibrida en 5°con 32 y 14 bases del vector pET102D y pET32c

respectivamente, seguido de 22 bases del extremo 3" del gen de interés. En el caso del

primer reverse de clonado en pET32c se agrega un cod6n de terminacion (Tabla M-3,

Materiales y métodos).

PCR1. Amplificacion de secuencia de interés

PCR2. Insercion en vector de expresion

Tratamiento con Dpnl

%/\j\/ \ﬁ

/\/% S

Transformacién

o\ A

I S/ /
[/ Q// /
/ / /
/ 2 &

Figura 2.2-2. Esquema de metodologias de clonado. RF-cloning las reacciones PCR1 y PCR2
se realizan por separado. En T-PCR ambas reacciones de PCR se realizan conjuntamente en
un Unico tubo (Bond et al, 2012)
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2.2.1.a. Subclonado en vector pET102D

En una primer PCR se amplificé la secuencia midf6 a partir del plasmido pGMiDf6861
usando dos temperaturas de annealing con los primers MiDf6/102 R y F (Tabla M-3,
Materiales y métodos). El producto de tamafio esperado de 196pb (Figura 2.2-3)
correspondiente al inserto mas la secuencias complementarias al vector, se purificé y se
usé como uUnico primer (“megaprimer”) en una segunda amplificacién que tuvo como
molde el vector de expresion. En esta segunda reaccion de PCR se incluy6 un control sin
“megaprimer”. Los plasmidos parentales se eliminaron en base a su metilacion,
utilizando la enzima Dpnl y el producto final se utiliz6 para transformar células E. coli
Top10. Las células transformadas se seleccionaron por resistencia a ampicilina. En el
control sin “megaprimer” no se desarrollaron colonias, indicando la digestion del los

plasmidos parentales.

A partir de seis clones desarrollados, se verifico la presencia del inserto por
amplificaciéon con primers complementarios al vector (P102amp_R y F, Tabla M-3,
Materiales y métodos) que permiten distinguir por tamafio la presencia (339 pb) y
ausencia (288 pb) del inserto midf6. Se secuenciaron dos clones positivos con el primer
universal T7 terminator y se verifico que en el clon pET102MiDf6_c1 la secuencia
clonada no tenia errores y el marco de lectura era correcto, por lo que se selecciond
para continuar con el trabajo. También se verifico la secuencia del plasmido p102D sin
defensina (Trx*), usado como molde en estas PCR, como control de expresion

(Secciones 2.2.2-2.2.4) y en ensayos de actividad (Seccion 2.3).

PM 1 " 3

200 s e ’
= R 8=

Figura 3.3 Primera reaccion de amplificacion de RF-
cloning. 1: T. annealling 562C. 2.: T. annealling 582C 3.
Blanco. PM. Marcador de peso molecular 100pb
{ThermoFisher #)
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2.2.1.b. Subclonado en vector pET32c

En este caso el gen midf6 se amplificé con los primers especificos MiDf6/32 Ry F (Tabla
M-3, Materiales y métodos) a partir del plasmido pGMiDf6861 (Tabla M-2, Materiales y
métodos) y se insertd en un vector pET32c por sustitucion del gen gfp en el plasmido
p32GFP (Tabla M-2; Correa et al, 2014). En una primera instancia el clonado se realiz6
por el método de RF-cloning. Los clones se recuperaron por transformaciéon de E.coli
DH5a en lugar de Top10 ya que estas ultimas no tuvieron buen crecimiento cuando se
las transformé con este vector. En el analisis del inserto de los clones con primers
complementarios al vector (pET32amp_1F y R, Tabla M-3, Materiales y métodos) no se
obtuvo el tamafio de amplicén esperado (235 pb), sino el correspondiente al vector con
g/p (811 pb). Luego de varios intentos se cambi6 la estrategia por Transfer PCR (TPCR,
Erijman et al, 2011). Este sistema permite dos amplificaciones sucesivas sin necesidad
de purificar el “megaprimer “: 1a amplificacion del gen de interés a partir del plasmido
donador y la integraciéon en el vector de expresion. Las etapas siguientes, digestion de
ADN metilado por Dpnl y recuperaciéon de clones por transformacion de E. coli, son

idénticas a RF-cloning.

300
200

Figura 2.2-4 Verificacion de inserto en pET32. Electroforesis en gel agarosa de amplicones
obtenidos a partir de 14 clones construidos por T-PCR. C+: control de amplificacion a partir p32gfp.
B: blanco sin ADN. Marcador de peso molecular 100pb (ThermoFisher ®). Tamafio esperado 235pb.
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De 13 clones analizados, 7 mostraron amplicones del tamafio esperado para el inserto
midf6 y fueron secuenciados para verificar el correcto marco de lectura (primer
pET32_seqF1, Tabla M-3, Materiales y métodos). Los restantes clones tuvieron el
tamafio esperado para gfp (Figura 2.2-4), si bien en el control sin primers no se
observaron colonias, lo que indicaba degradacién de los vectores parentales. Se
seleccioné el clon DH5ap32MiDf6c9 que contiene el vector de expresion p32MiDf6
(Tabla M-2, Materiales y métodos).

2.2.2. Evaluacion de las condiciones de expresion

Para evaluar las condiciones de expresion, con los vectores construidos p102MiDf6,
p32MiDf6 y p102Trx* (sin defensina) se transformaron células E.coli Rosseta Gami (RG)
y Shuffle obteniéndose las cepas Rgp102MiDf6c1l, Shp102MiDf6cl, Rgp32MiDf6c2,
Shp32MiDf6c2, Rgp102Trxc2, Shp102Trxcl (Tabla M-1, Materiales y métodos). Con
estas cepas se realizaron experimentos piloto (cultivos de 5 mL) variando el medio de
cultivo, la temperatura y el tiempo de incubacién para encontrar las condiciones donde
se observe la mayor produccidn de proteinas en fase soluble. En cada ensayo piloto se
incluy6 la cepa reportera Rgp32GFPcl (Tabla M-1, Materiales y métodos) obtenida
previamente (Seccion 2.2.1b) que permitié visualizar por fluorescencia a 395nm, la

induccidn en las condiciones del ensayo (Figura 2.2-5).

Los tiempos analizados fueron intervalos de 6hs hasta 36hs y las temperaturas 202C,
282C, 37°C. Los medios de cultivo fueron LB y “autoinductor” ZYM5052 (Studier, 2005),
ambos suplementados con ampicilina. En el primer caso la induccién se realizé por
agregado de IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido) cuando la DOsoo del cultivo se
encuentra entre 0.5 y 0.7. En el segundo caso no es necesario agregar un inductor
externo ya que el medio tiene glucosa y lactosa. La primera se encuentra en menor
concentracion y es consumida totalmente en las primeras etapas de incubacién
(DO60o=1), a partir de ese momento, en ausencia de represor, la lactosa induce la
expresion de la proteina recombinante. Tanto en LB como en ZYM5052, la etapa pre
induccidn se realizé a 372C y luego el cultivo se incubé a la temperatura de produccién
que se queria evaluar (Materiales y métodos). La produccion se visualizé mediante SDS-

PAGE.
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Figura 2.2-5. Visualizacion de induccion en
cultivo liquido. Cepa reportera Rgp32GFPcl
irradiada con luz a 395nm. lzquierda cultivo
inducido, derecha no inducido

Tanto para las construcciones con midf6 (MiD6p102 y MiDf6p32) como para la
construccion sin AMP (Trx*), Unicamente se obtuvo induccién en células RG en medio
LB a las 24 y 36 hs, temperatura de inducciéon 28°C. La expresion de Trx* se observd
mayoritariamente en la fase soluble (Figura 2.2-6a), mientras que la de MiDf6p102 y
MiDf6p32 en la fase insoluble (Figura 2.2-6b). En las cepas transformadas con el vector
pET32c para obtener expresion fue necesario aumentar la concentracion de ampicilina

al doble durante la fase de produccion (inducida).

NI | NI | 136hs

FS FI FS FI pm pm FS FI FS FI FS FI

20 kDa

15 kDa

g
s

A) Trx-HisTag B) Trx-MiDf6-HisTag

Figura 2.2-6. Produccidon de proteinas recombinantes en células E.coli RG transformadas con
vectores derivados de pET102D. Electroforesis SDS-PAGE tris-tricina. Cultivos en LB ampicilina.
Induccién con IPTG a 28°C 24 horas, salvo cuando se indica 36 horas. A) Control Trx-HisTag
(17.3 KDa). B) Trx-MiDf6-HisTag (19.6 kDa). FS: fase soluble; FI: fase insoluble. NI :cultivo no
inducido; I: cultivo inducido. Flechas: proteinas recombinantes. PM: Marcador de peso
molecularde 100 KDa (ThermoFisher ).
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Para aumentar la relacion entre fase soluble e insoluble de las proteinas MiDf6p102 y
MiDf6p32 se utilizaron dos estrategias: i) debido a que en el centrifugado luego de la
lisis celular pudo haberse “arrastrado” proteina soluble en el pellet, se agregaron dos
lavados sucesivos de la fase insoluble; ii) se cambié de método de lisis por sonicado por
el método de digestion con triton (Materiales y métodos). En ambos casos el aumento
de la cantidad de proteina en la fase soluble no fue significativo, se continué trabajando

con el método de lisis por sonicado.

En resumen, a partir de estos resultados se seleccionaron para continuar con el trabajo
de producciéon a mayor escala (100 ml) las cepas Rgp32MiDf6c2, Rgp102MiDf6cl y
Rgp102Trxc2; condiciones de expresion: 282C durante 24hs en medio LB ampicilina

inducido por IPTG, lisado de células por sonicado.

2.2.3. Solubilizacion de las proteinas recombinantes.

A partir de cultivos de 100ml de ambas construcciones (MiDf6ép32 y MiDf6p102) en
condiciones de producciéon antes mencionadas, la fracciéon insoluble de cada uno se
separd en dos partes y se trataron con soluciones de concentraciones 6M y 4M de urea
para solubilizarlas. Los resultados de este ensayo se evaluaron mediante SDS-PAGE. En
ambos casos (no mostrado para la construcciéon en pET102D), luego del tratamiento, las
proteinas se visualizaron en la fracciéon soluble (Figura 2.2-7). No se observaron
diferencias significativas entre la cantidad de proteina solubilizada en funcién de la
concentracion de urea, por lo cual los tratamientos siguientes se hicieron con la solucién

de menor concentracion (4M).

urea

20 kDa
Figura 2.2-7. Solubilizacion de proteina
MiDf6p32 con urea. Electroforesis SDS-PAGE
tris-tricina. Fl y FS: fase soluble y fase insoluble
antes de solubilizacion.  Flecha: proteina
solubilizada (19.6kDa). PM: marcador de peso
molecularde 100 KDa (ThermoFisher).

15kDa
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Generalmente en los agregados insolubles se forman interacciones hidrofobicas
inespecificas que llevan al plegamiento incorrecto de las proteinas y la solubilizacion
rompe estas interacciones pero no garantiza que las proteinas adopten su conformacién
nativa. Para favorecer el replegado de las proteinas MiDf6ép32 y MiDf6p102
solubilizadas, una vez unidas a la columna IMAC, se lav6 con un gradiente decreciente
de urea de manera de eliminarla suavemente (Materiales y métodos). Las fracciones
eluidas durante todo el proceso se visualizaron mediante SDS-PAGE para verificar
posibles pérdidas de las proteinas de interés. No se observaron bandas con el peso
correspondiente a las proteinas de fusién MiDf6p32 (19.6 kDa) y MiDf6p102 (19.5 kDa)
en ninguna fracciéon (Figura 2.2-8), lo que indica que las proteinas recombinantes
unidas a la columna por la interaccién del motivo de seis histidinas (HisTag) con el NiZ+,
quedaron retenidas. Las bandas observadas corresponden a proteinas que no tienen

este u otros motivos de unién a la columna.

=

(A ;
Figura 2.2-8 . Refolding con gradiente de urea de la proteina en
construccion pET102D. Electroforesis SDS-PAGE tris-tricina:
0.5M, 1M, 2M, 4M: concentraciones de urea; numeros:
fracciones colectadas). Solu: proteina solubilizada en 4M urea
antes de entrar a la columna. Flecha ; proteina recombinante
(19.56kDa). Marcador de peso molecular de 100 KDa
(ThermoFisher).
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2.2.4. Clivado y purificacion de MiDf6-HisTag

Para eliminar la tiorredoxina unida al péptido de interés se debe realizar un clivado con
una proteasa sitio especifica. La construccion en pET102 (Trx-MiDf6-HisTag) tiene un
sitio de reconocimiento de enterokinasa (EK) y como el motivo HisTag se encuentra
unido al péptido, luego del corte con la enzima, éste continda unido a la columna. La
digestion puede realizarse en batch luego de la purificaciéon de la proteina, lo que
requiere etapas previas de elucién, didlisis, liofilizacién, resuspension, y una nueva
purificacion posterior al clivado donde se repiten las mismas etapas. Para reducir las
pérdidas asociadas a cada ciclo de purificacion, la proteina de fusion MiDf6p102 fue

clivada en columna luego del replegado, eliminando asi la purificacién previa.

Con el objetivo de estimar el tiempo de incubacion en columna requeridos para el corte
completo, se hicieron ensayos de clivaje de Trx* (Trx-40aa-HisTag), cuyo orden de
construccion es similar al de MiDf6p102, durante 48 y 60 hs. Se requirié 60 hs para
alcanzar digestion total. Luego de transcurrido el tiempo de incubacién, se utilizé un
gradiente de concentraciones de imidazol entre 20 y 500 mM y los eluidos se

visualizaron en SDS-PAGE.

Trx* Clivado EK

P 20 30 300 P 20 30 300

20kDa

15 kDa

5kDa

Figura 2.2-9 Evaluacion de clivado en columna de Trx*. Electroforesis SDS-PAGE tris-tricina.
Izquierda: purificacion de proteina Trx* sin digerir. Derecha: purificacién luego de tratamiento
con EK. Perc, percolado; 20, 30, 300, concentraciones deimidazol (mM). PM, Marcador de peso
molecularde 100 KDa (ThermoFisher). Bandas esperadas: Trx-41aa-Histag (17.3 kDa), Trx (12.8
kDa)y 41laa-Histag (4.6 kDa).
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En paralelo se purific6 una alicuota de la proteina sin digerir. En los tres ensayos, las
proteinas con motivo HisTag, Trx* e HisTag* (40aa-HisTag), se obtuvieron en los
eluidos con 300mM de imidazol y aquellas sin HisTag en los eluidos con 20 y 30 mM
(Figura 2.2-9). En las fracciones con concentraciones de imidazol intermedias (50-200

mM) y mayores a 300 mM (400 y 500mM) no se observaron bandas.

Estas muestras tienen el comportamiento tipico en la purificacién IMAC-Ni2+, en la cual
la proteinas se separan por elucién con concentraciones crecientes de imidazol que
compite por los sitios de uniéon a Ni*2, A bajas concentraciones de imidazol,
comunmente 30-50 mM, se eliminan las proteinas no unidas a la columna y las unidas
por interacciones inespecificas menos fuertes (Trx). Las proteinas con HisTag, unidas
fuertemente, se liberan cuando las concentraciones del competidor son elevadas (Trx* y

HisTag*).

Las mismas condiciones de clivado (relacién molar péptido/enzima, tiempo y
temperatura) se utilizaron para el tratamiento de MiDf6p102. Las fracciones colectadas
luego de la digestion se visualizaron en SDS-PAGE donde se observaron bandas
correspondientes a la tiorredoxina en percolados y fracciones con bajas
concentraciones de imidazol (Figura 2.2-10a). Como esperado, a altas concentraciones
de competidor (200 y 300 mM) se observé una banda con el tamafio de MiDf6-HisTag
(6.7kDa). Varias bandas adicionales se observaron en la fracciones de 200 mM, dos de
las cuales (entre 20 y 15 kDa) persisten en 300 mM. Estas ultimas no migran igual a la

proteina MiDf6p102 sin digerir (Figura 2.2.10b).

La separacidon de proteinas no fue tan eficiente como en el experimento anterior. La
elucion de MiDf6-HisTag comienza a concentraciones de imidazol, donde ain continua
habiendo algo de proteina que migra como la Trx libre. Una explicacion podria ser que
se haya subestimado la cantidad de péptido y que los volimenes de elucién de baja
concentracion de imidazol fueran insuficientes para elucién total de proteinas sin
etiqueta. Sin embargo, en las ultimas fracciones (F5-7) de eluciéon con 30 mM, esta
banda no era visible en gel ni se detectaron proteina por Bradford. Por otra parte, en el
ensayo con Trx* no se detectaron proteinas entre 15 y 20 kDa como en éste. En ambos
experimentos se utilizaron las mismas condiciones de cultivo y tratamientos

posteriores, el mismo hospedero E. coli RG, y las proteinas se expresaron en el mismo
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vector. La unica diferencia es el péptido expresado (Trx-40aa-HisTag y Trx-MiDf6-
HisTag). Podria suponerse que la naturaleza de MiDf6 de alguna forma afecta la unién

de las histidinas a la columna.

20i 30i 200 300i 300i

F3 F2 F3 F3 PM

20 kDa

15 kDa

5 kDa

b)

a)

Figura 2.2-10 Clivado de Trx-MiDf6-Histag. Electroforesis SDS-PAGE tris-tricina. a) Purificacion luego
de tratamiento con EK durante 60 hs. P1 y P2: percolados; F1-3: Fracciones eluidas; 20i, 30i, 200i, 300i:
concentraciones de imidazol (mM). La flecha indica banda de tamafio esperado para MiDf6-Histag (6.7
kDa). b) Comparacién de bandas obtenidas antes y después del clivado. SOL: proteina solubilizada en
4M urea antes de entrar a la columna. La flecha indica banda de tamafio esperado para Trx-MiDf6-
Histag (19.6 kDa). PM: Marcador de peso molecular 100 KDa (ThermoFisher ®).

La muestra, compuesta por las fracciones obtenidas con 300 mM de competidor, se
dializo, liofiliz6 y se resuspendio en buffer fosfato. El mapeo peptidico (MS-MS, Unidad
de Bioquimica Protedmica y Analisis, Instituto Pasteur, Montevideo) de la muestra
purificada, confirmé la presencia del péptido MiDf6 (Figura 2.2-11). También muestra
presencia de tiorredoxina, lo que indica que el clivado y/o las condiciones de
purificaciéon no fueron suficientes para eliminarla totalmente, si bien a juzgar por lo

obtenido en SDS-PAGE (Figura 2.2-10) la cantidad de la misma es baja.
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1 HGSDEITHLT DDSFDTDVLE ADGATILVDFW AHUCGCPCEMI APTIDETADE
91 YQGELTVAFI. HIDHHPGTAP EKYGIRGIPTL LIFENGEVAA TEVGALSEGD
101 LEEFLDAHLA GSGSGDDDDE SRVCASRSHY YRGPCFHSHH CRMVCRNEGF
151 5GGECHGLER RCFCTFLCIE GRHHHHHH

Figura 2.2.11 Mapeo peptidico MS-MS. Muestra MiDf6:HisTag. En rojo, residuos mapeados

El hecho de que en el mapeo peptidico no se identifiquen otras secuencias en la
muestra, sugiere la posibilidad de que las bandas de peso molecular entre 15 y 20 kDa
correspondan a otras proteinas. La presencia de estas bandas podria explicarse por
posibles interacciones péptido-péptido, tiorredoxina-péptido del tipo covalente. Podria
suponerse que debido a la naturaleza cationica de estos péptidos, el SDS no es suficiente
para enmascarar todas las cargas positivas dentro del péptido (Herbel et al,, 2015) y las
interacciones electrostiticas permiten la formacién de dimeros, oligdmeros o

estructuras complejas (Song et al, 2011; Ermakova et al, 2016).

Patrones de bandas similares fueron observados tanto con EcDf1 (defensina de ceibo)
como con la esnaquina PdSN1 previamente estudiadas por nuestro grupo como en
bibliografia (Rodriguez Decuadro et al, 2018, Rodriguez Decuadro et al, manuscrito en
preparacion). Se podria pensar también que este comportamiento es caracteristico de
este tipo de moléculas, quizds la cantidad de [-mercaptoetanol (agente reductor
utilizado en la electroforesis) no sea suficiente para reducir los 8 residuos Cys, por lo
que algunos puentes disulfuro podrian permanecer oxidados. Podrian estar formandose
entre péptidos, peor ademas como la tiorredoxina también presenta este tipo de enlaces

también podrian formarse complejos tiorredoxina-péptido degradado o viceversa.

2.2.5. Purificacion de MiDf6p32

La proteina MiDf6p32 se purificé luego del replegado en columna (Seccién 2.2.3). En
una primera instancia se utiliz6 imidazol a 20, 30 y 300 mM. La proteina se obtuvo en
los eluidos con 300 mM, sin embargo Unicamente se encuentra “limpia” a partir de la
fraccion 4; en las fracciones anteriores se observaron ademas varias bandas de

diferentes tamafios (Figura 2.2-12a).
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a) b)

Figura 2.2-12 Purificacion de MiDf6p32. Electroforesis SDS-PAGE tris-tricina. a) Primera
purificacion. b) Segunda purificacién. 50i, 100i, 150i, 200i, 250i, 300i concentraciones de
imidazol (mM). F1-5: fracciones de cada eluido. P1y P2: percolados. SOL: proteina solubilizada
en 4M urea. PM: Marcador de peso molecular 100 kDa (ThermoFisher). Las flechas indican
bandas del tamafio esperado para la proteina recombinante.

Las fracciones 1-3 se purificaron nuevamente luego de ser dializadas. Para tener una
mejor separacién de las proteinas, se utiliz6 mayor rango de concentraciones de
imidazol disminuyendo el incremento entre dos lavados sucesivos (50, 100,150, 200,

250 y 300).

La proteina de interés se obtuvo sin impurezas visibles con 150mM de imidazol. A
concentraciones menores se eluy6 junto a impurezas (Figura 2.2-12b). Las fracciones
que contenian la proteina de interés (F4-5 con 300 mM primer fraccionamiento y F2-7
con 150 mM segundo fraccionamiento) se juntaron, dializaron, liofilizaron y

resuspendieron en buffer fosfato para posteriores ensayos de actividad (Seccién 2.3).

Llama la atencion la cantidad de proteinas retenidas en la columna durante el primer
fraccionamiento, y que eluyen a alta concentracién de imidazol junto a la proteina con el
motivo HisTag. A priori no pueden explicarse por errores puntuales en la manipulacién,
como mal empaquetamiento de la columna o estado de las soluciones empleadas, ya que
estas variables habrian producido elucién en todas las concentraciones. En el segundo
fraccionamiento, las impurezas se eliminaron mayoritariamente con el pasaje de la
primera solucion (50 mM de competidor), pero no totalmente, ya que algunas bandas se
obtuvieron con 100 mM. Esta concentracion, si es bien menor que en el primer

fraccionamiento, sigue siendo elevada en relacion a otros ensayos en los que 30-50 mM
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es suficiente. Por otra parte, en este ensayo, la proteina con motivo HisTag sale de la
columna con solamente 150 mM de competidor. Este hecho podria indicar que el
imidazol no fue completamente eliminado durante la dialisis, aumentando la
concentracion real de competidor en columna. De alguna forma, esta explicacién se

contrapone a que sea necesaria una alta concentraciéon (100 mM) para eluir impurezas.

No puede descartarse que parte de estos resultados estén vinculados a las propiedades
de la proteina recombinante como se mencion6 antes (Seccién 2.3.5). Esta claro que el
protocolo de purificaciéon depende de cada proteina y debe ser estandarizado en cada
caso. En este trabajo se utilizaron dos construcciones diferentes. MiDf6p102 tiene la
etiqueta de histidina en el extremo C-terminal del péptido MiDf6 (Trx-MiDdf6-HisTag),
mientras que en MiDf6p32 se encuentra en el extremo N-terminal de la tiorredoxina
(HisTag-Trx-MiDf6). Quizas esto esté relacionado con la exposicidon del motivo HisTag y

por lo tanto con la afinidad de unién a la columna.

Como conclusion la purificacion de esta proteina requiere usar mas etapas de
purificacién con concentraciones crecientes de imidazol para eliminar impurezas (hasta

100 - 150 mM) antes de eluir la proteina de interés.

2.2.6. Cuantificacion de péptidos purificados

Las proteinas MiDf6-Histag (construccion en p102 clivada) y HisTag-Trx-MiDf6
(construccion en pET32 sin clivar) se cuantificaron por el método de Bradford. En el
caso de MiDf6-Histag el método no permitio cuantificar directamente al péptido clivado,
por lo que la concentracion se determiné a partir de la cuantificacién de MiDf6p102
(antes de separar la Trx) en funcién de la relaciéon estequeométrica 1:1 asumiendo un
100% de eficiencia en el clivado. Las concentraciones obtenidas fueron 11.2 y 1.4 uM
para MiDf6-Histag y HisTag-Trx-MiDf6 respectivamente. La masa de células obtenidas
por cada 100 ml de cultivo fue 0.5g independientemente del vector. El rendimiento
entonces fue de 88 y 11 ng/g de células para MiDf6-HisTag y HisTag-Trx-MiDf6

respectivamente.
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2.3 Ensayos de actividad
antimicrobiana

2.3.1 Actividad antifungica del péptido MiDf6

Las proteinas de fusion MiDf6p32 (histag:trx:midf6) y Midf6-HisTag, purificados en la
secciéon anterior, se enfrentaron a Aspergillus niger, para evaluar su actividad
antimicrobiana. A. niger, es patégeno de cebolla (Hayden et al, 1992) y responsable de
infecciones pulmonares en pacientes inmuno comprometidos (Schuster et al, 2002).
Muchas defensinas inhiben el crecimiento de hongos y este microorganismo en
particular es inhibido por la defensina de ceibo (EcDf1) y la esnaquina de Ibirapita

(PdSN1), AMPs analizados en trabajos previos.

El andlisis se realiz6 por determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) en
medio liquido. Este ensayo consiste en enfrentar el microorganismo blanco a diluciones
seriadas de las proteinas purificadas y permite ademas de verificar la actividad,
determinar la minima concentracién donde no se observa inhibiciéon del crecimiento
luego de la incubacion. En cada ensayo se incluyé un control sin proteina (Trx*,

Materiales y métodos).

Luego de 5 dias de incubacion, se observo inhibicion del crecimiento en casi todas las
diluciones tanto para la proteina de fusion MiDf6p32 como para MiDf6-HisTag (Figura
2.3-1). Los valores de CIM obtenidos fueron 0.04 y 0.35 pM respectivamente, es decir
que la proteina de fusion con MiDf6 en el extremo C-terminal tuvo 10 veces mas
actividad que el péptido MiDf-HisTag. Esto puede deberse a que la primera linea de
accion de los AMPs generalmente es por interaccion electroestatica con las membranas
y paredes celulares (ver Introduccién). Quizas en la construccion MiDf6p32 el péptido
tiene menos impedimentos estéricos o las cargas estan mas expuestas y por lo tanto
esta interaccion péptido-pared celular se produce mas facilmente. Este hecho (péptido
mas expuesto) también podria estar relacionado con que la produccion de esta proteina
fue mas laboriosa (se debi6 agregar mayores presion selectiva para mantener el
plasmido) y los rendimientos fueron menores (88ug/g para MiDf6p102 y 11 nug/g para
MiDf6p32).
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Estos bajos rendimientos no permitieron realizar el clivado de MiDf6p32 para analizar
la influencia de la de la cola de histidina en la actividad, existen estudios que indican que
esta etiqueta afecta a la misma (Kant y colaboradores 2009). Asi mismo, seria
interesante determinar si el clivaje disminuye de manera considerable el valor de MIC
de MiDf6p32 para que amerite realizarlo cuando solamente se esté buscando moléculas

con actividad elevada, ya que aumenta costos y complejidad.

MiDfé MIDf6
p32 HisTag -AMP

A MiDf6p32 MiDf6:HisTag
B [ 1uMm Crec. [ 1uMm Crec.
1.4 - 11.2
C
0.70 - 5.6
D 0.35 - 2.8
0.17 - 1.4
E
0.08 - 0.7
F
0.04 - 0.35
G 0.02 J+ 0.17 Jt
0.01 + 0.09 +

Figura 2.3-1 Ensayo de MIC contra A.niger. MiDf6p32 proteina de fusiéon HisTag-Trx-MiDf6
(pET32). MIDf6:HisTag péptido clivado de construccidén trx::midf6::histag (pET102). —AMP
control sin péptido. Crec: suspensién de esporas sin proteinas Los simbolos +, -y -/+
corresponden a crecimiento igual al control, no crecimiento y menor crecimiento que el control.

2.3.2 Ensayos preliminares de screening por actividad

La caracterizacion biologica de los péptidos antimicrobianos requiere una etapa de
producciéon por expresion heteréloga y posterior purificaciéon que es costosa y debe ser
optimizada péptido a péptido. Dado que a partir de las secuencias obtenidas en los
transcriptomas de ibirapitd y congorosa contamos con varios AMPs verificados y
clonados es importante seleccionar las secuencias a analizar. Como el objetivo es
encontrar AMPs novedosos, un criterio podria ser elegir los mas diversos a nivel de
secuencia pero esto no se relaciona con su accién bioloégica que solo se conoce al final
del proceso. La actividad, entonces, es el mejor criterio porque permite seleccionarlos
en base al microorganismo que inhiba, o al efecto cida/stasis sobre los microorganismos

blanco, etc. Por esta razén seria deseable contar con un método para determinar la
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actividad antimicrobiana antes de realizar todo el proceso de produccidn-purificacion y

que permita analizar un mayor numero de péptidos en menor tiempo.

Con este fin se ensayaron métodos de visualizacion de actividad, para determinar si
pueden ser utilizados en trabajos futuros como método de screening, directamente con
células de los microorganismos productores de péptidos (cepas productoras) o antes de
realizar la purificacién. En este caso bacterias transformadas con plasmidos que

expresan un AMP (péptido maduro).

Uno de los ensayos fue el de “doble capa” en medio sélido que permite ver halos de
inhibicion de crecimiento de microorganismos (microorganismo blanco) enfrentados a
bacterias productoras (Zhu et al,, 2014). El segundo ensayo se realiz6 en medio liquido
(placa de 96 pocillos) donde los microorganismos fueron enfrentados a las bacterias
productoras enteras y sonicadas. Los microorganismos blanco analizados fueron A.
niger; Candida albicans, causante de infecciones en pacientes inmuno comprometidos
(Person et al, 2010); Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis (Cmm), causante del
cancro en tomate (Gartemann et al, 2003); Staphylococcus aureus, causante de
infecciones importantes en humanos (Archer, 1998); Botrytis cinerea, patégeno de
muchas especies vegetales y animales, particularmente de uva (Williamson et al, 2007);
Phyllosticta citricarpa, agente causal de la enfermedad “mancha negra de los citricos”

(Martinez-Minaya et al, 2015).

Para evaluar ambos métodos se utilizaron cepas productoras de AMPs E. coli Rosetta
Gami transformadas con vectores con promotor T7 inducible con IPTG. Los AMPs
producidos fueron: EcgDf1 defensina de ceibo (Rodriguez Decuadro et al, manuscrito
en preparacion), PdSN1 esnaquina de ibirapita (Rodriguez Decuadro et al, 2018) y
MiDf6 defensina de congorosa (analizada en este trabajo, contig MiDN6861). Se
expresaron como proteinas de fusion Trx:AMP:HisTag (construccion en vector
pET102D, siendo AMP = MiDf6, EcDf1 o PdSN1) e HisTag:Trx:MiDf6 (construccién en
vector pET32c). Las cepas se seleccionaron para la optimizacion de los ensayos porque
todos los péptidos purificados demostraron previamente tener actividad contra A.niger;
EcDfl y PdSN1 ademas fueron activos contra C.albicans y B.cinerea; y PASN1 también

contra S.aureus y Cmm.
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2.3.2a. Ensayos de doble capa en medio sélido.

Este ensayo consiste en sembrar en medio sé6lido la cepa productora y luego agregar
una sobre capa de medio semisélido con una suspensiéon de concentraciéon conocida del
microorganismo blanco. Se analizé la actividad contra A. niger, C. albicans, Cmm y
S.aureus. Se incluyeron en el andlisis, ademas de las cepas productoras de AMPs
mencionadas arriba, una cepa productora de tiorredoxina sin AMP (Trx*,
Trx:40aa:HisTag) y una cepa reportera E. coli RG (Rgp32GFPc1) transformada con el
vector p32GFP que expresa GFP (Green Flourescent Protein, Correa et al, 2014).

El ensayo debid ser optimizado en funcion de las velocidades de crecimiento e in6culos
de los microorganismos blanco, la forma de siembra de la cepa productora (gota, linea,
ansa), volumenes (5 a 20 pL) y concentraciones de las mismas (cultivo D0=0.5,
concentrado 10 veces y diluciones 10-1 y 10-%; Materiales y métodos). También se
analizd la induccién de la produccion del péptido en medio s6lido y duracién de la
misma ya que los tiempos de crecimiento de los hongos son de varios dias y para que el
ensayo sea valido es necesario que el péptido se exprese durante todo este tiempo. Para
estas etapas se utilizo la cepa reportera Rgp32GFPcl que permite seguir por
fluorescencia el comportamiento de la bacteria productora y la influencia de la doble
capa en el crecimiento. Se determin6 que el mejor método de siembra es por gota de 5
uL de una suspension de 5x106 cel/uL (cultivo 10X). La sobre capa no afecté ni la
induccidn ni el crecimiento de la cepa productora y la expresion en placa continué hasta

5 dias luego de la siembra (Figura 2.3-2a).

Se corroboré también la capacidad de crecimiento de los microorganismos blanco a
289C, que es la temperatura de produccion de los AMPs (Seccién 2.2 y trabajos previos).
Como el medio de cultivo contiene ampicilina para mantener el plasmido, se evalué si
ésta difunde a la sobre capa semisélida (sin ampicilina) y afecta el crecimiento del
microorganismo blanco. Se comprobé que el tiempo de incubaciéon del ensayo es
suficiente para que la ampicilina difunda a la sobre capa inhibiendo el crecimiento de
las especies bacterianas. Por esta razon, en paralelo se indujo la produccién de GFP en
medios sin ampicilina y no se observd fluorescencia, por lo que el antibiotico no puede
ser eliminado del ensayo. Finalmente, la ampicilina se agreg6 al indculo de la cepa

reportera antes de la siembra sobre un medio s6lido libre de antibidtico, de manera que
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el mismo se encuentre Unicamente en esta zona. Con esta modificacidn, se obtuvo
crecimiento en la sobre capa de las bacterias S. aureus (resultado no mostrado) y Cmm

(Figura 2.3-2b) y fluorescencia durante todo el tiempo del ensayo.

Figura 2.3-2 Inhibicion del crecimiento en
ensayo de doble capa. a) Evaluacion de
expresion. Cepa reportera Rgp32GFPcl en LB
ampicilina IPTG, 5 dias 282C. Inéculo de 5ulL a
diferentes concentraciones: 0: cultivo DO600 =

5x105cel/uL; 10X: concentrado 10 veces, -1y
-2 diluciones 1/10 y 1/100 respectivamente.
b) y c) Ensayos de doble capa con Cmm y A.
niger. Cepas productoras E. coli RG con
vector pET102D (Trx:AMP:HisTag): PdSN1
esnaquina; EcDf1, MiDf6p102; Trx,* sin AMP.
MiDf6p32 proteina de fusiéon en vector
pET32c  (Trx:HisTag:MiDf6); GFP, cepa
reportera Rgp32GFPcl. C+, propiaconazol
62.5ng/uL.

Una vez estandarizadas las condiciones se realizé el ensayo con cepas productoras de
AMPs contra las bacterias, C.albicans y A.niger. Luego de la incubacién no se observé
inhibicion del crecimiento de Cmm, S.aureusy C.albicans (resultados no mostrados) con

ninguna de las cepas productoras.

En los ensayos con A. niger se observaron halos de inhibicién del crecimiento en las
zonas correspondientes a las cepas productoras de AMPs (Figura 2.3-2c). Se observo
crecimiento micelial pero hubo una inhibicién del desarrollo marcada por un

enlentecimiento de la conidiacion.

En las zonas donde se sembraron las cepas control productoras de GFP y Trx* (ambas
sin AMPs) se observo la coloraciéon normal de las conidias en desarrollo. Si bien las
actividades no fueron tan marcadas como en los ensayos previos con los péptidos

purificados. El halo de inhibicidn fue un poco mayor en la cepa productora de esnaquina
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y se detectd un poco mas actividad en la construcciéon en el vector pET32c en

comparacion a la de pET102D en la defensina MiDf®6.
2.3.2b. Ensayo en medio liquido.

Estos ensayos pueden considerarse como CIM modificadas, en los que los péptidos
purificados se sustituyen por células bacterianas productoras de los péptidos a analizar.
En este caso, se sembraron células sonicadas (lisadas) y sin sonicar previamente
cultivadas en las condiciones donde se obtuvo mayores niveles de expresion (Seccidon
2.2.2 y trabajos previos). Se realizaron diluciones seriadas al medio de las células y se
enfrentaron a los microorganismos blanco para determinar si existe inhibiciéon del
crecimiento luego de la incubacién (Materiales y métodos). Las proteinas incluidas en el
ensayo fueron Trx-AMP-HisTag (AMP = MiDf6, EcDfl) e HisTag-Trx-MiDf6. Como
control se utilizaron células no inducidas. Los microorganismos blanco fueron los
mismos que en la seccidn anterior y se agregaron B. cinerea y P. citricarpa. Previamente
se determiné el tiempo requerido para visualizar crecimiento de cada microorganismo
blanco en las condiciones del ensayo, siendo de 24hs para Cmm, S. aureus y C. albicans,

40hs para A. niger, 5 dias para B. cinerea y 7 dias para P. citricarpa.

Luego de transcurrido el tiempo de incubacion no se observo actividad ni en bacterias,
ni en C. albicans. En hongos filamentosos en las primeras dos diluciones hubo inhibicion
de crecimiento en todas las muestras, incluso en la no inducida (Figura 2.3-3). Esto
pudo deberse a que en las muestras existan componentes que interfieran en el
crecimiento de los microorganismos blanco, como por ejemplo restos de ampicilina del
medio de cultivo, imidazol del buffer de lisis, u otras proteinas propias de E.coli. El
experimento, por lo tanto, pudo analizarse a partir de la tercera dilucion donde se

observaron diferencias entre los cultivos no inducidos e inducidos.

En estos ultimos, en las alicuotas lisadas hubo una sutil disminucién del crecimiento con
respecto a las muestra con células enteras indicando que es necesario realizar este
tratamiento para observar mayor actividad, es decir liberar la proteina al exterior
celular. Al igual que en ensayos anteriores, se observd mayor actividad en las células
transformadas con la construccién en pET32c en comparaciéon a la en pET102D para

MiDf6. El método permitié visualizar la actividad de EcDf1 contra los hongos ensayados
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pero no resultd con la sensibilidad suficiente para mostrar la actividad inhibitoria de

C.albicans y Cmm.

a) NI MiDf6p102 MiDf6p32 EcDfl

S NS S NS S NS S NS

A NI MiDf6p102 MiDfép32 EcDf1
L N/L L N/L L N/L L N/L
B
R = = = = = = =
c B - - - - - - - -
C -/+ ~/+ - -
D D + - + + -+ + -+ o+
E E =+ + + - + - + +
F =+ + + - + + +
F
b) EcDfl MiDf6p102 MiDf6p32 NI
NI MiDf6p102 MiDfép32 EcDf
L N/L L N/L L N/L L N/L
A = = = = = = =
B - = = = = . %
c -/ - -
D + -/+ +
E
F
c) EcDfl  MiDf6p102 NI MiDf6p32
NS § NS S NS S NS S NI MiDf6p102 MiDf6p3 EcDf1
Al 4 4 2
N/L L N/L L N/L L N/L L
B - - - - - - - -
: B - - - - +/- + - -
Cg
/-
D
C + + + - + + + =
Ef D+ - P ¥ & S
. E + + + + + - + +
F}
F + + + + + + - +

Figura 2.3-3 Ensayo de actividad en medio liquido. Microorganismos blanco: a) A. niger; b) B.cinerea, ¢)
P. citricarpa. Cepas productoras E. coli RG: MiDfop102, proteina de fusion en pETL02 D {Trx:MiFf6:HisTag);
MiDf6p32 proteina de fusion en pET32c¢ (Histag:Trx:MiDf6); EcDfL: defensina de ceibo (Trx:MiFf6:HisTag).
NI: cultive no inducido. Ly NL: células lisadas y no lisadas respectivamente. Los simbolos +, -, +/-y -/+
corresponden a crecimiento igual al control, no crecimiento y menor crecimiento que el contro
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2.3.3. Analisis y discusion de los métodos de screening

Los métodos de doble capa de agar (Seccién 2.3.1) y cultivo liquido sonicado (Seccién
2.3.2) permitieron visualizar cierta inhibicién del crecimiento de los hongos
filamentosos ensayados. En las condiciones ensayadas no se observé inhibicién de C.
albicans, Cmm y S. aureus, actividad previamente demostrada de los péptidos EcDf1 o

PdSN1, purificados como AMP-HisTag (sin Trx).

En estos experimentos, los péptidos no se encuentran en condiciones que favorezcan su
actividad. Por un lado, la cantidad presente en cada ensayo estd limitada por el
desarrollo celular y a la cantidad de péptido producido por esas células. MiDf6, EcDf1, y
PdSN1 se producen mayoritariamente en cuerpos de inclusidon (Seccién 2.2 y trabajos
previos) donde las proteinas se encuentran mal plegadas o desnaturalizadas y por lo
tanto inactivas. En los experimentos de actividad con los péptidos sin purificar,
solamente se esta evaluando la porcion soluble que ademas, debe ser liberada al medio.
La mayor actividad observada en muestras sonicadas respecto a las mismas muestras a
célula entera, indica la retenciéon dentro de la célula. Es decir que la cantidad de péptido
que efectivamente alcanza al microorganismo blanco es baja y sin duda muy inferior a la

presente en los ensayos de MIC donde se usan péptidos purificados.

Otro factor importante es que en estos ensayos se evalua la actividad de proteinas de
fusion o sea los péptidos ligados a tiorredoxina y a la etiqueta de histidinas. En trabajos
previos con los péptidos purificados EcgDfl y PdSN1, se observo que la actividad
aumenta al eliminar la tiorredoxina de la proteina de fusién Trx-AMP-HisTag. Teniendo
en cuenta entonces, que en este tipo de ensayos se subestima la actividad de los
péptidos en estudio, los resultados obtenidos indican que tanto el método de doble capa
como el de medio liquido lisado permiten identificar (previo a purificaciéon) aquellos
AMPs con actividades “fuertes”, es decir cuando la proteina de fusién mantiene la
capacidad de inhibir el crecimiento de los microorganismos blanco a concentraciones
relativamente bajas. La ausencia de inhibicién en estas condiciones no indica ausencia
de actividad de péptido. De hecho, los valores de inhibicién (IC50) obtenidos para los
péptidos purificados (AMP-HisTag) fueron en PdSN1 1.8, 1.7 y 1.2 uM para S. aureus,
Cmm y C. albicans respectivamente (Rodriguez Decuadro et al, 2018); 0.16 puM en EcDf1

para C. albicans (Rodriguez Decuadro et al, manuscrito en preparacion). Estos valores
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son comparables a los reportados en biografia para otros AMPs (0.02-2 uM) y estan en
el mismo orden que los obtenidos parao A.niger (1.4 y 0.14 pM) para PdSN1 y EcDf1
respectivamente), por lo tanto, es necesario realizar mayores esfuerzos que permitan

establecer las condiciones éptimas de los ensayos con estos microorganismos.

En el caso de MiDf6, mostramos que la actividad es mas visible cuando esta como
HisTag-Trx-Midf6 (plasmido pET32c) que como Trx-MiDf6-HisTag (plasmido pET102D)
en el screening en placa y en medio liquido (Seccién 2.3.2) y también la de Histag-Trx-
MiDf6 respecto a MiDf6-HisTag (MIC con péptidos purificados, Seccién 2.2), lo que

indica la importancia de que el péptido esté libre en el extremo C-terminal.

Comparando los métodos, ambos requieren una optimizacién rigurosa previa al ensayo
para cada microorganismo blanco (tiempo, indculo, temperatura de crecimiento) y cepa
productora (tiempo y temperatura para la expresion). En medio s6lido se requiere
ademas evaluar la influencia de la doble capa en el crecimiento del microorganismo
blanco y tiene la complicacién adicional de la presencia de ampicilina (como presién de
seleccidon) que debe ser controlada. Por otra parte, el ensayo de cultivo liquido lisado, si
bien insume mas tiempo debido a la preparacién de las muestras (cultivo y sonicado),
permite evaluar mayor cantidad de péptidos en menor volumen, y comparar el efecto de
diferentes muestras de forma mas objetiva (en funcién de la dilucién en la que se vea

inhibicién).

El método de doble capa podria mejorarse produciendo las proteinas de interés de
manera extracelular, utilizando una construccion donde la proteina de fusién esté unida
a una seial de secrecidn de E.coli. Existen algunos ejemplos en la bibliografia como el
péptido OmpA que si bien no se ha usado para la expresion de AMPs, ha permitido
obtener buenos rendimientos en la produccion heterdloga de la enzima quitosanasa
(Csn) de Bacillus subtilis (Pechsrichuang et al, 2016). Zamani y colaboradores (2015)
realizan un estudio in silico con varios péptidos de secrecidon de E.coli que permiten
seleccionar el mas adecuado en funciéon de la molécula a producir. Ambos trabajos
pueden ser interesantes como punto de partida para obtener péptidos antimicrobianos
en el espacio extracelular. De todas formas seria necesario realizar una nueva
optimizacién experimental de las condiciones de produccién (tiempo, temperatura,

cepas, relacion entre fraccién soluble/insoluble, etc) asi como influencia del péptido
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sefial en la actividad y condiciones de clivado del mismo, rendimientos, etc, para

determinar entonces si amerita realizar este cambio de estrategia para la expresion.

Por lo mencionado arriba, el ensayo en medio liquido seria la estrategia mas
recomendada para una seleccién primaria (previo a la purificacién y produccién) de
aquellos AMP con actividad “fuerte” contra hongos filamentosos, permitiendo analizar

simultaneamente mayor cantidad de péptidos y de microorganismos blanco.
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Capitulo 3

Resultados compuestos fenolicos
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3.1 Extraccion quimica de
compuestos fenolicos

Para la extraccién de compuestos fendlicos se utilizo la madera de la especie Glediatsia
triachantos L (acacia negra o de tres espinas), colectada en Cerro Largo en setiembre de
2015. Dicha especie es originaria de Estados Unidos, invasora del monte nativo,
conocida por su madera oscura y de alta durabilidad natural. Una porcion de la madera
fue utilizada para determinar la edad (individuo de 55 afios) por dendrocronologia
(Laboratorio Forestal del CUT) y otra porcion fue secada al aire durante 48 horas. De la
muestra seca se separaron albura, corteza y duramen y se trituraron con molino

triturador hasta obtener una granulometria de 0,400 mm (malla 40).

La variabilidad estructural de los compuestos fenoélicos presentes en la madera, tanto
entre especies como dentro de una misma especie, hace casi imposible que exista un
unico método optimizado para la extraccion, dicho proceso debe ser estandarizado caso
a caso. La eleccion del solvente, tipo de muestra y temperatura adecuada representan
un punto clave en el los resultados del extracto obtenido, por esta razén se realiz6 un
primer ensayo para determinar las mejores condiciones de extraccion que permitieran

obtener muestras con actividad antimicrobiana in vitro.

Abs Abs
760nm 550 nm
08 1

y =0,0065x + 0,0355
R#=0,9867

y=0,0002x + 0,0538
R?=0,9965

0 20 20 50 80 100 120 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

ac galico (mg/L) ac. tanico (mg/L)

Figura 3.1-1. Curvas de calibracion. |zquierda: curva con acido galico para cuantificacion por Abs 760 nm
de fenoles totales. Derecha curva con acido ténico para cuantificacion de taninos hidrolizables por Abs a
550nm. En ambos graficos se indica la ecuacion de la recta y el valor R? de linealizacién.
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La madera pulverizada (albura, corteza y duramen) se extrajo segin Naima y
colaboradores (2015) los parametros evaluados fueron temperatura, solvente, tiempo y
método de extraccion (Materiales y métodos). En esta instancia se obtuvieron 30
muestras por duplicado (de aqui en mas extractos). Como una primera caracterizacion
se determinaron las concentraciones de taninos condensados, hidrolizables y fenoles
totales espectrofotométricamente (Materiales y métodos). Para fenoles totales y taninos
hidrolizables se realizaron curvas de calibracion con acido galico y acido tanico (Figura
3.1-1) y los valores se expresaron en mg de equivalentes de acido galico por g de
madera (mg GAE/g), y mg de equivalentes de acido tanico por gramo de madera (mg
TAE/G) respectivamente (Tabla 3.2-1). El contenido de taninos condensados se expresé
como mg de equivalentes de cianidina por gramo de madera (mg CyaE/g) (Tabla 3.2-1).
Luego de realizar las medidas los solventes se evaporaron a presion reducida y se
determiné el peso seco de cada muestra para calcular el rendimiento. En las
extracciones en agua fue 11.8 +1.2 mg/g madera y en compuestos organicos 23.3+2.4
mg/g independientemente de la temperatura o método de extraccién (Tabla A5, Anexo

5).
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3.2 Seleccion de extractos en funcion
de la actividad contra hongos
xilofagos

La actividad antimicrobiana se evalué contra hongos degradadores de madera: dos de
pudricién marrén (Gloephyllum trabeum y Laetiporus sulphureus) y dos de la pudricion
blanca (Punctularia atropurpurascens y Phanerochaete chrysosporium). Estos
organismos son los principales descomponedores de madera pero tienen diferentes
sistemas enzimaticos y mecanismos de accién, por lo tanto es importante que el
extracto seleccionado tenga actividad contra ambos tipos de hongos. Los de pudricién
marron degradan completamente la celulosa y hemicelulosa de la madera pero no la
lignina, sin embargo los de pudricién blanca son capaces de mineralizar la lignina casi

por completo (Worrall et al, 1997).

Previo al ensayo de actividad antimicrobiana, se realiz6 una puesta a punto del tiempo y
temperatura optima de crecimiento y formacion de conidios en medio sdlido y liquido
de cada microorganismo. Las condiciones 6ptimas fueron 5-7 dias de incubacion a 28¢C
para todos los hongos, excepto G. trabeum que, si bien tuvo un buen crecimiento
micelial en estas condiciones, la formaciéon de conidios se produjo en condiciones de
microaerobiosis y menor concentracion de extracto de malta durante 3 semanas de

incubacion a 28¢°C.

La actividad antimicrobiana se realiz6 con los extractos retomados en agua
(concentracion 10 mg/ml) para seleccionar aquellos que fueran eficaces en la inhibicién
del crecimiento de los cuatro hongos testeados. Se evaluaron el método de difusién en
placa con discos de papel (Vek et al, 2013) y el ensayo de CIM (Concentracion
Inhibitoria Minima) en placa de 96 pocillos (Tiozzo et al, 1998). El primero consiste en
sembrar un disco de papel, donde previamente se adsorbi6 el extracto a testear a
diferentes concentraciones, sobre un medio soélido inoculado con conidios del
microorganismo blanco. La actividad se determina por aparicién de halo de inhibicion
del crecimiento respecto al control sin extracto luego del tiempo de incubacién, se

selecciona la menor concentracién donde se observe un halo significativo. El segundo
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método consiste en enfrentar a los hongos en medio liquido (placa de 96 pocillos) a
diluciones seriadas al medio de los extractos. Se determina la concentracién inhibitoria
minima como la minima concentraciéon donde se observa inhibicién/disminucion del
crecimiento con respecto al control sin extracto luego de la incubacién. La inhibicién del
crecimiento se determina en comparaciéon a los controles sin extracto. De los dos
métodos analizados, la técnica de dilucion en placa (CIM) resulté mas rapida, permitié
analizar mas extractos en cada ensayo y requirié6 menos gasto de los mismos por lo que

fue seleccionado para continuar trabajando

Se estandarizaron las concentraciones de conidios y de fungicidas usados como control
(benomil y sulfato de cobre) que permitieran ver crecimiento luego de la cuarta o quinta
dilucién. Para esto se realizaron diferentes in6culos de conidios que se enfrentaron a
diluciones seriadas de los fungicidas. La minima concentracién de conidios sin fungicida
donde se observo crecimiento luego de 5 dias de incubacion fue 1.5x10% con/ml y las
concentraciones de fungicidas seleccionadas, segin el criterio mencionado arriba,
fueron 6g/L para benomil y 2g/L para sulfato de cobre. Con estas condiciones
(fungicidas y conidios) se realizaron los ensayos de MIC con todos los extractos contra
los cuatro hongos, se incubaron 5 dias a 282C (Figura 3.2-1, ensayo con

P.atropurpurascens).
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Figura 3.2-1. Ensayo de CIM con algunos extractos enfrentados a P. atropurpurascens luego de 5 dias de incubacién.
Izquierda foto placa 96 pocillos. Derecha resultados de la placa. CI2Et, DI2Et, Al2Et: corteza, duramen y albura infusién 2 hs
etanol; CI6Et, DI6Et, AI6Et: corteza, duramen vy albura infusion 6hs etanol; CM2Et, DM2Et, AM2Et: corteza, duramen y
albura maceracién 2hs etanol; DM2Me, CM2Me: duramen y corteza maceracion 2 horas metanol; CM2Ac, AM2Ac: corteza
y albura mortereado 2 hs agua; CM6Ac, DM6Ac, AM6Ac: corteza, duramen y albura mortereado 6hs agua; PDB control de
medio de cultivo sin inocular: C control de crecimiento de conidos sin extracto. CuSo,. fungicida (2mg/ml); B: fungicida

benomil (6mg/ml). El simbolo + indica crecimientno igual al control, - sin crecimiento, -/+ crecimiento menor al control.
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Cuando los hongos se enfrentaron a las muestras obtenidas a partir de albura no hubo
inhibicion o disminuciéon del crecimiento evidente en ninglin caso. Asi mismo las
medidas espectrofotométricas presentaron valores de absorbancia nulos o por debajo
de 0.1 en estas muestras (Tabla A5, Anexo 5). Los resultados concuerdan con la
bibliografia donde se sefiala que la albura no presenta cantidades significativas de
compuestos fendlicos (Taylor et al, 2002). En los pocillos donde se sembraron extractos
obtenidos a partir de corteza y duramen se observé inhibicién y/o disminuciéon del
crecimiento en la primera y/o segunda dilucién dependiendo del extracto y del hongo y
en todos los casos fue posible realizar la cuantificacion de compuestos por medidas
colorimétricas (Tabla 3.2-1). Ambos resultados indican que los compuestos fendlicos
son indispensables para ejercer la actividad antimicrobiana, de todas formas no fue
posible correlacionar una mayor actividad con una mayor concentracion de compuestos

fendlicos totales, taninos hidrolizables y/o condensados (Tabla A5).

Tabla 3.2-1 Concentraciones de compuestos y valores de Minima Concentracion inhibitoria (MIC) de las 8 muestras que
presentaron actividad contra los cuatro hongos ensayados. FT: fenoles totales, TH: taninos hidrolizables, TC: taninos
condensados. C: corteza. D: Duramen. A: Albura. M: mortereado o maceracién segun el caso. 2 y 6: tiempos de extraccion
en hs. Ac: solvente agua, Et: solvente etanol, Me: solvente metanol, C+: Benomil, P.a: P.atropurpurascens, P.ch: P.
chrysosporium, G.t: G. trabeum, L.s: L. sulphureus

Cuantificaciones CIM (mg/mL)
FT (mg TH (mg TC (mg Pa P.ch G.t L.s
Muestra
GAE/e) TAE/) CyaE/g) E ¢ E C+ E C+ E C+
uU=40 U=18,9 U=8.4 +
CM2Ac 132 78.3 14.8 1 3 10 3 5 1.5 10 1.5
0
CM2Me 397 273.6 58.1 1 3 10 3 5 1.5 10 1.5
(]
CI2Et 280 184.1 41.1 5 3 10 3 5 1.5 10 1.5
CI6Et 398 260.9 54.2 1 3 10 3 5 1.5 10 1.5
0
DI2Et 380 301.6 79.2 1 3 5 3 10 1.5 10 1.5
(]
DIGEt 443 334.4 85.0 1 3 5 3 10 1.5 10 1.5
0
Cl2Me 364 125.6 17.4 5 3 10 3 5 1.5 10 1.5
Di2Me 333 321.4 56.5 1 3 10 3 10 1.5 10 1.5
0
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Se seleccionaron ocho extractos que mostraron actividad contra los cuatro hongos
analizados. Estos fueron los obtenidos por infusiéon de corteza y duramen en etanol
durante 2 y 6 horas (CI6Et, DI6Et, DI2Et, CI2Et) y metanol durante 2 horas (CI2Me,
DI2Me), maceracion de corteza en metanol (CM2Me) y mortereado de corteza en agua
durante 2 horas (CM2Ac). La mayoria fueron obtenidos por infusiones en etanol
(cuatro) y a partir de corteza (cinco). Estos resultados indican que el método de
extraccion y la muestra inicial son variables importantes para obtener en los extractos
moléculas que se relacionan con la inhibicién del crecimiento en las condiciones

ensayadas.

3.2.1. Fraccionamiento de extractos seleccionados

Con el fin de enriquecer las muestras en los compuestos de interés se repitieron las
extracciones en las ocho condiciones seleccionadas y luego se realizd un
fraccionamiento por extracciones sucesivas con dietil-éter segin Naima y colaboradores
(2015). Se busca que oligdbmeros menos polares como proteinas, acidos grasos, resinas,
etc., se recojan en la fase organica y los compuestos fenolicos en la acuosa.

Previo a la extraccion se realizo la cuantificacion espectrofotométrica de los compuestos
analizados en la seccién 3.1 y ademas la de flavonoides por reaccidon con cloruro de
aluminio, medida espectrofotométrica a 434 nm (Dr. Alvaro Vazquez, Facultad de
Quimica, UdelaR com. pers.; Materiales y métodos). Para esta ultima serie de medidas se
realiz6 una curva de calibracién con rutina, el contenido de flavonoides se expresé como
equivalentes en miligramos de rutina por gramo de madera (mg RutE/g; Figura 3.2-2,
Tabla 3.2-2). Los solventes se evaporaron a presién reducida, el residuo de la fase
organica se retom6 en metanol y el de la fase acuosa en agua (concentraciones

10mg/mL).
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Figura 3.2-2. Curva de calibracion con rutina para la determinacion de

flavonoides por absorbancia a 434 nm. Se indica la ecuacidn de la recta
2 . .

y el valor R” de normalizacién.

Los extractos en ambas fases (organica y acuosa) se volvieron a enfrentar a los cuatro
hongos xilé6fagos mediante el ensayo de MIC, en los ensayos con la fase organica se
agreg6 un control con metanol. Las fracciones organicas no presentaron actividad
contra ninguno de los hongos. En la mitad de los extractos acuosos se obtuvieron
valores de CIM mayores o pérdida de actividad contra alguno de los cuatro hongos. En
los extractos CI2Me, CM2Me, CI6Et la MIC se mantuvo o disminuyé entre dos y cuatro
veces dependiendo del hongo (no mostrado). Unicamente DI6Et tuvo actividad contra L.
sulphureus y el valor de MIC fue la mitad que el obtenido previo a la extraccion (Tabla
3.2-2). En los extractos cuya actividad aumenté con respecto al primer ensayo este valor
estuvo entre 10 y 1.25 mg/ml, dependiendo de la especie de hongo y el extracto.
Nuevamente no se pudo relacionar la concentracién de compuestos con la actividad

antimicrobiana.

Estos resultados indican que la accién antimicrobiana podria deberse a un efecto
sinérgico entre mezclas de compuestos en los extractos y que las moléculas que se
extrajeron en la fase organica, son importantes para dicha sinergia aunque no son

activas per se.
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Tabla 3.2.-2 Valores de CIM (mg/ml) antes (A/F) y después de fraccionamiento (F) con
dietil-éter para los extractos enfrentados a los cuatro hongos analizados. En negrita se
observan extractos con actividad aumentada. El simbolo — corresponde a extractos
dénde no se observé actividad.

P. P. . L.

Muestra 9tropurpurascens chrysosporium tralfeum sulphureus
A/F F A/F F AF F AF F
CM2Ac 10 - 10 10 5 10 10 -
DI2Me 10 10 5 - 10 - 10 -
CI2Me 5 5 10 5 5 1.25 10 -
CM2Me 10 10 10 2.5 5 2.5 10 -
DI6Et 10 5 10 10 10 25 10 5
CI6Et 10 2.5 10 5 5 1.25 10 -
CI2Et 5 10 10 10 5 - 10 -
DI2Et 10 - 5 5 10 10 10 -

Si bien es preferible que un futuro producto comercial esté formado por mezclas
simples es sabido que, principalmente en corteza, las resinas, acidos grasos y otros
componentes juegan un rol importante en la proteccion antimicrobiana. Se podria
afirmar entonces, que la extraccion con dietil-éter no es una buena estrategia ya que en

la mayoria de los casos la actividad se vio afectada.
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3.2.2 Visualizacion del efecto antimicrobiano

Alicuotas de los cultivos enfrentados a los cuatro extractos cuya CIM disminuy6 luego
del fraccionamiento se visualizaron al microscopio 6ptico y se reaislaron en placas de

PDA para determinar efecto fungicida o fungistatico.

A

Figura 3.2-3 Imagenes obtenidas en microscopio dptico de ensayos CIM (40X). A) G. trabeum. 1. Esporas antes de la
incubacion con extractos. 2 y 3. Esporas luego cinco dias de incubacidn con la fase acuosa del extracto CI2Me luego de
fraccionamiento con dietil-éter. B) P. chrysosporium. 1. Crecimiento luego de cinco dias de incubacién sin extracto. 2 y 3
crecimiento luego de 5 dias de incubacidn con la fase acuosa del extracto CM2Me luego de fraccionamiento con dietil-éter.
C) P. atropurpurascens 1. Esporas antes de la incubacidn con extractos. 2. Esporas luego cinco dias de incubacién con la
fase acuosa del extracto CI6Et luego del fraccionamiento con dietil-éter. 3. Crecimiento luego de 5 dias de incubacidn sin
extracto. 4. Crecimiento luego de 5 dias de incubacidn con la fase acuosa del extracto CI6Et luego del fraccionamiento con
dietil-éter. D) L. sulphureus 1. Crecimiento luego de 5 dias de incubacion sin extracto. 2 y 3 Crecimiento y esporas luego de
5 dias de incubacion con la fase acuosa del extracto DI6Et luego del fraccionamiento con dietil-éter.
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Al microscopio se observé un efecto de agregacion de esporas o/y sobre el crecimiento
y morfologia de hifas (Figura 3.2-3), no parecerian haber diferencias en el efecto
producido y la naturaleza del extracto. Luego de 5 dias de incubacién, en los
reaislamientos se observo un crecimiento macro y microscépico normal en los 4 hongos
por lo que se podria concluir que los extractos tienen efecto fungistatico y no fungicida,

a las concentraciones ensayadas.

3.3 Analisis exploratorio de datos

Para determinar si las muestras de madera permanecen inalteradas durante el tiempo
transcurrido entre la primer y segunda extraccidon (3 meses) se realizé una prueba T
para muestras emparejadas (valor P de dos colas y a=0.05) con los datos de
concentraciones de compuestos fenoélicos totales, taninos hidrolizables y condensado de
los ocho extractos seleccionados en la seccion 3.2. Dicha prueba permite determinar si
existen diferencias significativas entre los valores obtenidos cuando la extraccién se
hace en las mismas condiciones y también comparar valores cuando se realiza algin
cambio en el ensayo, como el fraccionamiento con dietil-éter. Cuando el valor P
obtenido en la prueba es menor a 0.05 las diferencias son significativas. Si bien estos
datos pueden variar si se aumenta el nimero de réplicas (Prof. José Fuentes, Encargado
del Laboratorio de Metrologia y Control de Procesos de la Facultad de Quimica, com.

pers; Materiales y métodos).

Los valores de P para fenoles totales, taninos condensados e hidrolizables no fueron
significativos en ningln caso, ni luego de la segunda extraccidn, ni luego del tratamiento
con dietil-éter. Se puede afirmar que el ensayo es reproducible cuando las condiciones
de extraccidon permanecen inalteradas y la muestra de madera se guarda en condiciones
adecuadas (pulverizada, temperatura ambiente, humedad menor a 50%, oscuridad).
Cabe destacar que el analisis estadistico se realizo para duplicados y como las variables
aleatorias en muestras biolégicas son muy grandes es posible que los resultados varien
si se aumenta el ndmero de réplicas. El valor obtenido para la incertidumbre fue alto

por la misma razon.
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Por otro lado, la extraccion con dietil-éter no afecta el contenido de estos compuestos en
la mezcla. Sin embargo para flavonoides el valor P fue 0,0009, indicando que existe una
variacion significativa de estos compuestos en los extractos. Dicha variacién no se
correlaciond con la actividad antimicrobiana ya que en todos los casos se observé una
disminucién del contenido de flavonoides luego del tratamiento, sin importar si la
actividad aument6, disminuy6 o se mantuvo igual (Tabla 3.3-1). Indicando que la
actividad antimicrobiana contra los hongos analizados no se debe al contenido de

flavonoides presentes en la muestra.

Tabla 3.3-1. Contenido de fenoles totales (FT), taninos hidrolizables (TH), taninos condensados (TC) y flavonoides (Fl) en
las muestras seleccionadas en funcion de la actividad antimicrobiana contra los hongos luego de fraccionamiento con
dietil-éter. En negrita extractos con actividad aumentada. C: corteza, M: maceracion o mortereado, |: infusidén, 2 y 6
tiempo de extraccion en hs, Ac: solvente agua, Et: solvente etanol, Me: solvente metanol. En flavonoides: AF antes
fraccionamiento, F fraccionamiento con dietil-éter.

FT(mgGAE/g)  TH(mgTAE/g)  TC(mgCyat/g) | (M8RutE/e)

Muestra Pvalor=0.656 Pvalor=0.397 Pvalor=0.729 szlor-o,oolt:) 9
CM2Ac 160+40 119.2+18.9 25+8.4 3.241.3 1.4+1.3
CI6Et 338+40 335.61£18.9 69.1+8.4 3.1¥1.2 1.4%1.2
DIGEt 409+40 362.6118.9 69.0+8.4 7.211.8 4.6%x1.8
DI2Et 412440 333.9+18.9 70.5+8.4 3.5+#1.2 1.8%£1.2
CI2Et 257140 251.6+£18.9 59.9+8.4 6.6£1.6 3.4+1.6
DI2Me 297140 293.8+18.9 44.4+8.4 4.3+3.2 3.843.2
Ci2Me 375140 203.3£18.9 55.0+8.4 5.8#1.8 1.3%+1.8

CM2Me 470140 315.3+18.9 54.9+8.4 3.8 1.2
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3.4 Analisis por MALDI-TOF

Para poder realizar una primera descripciéon de posibles compuestos presentes en las
mezclas, los cuatro extractos cuya actividad antimicrobiana aumenté luego del
fraccionamiento, fueron analizados por espectroscopia de masa MALDI TOF segun
Bianchi y colaboradores (2015) con modificaciones (Materiales y métodos). Estos
ensayos se realizaron utilizando dos matrices comunmente utilizadas para el analisis de
este tipo de compuestos CHCA (acido a-cyano-4-hidroxicinamico) y DHB (acido 2,5-

dihidroxi benzoico).

En una primera instancia, se realiz6 la comparacién de los espectros obtenidos con las
dos matrices y entre los obtenidos para cada una de las muestras en funcién de la forma,
numero de picos y nitidez de los mismos. Se observo que los espectros en DHB fueron
menos nitidos y con menos nimero de picos en las cuatro muestras, el andlisis posterior
se realizé Unicamente en los espectros en CHCA (Figura 3.4-1A). Al comparar los
resultados entre las muestras se observé que las 3 muestras provenientes de corteza
tuvieron espectros y valores de m/z muy similares entre si, a diferencia de la muestra
de duramen, si bien existieron picos y patrones que se repiten en las cuatro muestras

(Figura 3.4-1 B).

Estudios previos de purificacién y caracterizacion de compuestos obtenidos a partir de
espinas de Gleditsia sinensis L. y de hojas de Gleditsia triacanthos L. han permitido
identificar y aislar algunos de ellos con actividad antimicrobiana y antifiingica. Entre los
compuestos identificados se encuentran derivados del acido galico, elagico, flavonoides
y flavononas (Zhou et al, 2007 b y ¢; Mohammed et al, 2014). Se podria esperar
entonces, que en las muestras analizadas en este trabajo estén presentes estos
compuestos o derivados de los mismos. En todos los casos el andlisis de los picos se
basa en datos reportados en la bibliografia consultada que permitieron predecir

posibles compuestos presentes en los extractos.
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Figura 3.4-1 Comparacion de la forma y nimero de picos obtenidos en los espectros de masa. A) Matrices DHB y

CHCA. B) Comparacion de espectros en CHCA de las 4 muestras.

En la zona del espectro entre 400 y 770 Da las cuatro muestras presentaron picos con
m/z similares (Figura 3.4-2). El primer pico con un valor m/z de 434 se podria adjudicar
a un residuo de acido galico (170 Da, Figura 3.4-5A) unido a 2 glucosas con escision de
tres grupos OH (170+ 2(180-16x2)) que posiblemente se vincule a la hidrdlisis de un
galotanino durante el proceso de extraccién (Pizzi et al, 2009). En un trabajo posterior
Ricci y colaboradores (2016) atribuyen este valor de m/z a un residuo de acido elagico
(304 Da, Figura 3.4-5B) unido a esta tri-desoxiglucosa (304+132). Segun estos autores,
el siguiente pico m/z de 573 podria corresponder tanto a un residuo de acido galico
como a uno de acido elagico ambos unidos a fragmentos de azdcares. Como se mencion6
anteriormente, en extractos de especies del género Gleditsia fueron caracterizados tanto
derivados del acido galico como del acido elagico, por lo tanto, no es posible descartar
ninguna de las dos hipoétesis. En 650 Da se observo un pico que fue asignado por Ricci y
colaboradores (2016) como HHDP-glucdsido (precursor del acido elagico, Figura 3.4-
5C) y 656 Da podria adjudicarse a un monoémero de tri-galoil glucosa (Figura 3.4-5D;
Pizzi et al, 2009). Las diferencias de 16 Da entre el pico en 573 Da y 589 Da; entre 650
Day 666 Da; y entre 656 Day 672 Da podrian deberse a hidroxilaciones sucesivas.
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Figura 3.4-2. Zona del espectro de masa con valores m/z similares en las cuatro
muestras. De arriba hacia abajo: CI2Me, CI6Et, CM2Me y DI6Et.

En valores de m/z por encima de 700 se observaron picos que corresponderian a
repeticiones de unidades de flavonoides con diferentes grados de hidroxilacion. En esta
zona, existio una diferencia bien marcada entre los espectros obtenidos a partir de las
muestras de duramen y las de corteza. En estas ultimas aparece un pico en 861 que
podria deberse a trimeros de estructuras flavonoides como fisetinidina unida a
prorobinetinidina y quercetina (274+290+301) (Pasch et al, 2001, Figura 3.4-6A, By E),
los picos sucesivos tuvieron un incremento de 16 Da (861-877, 893-909) originado
probablemente por las diferenciantes combinaciones de flavonoles hidroxilados (Hoong

etal, 2010).
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Figura 3.4-3. Zona del espectro de masa donde se observan diferencias entre los valores de

m/z de las muestras de corteza con respecto a duramen. De arriba hacia abajo: CI6Et, CI2Me,

CM2Me y DI6E.
A partir del valor m/z 921 Da, en el espectro obtenido para la muestra de duramen, se
determind una estructura tipica polimeros, en este caso probablemente se relacione con
la presencia de taninos condensados. Consta de la repeticion de un conjunto de picos
con formas similares (Figura 3.4-4A; Navarrete et al, 2010). El valor m/z 921 puede
atribuirse a un trimero formado por una unidad de catequina (290 Da) unida a dos
unidades galocatequina (306 Da) mas dos residuos de glucosa (Figura 3.4-6C y D; Bi
Athomo et al, 2018). Cada conjunto estd formado por cuatro subconjuntos que se
repitieron constantemente hasta el valor m/z 1762. La diferencia entre repeticiones
sucesivas fue 44 Da (Figura 3.4-4B) y podria adjudicarse a la adicién de un residuo
galoil que durante el proceso de extraccion, perdio el anillo fendlico, es decir solamente

el grupo acido (tanino complejo).
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Figura 3.4-4 Fraccion del espectro de masa de la muestra DI6GEt A) Estructura tipica de polimero
observada en espectro de muestra obtenida a partir de duramen. B) Misma estructura ampliada
donde se indican las estructuras repetidas (linea negra 44Da).

En ninguna de las muestras parecerian existir taninos con grados de polimerizacion
mayores a este: el mayor valor de m/z obtenido en el espectro de corteza fue 1860, que
podria ser adjudicado a un hexamero de catequina; en el de duramen este valor fue
1762, heptamero formado por la condensacion de una catequina con 3 galocatequinas
mas otro mondémero de 264 Da (Figura 3.4-6; Navarrete et al, 2010). Estos picos
adjudicados a taninos condensados podrian corresponder tanto a estructuras lineales o

ramificadas con enlaces del tipo C4-C6 o C4-C8 entre unidades (Hoong et al, 2010).

Las cuatro muestras analizadas poseen compuestos del tipo taninos condensados e
hidrolizables que no dependen del método de extraccién sino de la muestra de la que se
originaron, ya que los extractos provenientes de corteza tienen espectros casi idénticos
y diferentes al duramen. En las zonas donde se adjudicaron picos a taninos hidrolizables
no existieron diferencias significativas entre las cuatro muestras, la mayor diferencia es
a nivel de taninos condensados (mon6émeros hidroxilados y grados de polimerizacion).

Esto puede explicar el hecho de que solamente DI6Et presenté actividad contra
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L.sulphureus, reafirmando la hipétesis de que la actividad antimicrobiana no depende
Unicamente de la concentracion. Por otro lado, si bien los espectros de corteza son
similares entre si no se puede afirmar que la estructura de los compuestos sea
exactamente la misma: primero porque el mismo valor m/z puede corresponder a
estructuras diferentes y segundo porque los efectos antimicrobianos de las tres
muestras fueron diferentes. Para poder llegar a conclusiones mas certeras seria
necesario determinar la estructura de los compuestos presentes en cada extracto
separandolos por cromatograffa HPLC, GC y luego un anadlisis por C-NMR y H-NMR.
Estas técnicas son muy utilizadas en estudios de dilucidaciéon de compuestos de madera

(Bianchi et al,, 2015; Navarrete et al, 2010; Konai et al,, 2017).
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Figura 3.4-5 Estructuras de taninos hidrolizables que podrian estar presentes en las
muestras. A) acido galico (170 Da). B) acido elagico (304 Da) C) HHDP-glucésido (638 Da).
D) tri-galoil glucosa (656 Da).

¢ b OH © E
Figura 3.4-6. Estructuras de los mondmeros que podrian estar condensados en las muestras. A)

Fisestidina (274 Da) B) Probinetinidina (290 Da) C) Galocatequina (306). D) Catequina (290). E)
quercetina (301 Da)
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Capitulo 4

Conclusiones y perspectivas
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En este trabajo nos propusimos analizar compuestos naturales con potencial
antimicrobiano, provenientes de plantas presentes en nuestro pais y poco estudiadas,

que puedan ser la base para generar productos ambientalmente amigables.

4.1 Defensinas

La estrategia para aislar nuevas defensinas fue el andlisis de los transcriptomas de
semillas germinadas de dos especies nativas con usos en la medicina popular Maytenus
ilicifolia (conogorosa) y Peltophorum dubium (ibirapitd). En el transcriptoma de
congorosa se identificaron 10 secuencias tipo defensinas y en el de ibirapita ocho. La
mitad de ellas fueron clonadas por PCR a partir de ADN gendémico y sus secuencias se
verificaron (100%). Estos resultados aportan a la validacion del ensamble de los
transcriptomas y se incluyen en el trabajo “Searching for new antimicrobial peptides in
ibirapita and congorosa transcriptomes” (Rodriguez Decuadro S, Smircich P, da Rosa G,

Benko-Iseppon AM, Cacheta G, manusrcito en preparacion).

De las nueve secuencias verificadas se corroboraron los genes completos de siete. La
estructura génica es similar a los reportados para defensinas con dos exones y un intrén
de longitud variable que interrumpe la secuencia que codifica el péptido senal. El
péptido deducido es tipico de defensinas “verdaderas” con un péptido sefial de
secrecion y un péptido maduro con ocho cisteinas en posiciones conservadas y los

motivos CSaf3 y y-core.

En congorosa ademas, se encontraron dos contigs con los motivos CSaf} y y-core que se
diferencian por tener dos cisteinas adicionales. Las Cys extra se encuentran en
posiciones diferentes a las de PhD1, tinica defensina de 10 Cys cristalizada hasta la fecha
donde todas las Cys intervienen para formar cinco SS. El modelado por homologia del
péptido maduro MiDN27898 predijo caracteristicas estructurales tipicas con una hélice
a y tres laminas 3 antiparalelas, en el que las Cys extra no forman enlace. En el caso de
MiDN56385, las estructuras reportadas no tienen suficiente homologia para generar un
modelo confiable con el programa utilizado. De ser verificados estos péptidos, serian
candidatos interesantes para realizar la caracterizaciéon funcional que permita

profundizar en los mecanismos de accion y la influencia de las Cys extra. En el caso de
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MiDN56385 se podria realizar un modelado ab initio para determinar la relacién de

dichas Cys con la estructura tridimensional.

Estas secuencias “no tipicas” confirman la hipotesis de que congorosa puede ser fuente
de AMPs mas novedosos que ibirapita, motivo por el que fue elegida para su estudio. A
diferencia de ibirapita, para cuya familia (Fabaceae) existen datos reportados de
genomas y trabajos de caracterizacién de AMPs, para la familia a la que pertenece

congorosa (Celastraceae) no existen estudios de este tipo.

Se caracterizé el péptido MiDf6 de congorosa cuyo modelo estructural es tipico de
defensinas con hélice a, laminas 8 y cuatro enlaces disulfuro. Los mejores resultados en
los sistemas analizados E. coli/plasmido (Shuffle y Rosetta-gami/ pET32c y pET102D) se
obtuvieron en cultivos a 282C durante 24hs con cepas Rossetta Gami transformadas con
ambos vectores; los rendimientos fueron 11 pug/g y 88 pg/g de células con pET32c y
PET102D respectivamente.

El proceso de solubilizacién de cuerpos de inclusién y renaturalizacién de las proteinas
permitié obtener proteinas biol6gicamente activas. Tanto la proteina MiDf6p32 como
MiDf6-Histag inhiben el desarrollo de A.niger con valores de MIC de 0.04 y 0.35 uM
respectivamente. Estos valores son comparables a los obtenidos en trabajos previos con
defensina de ceibo y a los reportados en bibliografia. La actividad contra A.niger incluye
a MiDf6 en la lista de candidatos (junto a EcDfl y PDSN1) para ser utilizado como
molécula radiomarcada en proyectos en curso, enfocados al diagnostico de infecciones
humanas producidas por estos patégenos, en colaboracion con la catedra de

Radioquimica de Facultad de Quimica.

Las proteinas de fusion sin purificar en ambas construcciones (ensayos de screening)
fueron también activas contra B. cinerea y P. citricarpa; la mayor inhibiciéon del
crecimiento se observd cuando la defensina esta en el extremo C-terminal. Estos
resultados y el valor de MIC 10 veces menor cuando la construccidn es histag::trx:. midf6
indican la influencia de la posicién del péptido en la construcciéon. Queda para futuros
estudios analizar la actividad del péptido sin etiqueta de histidina, para determinar si

amerita realizar el clivado de la misma. La construccion en pET32c interesa
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particularmente porque, ademas de obtenerse una proteina con mayor actividad y
permitir una mejor visibilidad en ensayos de screening, en este sistema la defensina se
obtiene con un unico corte, lo que minimiza manipulaciones que pueden afectar el
producto final. Para aumentar rendimientos se podria probar nuevas cepas de E.coli, o

realizar una optimizacion en el uso de codones.

Como otro aporte de esta Tesis, hoy contamos con nuevas secuencias tipo defensina de
ambas plantas, varias clonadas, para el andlisis de su actividad. A estas secuencias se
suman las de otros AMPs identificadas por nuestro grupo en los mismos transcriptomas
que incluyen esnaquinas y proteinas de transferencia de lipidos. El ensayo en medio
liquido (cultivo sonicado) es un método preliminar para seleccionar péptidos
novedosos contra hongos filamentosos previo a la produccién. Queda por delante
aumentar el rango de hongos ensayados e intentar poner a punto este método para

bacterias y levaduras.

Por ultimo, se ha observado para algunos AMPs incluyendo defensinas, que la actividad
se conserva cuando se utilizan algunas porciones del péptido maduro. En un estudio con
defensinas de alfalfa, por ejemplo, se detect6 actividad contra hongos y bacterias
cuando se utilizaron péptidos sintéticos con la secuencia correspondiente inicamente al
motivo y-core (Sathoff et al, 2019). Una herramienta utilizada para detectar, a partir de
la informacién de la secuencia del péptido maduro, las porciones relacionadas con la
actividad es el programa AMPA (http://tcoffee.crg.cat/apps/ampa, Torrent et al,, 2012).
Permite ademas comparar entre moléculas y por lo tanto podria ser de utilidad como
complemento de los ensayos de screenig para la seleccién de péptidos que se quieran
caracterizar por expresion heterdloga en el futuro. El programa se utiliz6 para comparar
los péptidos MiDf6 y EcgDfl ambos con actividad probada contra A. niger. En ambos
casos la region y-core fue la de mayor probabilidad de ser la responsable de la actividad
y en MiDf6 también se detect6 una region que abarca mayoritariamente el loop 1. Seria
interesante realizar ensayos de MIC con estas porciones de péptidos para comparar

actividades y proponer posibles mecanismos de accion.
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4.2 Compuestos fenolicos

Con el objetivo de seleccionar mezclas ricas en compuestos fenélicos con actividad
antimicrobiana in vitro contra hongos xil6fagos se utilizé la madera y corteza de
G.triachantos. Se analizaron varias condiciones de extraccion que permitieron
determinar las mas adecuadas en funcién del objetivo planteado. Se obtuvieron 30

extractos a partir de los cuales se seleccionaron cuatro, luego de sucesivas etapas.

En los extractos obtenidos a partir de corteza y duramen se cuantificaron taninos
hidrolizables, condensados, fenoles totales y flavonoides y se observé actividad contra
por lo menos uno de los hongos ensayados. Las muestras de albura no presentaron
cantidades significativas de compuestos fendlicos ni actividad antimicrobiana Los
resultados indican que las condiciones de extracciéon son adecuadas para obtener
mezclas con efectos antimicrobianos y que la actividad depende de la presencia de
compuestos fendlicos en los extractos. Las muestras acuosas tuvieron menores
rendimientos y menores efectos antimicrobianos por lo que no serian las mas
adecuadas en funcion del objetivo planteado. Probablemente porque en las condiciones
del ensayo los compuestos fenolicos se descomponen y/o porque no se extraen

completamente los compuestos relacionados con la actividad.

La actividad antimicrobiana no esta relacionada con la concentracién de los compuestos
analizado en los extractos, las muestras con mayores concentraciones no fueron las mas
activas, indicando que dicha actividad estaria relacionada al tipo de compuesto presente
(estructura quimica) y efectos sinérgicos entre ellos. Los datos obtenidos por
espectroscopia de masa permitieron verificar esta hipotesis. Para complementar y
profundizar en este andlisis se deberian identificar a nivel estructural los compuestos
en cada extracto, para ello se podria realizar una separacion por métodos

cromatogréficos HPLC o GC y una vez que hayan sido aislados y purificados realizar una

identificacion por RMN.

Los valores de MIC obtenidos para los ocho extractos seleccionados en la primera etapa
estuvieron entre 10 a 1.25 g/ml dependiendo del hongo y del extracto y son

comparables a los obtenidos para el fungicida Benomil (1.5 - 3 mg/ml).
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El fraccionamiento con dietil éter no seria recomendable como parte del proceso ya que
luego de dicho procedimiento, en ninguno de los extractos se observo actividad contra
L. sulphureus y en la mitad de ellos el valor de MIC contra los demas hongos disminuy®.
Este proceso insume tiempo, costos, y toma de medidas de seguridad durante la
exposicién y manipulacién, ademads es comprobado su efecto ecotdxico en peces cuando
las concentraciones son altas (2840 mg/l, hoja de bioseguridad). Si bien este compuesto
no es altamente contaminante, como en este trabajo se buscan productos
ambientalmente amigables es preferible reducir la cantidad de solventes organicos

utilizados para obtener los extractos.

Las diferencias no significativas en las concentraciones de compuestos fendlicos
(excepto en flavonides que disminuyeron en todos) antes y después del fraccionamiento
indican que en los extractos existen otros compuestos (no fenodlicos) que son
importantes para que exista una accion antimicrobiana y que no se cuantificaron en este

trabajo.

La mayoria de los extractos seleccionados provienen de muestras extraidas por infusién
en etanol y el tiempo de extracciéon no parece influir en la actividad antimicrobiana, ya
que no se observaron diferencias importantes entre extractos obtenidos durante 2 y 6
horas. Tiempos mas largos favorecen la evaporacion de los solventes, haciendo mas
laboriosa la extraccion. El etanol ademas de haber sido mas efectivo es mas amigable
con el ambiente y con la salud de los operarios que el metanol. Dado que los valores de
MIC contra los cuatro hongos son similares en muestras de corteza y duramen, previo al
fraccionamiento, se puede tener en cuenta que la corteza es mas facil de separar y
obtener del arbol que el duramen. En conclusién el método de extraccion mas
conveniente para obtener extractos con actividad antimicrobiana in vitro contra los

cuatro hongos xil6fagos ensayados seria infusion de corteza en etanol durante 2 horas.

Eles fungistatico y no fungicida en las concentraciones analizadas, por lo tanto los
extractos podrian ser utilizados como una primera barrera para la prevencién de la
degradacion de la madera pero deben ser complementados con otros productos o ser
aplicados regularmente. En este caso, seria interesante realizar un ensayo que permita

determinar el tiempo maximo del efecto fungistatico.
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Por ultimo, debido a que los factores tanto bidticos como abidticos influyen en la
composicion y contenido de metabolitos secundarios en las plantas, seria recomendable
repetir los ensayos con muestras provenientes de otros arboles de la especie teniendo

en cuenta variables como edad, suelo, clima, etc.

Queda para futuros estudios realizar ensayos de impregnacion de madera y de actividad
antimicrobiana en campo para determinar si la mezcla puede ser utilizada como base
para el desarrollo de productos preservantes de madera ambientalmente amigables.
También analizar la actividad antimicrobiana sobre un mayor ndmero de organismos ya
que un mismo extracto tiene valores de MIC diferentes para cada uno de los hongos
analizados. Esto probablemente se deba a que los mecanismos de accién son distintos y

deben ser estudiados en profundidad.
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Capitulo 5

Materiales y métodos
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M.1 Cepas, primers y plasmidos
Hongos

e C(Candida albicans CCMG13

e Aspergillus niger CCMG17

e Botrytis cinerea CCMG14

e Phyllosticta citricarpa LBM22 (cepa aislada de plantaciones de naranjos,
Uruguay)

e Phanerochaete chrysosporium: DZM1556

e Punctularia atropurpurascens: H2126

e Laetiporus sulfureus X2345

e Gloephyllum trabeum X3546

Bacterias

e FEscherichia coli genotipo DH5a-E dlacZ Delta M15 Delta(lacZYA-argF) U169
recAl endA1 hsdR17(rK-mK+) supE44 thi-1 gyrA96 relAl

e Escherichia coli genotipo TOP10 [F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢@80lacZAM15
AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endA1 nupG]

e FEscherichia coli genotipo Shuffle (DE3) [F-lac, pro,lacle / A(ara-leu)7697
araD139 fhuAZ2 lacZ::T7 genel A(phoA)Pvull phoR ahpC* galE (or U) galK
Aatt::pNEB3-r1-cDsbC(SpecR, lacl?) AtrxB rpsL150(StrR) Agor A(malF)3]

e Escherichia coli genotipo Rosetta gami (DE3) [A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA
Pvull phoR araD139 ahpC galE galK rpsL(DE3) F'[lac* lacle pro] gor522::Tn10
trxB pRARE2 (CamR, StrR, TetR)]

e Staphylococcus aureus ATCC6538P

e C(Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis MAI1008
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Tabla M.1. Cepas transformadas

Nombre Genotipo plasmido Origen
T10p102MiDf6cl E. coli Top10 pET102DMIiDf6 Esta tesis
Rgp102MiDf6c3 E.coli Rosetta gami pET102DMIiDf6 Esta tesis
Shp102MiDf6cl E.coli Shuffle pET102DMIiDf6 Esta tesis
Rgp102Trxc2 E.coli Rosetta gami pET102DTrx Rodriguez Decuadro et al.,2018
Shp102Trxcl E.coli Shuffle pET102DTrx Esta tesis
Rgp32GFPcl E.coli Rosetta gami P32GFP Esta tesis
DH50p32GFPc3 E coli DH5a p32GFP Esta tesis
DH5ap32MiDf6c9 E coli DH5a p32MiDf6 Esta tesis
Rgp32MiDf6c2 E.coli Rosetta gami p32MiDf6 Esta tesis
Shp32MiDf6c2 E.coli Shuffle p32MiDf6 Esta tesis
T10pGPdDf24034c3 E. coli Top10 pGPdDf24034 Esta tesis
T10pGPdDf24034c18 | E. coli Top10 pGPdDf24034_18 | Esta tesis
T10pGPdDf64469c1 E. coli Top10 pGPdDf64469 Esta tesis
T10pGPdDf60561c3 E. coli Top10 pGPdDf60561 Esta tesis
T10pGPdDf87376¢2 E. coli Top10 pGPdDf8737 Esta tesis
T10pGPdDf37676¢2 E. coli Top10 pGPdDf37676¢c2 Esta tesis
T10pGMIiDf37676c1 E. coli Top10 pGPdDf37676c1 Esta tesis
T10pGMiDf6861c4 E. coli Top10 pGPdDf6861 Esta tesis
Tabla M.2. Plasmidos
Nombre Tamaiio Descripcion Origen
pGemTeasy 3015 Vector T Promega
p102Trx 6327 pET102D:trx::40aminodcidos::histag Rodriguez Decuadro et al.,
2018
p32GFP 6571 pET32:Histag::trx::GFP Correa et al., 2014
pGPdDf24034 3698 pGemTeasy:pddf24034 Esta tesis
pGPdDf24034_18 3698 pGemTeasy:pddf24034_18 Esta tesis
pGPdDf64469 3413 pGemTeasy:pddf64469 Esta tesis
pGPdDf60561 3482 pGemTeasy:pddf60561 Esta tesis
pGPdDf8737 3503 pGemTeasy:pddf8737 Esta tesis
pGPdDf37676_2 3500 pGemTeasy:pddf37676_2 Esta tesis
PGMIiDf37676_1 3483 pGemTeasy:pddf37676_1 Esta tesis
pGMiDf6861 3582 pGemTeasy:midf6 Esta tesis
p32MiDf6 6230 pET32:midf6 Esta tesis
p102MiDf6 6641 pET102:midf6 Esta tesis
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Tabla M.3. Primers. Se subraya en primers utilizados para clonar péptidos en vectores de expresion las

zonas correspondientes al vector

Nombre Secuencia 5°-3" Funcién Ref Biblio
MiDf37676_cR3 | ccGAGAGGAAGAACATTAATTC Clonado secuencia | o
MiDf37676_F2 CTCTATATATCAGCAGCTCATTTGC congorosa
MiDf6861_cR2 CAGGACCTCTTAACCGCCTA Clonado secuencia Esta tesis
MiDf6861 cF1 GCCATCAACAGTATTCTTAATCCTC congorosa
MiDf33432_cF1 | CGTAAGAGAAAAACATGGCAGC Clonado secuencia |
MiDf33432_cR2 | GTGGTTGAGGATGACATATGATG congorosa
MiDf27898_cF1 | GGTATAATGGCTTCAGTTCTACGTG Clonado secuencia | o
MiDf27898_cR1 | CTCACCATACATCACGGTCA congorosa
MiDf56385_cF1 GGTCACAAGCATCAACAACATG Clonado secuencia Esta tesis
MiDf56385_cR1 | TTCATCAAAGGATAGCCTCATCAC congorosa
PADf24034_cR1 | CCACAGTACAAAGGACACTTATTCA Clonado secuencia | o
PADf24034_cF3 | ATCGATCGGAGCACAAAC ibirapita
Pd60561_cF3 CGCTTTGCATCTTGAAACG Clonado secuencia Esta tesis
Pd60561_cR3 ATGTGGACCCCACTCGATC ibirapita
Pd18833_cF2 TCACTGATCTGTCCGTACCAC
Pd18833_cR1 TCTTCCCTGACTCAGAACCA Clonado secuencia Esta tesis
PADf18833 CF5 | AGGACATGCGAGTCTCAGAG ibirapita
PADf18833 cR2 | CTGCAGCAAGCACTGTTGA
Pd64469 cF1 AGATAGGAGGTGGTATAGACATCG Clonado secuencia | Lo oo
Pd64469_cR2 CTCTGTAGGGGTGGCGAG ibirapita
PADf14712_cF1 | GAAGCGAAGACTTGTGAGGTG Clonado secuencia |
PADf14712_cR6 | CTGCTGGTGCACCAAGAACT ibirapita
Pd11865_cF1 CTTCCCTGGGCATAACACTG Clonado secuencia Esta tesis
Pd11865_cR2 TGATGATACGAGGAGTTGTATGC ibirapita
Pd8737 cF1 TGCTCATAATTGAACTCCATTTC Clonado secuencia |
Pd8737_cR2 ACTGCTTTTATTTGGGCTCTG ibirapita
pCR21_ampR1 GATGTGCTGCAAGGCGATTAAG Verificacion insertos | Barraco Vega et
pCR21_ampR1 GATGTGCTGCAAGGCGATTAAG pGemTeasy al,, 2017
pCR21_seqFl GGATAACAATTTCACACAGG Secuenciacion de | Barraco Vega et
pCR21_seqR1 GGCGATTAAGTTGGGTAAC insertos pGemTeasy al., 2017
pET32amp_1F GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAG Verificacion insertos | [
pET32amp_1R AGGTCGACGCCAAGATCC pET32c
PET32_seqF1 CACTATAGGGGAATTGTGAGC Secuenciacion de | Eota tesis
insertos pET32c
pET102amp_F ACCAAAGTGGGTGCACTGTC Verificacion insertos Esta tesis
pET102amp_R CACCGCTGAGCAATAACTAGC pET102D
T7 terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG Secuenciacion de | Universal
insertos pET102D
MiDf6/102_F CGGTGATGACGATGACAAGTCCAGGGTTTGTGCGTCGAG _
MIDF6/102. R TCAATGGTGATGGTGATGATGCCTTCCCTCGATACAAAGCTTAG E'E"Tnlde%M'Dfe en vector | ¢ ta tesis
- TGCAGAAGCAG
MiDf6/32_F AAACCTGTATTTTCAGGGATCCAGGGTTTGTGCGTCGAG Clonado MiDf6 en vector _
" Esta tesis
MiDf6/32_R CAGCTGCCGGATCCTTAACAAAGCTTAGTGCAGAAGCAG PET32c
MiDf4/32_F AAACCTGTATTTTCAGGGATCCAGGGTTTGTCTGTCACCGAG | Clonado MiDf4
- (MiDN37676) en vector | Esta tesis
MiDf4/32_R CAGCTGCCGGATCCTTAACAGCGCTTAGAGCAAACACA PET32c
PdDf8/32_F AAACCTGTATTTTCAGGGATCCAGGGTGTGCGAATCACAGAG | (ionado PADfS en vector _
Esta tesis
PdDf8/32_R CAGCTGCCGGATCCTTAGCAAAGCCGAGTGCAGAA PET32c
PdDf24/32_F AAACCTGTATTTTCAGGGATCCAAAATATGCGGGAGGATGAG
- c Clonado  PdDf24 en .
Esta tesis
PdDf24/32_R vector pET32c

CAGCTGCCGGATCCTTAACAGTTGAAGTAGCAGAAGCAAGC
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M.2 Medios de cultivo

Para cultivos s6lidos a los medios se les agrega 1.5 % de agar.

Esterilizacién por calor himedo: 15 minutos a 121°C.

Hongos
Medio Potato dextrosa Broth (PDB): 24 g de medio en 1L de agua destilada. Se esteriliza

mediante calor humedo.

Bacterias

Escherichia coli

Medio Luria-Bertani (LB): 10 g bacto-triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g
de NaCl. Se lleva a un litro con agua destilada, se ajusta el pH a 7. Se esteriliza
mediante calor himedo.

Medio Luria-Bertani (LB) para células competentes: 10 g de bacto-triptona, 5 g
de extracto de levadura, 5 g de NaCl. Se lleva a 950 ml con agua destilada, se
ajusta el pH a 7 y se completa hasta 1 L con agua destilada. Se esteriliza mediante

calor hiimedo.

Ampicilina: 100ug/ml. Stock= 100 mg/ml.
Para seleccionar (por placa): 40 pL X-gal (2%) y 4 pL de IPTG (20%).

Medio SOB: 20 g de bacto- triptona, 5 g de extracto de levadura, 0.5 g de NaCl. Se
lleva 950 ml con agua destilada, se ajusta el pH a 7 y se completa hasta 1 L con
agua destilada. Se esteriliza mediante calor humedo.

Medio SOC: A 10 ml de SOB esterilizado y enfriado a menos de 602C se le agregan
50 pL de MgClz 2M y 200 pL glucosa 1M.

Medio autoinductor ZYM 5052 (Studier, 2005): 10g triptona, 5g extracto de
levadura, 0.15g MgS047H20, 7.1g Na2HPOg4, 6.5g KH2PO4, 3.3g (NH4)2S04 en 1L de
agua destilada. Se esteriliza mediante calor hiimedo y se agrega 1mL solucién

oligoelementos y 40ml solucion azucares.

Solucidn azucares: 5g lactosa, 1.25g glucosa, 12.5g glicerol en 100ml agua destilada.

Filtrar con filtro de 22 pm.
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Solucidn oligoelementos:

FeCl; 5mL (Cf 50mM)

CaCl, 22mg (cf 20mM)
MnCl,,H20 20mg (cf 10mM)
ZnSO,4H20 18mg (cf 10mM)
CoCl, 2.6mg (cf 2mM)
CuCl, 2.7mg (cf 2mM)
NiCl, 2.6mg (cf 2mM)
Na,SeO; 3.5mg (cf 2mM)
H;BO; 1.2mg (cf 2mM)
Na,MoO, 4.1mg (cf 2mM)
H,0 destilada Hasta 10 ml

Otras bacterias

Medio Tryptic soy broth (TSB): 30g del medio en 1L de agua destilada, se esteriliza por
calor humedo.

M.3. Métodos

M 3.1 Analisis de contigs obtenidos por ARNseq (Rodriguez Dcuadro,

2018).

La biblioteca de ADNc obtenida del pool de ARNm se secuencia usando la plataforma
[llumina HiSeq2000 en paired-end de 100pb por corrida. Las lecturas de buena calidad
se ensamblaron con Trinity (Grabherr et al. 2011) y este ensamblado se evalud y filtro
con la herramienta Transrate (Smith-Unna et al 2016), estimando la calidad de contigs

individuales.

Por tratarse de especies nativas, los genomas de las plantas analizadas no estan
secuenciados. Se usaron en el caso de P. dubium dos genomas: el de Medicago truncatula
y el de Glycine max, dos especies de la misma familia. En el caso de M.ilicifolis, no existen
genomas secuenciados de especies de la misma familia, se realiz6 un ensamblado de
novo. Se utilizé una lista de motivos que de acuerdo con la disposicién de los residuos

cisteina (Slavokhotova et al. 2015), para crear un script de busqueda.

Los transcriptos donde se observo uno o mas motivos cisteina se cortejaron contra las
bases de datos SwissProt (https://www.uniprot.org/uniprot/?query=reviewed:yes) y
TrEMBL (https://www.uniprot.org/uniprot/?query=reviewed:no) con valor esperado

maximo (e-value 10e-5) de 10e-05.
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Los criterios para la seleccién final de un transcripto como defensina-like fueron los
siguientes: a) cuando el ORF que incluye el motivo cisteina no es el mas largo y/o tienen
anotacion en otro marco de lectura se descartaron; b) cuando el ORF con el motivo
cisteina es el mas largo pero tiene anotacién que no corresponde con defensinas se
descartan; c) de los transcriptos sin anotaciéon se tuvieron en cuenta so6lo aquellos
donde el ORF con el motivo cisteina fue el mas largo. No se descartaron los transcriptos
con ORF incompletos (desde Metionina inicial hasta el codon stop), si contenian el

motivo cisteina completo.

M 3.1 Técnicas empleadas con ADN

M3.1.1 Extraccion de ADNg de planta

La extraccion de ADNg de muestras vegetales se realizé segin Doyle (1991) con
modificaciones. Una muestra de 0.5-1.0g de tejido fresco de hojas se pulveriza en
mortero estéril con nitrégeno liquido. El polvo se trasvasa a eppendorf se agrega 1
ml/0.2g de buffer CTAB, se mezcla suavemente y se incuba durante 30 minutos en
agitacion a 652C. Se centrifuga 10 minutos a 12000rpm y se recupera el sobrenadante
que se extrae con un volumen de solucidon cloroformo isoamilico (24:1). Se centrifuga
2minutos a 10000rpm a 49C y se precipita con 2/3 de volumen de isopropanol frio. Se
repite centrifugacion y el pellet se lava con 500 pL de EtOH 70% frio y se centrifuga una
vez mas. El pellet se deja secar y se resuspende en 385 pL de TE 1X, se agregan 15 pL de
ARNasa (10pg/ pL) y se incuba 30 minutos a 372C. Posteriormente se agregan 20 pL de
NaCl 4M y se precipita con 2 volimenes de EtOH abs 1 hora a -202C. Se centrifuga 20
minutos a 10000g a 42C. El pellet se lava con 500 pL EtOH 70% frio y se centrifuga 10
minutos a 10000rpm a 4°C. El pellet se seca y se resuspende en 50 pL en agua mQ.
Buffer CTAB: 2% CTAB (Sigma Aldrich), 1.4 M NacCl, 0.2% B-mercaptoethanol, 20 mM
EDTA, 100 mM Tris-HCI, pH 8.0.

M3.1.2 Amplificaciéon por PCR convencional

Las verificaciones de los contigs obtenidos en ensamble de transcripotoma y de los

clones obtenidos se realizan por PCR convencional con la enzima Taq Polimerasa
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(Invitrogen, 5U/ pL) en un volumen final de 25 pL con: 2,5 pL de buffer de Taq Pol, 1 pL
de MgCly, 2,5 uL. de dNTPs (10 mM) (Promega), 1,5 pL de cada primer (10 uM), 0,25 uL
de Taq Pol y 10-100 ng de ADN. Se utiliza un programa de (termociclador Corbett (CG1-
96)): 5 minutos a 94°C, 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a la temperatura

de annealling correspondiente y 2-5 minutos a 72°C y por ultimo 5 minutos a 72°C.
M3.1.3 Clonado en vector T.

Los productos de PCR se corren en un gel de agarosa para escindir las bandas y
purificarlas mediante minicolumnas Wisard (Promega). Las bandas se cortan en trozos
y se introducen en las columnas, se centrifuga a 13000 rpm durante 10 minutos a 4°C.
Posteriormente se realiza la precipitacién con 1/10 de volumen de NaAc y 2 volimenes
de EtOH absoluto durante toda la noche a -20°C. Luego se centrifuga durante 15
minutos a 4°C a 13000 rpm, se lava con 1 ml EtOH 70 y se vuelve a centrifugar 15
minutos a 4°C a 13000 rpm. El pellet se seca y se resuspende en 10-20 pL de agua mQ.
El clonado en el vector pGemTeasy (Promega) se lleva a cabo segin las
recomendaciones del fabricante. Los productos de ligacién se precipitan con ARN-t y se

transforman células Top10 de E .coli. mediante electroporacion.

M3.1.4 Precipitacion de los productos de ligacion con ARN-t (Zhu y Dean,
1999).

La mezcla de precipitacidn se realiza con 5 pL del producto de ligacion, 5 pL. de ARN-t
(0,2 pg/uL) (Invitrogen), 10 uL. de H20 mQ y 50 pL de EtOH absoluto. Se centrifuga a
12000 rpm durante 20 minutos a 49C. El pellet se lava con 100 pL de EtOH 70% y se
centrifuga a 12000 rpm durante 20 minutos a 42C, se deja secar y se resuspende en 2 pL

de H20 mQ.
M3.1.5 Transformacion de células de E. coli mediante electroporacion

Para llevar a cabo un proceso de transformacion mediante electroporacién (equipo
MicroPulser TM BIO-RAD) en primer lugar se descongelan células competentes en hielo
y se agrega a 2ul de vector con secuencia de interés. Se transfiere la mezcla a la celda
(0,2 cm), se electropora (modo Ec2) y se agrega 1 ml SOC. Los parametros de pulso
deben ser de aproximadamente 5 milisegundos y entre 2,5 y 3 KV. La mezcla de

transformacién se incuba con agitaciéon durante 1 hora a 37°C. Se plaquea 1/10 del
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producto de transformacion en placas de LB ampicilina con X-gal e IPTG y se incuba a

37°C no mas de 20 horas.

M3.1.6 Subclonado pET102D por Restriction-Free cloning PCR (van den Ent y
Lowe, 2006)

M3.1.6.a Primera PCR (produccion de “megaprimer”)

La PCR se realiza en un volumen final de 50 uL con 10 pL de buffer de enzima (5X), 0,5
uL de Taq polimerasa Phusion High-Fidelity (Thermo Scientific 2U/uL) 5,0 pL. de dNTPs
(10 mM) (Promega), 2,5 pL de cada primer (10uM) y 50ng de ADN plasmidico pGEM-
Teasy que contiene las secuencia de interés. La reaccién se lleva a cabo utilizando un
programa de: 45 segundos a 98°C; 30 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 56°C,
15 segundos a 72°C y una extension final de 3 minutos a 722C. Los productos de
amplificacion se verifican por electroforesis en agarosa y los de tamafio esperado se
purifican en minicolumnas Wisard (Promega) (ver seccion 3). El pellet se resuspende en

10 pL de agua mQ y se cuantifica ADN mediante espectrofotometria (Nanodrop).

M3.1.6 .b Clonado en vector de expresién (segunda PCR RF-cloning)

El producto purificado resultante de la primer RF-PCR se utiliza como unico primer
(megaprimer, 100ng) en una segunda reaccién de PCR en un volumen final de 50 pL
con: 10 pL de buffer de Taq polimerasa (5X), 0,5uL de Taq polimerasa Phusion High-
Fidelity (Thermo Scientific 2U/uL), 1,0 uL de dNTPs (10 mM) (Promega) y 20 ng de
ADN plasmidico pET102D. La reaccién se lleva a cabo utilizando un programa de 45
segundos a 98°C y 30 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 56°C, 6 minutos a
72°C y una extension final de 3 minutos a 72°C. Se incluyen dos blancos, uno sin

megaprimer y otro sin plasmido pET-102.

M3.1.7 Subclonado en vector de expresion pET32c por Transfer-PCR (Erijman
etal., 2011)

La PCR se realiza en un volumen final de 50 pL con 10 pL de buffer de Taq polimerasa
(5X), 0,8 uL de Taq polimerasa Phusion High-Fidelity (Thermo Scientific 2U/ul) 5 uL de
dNTPs (2 mM) (Promega), 1 pL. de cada primer (1 uM), y de de ADN plasmidico pGEM-
Teasy que contiene la secuencia de interés y 10ng/ul de ADN plasmidico pET32cGFP. La

reaccion se lleva a cabo utilizando un programa de: 1 minuto a 98°C y dos ciclos
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sucesivos, el primero de 13 ciclos de 10 segundos a 98°C, 1 minuto a 56°Cy 30 segundos
a 72°C, el segundo de 10 segundos a 98°C, 1 minuto a 52°C y 3 minutos a 72°C, una
extension final de 5 minutos a 722C. Se incluyen dos blancos, uno sin megaprimer y otro

sin plasmido pET32c.

M3.1.8 Digestion con enzima Dpnl

El vector parental es digerido en un volumen final de 20 pL con 1 pL de Dpnl (20 U/uL),
2 uL de buffer y 10 pL del producto obtenido en secciéon 6 y 7 durante 2 horas a 372C. El
volumen total de la digestiéon se precipita con ARN-t y se transforman mediante
electroporacion células E. coli Rosetta gami y Shuffle segiin protocolos descriptos
anteriormente (secciéon 5). Se realiza ésta misma digestiéon para el control sin
megaprimer. Se plaquea todo el producto de las transformaciones en placas de LB

ampicilina y se incuba a 37°C no mas de 20 horas.
M3.1.9 Extraccion de ADN plasmidico

Para realizar la extraccién de ADN plasmidico se realizan minipreparaciones partiendo
de un cultivo de cada colonia aislada en 3 ml de LB ampicilina incubado toda la noche a
37°Cy 150 rpm. Se centrifugan 1,5 ml a 12000 rpm durante 2 minutos y se agregan 200
uL de solucién I, 200 pL de solucién I y 200 pL de solucién I1I dejandolo 15 minutos en
hielo. Se centrifuga durante 10 minutos a 12000 rpm y se recupera el sobrenadante.
Posteriormente se agrega 1 volumen de cloroformo: isoamilico (24:1) y se centrifuga
durante 6 minutos a 9000 rpm. La precipitacion se realiza con 2 volimenes de EtOH 96
y 1/10 de volumen de NaAc 3M centrifugando durante 15 minutos a 12000 rpm a 4°C.
El pellet obtenido se resuspende en 30 pL de agua mQ.

Buffer TE: 10 mM Tris-HCI pH7.6 y 1 mM de EDTA pH8. Se esteriliza mediante calor
humedo.

Solucién I: 100 pL de ARNasa (10 mg/ml) en 10 ml de TE.

Solucién II: 1% SDS y 0,2 M de NaOH. Se prepara en el momento antes de usar.

Solucién III: 60 ml de KAc 5M, 11,5 ml de HAc glacial y 28,5 ml de H20. Se esteriliza

mediante calor himedo.
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M3.1.10 Electroforesis de ADN

Para visualizar ADN genomico, plasmidico y productos de amplificacion se realiza una
electroforesis en gel de agarosa 0,8 % o 2,5% (segun tamafio del producto) en buffer
TBE 0,5x con 0,2 pL./ml de Goodview ™. Las muestras se siembran con ayuda del buffer
de carga 5x. La corrida se realiza a 100-150 V durante 20-60 minutos. Como marcador

de peso molecular se Utiliza 1 kb DNA Ladder o 100pb DNA Ladder (Thermo Scientific)

Buffer Tris Borato (TBE) (10X): 108 g de Tris base, 55 g de acido bérico y 40 ml de
EDTA 0.5M (pH=8) en 1L de agua destilada.

Buffer de carga (5x): 0,25% de azul de bromofenol y 30% de glicerol en agua.

Marcador de peso molecular Plus 100 pb v 1 Kb (Thermo Scientific)

100 bp 1kb

M3.1.11 Preparacion de células electrocompetentes

Para la preparacion de las células electrocompetentes de E. coli Top10 se realiza un
precultivo en 3 ml de LB que se incuba toda la noche a 37°C. Con 1 ml de precultivo se
inoculan 250 ml de LB y se incuban a 37°C a 300 rpm donde se dejan crecer las células
hasta obtener una DOgoo entre 0,5 y 0,7. Posteriormente se transfiere el cultivo a tubos
de centrifuga y se deja en hielo durante 20 minutos. Se centrifuga durante 15 minutos a
4°C a 4000g, se elimina todo el sobrenadante, se resuspende en 1 volumen de glicerol
10% y se centrifuga en las mismas condiciones. Se resuspende en %2 volumen de glicerol
10% y se vuelve a centrifugar. Posteriormente se resuspende en 1/25 volumen de
glicerol 10% y se vuelve a centrifugar en las mismas condiciones. Por ultimo se
resuspenden en 1 ml de glicerol 10%. Se guardan 50 pL de las células en eppendorf, se
congelan en N; liquido y se guardan a -70°C. La evaluacion de las células competentes

se realiza mediante electroporacion con 10 pg del plasmido pUC19, se debe obtener una
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eficiencia de transformacién igual o mayor de 108 tansformantes por pg de vector.

electroporado.

M3.2 Técnicas empleadas con proteinas

M3.2.1 Produccion de proteina recombinante (ensayo piloto)

Se realiza un precultivo inoculando 3ml de medio LB ampicilina con una colonia aislada
de E. coli RG/Shuffle transformadas con las construcciones de los vectores de expresion
y se incuba toda la noche a 372C a 150rpm. Transcurrido este tiempo 500 pL del
precultivo se inoculan en 10 mL de LB ampicilina y se incuba a 372C 150 rpm dejandose
crecer hasta obtener una DOsoo entre 0,5 y 0,7. Posteriormente se separa el cultivo en 2
matraces de 5mL c/u y uno de ellos se induce con 5pL IPTG 800mM (concentracion final
1mM). Se remueve una alicuota de 500 pL de cada uno de los matraces (t=0) y luego se
incuban a 20°C, 28°C, 372C a 150rpm. Se toman alicuotas de 500 pL cada 6 horas de
cada uno de los matraces y se incuban un maximo de 36hs. Las alicuotas en cada tiempo
se centrifugan a 10000rpm por 2 min y el pellet se guarda en heladera a -202C. Luego de
transcurrido el tiempo total (36hs) los pellet se descongelan en hielo y se resuspenden
en 100 pL de buffer de lisis, se sonican 4 veces (Programa recall 2, tiempo 15 segundos,
pulso 2.5, AMP1 30%) alternando entre muestras siempre en hielo. Luego se
centrifugan a 4°C, 5 minutos a 10000 rpm para separar el sobrenadante (fase soluble) y
pelet (fase insoluble). Al pellet se le realizan 2 lavados mas con 100 ul buffer de lisis, se
centrifuga 5 min a 42C 10000 rpm y se junta toda la fase soluble. Ambas fases se

guardan a -20°C para su posterior visualizacion en gel de poliacrilamida 15%.

Buffer de lisis: 20 mM Tris-HCl ph=PI+1, 500 mM NaCl,10 mM imidazol,10 % glicerol en

agua.

M3.2.2 Produccion de proteina recombinante

Se realiza un precultivo de 20 mL de LB ampicilina con una colonia aislada de cepa
transformada (seleccionada en funcién del experimento piloto) con pldsmido de
expresion de secuencia de interés. Se incuba toda la noche a 379C a 150 rpm. Luego se
inoculan por duplicado 100 mL LB ampicilina (en matraz 1L), con 10 mL de precultivo y

se incuba nuevamente a 372C a 150 rpm hasta obtener una DOsoo entre 0,5 y 0,7.
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Posteriormente uno de los matraces se induce con 125 pL IPTG 800mM (concentraciéon
final 1mM) y se incuba a 150 rpm, el tiempo y temperatura 6ptimo para la produccién
de la proteina (determinado en ensayo piloto, seccién 1). Transcurrido este tiempo, el
cultivo se transfiera a tubos de 50 ml (previamente pesados, 2 por cultivo) y se
centrifuga 15 minutos a 42C y 4000g. Se descarta el sobrenadante y el proceso se repite
con todo el cultivo. El pellet se pesa y se calcula el peso himedo de cada cultivo. Se
agrega al pellet de a poco y suavemente buffer de lisis (10ml/g de células) en hielo. Una
vez resuspendido totalmente el pellet se realiza el sonicado siempre en hielo: 4 rondas
programa Recall2: Tiempo 15" pulso 2,5 ampl 30%. Las muestras se centrifugan 10
minutos a 42C 10000 rpm para separar el pellet de la fase soluble y ambas se guardan a
-202C. Previamente se separan alicuotas de cada fracciéon (50 pL) para visualizar en gel

de poliacrilamida 15%.

M3.2.3 Tratamiento con triton

El pellet obtenido en la seccién anterior (previo al sonicado) se resuspende en 4ml de
buffer de lisis, se agrega 1mg/ml de Lisosima (Sigma Aldrich), se incuba en hielo
durante 30 minutos y luego 10 minutos mas a 42C en agitacion. Transcurrido este
tiempo se agrega tritén a una concentracion final de 1%, RNAasa y DNAasa (Invitrogen)
a una concentracidn final de 5ug/ml cada una y se contintia incubando 10 minutos a 4°C
en agitacion. Por ultimo se centrifuga durante 30 minutos a 10000g para separar la fase
soluble y la insoluble y se guardan a -202C. Una fraccidn de cada una se visualiza en gel

de poliacrilamida 15%.
M3.2.4 Solubilizacion en urea

La solubilizacidn se realiza segin Tomisawa y colaboradores (2015) con modificaciones.
El pellet obtenido en seccidon 2 se resuspende en 4 ml de buffer de lisis adicionado con
4M de urea. Para lograr una solubilizacién homogénea se utilizan pipetas p1000, luego
p200, jeringa de 10ml y luego de 1ml. Se incuba a 372C con agitacién a 150 rpm toda la
noche. Posteriormente se centrifuga durante 30 minutos a 10000g a 4°C para separar la
fase soluble da la insoluble, una fraccion de cada una se visualiza en gel de

poliacrilamida 15%. Se guarda en heladera a 4 2C para su uso posterior.
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M3.2.5 Purificacion por cromatografia de afinidad (IMAC-Ni+*2)

M3.2.5 a Preparacién de la matriz

En una columna PD-10 vacia se colca la placa de filtracion y se marca el volumen (2 ml)
con agua destilada. La columna se llena con la matriz comercial Chelating Sepaharose
(General Electric) hasta el volumen marcado, se coloca la segunda placa de filtracion y
se eluye el buffer de sefarosa. La columna empaquetada se lava con 3 volimenes de
columna (VC) de agua destilada y luego con 3 VC de una solucién 0.1M de NiSO4+6H20
(Sigma Aldrich). Para eliminar el exceso de metales se lava nuevamente con 3 VC de

agua destilada y luego se equilibra con 3 VC de buffer de lisis frio.

M3.2.5 b Refolding en columna de proteinas solubilizadas v purificacién

Las proteinas recombinantes solubilizadas en urea (solucion 4M, secciéon 4) se mezcla
con la matriz de niquel y se deja en batch durante 1 hora a 4°C. Transcurrido el tiempo
se realiza el cambio de buffer para eliminar la urea suavemente y facilitar el refolding de
la proteina pegada a la columna. Primero se eluye el percolado y se realizan lavados
sucesivos con binding buffer en gradiente de urea (3 VC) concentraciones 3M, 2M, 1M,
0.5M y sin urea. Los eluidos se siguen por absorbancia a 280nm hasta DO=0. Una vez
realizado el cambio de buffer se realiza la eluciéon con 3-5 VC de binding buffer
gradiente de imidazol (10, 20, 30, 50, 100, 150, 250, 300, 400, 500mM) para purificar el
péptido recombinante. Las eluciones con buffer de concentraciones menores a 50mM se
siguen por absorbancia a 280 nm hasta 0. Las terceras alicuotas de todas las fracciones

se visualizan, posteriormente, mediante geles de poliacrilamida 15%.

Binding buffer: 20mM Tris-HCI pH 8, 500mM NaCl, 10% glycerol.

Soluciones de Imidazol: se prepararan por dilucion de una solucién madre 4M en binding
buffer.
Soluciones de Urea: se preparan por dilucién de una solucién madre 10M en binding

buffer
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M3.2.6 Digestion del péptido recombinante con enteroquinasa (EK) en

columna

Para obtener el péptido purificado sin Tiorredoxina, previo a la elucién con buffers
mayores a 100mM de imidazol, se realiza la digestiéon en columna con enteroquinasa
(EK, Invitrogen). Como primer paso se agrega a la columna buffer de enzima diluido en
agua 1/10 para eliminar el imidazol y se recupera 1,6 mL. Se agrega nuevamente 1 VC
de buffer ahora con 7.5 pL de enzima (1.0 UE/ul) y se deja en batch 60 hs a temperatura
ambiente. Una vez transcurrido este tiempo se eluye el percolado y se realizan lavados
con un minimo de 3 VC de buffer 20mM y 30mM de Imidazol para eluir la
Enteroquinasa y la Tiorredoxina. Estas eluciones se siguen por absorbancia a 280 nm
hasta OD=0. La elucién del péptido por competencia con imidazol se realiza con buffer
DE 300mM con 3-5 VC. Los resultados de la digestion se visualizan en gel de

poliacrilamida 15%.
M3.2.7 Eliminacion del imidazol por dialisis

Las alicutas que tengan las muestras de interés se cargan en una membrana de dialisis
de 1000 Da (Spectra/Por Biotech) previamente lavada con agua destilada. La dialisis se
realiza contra buffer 100mM, 50mM de Imidazol y agua destilada sucesivamente
(dilucién 1/100) durante 2 horas a 4°C en agitacion magnética. Transcurrida la dialisis
el volumen la membrana se pasa a un tubo y se congela de forma inclinada para su
posterior liofilizacion. Las muestra liofilizadas se resuspenden en 200 pL de buffer

fosfato de potasio 0.1M pH=PI+1 para los anadlisis de actividad antimicrobiana.
M3.2.8 Electroforesis de proteinas

Se preparan geles de acrilamida/bisacrilamida al 15% de 1 mm de espesor. La
electroforesis se realiza utilizando el sistema buffer SDS-PAGE propuesto por Laemmli
(1970) en buffer tris-tricina (Schagger 2006). Las muestras se siembran con ayuda del
buffer de carga 2X. Como referencia se siembran 5 pL. un marcador de peso molecular
(Invitrogen). La electroforesis se realiza a 75 mV durante 30 min y 100 mV durante 1
hora en buffer de corrida. Una vez finalizada se retiran los geles y se dejan durante 20
min en shaker con solucién de tefiido azul de Coomasie. Se realizan sucesivos lavados
con gran volumen agua destilada y calentando en microondas maximo 3 minutos cada

lavado, hasta decolorar el ruido de fondo.
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Buffer de corrida Tris-Tricina (1X): 12,08 g de Tris base, 17.92 g tricina y 5 mL de SDS

20% en 1L de agua destilada.
Buffer de carga (2x): 0,1 % azul bromofenol, 50 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 2% Beta-

mercapto-etanol y 10 % glicerol en agua.

Azul de Coomasie (tincién geles de poliacrilamoda): 0.4 g azul coomasie R25 (Sigma

Aldrich), 20 mL de acido acético glacial, 100 mL etanol 96% y 80 mL agua destilada.

Marcador de peso molecular ThermoFisher 100 KDa:
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M3.2.8 Preparacion del gel acrilamida/bisacrilamida 15 % (3 minigeles de 10

x8x0.75,1,1.5 cm)

Se limpian los vidrios con agua jabonosa, se enjuaga bien con agua y luego con etanol 70,
se deja secar y se arma el sistema (E5889 SIGMA-Aldrich Vertical Electrophoresis Unit,
fixed height, dual gel-mini). Se preparan 30 mL de la mezcla Resolving. Se introduce la
mezcla entre vidrios cuidando de no formar burbujas y se agregan 400 pL isopropanol
sobre cada gel. Se deja gelificar hasta observar una linea definida entre gel y el
isopropanol y la polimerizaciéon en sobrante de mezcla en falcon. Se descarta el
isopropanol, se lava con abundante agua en cada uno de los geles y se seca bien con
papel de absorbente. Se preparan 10mL de la mezcla Stacking, se agregan suavemente
en cada gel hasta el borde del vidrio y se colocan los peines. Se deja hasta ver

polimerizacion de sobrante de mezcla en falcon.

Resolving buffer 15%: 10 ml de buffer de gel, 11.3 ml de mix 40%
acrilamida/bisacrilamida (29:1) (Amresco), 0.012 ml de TEMED (BioRad), 0,3 ml de

solucion de persulfato de amonio al 10% (catalizador de polimerizacién, agregar al

final), agua destilada hasta 30ml.
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Stacking buffer 5%: 2.5 ml de buffer de gel, 124 ml de mix 40%
acrilamida/bisacrilamida (29:1) (Amresco), 0.01 ml de TEMED (BioRad), 0.1 ml de
solucion de persulfato de amonio al 10% (catalizador de polimerizacién, agregar al

final), agua destilada hasta 10ml.

M3.2.9 Cuantificacion por Bradford
Previamente, se realiza una curva de calibraciéon utilizando seroalbimina bovina (BSA)
como proteina estandar. Se preparan soluciones de 0.025, 0.050, 0.075, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6,
0.8, 1.0 pg/uL, en una placa de 96 pocillos. Se toman de 20 puL de cada uno y se le
agregan 180 pL del reactivo de Bradford. Se deja durante 10 minutos en oscuridad y se
mide la absorbancia a 595 nm. Con los valores obtenidos se realiza la cuerva de
calibracién que se ajusta a una funcién cuadratica de forma y = ax + b, siendo y la
concentracion de BSA en pg/uL y x la absorbancia a 595 nm. Para realizar las medidas
de las muestras se realiza el mismo procedimiento y por interpolacion se obtiene la
concentracion. A partir del peso molecular (PM) de cada proteina se calcula la
concentracion en el volumen de muestra.

Reactivo de Bradford: 30 mg azul coomasie G250, 15 mL etanol absoluto, 30 mL &cido

fosforico y 255 mL agua destilada. Conservar en heladera y alejado de la luz.

M3.2.10 Analisis de por MALDI TOF de proteinas (servicio contratado)
El espectro se obtiene en un equipo 4800 (Abi Sciex) en el modo de adquisicién “Linear
Mid”. Rango m/z 5000-20000 La muestra se desala y concentra por columna en fase
reversa en tip (ziptipC4). En el analisis Se utiliza como matriz CHCA 60%ACN/1%TFA y
un estandar externo Mix 3 (B20) (Sequazyme Peptide Mass Standards Kit de PerSeptive

Biosystems).

M3.3 Técnicas empleadas con compuestos fendlicos

Solventes
Etanol PPA
Metanol PPA
Dietar-éter PPA
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M3.3.1 Extracciones

Para la extraccion de compuestos fendlicos se utilizé la madera de Gleditsia triachantos
L, colectada en Cerro Largo en setiembre de 2015. Una porcion de la madera fue
utilizada para determinar la edad del individuo (55 afios) en el Laboratorio Forestal del
CUT por dendrocronologia y otra porciéon fue secada al aire durante 48hs. Luego de
secada se separo6 albura, corteza y duramen y se tritur6 con molino de cuchillas hasta
obtener una granulometria de 0,400mm (malla 40) para realizar las extracciones segun

Naima y colaboradores (2015) con modificaciones.

Las condiciones ensayadas fueron: i) maceracion en metanol 80% y etanol 80% a
temperatura ambiente ii) infusién en etanol 80% y metanol 80% a 60°C; iii) infusién en
agua a 100°C vi) mortereado en agua a 100°C. Todas las extracciones se realizaron
durante 2 y 6 horas excepto infusiones en metanol y maceraciones en etanol que se
realizaron Unicamente durante 2 horas. La relacion muestra solvente fue de 1g por cada
20ml, todos los ensayos se realizaron por duplicado y en oscuridad para evitar la

degradacion de los compuestos por exposicién a la luz (Okuda et al., 1989).

M3.3.1.a Extracciones con solventes organicos

Las muestras se colocan en cristalizador junto al solvente (etanol, metanol 80%) y se
cubren con aluminio para evitar la descomposicion de compuestos fenélicos con la luz y
parafilm para evitar evaporacion del solvente. Las maceraciones se realizan
temperatura ambiente (202C) y las infusiones en bafo de agua a 6092C. Ambas

extracciones se realizan con agitacion moderada durante 2y 6 hora s.

M3.3.1.b Extracciones acuosas

Al igual que las extracciones organicas las muestras se tapan para prevenir degradacion
por la luz y evaporacion del solvente. El mortereado se realiza inmediatamente después
de agregar el agua. Las extracciones se realizan en bafio de agua a 100 2C durante 2y 6

horas con agitacién moderada para infusiones y mortereado.

Tanto para solventes orgdnicos como acuosos luego de la extraccién las muestras se

filtran y se realizan las medidas espectrofotométricas correspondientes.
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M3.3.2 Medidas espectrofotométricas.

M3.3.2.a .Fenoles totales (Scalbert, 1992)

2,5ml de reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 1/10 se agregan a 0,5ml de extracto diluido
1/200. Luego de maximo 8 minutos se agregan dos mililitros de solucion de carbonato
de sodio 0.7M. Se calienta en bafio de agua a 502C por 5 minutos y se transfiere a agua
fria (si es necesario se centrifuga) se ve color azul violdceo. La absorbancia se mide
inmediatamente a 760nm. Se realiza una curva de calibracién con acido galico (8-
80ug/ml) y los valores se expresan en mg de equivalentes de acido galico por g de

madera (mg GAE/g).

Solucién madre de acido galico: 0.4g de acido galico en 100ml de agua destilada

Carbonato de sodio 0.7M: 7,5g en 100ml de agua destilada.

M3.3.2.b Taninos condensados

Se realiza una diluciéon 1/100 del extracto y a 0,5 ml de esta se le agregan 5 ml de
solucidn de acido ferroso en BuCl. Se cubren los tubos con la mezcla con papel aluminio
de la luz y se calientan en bafio de agua a 952C por 15 min. Se mide la absorbancia
530nm. El contenido de taninos condensados se expresa como mg de equivalentes de

cianidina por gramo de madera (mg CyaE/g) y se determind segun la formula:
mg Cya/g=(AxVxDxM)/(I1x€xmxvz)

donde: A es Abss3onm de 1a muestra, V es el volumen de reaccion (20mL), D es el factor de
dilucion (100), M es la masa molar de cianidina (287.24424 g/mol), | es el largo de la
celda utilizada (1cm), € es el coeficiente de extincion molar de cianidina (34700 Lmol-1

cm-1), vz es el volumen de muestra utilizado en la reaccién (0.5mL).

Solucidn de acido ferroso: 77mg de FeSO4 7H20 en 500ml de HCl/BuOH(2/3).

M3.3.2.c Taninos hidrolizables (Bossu et al.,, 2006)

Se calientan en bafio de agua 5ml de una solucién de KI0-2,5% durante 7 minutos a
302C. Inmediatamente después se agrega 1 ml del extracto diluido 1/5 y se calienta

durante 2 minutos mas. La absorbancia se mide a 550nm. Se realiza una curva de
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calibracién con acido tanico (0,1- 1ug/ml) y los resultados se expresan como mg de

equivalentes de acido tanico por gramo de madera (mg TAE/g)

Solucién madre de acido tanico: 0.5g de acido tanico en 100ml de agua destilada

Solucién de KI0-2,5%: 2.5g de KIO en 100ml de agua destilada.

M3.3.2.d Flavonoides

A 1mL del extracto se agregan 3mL de EtOH al 95%, 0,2mL de cloruro de aluminio al
10%, 0,2mL de acetato de potasio 1M. Se deja reposar 40 min a temperatura ambiente,
protegido de la luz y se mide la absorbancia a 434nm. Se realiza una curva de
calibracién con rutina (10-100ug/ml) el contenido de flavonoides se expres6 como

equivalentes en miligramos de rutina por gramo de madera (mg RutE/g)

Solucién madre de rutina: 50mg de rutina en 100ml de EtOH 80%.

Cloruro de aluminio 10%: 10g de AlClz en 100 ml de agua destilada

Acetato de potasio (KAc) 1M: 9.8g de KAc en 100ml de agua destilada

M3.3.3 Extraccion con dietil-éter (segunda tanda)

Luego de filtrar la muestra el solvente organico se evapora a 40°C y presion reducida y
el solvente acuoso se concentra 3 veces en speed vac, (45°C, tiempo 2hs 30). . Las
soluciones resultantes se acidifican con 2 gotas de HCl y se extraen 3 veces con 5ml de
dietil-éter (cuando se trabaja con 1g de muestra). La fase acuosa se lleva a 10 ml con
agua destilada y la fase organica se seca con Na;SO4 anhidro, se evapora el dietil éter a

presion reducida y el residuo se recupera en 3-5ml de metanol.
M3.3.4 Analisis por MALDI TOF

Las muestras liofilizadas se resuspenden en metanol (concentraciéon 4mg/ml) y se
mezclan en volimenes iguales con las matrices CHCA (acido a-ciano-4-hidroxicinamico)
y DHB (acido 2,5-dihidroxi benzoico), también en metanol (10mg/ml). Para aumentar la
formacidn de iones se adiciona una solucién de NaCl (10mg/ml), 1pl de la mezcla se
deposita en la placa y luego de evaporado el solvente se introduce en el equipo Bruker

Reflex III MALDI-TOF Mass Spectrometer. La fuente de irradiaciéon es por pulsos con
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laser de nitrégeno a una longitud de onda de 337 nm, las medidas se obtienen en las
siguientes condiciones: duracion de los pulsos 3 ns, modo de reflexion lineal positivo,
voltaje 19 kV. El analisis de los espectros obtenidos se realiza en el programa Flex

Analysis.
M3.3.5 Calculo de incertidumbre

Todos los ensayos de extraccién se realizaron por duplicado y los valores de fenoles
totales, taninos hidrolizables y condensados se expresan con la incertidumbre
expandida (U) con un facto de cobertura k =2 (probabilidad de cobertura aproximada

de 0.95).

La desviacion estandar para cada muestra fue calculada como la incertidumbre estandar
(u), que tiene en cuenta errores aleatorios y sistematicos y a partir de la cual se calcula
la varianza combinada (S%p) con grados de libertad v=n-1, que permite calcular U.
Previamente se corrobord, mediante la prueba F, que no hay evidencia significativa, con

nivel de significacién de 0.05, para rechazar la homogeneidad de varianzas.
La varianza combinada se calcula segin (S2p):
S2p =[(vi)ur2+(v2)uz2+.....(vn)un?]/(Vi+ V2.eut V 30)

Donde v 1 el grado de libertad muestras con incertidumbre u1, vz el nimero de muestras

con desviacién estandar uz hasta v 3o

La incertidumbre expandida se calcula segun

U=2Sp/vV n

Donde n es el nimero total de muestras para cada medida.

La incertidumbre de los valores obtenidos de flavonoides se calcul6 a partir de la
diferencia entre ellos que permite determinar la desviacion estandar cuando la muestra

es la misma segun el siguiente modelo:
X1=m+ &sist1+ Ealet1
X2=m +€ sist2+ Ealet2
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X1-X2= € sist1- € sist2 + €alet3

Donde m es la concentracion real de flavonoides, X1 y X2 son los valores medidos de
concentracion de flavonoides antes y después del fraccionamiento, &sistes el error

sistematico y €aet €s el error aleatorio asociados a cada medida.

Como el error sistematico es fijo solamente se considera en el calculo de la
incertidumbre al error aleatorio entonces la varianza V3 correspondiente a las

diferencias de valores medidos (antes y después del fraccionamiento) viene dada por:
Vealer3=Vealet1+ Vealerz = V3

Suponiendo ademas, que la varianza es constante (e igual a 62) para los valores medidos

antes y después del fraccionamiento, se tiene que:

V3= 2072

En consecuencia, la estimacion S de la desviacion estandar o vendra dada por:
S=S3/raiz de 2

siendo S3 la desviacidn estdndar muestral correspondiente a las diferencias medidas

M3.3.6 Analisis exploratorio de datos

Para determinar si existen diferencias significativas en las medidas realizadas en la
segunda extraccion se realiza la prueba T para muestras emparejas con un valor P de
dos colas y un a=0.05. Si el valor t obtenido es mayor a 0.05 la variacién en la nueva

medida se considera como no significativa en el ensayo.

M3.4 Ensayos de actividad antimicrobiana

M3.4.1 Preparacion de indculos

M3.4.1.a Suspension de esporas

Se siembra por picadura placas de PDA y se incuban 5 dias a 282C. Se recogen las
esporas con 2-3ml de solucién tween 0.01% y raspando la superficie suavemente con

una espatula estéril. La solucidn se transfiere a tubo estéril y se homogeniza con vortex.
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Si es necesario se filtra con blutex estéril (en caso de tener mucho micelio en la
solucion). La cuantificacidn se realiza en camara de Thoma. Se coloca un portaobjetos
con bordes humedecidos sobre la misma y luego se agregan 20 pL de la suspension
homogenizada hasta que cubra la camara totalmente. Se realiza el recuento en
microscopio con aumento 40X todos los cuadrados (16) y se calcula segtn:

N¢ esp /ml =(esp contadas /0.00025x16x16)x1000

Se preparan suspensiones con una concentracién de 1 x10 >esp/ml

M3.4.1.b Suspension de células bacterianas

Se siembran por estriacion placas de TSA y con el cultivo fresco se realizan cultivos
liquidos de 3ml a partir de una colonia aislada en medio TSB y se incuba a 372C 24 hs
S.aureus y 48hs C.michiganennsis sub michiganensis. Una vez transcurrido este tiempo
una alicuota de 2 ml se centrifuga 2 minutos a 10000 rpm. El pellet se resuspende en

1.5ml de Suero fisiolégico y se mide DOsgoo.

Se preparan in6culos con DOeoo 0.1 equivalente a 1x108 cel/ml

M3.4.2 Ensayo de concentracion inhibitoria minima (CIM, Tiozzo et al., 1998)

Se utiliza una placa de 96 pocillos para determinar la MIC en medio liquido por
diluciones seriadas al medio de las proteinas/extractos y se enfrentan a suspensiones
de conidias/esporas de los hongos en medio PDB (ver seccidon anterior). Se prepara una
solucion A y se inoculan 140 pL en los pocillos correspondientes a la fila A de la placa. Se
prepara una solucidn B y se inoculan 100 pL en el resto de los pocillos. En la fila A se
inoculan 60 pL de las muestras y se realizan diluciones seriadas al medio hasta la fila H.
La columna 12 se utiliza como control de crecimiento sin muestra. En otra columna,
cuando sea necesario se agregan 60 pL sulfato de cobre (2 mg/mL) y benomil (6
mg/mL) (ensayos con extractos). Se incuban a tiempo y temperatura correspondiente
para cada microorganismo y se observa efectos macroscopicos en la
inhibicion/disminucion del crecimiento. Se define como minima concentracion
inhibitoria, la dilucién mayor en la que se observa este efecto

Solucién A: 20 pL suspension conidias/esporas y 120 pL. de medio correspondiente

Hongo/bacteria
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Solucién B: 10 pL suspension conidias/esporas, 60 pL medio correspondiente

hongo/bacteria y 30uL H20 destilada.
M3.4.3 Estandarizacion de concentraciones de fungicidas usados como control

Se prepara la placa de microdiluciéon de la misma forma que en la secciéon anterior
(soluciones Ay B) y se inocula con 60 pL de benomil (150 mg/ml) y de sulfato de cobre
(30 mg/ml) . Se realizan diluciones seriadas al medio y se incuba tiempo y temperatura
adecuado. Se utiliza como control una fila sin fungicida para comparar el crecimiento. El
ensayo se realiza con los cuatro hongos y se determina la minima concentracién donde

existe crecimiento por lo menos en las ultimas 3 diluciones.
M3.4.5 Observacion al microscopio y reaislamiento

A partir de los pocillos donde se observa macroscépicamente la inhibicién/disminucion
del crecimiento se realiza un re aislamiento en placa PDA y se incuba a 282c durante 5
dias para determinar si el efecto es bactericida o bacterioestatico y se realiza un fresco

para la observacidén al microscopio.

M3.4.6 Ensayo de doble capa en medio sélido.

M3.4.6.a Ensavo piloto de induccién en placa

i) Optimizacion de método de siembra e in6culo de cepa reportera

Se realiza un precultivo durante toda la noche en 3mL LB ampicilina sembrado con 1
colonia aislada de la cepa Rgp32GFPc1 (gen reportero) a 372C y 150 rpm. Se inoculan
con 150 pL de precultivo por cuadruplicado tubos con 3 ml de LB ampicilina y se
incuban a 372C a 150 rpm hasta una DOsoo = 0,5-0,7, a partir de los cuales se preparan
indculos 10x, 0, -1 y -2 que se siembran en el medio sélido. Se observa fluorescencia de
GFP a 395nm durante varios dias.

Las siembras se realizan en superficie de la siguiente manera:

¢ linea con ansa (aproximadamente 20 pL),
e linea con pipeta 5, 10, 20, 30, 50uL
e spotscon5y 10 uL

Preparacién de indculos
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Cél/ uL
Inéculo /n

cx10° | Concentrar 2mL cultivo, centrifugar, eliminar 1,8mL sobrenadante
10x

5X105 D0=0.5
0
5x10” Dilucion al décimo Vf =500 uL
Dil -1
5x10° Dilucion al décimo Vf =500 pL
Dil -2
ii) Efecto de la sobre capa sobre el crecimiento de la cepa reportera.

Se siembran por duplicado en placas de LB ampicilina una gota de 5 pL de in6culo 10X
de cepa reportera en zonas donde previamente se sembraron 20 pL de IPTG 800mM. A
uno de los duplicados se le agrega la sobre capa del medio (sin inocular) y se incuban
ambos a 282C (temperatura de produccién péptido en medio liquido). Se observa
fluorescencia GFP a 395nm cada 6 hs, varios dias hasta que la fluorescencia

desaparezca.
iii) Efecto de la ampicilina sobre el crecimiento del microorganismo blanco

Se siembran los indculos preparados en una placa de LB y otra de LB ampicilina en
zonas donde previamente se sembraron 20 pL de IPTG 800mM. Se agrega a cada placa
la sobre capa de agar con indculo de microorganismo blanco y se incuban a 28¢C
(temperatura de produccion péptido en medio liquido). Se observa fluorescencia GFP a
395 nm y crecimiento de microorganismo blanco. Para los aquellos donde se detecta
inhibicién del crecimiento por accién de la ampicilina se utilizan placas de LB y los
indculos se siembran adicionados con ampicilina.

Sobre capa de agar: medio de cultivo para cada microorganismo blanco con 0.6% de

agar.

M3.4.6.b Método de screening de doble capa

Se realiza un precultivo de la cepa productora durante toda la noche a 37°C 150 rpm en
3mL LB ampicilina. Se inocula con 150 pL de precultivo, tubos con 3 ml de LB ampicilina
y se incuban a 372C a 150 rpm hasta una DOsgo = 0,5-0,7. Se siembran spots de 5ul de

indculos 10X del cultivo adicionado con ampicilina, en placas LB previamente que
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contienen en la zona a sembrar 25 pL de IPTG 800mM. Se agrega la sobre capa de agar
con indculo de microorganismo blanco y se incuba a 289C el tiempo adecuado. Se sigue

el ensayo periddicamente.

M3.4.7 Método de screening en medio liquido

Se realiza un precultivo de cepa productora durante toda la noche en 3mL LB ampicilina
a 37°C y 150 rpm. Se inoculan con 500 pL de precultivo tubos con 10 ml de LB
ampicilina y se incuban a 372C a 150 rpm hasta una DOsoo = 0,5-0,7. Posteriormente se
separa el cultivo en 2 matraces de 5mL c/u y uno de ellos se induce con 5uL IPTG
800mM y se incuban 24 hs a 282C. Se toman dos alicuotas de 500 uL y se centrifugan a
10000rpm por 2 minutos y el pellet se resuspende en 500 pL de buffer de lisis. A una de
ellas se la somete a rondas de sonicado y a otra no (ver técnicas utilizadas con

proteinas). Se realiza un ensayo de microdilucién con ambas alicuotas.
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Anexo 1

Figuara Al. Graficos y parametros obtenidos en el analisis del péptido sefial (SignalP 4.1)
para los contigs de congorosa. a)MiDN 56385. b) MiDN6861. c) MiDN27898. d) MiDN33432.

e) MiDN37676.
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Anexo 2

Figura A2. Graficos y parametros obtenidos en el andlisis del péptido senal (SignalP 4.1) para
los contigs de ibirapitd. a)PdDN24034. b) PADN8737. c) PADN60561. d) PdDN64469. e)
PdDN14712. f) PADN18833. g) PADN11865.
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Anexo 3

Figura A3. Mapa de contig PADN11865 de ibirapita. En subrayado se indica el
péptido sefial y con sombreado las cisteinas conservadas.
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Anexo 4

Tabla A4. Informacion de defensinas utilizadas en el analisis filogenético obtenidas de bases de datos PDB (Protein Data Bank) y

UniProtKB
Nombre UniProtKB | PDB Especie Actividad Familia Motivo Secuencia péptido maduro
A.niger, A.versicolor,
PSD1_PEA P81920 | 1Kz | Pisum sativum | T-mOnilforme, F.oxysporum, | oae | DEF 35 KTCEHLADTYRGVCFTNASCDDHCKNKAHLISGTCHNWKCFCTQNC
F.solani,N.crassa,
S.cerevisae, T.mentagrophytes
5KK4 Nicotiana unioén al dcido fosfatidico
NSD1_NICSU COHK49 y precursor de fosfolipidos de Solanaceae | DEF 35 KDCKRESNTFPGICITKPPCRKACIREKFTDGHCSKILRRCLCTKPC
suaveolens
5VYP membrana
B.cinerea,
Aesculus C.sphaerospermum,
DEF1_AESHI Q7M1F3 | 1BK8 hiboocastanum F.culmorum, L.maculans, Sapindaceae | DEF 32 LCNERPSQTWSGNCGNTAHCDKQCQDWEKASHGACHKRENHWKCFCYFNC
PP P.digitatum, T.viride, S.tritiei,
V.albo-atrum, N.crassa
D1_VIGRA Q6T418 1TI5 Vigna radiata insecticida Fabaceae DEF 35 RTCMIKKEGWGKCLIDTTCAHSCKNRGYIGGNCKGMTRTCYCLVNC
Pachyrhizus . .
SPE10_FABA Q6B519 | 3PSM erosus antimicrobiana Fabaceae DEF 35 KTCENLADTFRGPCFTDGSCDDHCKNKEHLIKGRCRDDFRCWCTRNC
F.culmorum, B.cinerea,
Heuchera F.oxysporum, P.digitatum,
HsSAFP1_HEUSA POC8Y5 | 2N2Q saneuinea T.viride,L.maculans, Saxifragaceae | DEF 35 DGVKLCDVPSGTWSGHCGSSSKCSQQCKDREHFAYGGACHYQFPSVKCFCKRQC
& S.tritici,V.albo-atrum,
C.sphaerospermum, N. crassa
Lens culinaris .
Lc-DEF_LENCC B3F051 217 subsp.Culinaris A.niger Fabaceae DEF 35 KTCENLSDSFKGPCIPDGNCNKHCKEKEHLLSGRCRDDFRCWCTRNC
Raphanus N.crassa (accion sobre la
RsAFP2_RAPSA P30230 | 2N2R sgtivus sintesis de proteinas de Brassicaceae | DEF 35 QKLCQRPSGTWSGVCGNNNACKNQCIRLEKARHGSCNYVFPAHKCICYFPC

membrana)
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https://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
https://www.google.com.uy/search?q=Sapindaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MDLIKy4HAMTX1YgNAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjmpsH2mf_dAhVGjZAKHXVtCKAQmxMoATAVegQIChAs
https://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Saxifragaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Brassicaceae

Petunia

PhD1_PETHY Q8H6Q1 | 1N4N Hybrida B.cinerea, F.oxysporum Solanaceae 10 cys ATCKAECPTWDSVCINKKPCVACCKKAKFSDGHCSKILRRCLCTKEC
4AAZ B.cinera, F.oxysporum,
NaD1_NICAL Q8GTMO y Nicotiana alata F.solani, H.annosum, E.coli Solanaceae | DEF 35 RECKTESNTFPGICITKPPCRKACISEKFTDGHCSKILRRCLCTKPC
4ABO and E.carotovora
VrD2_VIGRA Q8W434 | 2GL1 | Vigna radiata antimicrobiana Fabaceae DEF 35 KTCENLANTYRGPCFTTGSCDDHCKNKEHLRSGRCRDDFRCWCTRNC
B.cinera, F.oxysporum,
PsDEF1_PINSY A4L7R7 5NCE | Pinus sylvestris | F.solani, H.annosum, E.coli, Pinaceae DEF 35 RMCKTPSGKFKGYCVNNTNCKNVCRTEGFPTGSCDFHVAGRKCYCYKPCP
E.carotovora
Medicago Permeabilizacion de
DEF4_MEDTR G7L736 2LR3 truncatfla membrana plasmadtica de F. Fabaceae DEF 35 RTCESQSHKFKGPCASDHNCASVCQTERFSGGHCRGFRRRCFCTTHC
graminearum
AhPDF1_ARAHA | Q295A6 |2M8B Araht:ﬁ:r’?s's antimicrobiana Brassicaceae | DEF 32 RLCEKPSGTWSGVCGNNGACRNQCIRLEKARHGSCNYVFPAHKCICYFPC
Nicotiana , .
NaD1_TOBAC P32026 |1MR4 tabacum antifungica Solanaceae | DEF 35 RECKTESNTFPGICITKPPCRKACISEKFTDGHCSKLLRRCLCTKPC
A.niger, A.versicolor,
RS-AFP1_RAPSA | PG9241 | 1ay) | R@Phanus | F.moniliforme, F.oxysporum, | o oo a0 | DEF 35 QKLCERPSGTWSGVCGNNNACKNQCINLEKARHGSCNYVFPAHKCICYFPC
sativus F.solani,N.crassa,
S.cerevisae, T.mentagrophytes
AIfAFP_MEDSA | Q9FPM3 | nd Medicago A-solani, F.culmorum, Fabaceae | DEF35 RTCENLADKYRGPCFSGCDTHCTTKENAVSGRCRDDFRCWCTKRC
sativa P.infestans
Fbatinl_VICFA P81456 nd Vicia faba Antibacteriano Fabaceae DEF 32 LLGRCKVKSNRFHGPCLTDTHCSTVCRGEGYKGGDCHGLRRRCMCLC
Sorghum ..
Slalfal_SORBI P21925 nd bicolor Insecticida Poaceae DEF 35 RVCRRRSAGFKGLCMSDHNCAQVCLQEGWGGGNCDGVIRQCKCIRQC
gamalZ_MAIZE P81008 nd Zea mays antifungica Poaceae DEF 35 RVCRRRSAGFKGVCMSDHNCAQVCLQEGYGGGNCDGIMRQCKCIRQC
inhibidor de traduccién de
DEF1_WHEAT P20158 | 1GPS Triticum proteinas (probadas en Poaceae DEF 35 KICRRRSAGFKGPCMSNKNCAQVCQQEGWGGGNCDGPFRRCKCIRQC
aestivum celulas de ratén)
Disrupcion de membranas
TPP3_SOLLC | Q40128 |4UIO | | ;‘"Z:;:Jm fingicas por union a Solanaceae | DEF 35 QQ'CKAPSQTFPGLCFMDsigi'é:ifs'g\iissﬁkﬂ?mLCTKPCVFDK'SSEVKAT
ycop fosfatidilinositol (PIP2)
Arabidopsis . .
PDF1.2A_ARATH Q9FI23 nd thaliana A.brassicicola Brassicaceae | DEF 35 QKLCEKPSGTWSGVCGNSNACKNQCINLEGAKHGSCNYVFPAHKCICYVPC
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https://es.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
https://www.google.com.uy/search?q=Pinaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MCxJyzUAACrY6ekNAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiwsPLJmv_dAhUGFJAKHd7CAkkQmxMoATAWegQIChAu
https://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Brassicaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Brassicaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Poaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Poaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Poaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Brassicaceae

PDF2.2_ARATH antimicrobiana Brassicaceae | DEF 35 RTCESQSHRFKGTCVSASNCANVCHNEGFVGGNCRGFRRRCFCTRHC

039182 ‘ nd ‘ Arabidopsis

thaliana
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Anexo 5

Tabla A5. Resumen de resultados obtenidos para todas las muestras analizadas: medidas
espectrofotométricas y minimas concentraciones inhibitorias (MIC). FT: fenoles totales, TH:
taninos hidrolizables, TC: taninos condensados. C: corteza M: mortereado o maceracion
segun el caso. 2 y 6: tiempos de extraccion en hs. Ac: solvente agua, Et: solvente etanol, Me:
solvente metanol. En negrita se indican las muestras seleccionadas en seccién 3.2 P.a:
P.atropurpurascens, P.ch: P. chrysosporium, G.t: G. trabeum, L.s: L. sulphureus.

Medidas espectrofotométricas , MIC (mg/mL)
Método de
Muestra  FT (mg TH (mg TC (mg .. Solvente p pch Gt Ls
GAE/g) TAE/g) CyaE/e) extraccion .a P. ; .
CM2Ac | 132140 78.3+18.9 14.818.4 10| 10 | 5 | 10
DM2Ac | 126+40 111.6+18.9 | 48.4+8.4 10 - - -
AM2Ac Nd Nd 2.518.4 Mortereado - - - -
CM6 Ac | 133140 103.9+18.9 25.1+8.4 - 5 - -
DM6Ac | 233140 216.6£18.9 72.418.4 - - |25 -
AMG6AC nd Nd 1.8+8.4 H.0 - - - -
CI2Ac 108140 59.4+18.9 14.8+8.4 2 10 | 25 |25 10
DI2Ac 20640 84.6+18.9 29.318.4 - 5 - 5
Al2Ac Nd Nd Nd - - - -
Cl6Ac 106140 102.2+18.9 12.8+8.4 - - 10 | -
DI6AC 84140 232.6+£18.9 18.8+8.4 - - 10 | -
Al6Ac Nd Nd Nd Infusion - - - -
CI2Et 280140 184.1+18.9 | 41.1+8.4 5 10 | 5 | 10
DI2Et 380+40 | 301.6+x18.9 | 79.218.4 10| 5 10 | 10
Al2Et Nd Nd Nd - - - -
CI6Et 398+40 | 260.9++18.9 | 54.218.4 10| 10 | 5 | 10
DI6Et 443140 | 334.4+18.9 | 85.0+8.4 ETOH 10| 5 10 | 10
AIGEt 55440 9.6+18.9 Nd - - - -
CM2Et 333140 244.8+18.9 25.848.4 10 - 5125
DM2Et 285140 45.8+18.9 22.4+8.4 Maceracién 10 - 10 | 10
AM2Et 71+40 10.6+18.9 Nd - - - -
Cl2Me 364140 125.6+18.9 | 17.418.4 5 10 | 5 | 10
DI2Me 333+40 | 321.4+18.9 | 56.518.4 Infusion 10 | 10 | 10 | 10
Al2Me 18+40 5.1+18.9 8.518.4 - - - -
CM2Me | 397140 | 273.6118.9 | 58.1+8.4 10| 10 | 5 | 10
DM2Me | 334140 53.9+18.9 34.818.4 MEOH - - 10 | 10
AM2Me Nd 11.4+18.9 Nd Maceracién - - - -
CM6Me | 370140 290.1+18.9 18.8+8.4 10 - 10 | -
DM6Me | 333140 282.9+18.9 26.9+8.4 - - - | 10
AM6Me 64+40 18.3+£18.9 Nd - - - -
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