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Resumen

La polilla guatemalteca de la papa Tecia solanivora es considerada como uno de los
principales insectos que ataca el cultivo de papa, causando dafios a los tubérculos tanto
en campo como en almacenamiento, existen reportes en Colombia gue mencionan
pérdidas cercanas al 25% en cultivo y hasta el 100% en almacenamiento. El uso de
plaguicidas quimicos es generalmente la Unica forma de control del insecto, sin embargo
el uso de plaguicidas puede ocasionar efectos téxicos sobre el cultivo y sobre el medio
ambiente; ademas pueden generar resistencia. Las lectinas han sido referidas como
proteinas de defensa natural y actualmente existen muchas publicaciones que relacionan
el efecto de lectinas causando perjuicios al desarrollo normal de insectos. Este trabajo
mostré el efecto insecticida de lectinas de ajo (Allium sativum), sobre la Polilla
Guatemalteca de la papa. Para ello se purificaron las lectinas nativas ASA | y ASA I,
presentes en el bulbo de ajo, se expresé la lectina ASA Il en E. coli., y se realizé un
ensayo biologico, los datos fueron analizados por el método Logit, determinandose
algunas significancias relacionadas con mortalidad de larvas, pupas, y se evaluaron

pardmetros de fecundidad y fertilidad.

Palabras clave: Lectinas; Purificacion de proteinas; Allium sativum; Bioinsecticida
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Abstract

The Guatemalan potato moth, Tecia solanivora, is considered as one of the major insect
that attacks the potato crop, causing damage to tubers in the field and in storage, in
Colombia there are reports that mention losses close to 25% in culture and even 100% in
storage. The use of chemical pesticides is usually the only form to control this insect,
however the use of pesticides can cause toxic effects on the culture and the environment,
also can generate resistance. Lectins have been considered as natural defense proteins
and currently there are many reports that relate the lectins effect of causing damage to
the normal development of insects. This work showed the lectin insecticidal effect of garlic
(Allium sativum) lectins on the Guatemalan potato moth. For that, we purified native
lectins ASA | and ASA I, present in the garlic bulb, and expressed ASA Il lectin in E.
coli., and performed a bioassay, the data were analyzed by the Logit method, determining
some statistical significances related to mortality of larvae, pupae, and evaluated

fecundity and fertility parameters.

Keywords: Lectin, protein purification, Allium sativum, bioinsecticidal.
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Introduccion

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum) en Colombia es considerado como un cultivo
importante dentro de la produccion agricola, estimandose el area sembrada en 160.000
hectareas con rendimiento de 18 toneladas por hectarea, produccién anual de 2,9
millones de Toneladas y consumo per capita aparente anual de 60 Kilos, lo que confirma

la importancia de dicho alimento a nivel nacional (Guia ambiental, 2004).

La polilla guatemalteca de la papa Tecia solanivora (Povolny), pertenece al complejo de
polillas de la familia Gelechiidae (orden Lepidoptera), es originaria de Centroamérica y se
le conoce como uno de los principales insectos que ataca el cultivo de la papa y que
presenta mayor relevancia econdmica. Las larvas de T. solanivora causan dafios
directos a los tubérculos de papa tanto en campo como en almacenamiento. En la zona
centro oriental (Boyaca y Cundinamarca) de Colombia hay reportes de pérdidas a causa
de este insecto cercanas al 25% de la produccion en campo, mientras que durante el

almacenamiento de semilla puede llegar al 100% (Nifio, 2004).

En la actualidad no hay insecticidas quimicos especificos para su control, algunos
estudios de efectividad de insecticidas sobre la polilla guatemalteca mostraron que existe
susceptibilidad por parte del insecto a algunos insecticidas de uso comercial, sin
embargo en la actualidad el uso de plaguicidas quimicos no hace parte de un programa
de manejo integrado de plagas (Dominguez et al., 2010) y puede ocasionar problemas de

toxicidad tanto al medio ambiente como al cultivo (Arevalo y Castro, 2003).
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Ademés del control quimico se han ensayado otras alternativas como el uso de
feromonas (para monitoreo de la plaga) y el control biolégico, pero hasta ahora no se han
obtenido resultados que garanticen un control eficaz de la polilla guatemalteca
(OEPP/EPPO, 2005).

Las lectinas son proteinas que han sido referidas como proteinas de defensa natural que
se encuentran en las plantas y animales (Gaidamashvili et al., 2009); actualmente se
encuentran publicados muchos reportes de ensayos bioldgicos con dietas artificiales que
confirman la reduccion de la supervivencia, desarrollo y fecundidad de insectos de
diversos Ordenes, tales como Coleoptera, Homoptera y Lepidoptera (Murdock et al.,
1990; Czapla y Lang, 1990; Powell et al., 1993; Rao et al., 1998, Shukle y Murdock,
1983).

De todas las lectinas de plantas estudiadas, la lectina Galanthus nivalis (GNA), fue una
de las primeras que reporté efectos perjudiciales sobre el crecimiento y desarrollo de
insectos, dichos estudios reportan toxicidad de GNA en dietas artificiales y en plantas
transgénicas, sobre larvas del orden Lepidoptera (Sadeghi et al., 2008), incluyendo la
polilla del tomate (Lacanobia oleracea) (Gathehouse et al., 1997) y el barrenador de arroz
mexicano (Eoreuma loftini) (Sétamou et al., 2003). En consecuencia muchas lectinas de
la misma familia han despertado gran interés por sus posibles propiedades
entomotoxicas, un caso interesante es la lectina de ajo (A. sativum), que luego de su
aislamiento y clonacién (Van Damme et al., 1991; Van Damme et al., 1992; Smeet et al.,
1997), mostré una estrecha relacién funcional con la lectina de Galantus nivalis (GNA).

Mediante este trabajo se purificaron lectinas nativas por técnicas cromatograficas, a partir
de bulbo de ajo A. sativum (ASA | Y ASA 1l); ademas se extrajo ARNm para expresar

lectina ASA Il recombinante en E. coli., para finalmente evaluar el efecto insecticidad de
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estas lectinas (nativa y recombinante) sobre Tecia solanivora; y a través la aplicacion del
método estadistico Logit se determinaron algunas significancias relacionadas con
mortalidad de larvas, pupas, y se evaluaron parametros de fecundidad y porcentaje de
eclosion.
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1.Marco Referencial

1.1 Polilla Guatemalteca de la papa Tecia solanivora

La polilla de la papa T. solanivora (Povolny) pertenece al complejo de las polillas
pertenecientes a la familia Gelechiidae (6rden: Lepidéptera) que atacan la papa
(Solanum tuberosum L.). Se le conoce con varios nombres comunes: polilla gigante,
polila centroamericana, gusano guatemalteco Yy principalmente como polilla
guatemalteca, es originaria de Centroamérica, siendo considerada en varios paises de
ésta zona y en los paises andinos (Venezuela, Colombia y Ecuador) como una de las
principales plagas de este cultivo. Actualmente constituye una amenaza potencial para

los cultivos de papa ubicados en los demas paises del area andina (Nifio, 2004).

1.1.1 Distribucion Geografica de T. solanivora

Desde 1956 se registraron dafios producidos por esta polilla en Guatemala,
posteriormente debido a la movilizacion de papa, se dispersé a los demas paises
centroamericanos. En 1970 fue introducida a Costa Rica ocasionando dafos entre 5 y
41,5%.

En Colombia en 1985 se reportaron pérdidas entre el 10 y 40 % en el departamento de
Cundinamarca, ademas en departamentos como Boyaca, Santander, Caldas y Valle del
Cauca, se encontraron infestaciones. En Ecuador en 1996 se registraron dafios hasta del
60% y en 1999 se detectd en Espafia (OEPP/EPPO, 2005).
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1.1.2 Morfologia y descripcion de los estados de desarrollo T.
solanivora

Los huevos son de forma ovalada miden 0,5 mm de largo, recién puesto son de color
blanco, luego cambian a amarillo y finalmente se puede apreciar la coloracién oscura
cuando estan préoximos a eclosionar. Los huevos son depositados cerca de la base de las

plantas de papa o sobre los tubérculos almacenados.

La larva es de forma cilindrica y recta, pasa por cuatro estadios, recién nacida mide 1,4
mm de largo y llega a alcanzar entre 14 y 16 mm de longitud al completar su desarrollo

en el cuarto estadio. La cabeza y la placa protoracica son de color marron.

En los primeros estadios el cuerpo es de color blanco hialino, luego en el dltimo estadio
adquiere un color verdoso amarillento y finalmente se torna de color rosado violaceo en
el dorso, caracteristico de la fase prepupa. Posee pequefias manchas de color marrén en
la base de las setas o0 pelos corporales distribuidos de manera uniforme sobre todos los
segmentos toracicos y abdominales del cuerpo y tres pares de patas verdaderas mas

cinco pares de propatas o protuberancias abdominales (Nifio, 2004).
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Tabla 1. Duracion (dias) del ciclo de vida de T. solanivora.

10 °C 1214°C 1553°C 16°C 17 °C A=C 2a°C

Estado

Huevo 28 1315 15 10 10 T 5
Larva 80,12 30 33,87 20 15 20,22 17,68
Pupa 91,18 23 2592 20 20 10,96 9,88
Longevidad 20-25 156-208 20-25 20 18,20 10,00
Adulos

Ciclo husvo- 1873 BE 74,79 50 45 388 3274
pupa

Ciclo total 86-93 006949 TO0-75 BS 56,38 4274
Mo, Muy 209 290 156

Huevosihembr Pocos
a

Fuente: Torres 1989; Notz 1996; Herrera 1997; Alvarez y Trillos 1999.

T. solanivora, es un insecto con metamorfosis completa (holometabolo), la duraciéon de
cada uno de sus estadios y la duracion total del desarrollo de esta especie es afectada
por las condiciones ambientales, siendo la temperatura y la humedad relativa los factores
gue mas influyen. Al eclosionar el huevo, la larva sale y se orienta hacia el tubérculo,
raspa la superficie y penetra justo debajo de la epidermis marcando su camino como los
minadores de las hojas. Al penetrar no deja ninguna sefal visible. Luego barrena mas
profundamente hasta formar galerias dentro del tubérculo. Esta especie no es canibal y
pueden encontrarse hasta 40 larvas en un solo tubérculo. Son capaces de alimentarse
del tubérculo aun en avanzado estado de descomposicién (Bricefio, 2007; Palacios,
1997; Torres et al., 1997; Acevedo 1995).

Durante su proceso de alimentacion y desarrollo, se alimentan solo de la pulpa y
profundizan ocasionando un deterioro significativo de la calidad del tubérculo y aunque el
consumo por larva es bajo, aproximadamente un (1) gramo (Hilje, 1994), cuando se
incrementa la densidad de larvas por tubérculo, llegan a consumir gran parte de la pulpa

y profundizan ocasionando un deterioro significativo (Nifio, 2004).
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La larva sale del tubérculo a través de un orificio limpio, sin rastros de particulas, forma
un capullo de seda que puede recubrir con tierra u otras particulas, mantiene su forma
pero pierde su movilidad y deja de comer, esta fase es conocida como prepupa, luego se
va transformando hasta pasar al estado de pupa.

La polilla guatemalteca es considerada plaga primaria del cultivo de papa en la zonas de
cultivo, por ende, en los ultimos afios el control se ha basado casi exclusivamente en la
utilizaciéon de productos quimicos y la poca efectividad de los mismos ha provocado uso
irracional, lo cual ademas de incrementar los costos constituye un riesgo econdémico,

social y ambiental (Dominguez et al., 2010).

1.2 Plaguicidas

Sustancia 0 mezcla de sustancias quimicas de origen organosintético, de naturaleza
téxica y por consiguiente con un alto poder de alterar en forma drastica la fisiologia de los
organismos. Se utilizan en la actividad agricola como medio de control para
enfermedades, plagas y malezas. Normalmente, la accién del plaguicida no es especifica
para la especie objetivo y en consecuencia se producen efectos de diferentes
magnitudes sobre otras especies y sobre los ambitos expuestos a su accién (Auditoria

politica de gestion al uso y manejo de plaguicidas en Colombia, 2004).

En lugares donde se practica el monocultivo intensivo, los plaguicidas constituyen el
método habitual de lucha contra las plagas. Por desgracia, los beneficios aportados por
este tipo de sustancias han ido acompafnados de una serie de perjuicios, algunos de ellos
tan graves que ahora representan una amenaza para la supervivencia a largo plazo de
importantes ecosistemas, como consecuencia de la peturbacién de las relaciones
depredador-presa y la pérdida de biodiversidad. Ademas, los plaguicidas pueden tener

importantes consecuencias en la salud humana (Ongley Edwin, 1996).
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La historia del desarrollo y utilizacién de los plaguicidas es fundamental para entender
cémo y por qué han representado una amenaza para el medio ambiente en los sistemas
acuaticos, y por qué esta amenaza esta disminuyendo en los paises desarrollados,
mientras que continda siendo un problema en muchos paises en desarrollo. En la tabla

2, se presenta la cronologia de evolucion de los plaguicidas.

Tabla 2. Cronologia de la evolucion de plaguicidas.

Periodo Ejemplo Fuente Caracteristicas

1800-1920 ||Primeros plaguicidas ||Quimica organica, Con frecuencia, carecian
organicos, nitrofenoles, ||productos derivados de la||de especificidad y eran

clorofenoles, creosota, |lelaboracion de gas de téxicos para el usuario o

naftaleno, aceites de ||carbdn, etc. para organismos que no
petréleo eran los destinatarios
1945-1955 |Productos organicos ||Sintesis organica Persistentes, buena
clorados, DDT, HCCH, selectividad, buenas
ciclodien. propiedades agricolas,

buenos resultados en
materia de salud publica,
resistencia, efectos

ecoldgicos nocivos.

1945-1970 |/Inhibidores de la Sintesis organica, buena [|Menor persistencia,
colinesterasa, utilizacion de las cierta toxicidad para el
compuestos relaciones estructura- usuario, algunos
organofosforados, actividad. problemas ambientales.
carbamatos.

1970-85 Piretroides sintéticos, ||Perfeccionamiento de las ||Cierta falta de
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avermectinas,
imitaciones de las
hormonas juveniles,

plaguicidas biologicos

relaciones estructura-
actividad, nuevos
sistemas de seleccion de
objetivos

selectividad, resistencia,
costos y persistencia

variable.

1985- Organismos obtenidos
por la ingenieria

genética

Transferencia de genes
para plaguicidas
biolégicos a otros
organismos y a plantas y

animales beneficiosos.

Alteracion genética de las

plantas para que resistan
mejor a los efectos no
deseados de los

plaguicidas

Posibles problemas con
mutaciones y fugas,
perturbacion de la
ecologia microbiolégica,
monopolio de los

productos

Fuente: Stepheson y Solomon, 1993.

1.2.1 Clasificacion de Plaguicidas (Morell, 1998)

Los plaguicidas se pueden clasificar:

a. Segun el tipo de organismo que se desea controlar: Insecticidas, acaricidas,

funguicidas, herbicidas, nematicidas, rodenticidas, etc.

b. Segun el grupo quimico del Principio Activo: compuestos organofosforados,

compuestos carbamatos, compuestos organoclorados, piretroides, derivados del

bipiridilo, triazinas, tiocarbamatos, derivados de acido fenoxiacético, derivados de

la cumarina, derivados de cloronitrofenol, compuestos organomercuriales, entre

otros.
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c. Segun su persistencia al medio ambiente: persistentes, poco persistentes, no

persistentes.

d. Segun su toxicidad aguda (O.M.S.): Esta se relaciona principalmente a la
toxicidad por via oral en ratas y ratones. Usualmente la dosis se registra como el
valor DL50 (Dosis Letal Media) que es la dosis requerida para matar al 50% de la
poblacién de animales de prueba y se expresa en términos de mg/Kg del peso del

cuerpo del animal.

1.2.2 Efectos Ecolégicos de Plaguicidas (Ongley Edwin, 1996)

Los efectos ecologicos de los plaguicidas en fuentes acuéticas estan determinados por

los siguientes criterios:

1.2.2.1. Toxicidad: Toxicidad para mamiferos y no mamiferos, expresada en forma de
DLso ("Dosis letal": concentracion del plaguicida que provoca la muerte de la mitad de los
organismos de prueba durante un periodo especificado de prueba). Cuanto mas baja es

la DLso, mayor es la toxicidad.

La respuesta téxica (efecto) puede ser aguda (muerte) o crénica (efecto que quiza no
provogue la muerte durante el periodo de prueba pero cause en el organismo sometido a
prueba efectos observables, como canceres y tumores, deficiencias reproductivas,

inhibicion del crecimiento, efectos teratogénicos, etc.

1.2.2.2. Persistencia: Medida en términos de vida media (tiempo necesario para que la
concentracién ambiental disminuya un 50 por ciento). La persistencia esta determinada
por procesos hibticos y abibticos de degradacion. Los procesos bidticos son la

biodegradaciéon y el metabolismo; los procesos abidticos son fundamentalmente la



25

hidrolisis, fotolisis y oxidacion. Los plaguicidas modernos suelen tener vida-media breve,
gue reflejan el periodo durante el cual la plaga debe ser controlada.

1.2.2.3. Productos degradados: El proceso de degradacion puede llevar a la formacién
de "productos degradados", cuya toxicidad puede ser mayor, igual o0 menor que la del

compuesto original.

1.2.2.4. Destino (ambiental): El destino ambiental (comportamiento) de un plaguicida
depende de la afinidad natural del producto quimico con respecto de uno de los cuatro
compartimentos ambientales: materia solida (materia mineral y carbono organico en
particulas), liquido (solubilidad en aguas superficiales y aguas del suelo), forma gaseosa
(volatilizacién) y biota. Este comportamiento recibe con frecuencia el nombre de
"compartimentacién" y comprende, respectivamente, la determinacion de los siguientes
aspectos: coeficiente de absorcion del suelo (Koc); solubilidad; Constante de Henry (H), y
el coeficiente de particion n-octanol/agua (Ky). Estos parametros son bien conocidos en

el caso de los plaguicidas y se utilizan para prever su evolucion ambiental.

1.2.3 Mecanismo de Accion de los Plaguicidas

Los plaguicidas normalmente, incluyen compuestos de las clases de los
organofosforados, carbamatos, piretrinas, piretroides sintéticos y organoclorados, como
se muestra en la Tabla 3. Los dos primeros son inhibidores de la enzima
acetilcolinesterasa, mientras que los tres ultimos afectan los canales i6nicos de las
neuronas (Skinner, 2005) (canales de sodio), los cuales son regulados por voltaje y
sirven para transmitir impulsos nerviosos a través de potenciales de accién que se

esparcen por las dendritas y axones (Raymond-Delpech et al., 2005).



26 Evaluacion preliminar de la actividad insecticida de lectina ASA Il a partir de
Ajo (Allium sativum) sobre Tecia solanivora.

Tabla 3. Clases Quimicas y Mecanismo de Accién de algunos Insecticidas sintéticos.

Clase quimica | Ejemplo Estructura Mecanismo de accion
H Afecta el cierre de los canales
A .
Organoclorados DDT a@ e O ¢ de sodio de las neuronas.
)
cet,
s © Inhibidores de
Organofosfatos Ticlofos CH.O. T acetilcolinesterasa. Afectan
metil CHjo: P-0 CH, irreversiblemente el sistema
- Nervioso.
Ci
o .
N Inhibidores de
Carbamatos Metiocarb ¥ acetllo_ollnesterasa. Afectan
reversiblemente el sistema
CH, CH, nervioso.
SCH, N
=, 9 N Blogueo de los canales idnicos
. . ci CHCO-CH 0 neuronales. Afectan el sistema
Piretroides [Fenvalerato | v o, \
2 nervioso.
' Bloqueo de los canales idnicos
o o neuronales. Afectan el sistema
Piretrinas Cinerin 1l nervioso.

Fuente: Kojima et al, 2004; Gerberding, 2003; Vijverberg et al, 1982; Skinner 2005.
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1.3 Inhibidores

1.3.1 De Acetilcolinesterasa

El bloqueo de acetilcolinesterasa AChE (EC 3.1.1.7; acetilcolina hidrolasa) por los
compuestos organofosforados, como los insecticidas, causa rapidamente la muerte por
fallas respiratorias. La acetilcolina (ACh), participa en la neurotransmision en sinapsis
neuromusculares, y su concentracion en las henduduras sinaticas esta regulada por la
enzima AChE. La AChE esta presente en el tejido nervioso, musculo y células rojas, y
cataliza la hidrélisis de aceticolina a colina y 4cido acético, permitiendo la transmisién del
impulso neuronal a través de la sindpsis (Chatonnet et al., 2003). Este mecanismo es

utilizado para la neurotransmision por diversos grupos de animales.

Desde mediados del siglo XX, se han reportado mas de 500 especies de artrépodos
considerados plaga que presentan resistencia a los inhibidores de AChE (Levitin y
Cohen, 1998).

1.3.2. Inhibidores de Proteasas

Los inhibidores de proteasas han sido estudiados en plantas, porque desempefian
diversos papeles de importancia biolégica en la célula; algunas de esas funciones los
implican en el metabolismo intracelular durante el desarrollo de la semilla, germinacion y

senescencia en hojas (Ryan, 1990; Brzin y Kidric, 1995).
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En leguminosas estas proteinas se acumulan en las semillas durante el desarrollo y
alcanzan concentraciones relativamente altas en la madurez para ser movilizadas
durante la germinacion de la semilla. Estas proteinas son consideradas como materiales
de reserva o almacenamiento. En términos de abundancia, uno de los mas importantes

grupos de proteinas encontrados en las semillas son los inhibidores de enzimas.

Todos los miembros de este grupo comparten una propiedad en comun y es la de ser
capaces de formar complejos estequiométricos con varias enzimas hidroliticas causando
una inhibicién competitiva de la funcién catalitica. Este tipo de proteinas parece tener un
papel importante en las plantas como agentes de defensa contra ataques de insectos y
pestes microbiolégicas (Koiwa et al., 1997; Lawrence y Ram, 2002). Los inhibidores de
proteasas han sido objeto de estudio de bi6logos moleculares e ingenieros genéticos con
miras a incrementar sistemas de defensa natural y los valores nutricionales de las
plantas. Dichos inhibidores de proteinas pueden hacer a las semillas desagradables al

gusto y hasta letales para insectos depredadores.

Las proteasas (EC 3.4) catalizan la hidrélisis de los enlaces peptidicos, reconociendo el
extremo carboxilo de un residuo de aminoacido (Garcia y Navarrete, 1997). Estas
enzimas llevan a cabo importantes papeles fisiolégicos, como la digestion, activacién de
proenzimas o prohormonas (Garcia - Carrefio, 1992); por lo tanto, afectar la actividad de

estas enzimas puede influenciar el control de insectos.

Una de las fuentes de inhibidores de proteasas, mas estudiadas es la bacteria Bacillus
thuringensis. Inhibidores de proteasas, obtenidos de esta bacteria ya son aplicados de
manera directa en cultivos o bien los genes, que codifican a los inhibidores son

transferidos a las plantas de interés (Oppert, 1999).
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Debido a que insectos que presentan importancia econémica como los 6rdenes
Lepidéptera, Diptera y Coledptera, utilizan serin y cistein proteasas en sus sistemas
digestivos para degradar proteinas que ingieren en el alimento; se han realizado
esfuerzos en la busqueda de plantas transgénicas con inhibidores que actien sobre
estas proteasas y existen investigaciones recientes enfocadas en el disefio de inhibidores
con mejores caracteristicas (Outchkourov, et al., 2004), evitando asi la resistencia que se

genera en los insectos con algunas de estas proteinas.

1.3.3. Inhibidores de a-amilasas

Las a-amilasas (EC 3.2.1.1; a-1,4-glucano-4-gllucanohidrolasas) son enzimas
hidroliticas, encontradas en animales, plantas y microorganismos; pertenecen a la familia
13 de las glicanohidrolasas (Kokiekolo et al., 1999) y estan encargadas de la degradacion

de polisacaridos unidos por enlaces a-1,4, como el almidon y el glucégeno.

Las a-amilasas pueden ser inhibidas por una serie de compuestos proteicos y no
proteicos. A diferencia de los inhibidores naturales de proteasas, los inhibidores de a-

amilasas presentes naturalmente en plantas han sido menos estudiados.

Algunas de las plantas que contienen inhibidores de a- amilasas son el frijol, amaranto,
papa, maiz, trigo y cebada. Estos inhibidores son responsables de la toxicidad de

algunas plantas hacia insectos, y su conocimiento es relativamente reciente.

1.4. Lectinas

Hacia finales del siglo XIX, se comenzé a tener evidencia de la presencia de proteinas

presentes en plantas con capacidad de aglutinar eritrocitos, a dichas proteinas se les dio
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el nombre de hemaglutininas o fitoaglutininas. Se ha encontrado que las primeras
descripciones de hemaglutininas fueron reportadas por Peter Hermann Stillmark en su
tesis de doctorado en 1988, en la Universidad de Dorpat (Actualmente Tertu, Estonia);
esta aglutinina se aislé de semillas del arbol de ricino (Ricinus communis) y se llamé
ricina. Posteriormente Hellin demostré la presencia de una hemaglutinina téxica en

extractos de semillas de abrina (Precatorius abrus) (Sharon y Lis 2004).

Sumner y Howell en 1936, mostraron que la concanavalina A aislada de frijol (Canavalia
ensiformis), aglutinaba células como eritrocitos y levaduras; asi mismo mostraron la
inhibicién de la aglutinaciébn con sacarosa, lo que demostr6 por primera vez la
especificidad de las lectinas por azucares y llevé a sugerir que la hemaglutinacion podia
ser una consecuencia de una reaccion de la proteina vegetal con los hidratos de carbono

presentes en la superficie de los glébulos rojos.

Estudios posteriores mostraron que diferentes lectinas extraidas de leguminosas tenian

actividad hemaglutinante y una especificidad por eritrocitos de diferentes tipos de sangre.

La capacidad de las aglutininas extraidas de plantas para distinguir entre eritrocitos de
diferentes tipos de sangre llevé a Shapleigh a proponer el nombre de lectinas (leguere =
seleccionar o elegir), este término se generalizd para todas las aglutininas especificas
para azUcares de origen no inmune, independientemente de la fuente y la especificidad
(Sharon y Lis 2004).

Se ha encontrado que las lectinas ejercen un gran nimero de propiedades bioldgicas
dentro de las cuales podemos enumerar la aglutinacién de células, la estimulacion
mitogénica de linfocitos, induccién de células supresoras, reconocimiento de receptores
de membrana, deteccibn de tumores e interacciones de tipo hospedero patdgeno
(Sharon vy lis, 2004).
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1.4.1. Clasificacion de Lectinas

De acuerdo a los sitios de union, las lectinas de plantas se pueden clasificar en cuatro
grupos: merolectinas, hololectinas, chimerolectinas y superlectinas. Merolectinas son
proteinas que contienen un solo sitio de unidon a carbohidratos, por su caracter
monovalente este grupo de lectinas no puede aglutinar células; las hololectinas son
lectinas que se componen de dos sitios idénticos o con bastante homologia en el
reconocimiento de carbohidratos lo que les permite aglutinar células y/o formar
precipitados de glicoconjugados; las superlectinas se componen de al menos dos sitios
de unién que reconocen carbohidratos que se relacionan estructuralmente. El grupo de
las chimerolectinas comprende lectinas de plantas que se componen de uno o mas sitios
de unién a carbohidratos, junto con un dominio que ejerce actividad biolégica

independiente del dominio de union a carbohidratos (Van Damme et al., 1998).

Debido a la complejidad y heterogeneidad de casi todas las proteinas de unién a
carbohidratos, las lectinas de plantas se clasifican también, teniendo en cuenta la

incidencia, distribucién taxondémica, evolucion molecular y la funcion fisiolégica.

Doce diferentes dominios de unién a carbohidratos han sido identificados: (1) Homélogos
de Agaricus bisporus, (2) amaranthinis, (3) homdlogos de la clase V Quitina, (4) familia
cianovirina, (5) familia Euonymus europaeus, (6) familia Galanthus nivalis, (7) proteinas
con dominios de heveina, (8) jacalinas, (9) proteinas con un dominio lectina leguminosa,
(10) dominios de LysM, (11) familia Nicotiana tabacum, y (12) familia de Ricina — B (Van

Damme et al., 2008a).
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1.4.2. Funcién de lectinas

Aunque las lectinas han sido consideradas como proteinas presentes principalmente en
semillas, se han encontrado también en tejidos vegetales como hojas, tallos, cortezas,
bulbos, raices y flores, entre otros; las lectinas en semillas representan por lo general del
0,1 al 5,0 %, mientras que las concentraciones en tejidos de almacenamiento pueden
estar cerca del 50% del total de proteina, sin embargo también se pueden encontrar en
muy pequefias cantidades por lo que en promedio se puede decir que su contenido esta
entre el 0,1 y 5,0% (Van Damme et al., 2008b).

A partir de su descubrimiento, el estudio de estas proteinas se ha enfocado en el estudio
de lectinas que se presentan en altas concentraciones en diferentes tejidos de plantas a
fin de entender su funcion; existen muchas evidencias que indican que la mayoria
pueden estar relacionadas con sistemas de defensa de las plantas; se han publicado
estudios que reportan la sintesis de proteinas de unién a carbohidratos en plantas,
cuando se encuentran expuestas a situaciones de estrés como sequia, alta
concentracion de sales o el tratamiento con algunas hormonas de las plantas (Zhang et
al., 2000; Chen et al., 2002).

Las lectinas de las plantas basicamente difieren de las lectinas de animales, porque en
estos Ultimos, dichas proteinas estan envueltas en procesos de reconocimiento con el
propio organismo, diferentes tipos de lectinas median las interacciones proteina-
carbohidrato, siendo este tipo de interacciones muy importante para el normal
funcionamiento y desarrollo de los organismos; estudios recientes también asocian
diferentes familias de lectinas con la mediacién de interacciones proteina- carbohidrato

dentro de la planta (Van Damme et al., 2004; Van Damme et al., 2007).
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1.4.3. Lectinas: Proteinas de Defensa en Plantas

Muchas lectinas de plantas muestran especificidad por glicoconjugados que se
encuentran presentes en organismos fuera del reino plantae o se encuentran en muy
baja cantidad en plantas, como galactosa, acido sialico; ademas se ha reportado que
muestran interaccién entre las diferentes estructuras de carbohidratos presentes en
organismos tales como virus, hongos, nematodos o insectos fitéfagos, con lectinas de
plantas (Hopkins y Harper, 2001; Ripoll et al., 2003, Wong et al., 2010).

A menudo, las lectinas estan presentes en los érganos de almacenamiento y/o semillas
gue son particularmente vulnerables a los patégenos y/o insectos (Peumans y Van
Damme, 1995); gran cantidad de lectinas de plantas son sintetizadas como precursores
inactivos que se activan solamente después de su absorcion en organelos
especializados. Se puede preveer que después de la ingestion de semillas de plantas o
tejidos, las lectinas son liberadas de las estructuras celulares y entran en contacto con
las estructuras de carbohidratos presentes en el intestino de insectos (Vandeborre et al.,
2011).

Aunque la actividad de las lectinas de union a carbohidratos ha sido caracterizada, aun
no se ha caracterizado el mecanismo por el cual estas proteinas pueden ejercer efectos
insecticidas. Una hipétesis es que las lectinas ingeridas pueden unirse a carbohidratos
gue estén expuestos en las regiones de la cavidad oral y del intestino anterior 0 a la
membrana peritéfica (en las especies en las cuales esta presente), sin embargo el sitio
de mas accién que puede dar lugar a la interferencia con el metabolismo, es la superficie
de las células epiteliales donde las lectinas pueden unirse a glicoproteinas que se
encuentren expuestas. La unién de lectinas puede afectar diferentes procesos que
incluyen vias se sefializacion, procesos de transporte y respuesta inmune entre otras
(Fitches et al., 2008).
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1.4.4. Familia Galanthus nivalis (GNA)

En 1987 una lectina con especificidad por manosa fue aislada de bulbos de Galanthus
nivalis (GNA) (Van Damme et al., 1987); GNA pas6 a ser el prototipo de una extensa
familia de lectinas de unibn a manosa, presentes en familias de plantas
monocotiledéneas, entre las que encontramos Alliaceae, Liliaceae, Orchidaceae,
Araceae, Bromeliaceae, Ruscaceae, Iridaceae (Yagi et al., 1996; Van Damme et al.,
1998). Este grupo de lectinas es llamado como lectinas de la familia GNA, por ser la

lectina de Galanthus nivalis la primera en aislarse y caracterizarse.

Todas las lectinas de plantas con dominios GNA, estan compuestas por subunidades de
aproximadamente 12 kDa, que muestran especificidad por manosa; sin embargo,
algunas lectinas de este grupo muestran marcadas diferencias en especificidad sobre

oligomanosidos y N-glucanos (Kaku et al., 1992; Van Damme et al., 2007).

GNA es una de las lectinas que méas ha sido estudiada, principalmente fue la primera en
mostrar actividad sobre hemipteros y ademdas por su facilidad de aislamiento y
purificacién (Shi et al., 1994; Hilder et al., 1995).

1.4.5. Lectina de Ajo (Allium sativum)

El ajo (Allium sativum), es una hortaliza que pertenece a la familia de las Amarililadaceas,
en esta especie se han encontrando cuatro diferentes lectinas, con similar especificidad

por manosa, una presente en las hojas, dos en los bulbos y una en las raices.
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En los bulbos encontramos ASAI y ASA 1l (correspondientes a las lectinas de Allium
sativum | y II), siendo ASA | un heterodimero compuesto por dos polipéptidos uno de
11,5 kDa y el otro de 12,5 kDa; en tanto que ASA Il es un homodimero compuesto por
dos polipéptidos de 12 kDa; ambas lectinas se encuentran como mezcla de isolectinas en
la planta (Van Damme et al., 1991, Kaku et al., 1992), y cada subunidad de lectinas de
ajo presentan tres sitios conservados de reconocimiento por manosa (Chandra et al.,
1999; Ramachandraiah et al., 2000; Ramachandraiah et al., 2003).

Las lectinas de bulbo de ajo ASA | y ASA Il han mostrado propiedades insecticidas en
dietas artificiales suministradas a insectos plaga de arroz y frutas, y fueron evaluadas con
proteinas recombinantes de ASA |y ASA Il como dieta artificial, demostrando que ambas
proteinas fueron téxicas para Acyrthosiphon pisum, un afido que ocasiona pérdidas en
cultivos de arveja. Estos datos coincidieron con otros estudios reportados por otros
autores como Rahbé (1995) y Powell (2001) que reportaron efectos deletéreos de
lectinas con especificidad por manosa, purificadas y suministradas en dietas artificiales
sobre afidos (Fitches et al., 2008).

En consecuencia se pospuso evaluar preliminarmente la actividad insecticida de las
lectinas de bulbo de ajo (Allium sativum) sobre Tecia solanivora (Polilla Guatemalteca de
papa), teniendo en cuenta que en ensayos bioldgicos realizados sobre insectos (orden
Lepidoptera, Homéptera y Hemiptera) (Upadhayay et al., 2012) han mostrado tener
efectos deletéreos sobre desarrollo y reproduccion de los mismos; presentando asi una
posible herramienta para el control del insecto, dado que actualmente no se tiene un
insecticida especifico y los insecticidas que son utilizados pueden conllevar efectos

negativos tanto al consumidor como al producto.
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Evaluacion preliminar de la actividad insecticida de lectina ASA Il a partir de
Ajo (Allium sativum) sobre Tecia solanivora.

2.0Dbjetivos

2.1. Objetivo General

Evaluar preliminarmente la actividad insecticida de lectinas purificadas(mezcla de ASAI-

ASAII) y recombinante (ASA lIr) obtenidas a partir de bulbo de ajo (Allium sativum), sobre

la Polilla Guatemalteca de la papa (Tecia solanivora).

2.2. Objetivos Especificos

v

v

Extraer y purificar las lectinas presentes en el bulbo de ajo (Allium sativum) con el

fin de determinar preliminarmente la actividad insecticida sobre Tecia solanivora.

Obtener la lectina ASAIl recombinante en un sistema bacteriano con el fin de

determinar preliminarmente la actividad insecticida sobre Tecia solanivora.

Determinar  preliminarmente la  actividad insecticida con diferentes
concentraciones de lectina purificada y recombinante sobre larvas de Tecia

solanivora, bajo condiciones de laboratorio.
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3.Metodologia

La estrategia experimental que se utilizd para realizar este trabajo de investigacién se
dividié en tres etapas: 1) Extraccion y purificacién de lectinas (ASAI y ASAIl mezcladas
debido a sus similaridades en propiedades fisicoquimicas) de bulbo de Ajo Allium
sativum; 2) expresion del gen Asa Il de A. sativum en un sistema bacteriano y purificacion
de lectina ASA Il recombinante (ASA IIr) y 3) Determinacion preliminar del efecto
bioinsecticida de las lectinas nativas de A. sativum y recombinante (ASAIIr) sobre la

Polilla Guatemalteca de la papa Tecia solanivora bajo condiciones de laboratorio.

3.1. Extraccion Y Purificacion de Lectinas de Bulbos de
Ajo

3.1.1 Material Vegetal

Bulbos de Ajo (Allium sativum) obtenidos comercialmente, provenientes de la sabana de
Bogota (2500 msnm aproximadamente). Los bulbos fueron pelados, lavados, secados al
aire a temperatura ambiente y liofilizados. Bulbos liofilizados fueron utilizados como

material de partida para la extraccion de las lectinas de ajo.
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3.1.2 Extraccion de lectinas de bulbo de ajo (Allium sativum)

Para la extraccion de lectinas se tomaron en total 100 gramos de bulbos de ajo (A.
sativum), liofilizados, los cuales fueron homogeneizados con buffer fosfato salino (PBS)
(NaH,PO, 20 mM y Na,HPO, 20 mM y NaCl 150 mM) pH 7.2, en proporcion 1:1.8,
obteniendo un volumen final total de 180 mL, en un total de tres extracciones. Esta
preparacion se dejo en agitacion constante por 4 h a 4°C, de acuerdo a lo descrito por
Defilpo y Mestrallet, (1996).

La solucion resultante se centrifugé a 15000 rpm por 15 minutos a 4°C; el sobrenadante
obtenido se someti6 a precipitacion fraccionada con sulfato de amonio (0-20%s, 20-
40%s, 40-60%s) (Defilpo y Mestrallet, 1996), centrifugando en cada etapa de
precipitacién a 15000 rpm por 15 minutos a 4°C y obteniendo un pellet (residuo) y un
sobrenadante. EIl residuo se resuspendid en buffer de extraccidon, mientras que el

sobrenadante se usaba para lograr el porcentaje de saturacion siguiente.

Cada pellet se resuspendi6é en 20 mL de PBS y el pellet obtenido de la precipitacion 40-
60%s se resuspendié en 60 mL de PBS; cada una de estas fracciones se dializ6 dos
veces contra el mismo buffer fosfato salino (Defilpo y Mestrallet, 1996), en proporcién
1:20. Con cada una de las fracciones obtenidas se realizd test de aglutinacion,
cuantificacién de proteina y perfil electroforético, de acuerdo a lo descrito en los

numerales 3.1.4.; 3.1.6. y 3.1.7., respectivamente.

3.1.3. Cromatografia de intercambio idnico

Para purificar las lectinas presentes en los bulbos de ajo, se utilizé la fraccién obtenida

en el proceso de extraccion que presentd mayor presencia de proteinas en la zona de 10
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a 15 kDa y que presento actividad de aglutinacion. En caso de presentarse esta actividad

en mas de una fraccion se purificé a partir de esas fracciones y se evalué rendimiento.

3 mL de la fraccion entre el 40-60%s se sembro sobre una columna de intercambio
aniénico (DEAE-celulosa, sigma referencia D3764, de 5 cm de altura por 1 cm de
diametro)  equilibrada previamente con PBS pH 7.2. Se realizaron 50 corridas
cromatogréficas, con un flujo de 0.2 mL/min. En cada cromatografia se sembraron 30 mg

de la fraccion la cual se equilibré previamente en PBS pH 7.2.

Inicialmente se realizo la elucion de la fraccion no retenida con el mismo buffer de
equilibrio hasta obtener nuevamente linea base a 280nm; para eluir la fraccion retenida
se realiz6 una elucion con un gradiente discontinuo de NaCl (200mM, 300mM y 500mM)
con el fin de determinar la concentraciéon salina necesaria para eluir la lectina retenida.
Las fracciones colectadas fueron en promedio de 10 mL para la fracciéon no retenida y 5
mL para cada una de las fracciones retenidas, por cada cromatografia, las mismas fueron
dializadas contra PBS y se determiné la actividad aglutinante en cada una de ellas, asi

como el perfil electroforético.

3.1.4. Ensayos de hemaglutinacion

El ensayo de hemaglutinacion se realiz6 de acuerdo al protocolo de aglutinacion del
laboratorio de la Dra. Els Van Damme, Universidad de Ghent, Bélgica, suministrado por

comunicacion personal.

Para los ensayos de hemaglutinacién se colectaron muestras de sangre de conejo que
fueron obtenidas en el bioterio de la Universidad Nacional de Colombia, teniendo en
cuenta lo consignado en la Resolucién No. 008430 de 1993 del Ministerio de Salud y en
la Ley 84 de 1989, haciendo énfasis en el cuidado nutricional de los animales utilizados
para la realizacién del mismo asi como las condiciones ambientales propias del sitio en el

gue se mantienen los animales.
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La sangre de conejo fue colectada en citrato trisédico 10mM, en relacion 2:1, se
realizaron varios lavados con buffer PBS pH 7.2 (por lo menos 5), centrifugando a 3000
rom, durante 5 minutos, entre lavado y lavado, y resuspendiendo los eritrocitos
nuevamente en PBS. Finalmente se prepar6 una solucion de eritrocitos al 10 % (v/v) en
PBS, se adiciond tripsina marca sigma referencia T6567 (5 mg de tripsina por mL de
solucién de eritrocitos) y se dejé incubar por 1 hora a 37 °C. Pasado este tiempo, la
solucién se lavo dos veces con PBS para eliminar la tripsina.

Para el ensayo de aglutinacion se preparé una solucion al 1%v/v de eritocitos de conejo
tratados con tripsina y en una microplaca se adicionaron 30 uL de los eritrocitos tratados
al 1% y 10ug de muestra (se evaluaron cada una de las fracciones obtenidas durante el
proceso de purificacién de manera independiente). Se mezclé suavemente y se incubd a
temperatura ambiente durante 1 hora y se observé la aglutinacion en el fondo de los

poZzos.

3.1.5. Cromatografia de afinidad Sepharosa 4B- Manosa

Las fracciones de mayor actividad obtenidas de la cromatografia de intercambio se
eluyeron por una columna de Manosa-Sepharosa 4B activada con Divinil sulfona
(Hermanson, et al. ,1992), se realizé esta cromatografia con el fin de confirmar el

reconocimiento sobre manosa de las proteinas purificadas.
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3.1.5.1. Preparacion del soporte

La preparacion del soporte se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Hermanson y
colaboradores (1992). Se lavaron 2 ml de Sepharosa 4B (marca sigma referencia 4B200)
con 100 mL de agua desmineralizada en un embudo sinterizado, se equilibré el soporte
con 20 mL de carbonato de sodio 0.5M pH 12, posteriormente se resuspendio el soporte
en 2 mL de carbonato de sodio 0.5M pH 12 en un falcon de 50 mL, se adicion6 gota a
gota 0.2 mL de Divinil sulfona (en cabina de extraccion) con agitaciébn constante en
shaker, se dejo activando por 2 horas a temperatura ambiente y finalmente se centrifugd

durante 3 minutos a 3000 r.p.m. con el fin de descartar el exceso de Divinil Sulfona.

3.1.5.2. Acoplamiento de Manosa - Sepharosa 4B

Se equilibré el soporte con 20 ml de carbonato de sodio 0.5M pH 12 en un embudo
sinterizado, se resuspendié el soporte en 2 ml de solucion de carbonato de sodio 0.5M
pH12 conteniendo 0.3M de manosa y se dejo en agitacidn constante en shaker durante

24 horas a temperatura ambiente.

Se lavé el soporte con 100 mL de agua desionizada y 100 mL de carbonato de sodio
0.5M pH 12, se verificé que el pH estuviera en 7; el soporte fue resuspendido en 2 mL de
carbonato de sodio 0.5M pH 12 conteniendo 0.5mL de [3-mercaptoetanol (con el fin de
bloquear los grupos que no reaccionaron), se dejé dos horas a temperatura ambiente con
agitacién (shaker), se lavé el soporte con 100 mL de agua, después con 100 mL de NacCl
1M, se empacé el soporte en una columna (dimensiones 2cm x 1 cm de largo) y se
equilibré con 100 mL de PBS pH 7.2.
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3.1.5.3. Cromatografia de Afinidad

1,2 mg de proteina de la fraccion que presentd actividad eritroaglutinante, obtenida de la
cromatografia de intercambio, eluida con 300mM de NacCl, se sembraron sobre el soporte
Sepharosa 4B- Manosa, con el objetivo de evaluar el reconocimiento de las lectinas
nativas (ASAI y ASAIl) por manosa. Se colecté la fraccion no retenida y posteriormente
se eluyeron la fraccion retenida, empleando PBS - manosa 200mM. La fraccién retenida

se dializé contra PBS, se cuantificO y se realiz6 el perfil electroforético.

3.1.6. Cuantificacion de Proteina

En cada una de las etapas descritas se realizé cuantificacion de proteina de acuerdo al
método acido bicinconinico (BCA) segun lo descrito por Smith (1985), usando como

patrén estandar albamina de suero bovino (BSA 1,6 mg/mL).

3.1.7. Electroforesis SDS PAGE

La electroforesis se realiz6 en geles de poliacrilamida, segun lo descrito por Laemmli
(1970) o Schagger, H. & Von Jagow, (1987). Se prepararon geles de 0.75 mm , y se
utilizaron marcadores de peso molecular marca fermentas de peso molecular intermedio
(116- 14 kDa) y marcadores de bajo peso molecular marca Thermo scientific (100 — 3,4
kDa). Los geles fueron fijados con acido acético al 10% y tefiidos con azul de coomassie

R-250 o coomassie G- 250, se sigui6 la metodologia del grupo de Investigacion.
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3.1.8. Determinacion de Punto Isoeléctrico

3.1.8.1. Electroforesis Bidimensional

El procedimiento de electroforesis en dos dimensiones se realiz6 de acuerdo con el
método descrito por O’farrel y colaboradores (1975). Para la primera dimension se
utilizaron tiras de gradiente de pH IPG de General Electric (Estados Unidos), con un
rango distribuido linealmente entre 3 y 10, de siete centimetros de longitud. El protocolo

para el uso de estas tiras comprende tres pasos:

Rehidratacion: 16 horas en una solucién que contenia tiourea 2M, CHAPS 4%v/v, urea
8M, y 1% anfolitos con rango lineal de pH 3 a 10. En esta solucion se disolvié la muestra

gue contenia 100ug de proteina, que previamente fue liofilizada.

Equilibrio: dos incubaciones de quince minutos cada una con ditiotreitol al 1% en buffer
de equilibrio que contenia urea 6M, Tris-HCI 0,05M pH 8,6, glicerol 30%p/v, SDS 2% p/v
y azul de bromofenol; y la otra con una solucién de iodoacetamida al 4% v/v en buffer de

equilibrio.

Enfoque: finalmente, las tiras se colocaron en una camara de isoelectroenfoque

utilizando un equipo Protean IEF cell de BioRad y las especificaciones del fabricante.

Para la segunda dimension, las tiras fueron acopladas a geles de poliacrilamida PAGE

SDS al 12%, se realiz6 la electroforesis de acuerdo a lo descrito en el numeral 3.1.7.
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3.1.8.2. Isoelectroenfoque

Se realiz6 segun metodologia descrita por O Farrell y colaboradores (1997) modificada
por Ardila, 2012 (datos sin publicar) la cual consiste en la utilizacion de un gel de
poliacrilamida al 10% con mondmeros de acrilamida al 30% y bisacrilamida al 1%, se
empled una solucién de anfolitos GE Healthcare Ampholine TM pH 3.5 — 10 for IEF,
como solucion catédica NaOH 0.1M y aniénica H;PO, 0.1M; se emplearon patrones de
pH General Electric de rango de pH 3 -10, también hemoglobina humana como patron de
enfoque. Los parametros de corrida fueron 30 min a 500 voltios, 300 mA 12 W para el
acondicionamiento de los anfolitos, 1.5 horas 500 voltios, 300 mA 12 W, con la muestra
sembrada y por ultimo 30 min a 700 voltios, 300 mA, 12 W, el gel fue fijado con
soluciones de &cido tricloroacético — TCA al 10% durante 10 min y TCA al 1% durante

toda la noche, y finalmente fue tefiido con azul de coomassie G-250 5x.

3. 2. Obtencidén de Lectina Recombinante

La etapa correspondiente a la obtenciéon de la proteina recombinante se realizé en el
laboratorio “Andlise Funcional e Estrutural de Mecanismos de Patogenicidade de
Xanthomonas; Biologia Estrutural” dirigido por el doctor PhD. Shaker Chuck Farah,

Universidad de Sao Paulo, Brasil.

3.2.1. Extraccion de RNA

Para realizar la expresion del gen Asa Il se aisl6 ARN total a partir de los bulbos de ajo
por medio del método de extraccién fendlica con TRIZOL® (Chomezynsky y Sacchi,

1987). Los bulbos previamente liofilizados se molieron en un mortero agregando
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nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. De este polvo se pesaron 0,10 g en un tubo
de 1.5 mL y se adicion6 1 mL de TRIZOL®, se mezcld y se centrifugé a 10 000 rpm por
10 minutos a 4°C, obteniéndose un sobrenadante que fue separado y transferido a un
eppendorf que contenia 0.2 mL de cloroformo frio.

Esta mezcla se agité y mantuvo en hielo durante 3 minutos, tiempo después del cual se
centrifugd a 10 000rpm por 10 minutos a 4°C. La fase acuosa fue separada y tratada con
0,5 mL de isopropanol frio para precipitar el ARN, que se separé por centrifugacion (7500
rpm por 5 minutos a 4°C). El precipitado se lavé con etanol y finalmente se disolvié en 50
uL de agua DEPC (dietilpolicarbonato) estéril. La cantidad del ARN obtenido se evalud
por medio de la absorbancia a 260nm y 280nm de una diluciéon 1:50 del ARN en agua
DEPC estéril. EI ARN fue tratado con solucién de DNAsa para eliminar interferencias por
ADN (Castafieda et al., 2006).

El ADNc se sintetiz6 por retrotranscripcion (RT-PCR) a partir del ARN total obtenido y
utilizando primers disefiados previamente basados en la secuencia del ARNm para la
proteina ASAIl reportada en NCBI (M85171). Los primers fueron disefiados teniendo en
cuenta la secuencia de la proteina madura y los residuos relacionados con los sitios de

unién a manosa (figura 1) (Smeets et al., 1997).
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Figura 1. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de lectinas de ajo. Se subraya en
rojo la secuencia correspondiente a lectina ASAIl de ajo. Los aminoacidos idénticos se
muestran en gris y los homélogos en cuadros sin relleno con borde oscuro. Los
aminodcidos de los sitios de unién a manosa se muestran en cajas sin relleno, con borde
claro. (Smeets, et al., 1997).

3.2.2. Disefio de Primers

Partiendo de la secuencia del ARNm de ASA I, codigo NCBI M85171, se disefiaron los
primers (figura 2) usados para la obtencién de la proteina recombinante. El disefio se
realiz6 mediante el analisis de la secuencia por varios software que se encuentran
disponibles  en la red como “restriction mapper” (disponible  en:

http://www.restrictionmapper.org/cgi-bin/sitefind3.pl), para encontrar sitios de restriccion

dentro de la secuencia de nucleédtidos; “Rare Codon Calculator” (disponible en

http://nihserver.mbi.ucla.edu/RACC/) que permitid identificar codones raros o0 poco

usuales que pueden ser un problema en la expresion de proteinas heterélogas en E. coli

y el programa “Gene runner”, programa de libre acceso en www.generunner.net.


http://www.restrictionmapper.org/cgi-bin/sitefind3.pl
http://www.restrictionmapper.org/cgi-bin/sitefind3.pl
http://nihserver.mbi.ucla.edu/RACC/
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Primers E. coli:
Xhol Ndel

asallCU_F: 5- CTCGAGCATATGATGCGCAACATTCTGATGAACGACGAAGG-3’

asall_R: 5’AAGCTT TCA TCCTTTGTAGGTATTAGTAGACCAAATATC-3’

Hindlll

Figura 2. Primers disefiados para la amplificacion del gen ASA II.

En el primer de partida se cambiaron 2 codones ya que podian ser un problema en la
expresion del gen en E. coli (Hénaut y Danchin, 1996). Los codones raros encontrados
en la secuencia de nucleétidos fueron: AGG, ATA, que fueron cambiados por CGCy ATT

respectivamente y se encuentran demarcados en amarillo en la figura 2.

3.2.3. Condiciones PCR

Para la amplificacién de la secuencia se realiz6 una PCR con las siguientes condiciones
experimentales: una denaturacion inicial a 95° por 3 min, 35 ciclos que consistieron en
una denaturacién a 95°C por 30 s, anillamiento a 55°C por 30 s, una primera extensién a
72°C por 1 min y una extension final a 72°C por 2 min. El producto obtenido de la PCR
fue cortado directamente del gel y se extrajo el ADN con el kit de purificacion
(GeneJET™ Gel Extraction).
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3.2.4. Construccion del plasmido recombinante:

Después de confirmar el tamafio del inserto se sometié a reaccion de adenilacion con el fin de
preparar el inserto para la subclonacién con el vector de subclonacion PGEM®-T Easy. Para
la adenilacion se utilizé DNA Taqg polimerasa y la reaccion se coloco a 72°c por 30 minutos y

posteriormente de dej6 en hielo hasta su utilizacion.

El inserto adenilado se purificé con el kit de GeneJET ™ Gel purification y se colocé en
reaccion de ligacion con el vector PGEM®-T Easy, usando ADN ligasa T, la relacién de
vector — inserto fue de 1:3 con el fin de facilitar la ligacion. La reaccion se realizé segun el
método descrito por Sambrook y Russell (2001) y teniendo en cuenta las especificaciones del
fabricante (0 GEM®-T Easy Kit, Promega) (Anexo 1).

3.2.5. Transformacion de Bacterias E. coli competentes

Para realizar la transformacion de bacterias con el plasmido recombinante obtenido se
utilizaron bacterias E. coli 5DHa competentes, de acuerdo con lo descrito por Hannan
(1983) y Hanahan y colaboradores (1991). Para esto, las células que se encontraban
almacenadas en glicerol a -80°C, se colocaron en hielo y se adicioné el inserto
recombinante ASA Il manteniéndolas en hielo por 30 minutos, posteriormente se realizd
choque térmico a 42°C por menos de 2 minutos y se colocé de nuevo en hielo por 5
minutos. Finalmente se le adicioné medio 2TY que contenia triptona al 1.6 %, extracto de
levadura al 1% y NaCl al 0.5% y se dejé en incubacién a 37°C por 1 hora. Las células
transformadas se sembraron en placa con medio 2TY agar ampicilina, X- gal, IPTG.
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3.2.6. Secuenciamiento

Se tomaron colonias positivas, se realizé un cultivo de 5 mL en medio 2TY a 37 °C toda
la noche, posteriormente se extrajo y purifico el ADN plasmidico con el Kit “Gene Jet
plasmid Miniprep” y se realizd secuenciamiento automatico y se emplearon las
herramientas informaticas Chromas v1.4 y BLAST, para el analisis de las secuencias

obtenidas.

3.2.7. Clonacién del gen Asa ll en el vector de expresion PAE

Se realiz6 la digestion del constructo obtenido (PGEM®-T Easy +ASA Il) y del vector de
expresion PAE, con la enzimas de restriccion Xhol, Hind Ill (ver figura 2, donde se
observan los sitios de restriccion), y buffer NEB2 que permite que se mantenga la
actividad de las dos enzimas. El producto de las digestiones se corrié en gel de agarosa
al 1% y se visualiz6 por irradiaciéon UV en presencia de bromuro de etidio. Las bandas
correspondiente al vector PAE y al inserto fueron cortadas directamente del gel, se
purificaron y se colocaron a reaccion de ligacién a 16°C durante toda la noche. El nuevo
plasmido recombinante se emple6 para transformar bacterias E. coli 5DH o competentes
de igual forma como se menciond en el numeral de transformacién de bacterias E coli,

(ver numeral 3.2.5.).

3.2.8. Confirmacioén de la Transformacion

Con el fin de confirmar la transformacion de las bacterias E. coli se realiz6 siembra en
placa con medio 2TY + ampicilina 0,05 mg/mL (El vector PAE marca resistencia a
ampicilina) tanto de vector PAE + Asa Il, como de vector PAE vacio y se incubaron a 37°

C toda la noche. Posteriormente se tomaron las 24 colonias que crecieron y se realizd un
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cultivo de 5 mL de medio 2TY ampicilina, para cada colonia y se dejaron en incubacion
toda la noche a 37°C con agitacion constante.

La confirmacién de la transformacion de las bacterias E coli con la construccion PAE +
Asa ll, se realizé tomando 200 uL de cada cultivo por separado (el resto de cada cultivo
se almacend a 4 °C), se centrifugé a 12000 rpm por 1 minuto, se tomo el pellet y se
extrajo el ADN plasmidico con dos voliumenes de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1), se centrifugd cada extracto y se sembro el sobrenadante en gel de agarosa al
1% y se visualizé por irradiacion UV en presencia de bromuro de etidio. De igual forma se
procedié con 2 colonias de E coli., con la construccion PAE vacio.

Por diferencia en la movilidad electroforética observada, se comprobé la presencia del
inserto Asa Il en la construccion PAE + Asa Il, al comparar las bandas correspondientes

a este constructo con respecto al constructo PAE vacio.

Para confirmar la presencia del gen de Asa Il se tomé uno de los cultivos almacenados a
4 °C, se centrifugd, el pellet obtenido se tratd con el kit de purificacion de plasmido
(GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit), obteniéndose el plasmido purificado y se realizé
digestion con enzimas Xhol, Hind Ill. El producto obtenido se sembré en gel de agarosa

1% y se reveld en un transiluminador UV.

3.2.9. Transformacion de Bacterias E. coli BL21 (De3) RIL

Se realiz6 transformacién de bacterias E. coli. BL21 (De3) RIL, de la misma forma como
se mencioné previamente para E. coli 5DH o competentes, al sembrar en placa el medio

utilizado fue 2YT + ampicilina 0,05 mg/mL + cloranfenicol 0,034mg/mL. El vector PAE
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marca resistencia a ampicilina y las bacterias E. coli BL21 (De3) RIL marcan resistencia a

cloranfenicol.

3.2.10. Expresion del gen Asa ll

Para la expresion del gen Asa ll, se tomdé una de las colonias de la placa sembrada, se
inicié cultivo con medio 2YT + ampicilina 0,05 mg/mL + cloranfenicol 0,034 mg/mL, se

dej6 en incubacién a 37°C toda la noche.

Al dia siguiente se prepard 1L de medio 2YT + ampicilina 10 mg + cloroanfenicol 34 mg,
se adiciond el cultivo iniciado previamente y se coloco a 37°C en agitacion constante, se
realizaron mediciones de D.O a 600 nm, después de alcanzar 0.6 D.O, se adicion4 0.2
mg de Isopropil Tiogalactésido (IPTG) con el fin de inducir la expresion y se mantuvo a

37°C en agitacién constante.

Al transcurrir 3 horas después de la induccion con IPTG, se centrifugé por 30 minutos a
4000 rpm, el sobrenadante se descartd y el pellet se almacen6 a -20°C para

resuspenderlo posteriormente en PBS 1X.

Estas células se sonicaron en un Ultrasonic Homogenizer Branson W450D durante tres
ciclos de un minuto cada uno con pulsos de 0.9 segundos y 0.5 segundos de descanso a
40° de amplitud y se centrifugaron a 4000 rpm durante 30 minutos y se almacend el
sobrenadante y el pellet por separado. El pellet fue lavado con solucién de lavado (Grea

1M), se centrifug6 y el pellet obtenido fue resuspendido en solucién 8M de Urea.
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Se realiz6 electroforesis en poliacrilamida SDS - PAGE tris Glicina al 15%, de todas las
fracciones obtenidas.

3.2.11. Purificacién de la proteina recombinante:

Dado que la proteina se encontr6 en mayor presencia en la fraccién insoluble 8M Urea,
se tomo6 dicha fraccion y se resuspendié en una soluciéon de renaturacion, la cual
contenia Tris 50 mM pH 8.0; NaCl 500 mM e imidazol 5mM, en un volumen final de 2

litros.

Posteriormente esta solucidon se pasd por una columna de afinidad Hi-Trap Protein A
(Amersham Pharmacia Biotech), teniendo en cuenta que el vector de expresion PAE
permite la expresibn de un polipéptido con un numero minimo de 9 aminoacidos
(incluyendo una cola de 6 histidinas), fusionados en el N-terminal (cuando se usa Xhol
como sitio de clonacion). Para la elucién de la proteina se utilizé la solucién de refolding
antes descrita conteniendo diferentes concentraciones de imidazol (20mM, 60mM y 1M).

Todas las fracciones fueron colectadas y se corrio gel de electroforesis PAGE SDS.

La lectina recombinante obtenida se cuantificé por el método de acido Bicinconinico y los
ensayos de aglutinacion de acuerdo a lo descrito anteriormente en metodologia (3.1.6. y
3.1.4.), y con el fin de comprobar reconocimiento por manosa se realizé cromatografia de

afinidad de acuerdo con lo descrito en el numeral 3.1.5.3.

3.2.12. Western Blot

La lectina recombinante fue separada en gel de poliacrilamida Tris Tricina SDS PAGE de

acuerdo con lo mencionado en el numeral 3.1.7, y transferida a membrana de PVDF
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(fluoruro de polivinilideno, BIO-RAD referencia 162-0177), bajo las siguientes condiciones
25v, 100 mA durante 45 minutos en una cadmara de transferencia (BioRad) con buffer que
contenia Glicina 0.2 M, Tris 25 mM y metanol 20% (v/v).

Finalizada la transferencia la membrana fue incubada durante toda la noche a
temperatura ambiente, en solucién bloqueo que contenia caseina al 1% p/v en solucion
de buffer fosfato salino PBS, se lavo con solucion de PBS-Tween 20 0.01%p/v y se
incub6 con una diluciéon 1:5000 de anticuerpo antihis-tag (generado en conejo) por 2
horas a temperatura ambiente; el exceso de anticuerpo fue retirado mediante lavados
con solucién de PBS- Tween 20 0.01%p/v y se incubd con un anticuerpo secundario anti-
conejo por 1 hora a temperatura ambiente, al igual que el paso anterior, se realizaron
varios lavados para retirar el exceso de anticuerpo, finalmente la membrana se revel6 en
una solucion de PBS que contenia Diaminobenzidina (DAB) 1.4mM y peroxido de

hidrégeno 15 mM.

3.3. Ensayo Biolégico preliminar de actividad insecticida
sobre La Polilla Guatemalteca Tecia solanivora.

El ensayo bioldgico preliminar de actividad insecticida de lectinas de ajo, se llevo a cabo
en las instalaciones del laboratorio de Control Biolégico del centro de Biotecnologia y
Bioindustria CBB Corpoica, localizado en el municipio de Mosquera (Cundinamarca,

Colombia).
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3.3.1. Procedencia de los insectos

Las larvas de primer instar, necesarias para los bioensayos, se obtuvieron de una cria
del insecto mantenida en dieta natural (tubérculos de papa parda pastusa) en el
laboratorio de Control Biolégico, bajo condiciones de oscuridad a una temperatura
ambiente de 19°C y 60% de humedad (Figura 4). Las larvas pertenecian a la tercera
generacion (F-11l) del pie de cria disponible.

Figura 4. Area de cria de Tecia solanivora.

3.3.2. Selecci6n de Tubérculos

Para la realizacién del bioensayo se seleccionaron tubérculos de papa variedad parda
pastusa, con un tamafio homogéneo de 90g aproximadamente, sin signos visibles de
dafio efectuado por T. solanivora. Previamente al ensayo, se lavaron y secaron al

ambiente (figura 5).
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Figura 5. Tubérculos de papa utilizados para los bioensayos sobre polilla guatemalteca

Tecia solanivora.

3.3.3. Proteinas usadas paralos ensayos

Para el presente estudio se contdé con dos soluciones de proteina a evaluar: la primera
consistié en la proteina nativa, correspondiente a la mezcla de ASAl y ASA Il obtenida
en la purificacién de las lectinas de ajo presentes en el bulbo de ajo (A. sativum) y la

segunda lectina ASA |l recombinante (ASAIIr) obtenida de la expresion en E. coli.

3.3.4. Dosis de proteina

Para realizar los ensayos bioldgicos sobre T. solanivora. Se prepararon dosis a partir de
las lectinas purificadas, los cuales consistieron en los tratamientos con aplicacion de una
concentracion de 0,3 mg/mL; 0,15 mg/mL; 0,08 mg/mL; 0,04 mg/mL y 0,02 mg/ mL, para
las lectinas purificadas a partir de bulbo de ajo, que para el presente trabajo se
denominaran ASA nativa y lectina ASA |l recombinante, que para el presente trabajo se

denominara ASA lIr. El testigo absoluto consistié en tubérculos sin aplicacién.

3.3.5. Aplicacién de Lectinas en tubérculos:

La aplicacion de las proteinas sobre los tubérculos se realiz6 mediante la aspersion de

cada solucion sobre el tubérculo, por un sistema de nebulizacion (figura 6), aplicando 2
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mL sobre cada cara del tubérculo. Se utiliz6 este sistema debido a que segun lo
publicado por Carrera (2008), es un método Util y el método mostré reproducibilidad
mayor al 95%.

Figura 6. Equipo de nebulizacién utilizado para realizar la aplicacion sobre tubérculos de

papa Solanum tuberosum.

3.3.6. Disefio Experimental

Se realizé un Unico ensayo biolégico preliminar el cual tuvo un disefio completamente al
azar, con once (11) tratamientos, de la siguiente manera: 5 tratamientos corresponden a
concentraciones de 0,30 mg/mL, 0,15 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,04 mg/mL y 0,02 mg/mL de
las lectinas obtenidas a partir de bulbo de ajo (lectina nativa); 5 tratamientos
corresponden a concentraciones de 0,30 mg/mL, 0,15 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,04 mg/mL y

0,02 mg/mL de lectina recombinante y un control negativo. En cada tratamiento se
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hicieron cinco (5) réplicas. Cada tratamiento corresponde a un tubérculo con lectina a la

concentracion evaluada.

3.3.7. Seguimiento y evaluacion de los estados de desarrollo del
insecto

Larvas: para realizar seguimiento de larvas de Tecia solanivora, se utilizaron tubérculos
de papa parda pastusa. Después de la aplicacion por nebulizacion, en cada tubérculo se
ubicaron 10 larvas neonatas. Cada tubérculo fue ubicado en un recipiente de icopor con
Su respectiva tapa y un orifico cubierto con muselina negra, tal y como se observa en la
figura 7. Se determiné mortalidad en el estado de larvas por parte de cada uno de los
tratamientos, el seguimiento se realiz6 diariamente hasta 25 dias después de inicio del
ensayo, teniendo en cuenta lo descrito por Torres, 1989; Nortz 1996; Herrera 1997;
Alvarez y Trillos, 1999 (ver tabla 1. Duracién (dias) ciclo de vida de T. solanivora),
quienes reportan que la duracién del periodo de larva de T. solanivora puede durar entre

15 0 20,22 dias a temperatura de 17°C y 20°C, respectivamente).

-<

Figura 7. Tubérculo nebulizado con lectina, utilizado para realizar los bioensayos.
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Pupas: Con el fin de determinar el efecto de las lectinas de ajo sobre la formacién de
pupas de T. solanivora, es decir larvas que llegaron a cuarto instar y desarrollaron
capullo, éstas se pesaron teniendo en cuenta su dimorfismo sexual de acuerdo a lo
reportado por Rincén y Lépez — Avila (2004) (figura 8). Se almacenaron en recipientes
plasticos separados por sexo; se determiné el efecto de cada tratamiento sobre la
superviviencia de pupas de T. solanivora. Se clasificaron como muertas pupas que no
presentaron movimiento y con una coloracién oscura. Se evidencié la mortalidad al
constatar la ausencia de emergencia del adulto que provenia de la pupa analizada, se
determind la mortalidad de pupas de T. solanivora, pasados 20 dias después del inicio
de la etapa de pupa de los insectos que sobrevivieron a la etapa de larva, teniendo en
cuenta lo descrito por Torres, 1989; Nortz 1996; Herrera 1997; Alvarez y Trillos, 1999 (ver
tabla 1. Duracion (dias) ciclo de vida de T. solanivora), quienes reportan que la duracién
del periodo de pupa de T. solanivora puede durar entre 10 y 20 dias, a temperatura de

17°y 20°C, respectivamente.
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Figura 8. Dimorfismo sexual en pupas de Tecia solanivora. Vista ventral a.Hembra. b.

Macho. Tomado de Rincén y Lopez-Avila, 2004.

Huevos: con el fin de evaluar parametros reproductivos de T. solanivora, se confinaron

en recipientes de vidrio los adultos recién emergidos, cada recipiente fue acondicionado
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con algoddn impregnado con solucién de miel al 15%. La boca de los recipientes se
cubrié con muselina y se asegur6 con bandas elasticas. Estos se colocaron boca abajo
sobre papel absorbente para colectar las posturas del insecto (figura 9). Se determindé la
fecundidad entendida como el nimero de huevos puestos por hembra y la fertilidad
entendida como el nimero de larvas que emergieron de los huevos puestos por cada
hembra después de 10 dias de la postura de acuerdo a lo descrito por Torres (1989);
Nortz (1996); Herrera (1997); Alvarez y Trillos (1999), quienes reportaron que el periodo
de huevo puede durar de 10 a 7 dias después de la postura, a temperatura de 17 a
20°C, respectivamente (ver tabla 1).

Figura 9. Recipientes de vidrio con adultos de Tecia solanivora, recién emergidos.

3.3.8. Tratamiento estadistico

Por tratarse de una repuesta dicotomica a dos niveles (“positivo o negativo”) se utilizé un

modelo de regresion logistica (Agresti, 1990).

Se plante6 el modelo logit con dos factores, uno que indica la proteina con la cual se

trabaja (lectina nativa, lectina ASA Il recombinante) y otro que indica la etapa o fase del
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experimento en que se encuentra (larva, pupa, huevo) y una variable auxiliar que indica

el nivel o concentracion (mg/mL) de proteina que es aplicado al individuo indicado.

En este caso se quiso explicar la variable de mortalidad asociada a dos opciones
cualitativas denominadas éxito o fracaso, las cuales se denotan con valores de 1y 0.
Para analizar la probabilidad de que el insecto murié o no murié por el efecto de la lectina
y existiendo Unicamente dos opciones: murié, que para este caso fue éxito y se denotd

con el valor de 1; y 0 que en este caso consistié en fracaso, no murid.

Se utilizé6 el programa R version libre 2.12.2 (2011-02-25) para correr el modelo

estadistico logit. Se empleé el siguiente modelo de regresion logistica:

¥Yp ~ Ber(wg)
o me Y . . . - . .
log | | = A+ 31X 1k + Ao Xok + BaXaw + SNk + o (Xik + Xow )4
V1 — g
R ETER RN TR STER ETH RN TR EVER e ENCTI R EVER RN TR EPER CTER STAEISTTR STER €T 19

Donde Log (mm/ 1 - m,): probabilidad de resultados

B, B1, B2, B12 = coeficientes estimados por el modelo de regresién logistica.
Y = 1 si estd muerto.

Y = 0 si no estd muerto.

X1k = nivel de concentracion de lectina (mg/ml) aplicado.

Xok = 1 si el individuo k se encuentra en estado de pupa.

Xok = 0 si el individuo k no se encuentra en estado de pupa.
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Xz = 1 si el individuo k se encuentra en estado de huevo.
Xz = 0 si el individuo k no se encuentra en estado de huevo.
Xak = 1 si el individuo k se le aplico lectina ASA Il recombinante.

Xak = 0 si el individuo k no se le aplicé lectina ASA Il recombinante.

Se estimaron todos los términos de la ecuacién (B, Bi2) y se tuvieron en cuenta los de

mayor significancia para los resultados.
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4. Resultados y Discusion

4.1 Obtencidon Proteina nativa

4.1.1. Precipitacion de las lectinas de ajo

De acuerdo con los resultados obtenidos (tabla 4), se escogi6 la fraccion 40-60%s,
debido a que contenia la mayor cantidad de proteina 10mg/mL y presentd una mayor
actividad aglutinante; ademas estos resultados concordaron con lo reportado por Defilpo
y Mestrallet, (1996), quienes encontraron que las lectinas de ajo se encontraban en las
fracciones de globulinas que precipitaban entre 40% - 60%s y presentaban mayor titulo
de eritroaglutinacién (Figura 10); dichas fracciones almacenadas a -20°C conservaron su
actividad total hasta seis meses. Finalmente se decidié almacenar las fracciones de O-

20%s y de 20-40%s; y trabajar directamente con la fraccién correspondiente al 60%s.

AOQO
BI(OOO
cl®OO
JICIOXO
EQOO

Figura 10. Observacion de la actividad eritroaglutinante en placa, donde se observan en
la fila A, controles negativos con PBS. B fraccion de precipitacion de 0-20%s con (NH,).
S0O,. C fraccién de precipitacion de 20-40%s con (NH,). SO,4. D fraccion de precipitacion
de 40-60%s con (NH,4), SO4. E sobrenadante fraccién 60%s con (NH,), SO,.



63

Debido a las diferencias encontradas con los ensayos de aglutinacion de conejo, no fue
posible determinar el titulo de cada una de las fracciones, en consecuencia no se pudo
evaluar el rendimiento ni el grado de purificacion de la lectinas. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Van Damme, et al. (1991).

Tabla 4. Fracciones precipitadas con sulfato de amonio (NH,),SO,. Se muestra la

cantidad de proteina, la actividad y el volumen total de las fracciones obtenidas

MUESTRA  VOLUMEN CONCENTRACIONDE CANTIDAD DE ACTIVIDAD
(mL) PROTEINA (mg/mL) PROTEINA AGLUTINANTE
(mg)
EXTRACTO 180 ~12,0 1200 o+
CRUDO
Pellet 0-20% 20 1,3 26 +
Pellet 20-40% 20 0,6 12 +
Pellet 40-60% 60 10,0 600 ++

Se tomaron alicuotas de las diferentes fracciones, asi como del extracto crudo y fueron
sometidas a SDS-PAGE. Las proteinas observadas en el extracto crudo (carril 2, figura
11), son de un amplio rango de peso molecular encontrandose la mayoria debajo de 66
kDa. En este caso es importante observar las bandas abajo de 45 kDa, indicandose alli la
posible presencia de las lectinas ASA |y ASA I, lectinas que se encuentran en los bulbos
de ajo, segun lo reportado por Van Damme y colaboradores (1991) y que estan
conformadas asi: ASA | un heterodimero compuesto por subunidades de 12,5 kDay 11,5
kDa y ASA Il un homodimero compuesto de dos subunidades de 12 kDa (Van Damme et
al., 1991) (Kaku et al., 1992). En el carril 3 (fraccion de la precipitacion 60%s (NH,), SOy,
se observa menor cantidad de proteinas de alto peso molecular, y mejor actividad

aglutinante sobre eritrocitos de conejo (Figura 10).
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KDa

66

45

Figura 11. Electroforesis de las fracciones de extraccion y precipitacion fraccionada de
lectinas a partir de bulbos de ajo A. sativum. Electroforesis realizada en condiciones
reductoras SDS PAGE al 12%, en cada carril se sembr6 10 ug de proteina. Orden de los
carriles: 1. Marcadores de peso molecular Albumina 66 kDa, Ovoalbumina 45 kDa
(preparados en el laboratorio de investigacion en proteinas); 2. Extracto crudo 3. Fraccion
precipitacién 0-20%s; 4. Pellet precipitacion 40-60%s; 5. Pellet precipitacion al 20-40%s,
y Yy 6. Sobrenandante 60%s.

4.1.2. Purificacion de lectinas de bulbos de ajo

Se realizaron ensayos de elucién con PBS en concentraciones de 200 mM, 300mM, y
500mM de NaCl. En la figura 12, se observa el perfil cromatografico obtenido cuando se
eluy6 la fraccion obtenida de la precipitacion al 40-60%s por la columna de intercambio
anionico DEAE, los resultados arrojaron que la fuerza iénica de 300mM de NacCl fue la
gue presentd la mejor actividad aglutinante sobre eritrocitos de conejo; Adicionalmente
por electroforesis se observd una Unica banda en condiciones reductoras que

corresponde con lo reportado por Van Damme et al., (1991). Por lo tanto para las demas
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cromatografias de intercambio idnico se hiz6 una Unica elucion con PBS-300mM de NaCl
y posteriormente se lavo la columna con PBS-1M NacCl, esta fraccion de lavado se

descarto.
3,000 - NaCl 200mM NaCl 300mM NaCl 500mM
2,500 -
A
b
S| 2,000 -
2
8| 1,500 -
0
n| 1,000 -
m
0,500 -
0,000 -
0/0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0
0,500 - mL

Figura 12. Perfil cromatografico de intercambio aniénico DEAE-celulosa sobre fraccion
obtenida de precipitacion al 40-60%s con sulfato de amonio. Las flechas indican la
concentracion de sal usada para eluir cada una de las fracciones obtenidas. En cada uno
de los picos se muestra el resultado obtenido en ensayo de aglutinacion de cada una de

esas fracciones. (+) Indica actividad aglutinante sobre eritrocitos de conejo.

En la figura 13, se muestra el perfil caracteristico obtenido en la purificacion del lectinas
de ajo por Cromatografia de intercambio aniénico, se observan dos picos resueltos
referidos como fraccion no retenida y fraccion retenida; se colectaron estas dos

fracciones como se mencion6 en la metodologia.
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Figura 13. Perfil cromatogréfico caracteristico de intercambio aniénico DEAE-celulosa,
sobre fraccion obtenida por precipitacion con 40-60%s de sulfato de amonio. La flecha
indica la concentracién de sal usada para eluir la fraccion retenida. En cada uno de los
picos se muestra el resultado obtenido en ensayo de aglutinacién. (+) indica actividad

aglutinante sobre eritrocitos de conejo.

En la figura 14 se observa el perfil electroforético de las fraccién retenida y eluida con
300mM Nacl, se obtuvé una banda menor a 14 kDa (carriles 2y 4 A; 1 B), lo cual era de
esperarse teniendo en cuenta lo publicado por Van Damme et al., (1991) y Kaku et al.,
(1992), donde se reporta que en los bulbos de ajo se encuentran dos isoformas de
lectinas (ASAI: un heterodimero que contiene un polipéptido de 11,5 kDa y un polipéptido
de 12,5 kDa, mientras que ASAIl: un homodimero que contiene dos polipeptidos de 12
kDa), podemos referirnos que la banda mostrada (figura 14 B) corresponde a la mezcla
de los mondmeros de las lectinas presente en los bulbos de ajo. Con el fin de determinar
un valor mas preciso en cuanto al peso molecular relativo se realizé una corrida
electroforética utilizando marcadores de bajo peso molecular (figura 14B), donde se
comprobd que el peso molecular relativo de la banda corresponde a 13KDa (Movilidad

Relativa Anexo 2).
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Figura 14. Electroforesis SDS PAGE tris tricina al 12%, lectinas purificadas por
precipitacion al 40-60%s con sulfato de amonio y cromatografia de intercambio anionico,
a partir de extracto de bulbo de ajo (A. sativum). A. Carril 1 marcador de peso molecular
Albimina 66 kDa, Ovoalbumina 45 kDa, Lactato deshidrogenasa 35 kDa, B-
Lactatoglobulina 18 kDa y Lizosima 14 kDa (preparados en el laboratorio de
investigacion en proteinas). Carriles 2 y 4 fraccion retenida cromatografia intercambio
i6nico, carril 3 fraccibn no retenida. B. carril 1 fraccidn retenida cromatografia de
intercambio ionico; carril 2 marcador de peso molecular marca (Thermo scientific). En

todos los ensayos se sembrd 10ug de proteina.

Con el fin de corroborar la especificidad de estas proteinas por manosa se realizé

cromatografia de afinidad.

4.1.3. Cromatografia de Afinidad Sepharosa 4B- Manosa

En la figura 15 se observa una fraccién no retenida y una fraccion retenida, esta
estrategia de elucién nos indica que la fraccién retenida interactia con la manosa
expuesta en el soporte y esto es corroborado por la elucién con PBS 200mM de manosa.
En cuanto a la fraccién no retenida nos indica la saturacion del soporte, cabe anotar que
no se hicieron ensayos adicionales de reconocimiento con otros carbohidratos, derivados

de manosa por la dificultad de realizar ensayos de inhibicion con eritrocitos de conejo.
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Figura 15. Perfil cromatogréfico de afinidad sobre manosa-sepharosa 4B. Lectinas
purificadas a partir de bulbos de ajo (A. sativum). La actividad aglutinante (+) se observa

en las dos fracciones obtenidas.

4.1.4. Punto Isoeléctrico.

Con el fin de comprobar la presencia de las lectinas presentes en bulbo de ajo ASA |y
ASA 1l (Van Damme et al.,, 1991 y Kaku et al., 1992) se realiz6 una electroforesis
bidimensional de acuerdo con lo descrito en metodologia (3.1.8); sin embargo, no se
obtuvieron los resultados esperados; ya que se esperaba observar dos spots separados
gue evidenciaran la presencia de las dos isoformas (figura 16.). Este resultado no fue
contundente debido a una baja resolucién del ensayo. Se requeriria realizar la separacion
empleando IPG discontinuos o en una zona restringida de pH (3 a 5); por lo tanto se

realizé un isoelectroenfoque para observar la presencia de las dos lectinas.



69

v

pH 3 10

Figura 16. Electroforesis bidimensional de lectinas de bulbo de ajo (A. sativum).

En la figura 17, se observan dos bandas lo que nos confirma la presencia de las dos
lectinas y concuerda con los datos reportados por Van Damme y colaboradores (1991).
En este trabajo se establecié que existe diferencia respecto al punto isoeléctrico de las
dos lectinas, ya que se encontraron dos bandas bien definidas una en 3.9 y la otra en 4.2
(Movilidad relativa Anexo 3).
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Figura 17. Isoelectroenfoque. Carril 2 lectinas purificadas a partir de bulbos de ajo de (A.
sativum). Carril 1, marcador de punto isoeléctrico. Las flechas indican el punto
isoeléctrico de las proteinas que se encuentran en la fraccién purificada.

El porcentaje de proteina recuperada en cada uno de los pasos del proceso de
purificacién, respecto a la proteina total inicial, se observa en la tabla 5. Se obtuvieron 12

mg de lectinas de ajo a partir de 100g de bulbos liofilizados.
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Tabla 5. Resumen del proceso de purificacion de Lectinas purificadas de bulbo de ajo (A.

sativum).
PORCENTAJE
3 CANTIDAD DE
CONCENTRACION i
. DE ACTIVIDAD PROTEINA
MUESTRA DE PROTEINA )
PROTEINA AGLUTINANTE RESPECTO A
(mg/mL) )
(mg) PROTEINA
TOTAL
EXTRACTO
12,0 1200 +++ 100%
CRUDO
Pellet 0-20% 1,30 26 + 2,17%
Pellet 20-40% 0,60 12 + 1%
Pellet 40-60% 10,00 600 ++ 50%
DEAE-celulosa
Fraccion 0,97 12 ++ 1%
retenida

4.2. Obtencion proteina Recombinante

4.2.1. Amplificacion del gen Asa ll

Al utilizar los primers disefiados, se obtuvo por RT-PCR un fragmento que se visualizé en
gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio y se revel6 en un transiluminador uv, (figura
18). Este fragmento se encontrd localizado entre 400 y 300 bp, correspondiendo en
tamafo con el fragmento esperado de 330 bp, por lo cual se confirmé la amplificacion del

gen con los primers disefiados.
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Figura 18. Amplificacion del gen Asa Il en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio
visualizado en UV. Se utiliz6 marcador de pares de bases fermentas®.

El fragmento de ADN obtenido fue cortado y extraido para ser adenilado tal como se

menciond en la metodologia numera 3.2.4.

4.2.2. Clonacion

La transformacion de bacterias E. coli 5DHa competentes, se determind gracias a que el
vector PGEM-T easy presenta la regién de policlonaje, en medio del gen lacz, mediante
esta caracteristica se identificaron las colonias que han insertado el fragmento,
obteniendo asi colonias positivas para la clonacion, color blanco, por el contrario colonias
azules dan negativo, es decir han expresado la B-galactosidasa, enzima es capaz de
hidrolizar un sustrato analogo de la lactosa, XGal, que se encontraba en el medio.
Ademas el vector posee gen de resistencia a Ampicilina (AmpF), otra caracteristica que

se utilizé, ya que el medio contenia ampicilina.

Se utilizaron colonias positivas para realizar el secuenciamiento automatico, numeral
3.2.6. Al realizar el andlisis de los cromatogramas obtenidos por medio de la herramienta
chromas v1.4 se encontr6 un porcentaje de identidad del 89% entre la secuencia

obtenida por secuenciacién y la secuencia de partida publicada en la base de datos antes
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mencionada (figura 19). De acuerdo con este resultado se concluyé que la clonacion fue
satisfactoria y se prosiguio el proceso de expresion de la lectina.

>1lcl| 32451

Length=330

Score = 398 bits (215), Expect = le-115

Identities = 2947332 (59%), Gaps = &/332 (2%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 AR CRTTCTGATGRARCGACGATTITGCCCGTACGCAGECCARRRRATEGEATETGERAATCGTRA 40
FELET T rirrrrreretl Lo Trrrirrrirind L oTrrrrrrrr 1l

Skjct 4 AR CRTACTGATGRARACGACGR - AGETCIGTACGCAGECCARATCCCTAGRT ST GERAACCET - 61

Query a1 ATCCT-TTATARATGCAGRRAGRACTGCRARCCTTIGTGCTGTACGRACCACAGCACTGCCOGTCT 119
ol rrrrrrrrerr rrerrerrrrrer terri ettt el

Skjct &2 ACCATCTTATARATGCAGGRAGRACTGCARCCTOGTGCTGTACGRACCACRAGCACTEGCCOGTCT 121

Query 120 GEECCTICARRCACTGACATCCCCGE GEATGCCAGGCGETGCIGCAGTICTIGATG 1749
LEorrrrrrrrrrrrrenl LT Tt rrrirnl

Skjct 122 GGERCCTCRARRCRACTGACATCCCCGGROLRADLL IGCARGECGETGCTGCAGTICIGATE 181

Query 180 GCRACTTTIGTGGICTACGR GEEECETITCCCTICTGEATGAGTCACAGTGTTITITIT 239
LETELEE i rrrrrrenl Lo rrrrrrrrnnl FETETEITIL

Skjct 182 GCRACTTTIGTIGGICTACGAR o CCCICTGEECCAGTCACAGTGTARGAE 241

Query 240 GIGRATGGRRACTATGICC CGEGRACGTTGTICATTITACGEATCT 299
Lot rrirrretl LT T rrerrrnnl

Skjct 242 G-GRATGGRAACTATGICC CEETRAACGTTGTICATTITACGEATCT 300

Juery 300 GATATTITGGACCTACTRARTACCATACRACAGGR 331
FETErerr e el rerr 1l

Skjct 301 GATATTTGGTC-TACTRRTACC-TACRRAGGR 330

Figura 19. Alineamiento de las secuencias de la proteina madura ASA Il publicada y la

proteina recombinante ASA II.

4.2.3. Digestion del inserto

La digestién del constructo obtenido (PGEM-T Easy + Asa ll) se realiz6 con las enzimas
de restriccion Xhol y Hind Ill, y se confirmé el tamafio del fragmento (330 pb), ademas se
realizd la digestién del vector PAE con el fin de linealizar el vector para realizar la

reaccion de ligacién con el inserto digerido (figura 20).
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Figura 20. Digestion del vector PAE vy la construccion PGEM®-T Easy Asa Il. El orden
correspondiente en el que aparecen las bandas es: 1. PAE vacio 2.PAE vacio y 3.
PGEMT+ Asa Il

Las bandas correspondientes al vector PAE y al inserto Asa Il digeridos fueron cortadas
directamente del gel de agarosa, purificadas y usadas para la transformacion de

bacterias E. coli 5DHa competentes (ver metodologia numeral 3.2.5.).

En la figura 21 se observa el gel de agarosa con muestras de ADN extraido de las
colonias que mostraron crecimiento en la placa tanto en la construccion PAE + Asa I,
como con el vector vacio. En los extremos del gel se sembraron muestras
correspondientes al vector vacio y las demas muestras correspondieron a clones
positivos de la construccion PAE + Asa Il. Al observar la movilidad electroforética, se
evidencia que los clones que contenian el inserto corrieron menor distancia en
comparacion con los clones que contenian el vector vacio PAE; el resultado de esta
electroforesis sugiri6 que dichos clones (carriles 2 al 13) efectivamente contenian el

inserto Asa Il.
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Figura 21. Seleccion de clones positivos construccion PAE + Asa Il. En los extremos del
gel de agarosa al 1%, se sembraron muestras de ADN extraido de clones con vector
vacio, las demas muestras corresponden a clones positivos de la construccion PAE +
Asa ll.

En la figura 22. Se observa el gel de agarosa al 1% donde se realiz6 electroforesis de
dos clones positivos (carriles 6 y 7, figura 21), que fueron digeridos con enzimas de
restriccion Xhol, Hind Ill. En esta figura se observan dos bandas correspondientes a 2000
pb y 350 pb, estos resultados confirmaron lo esperado teniendo en cuenta que el vector

vacio tiene un tamafo de 2,8 Kb (Ramos et al., 2004) y el inserto de 330 bp.

1 2
Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa 1% para identificacion del inserto

correspondiente a Asa Il.
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4.2.4. Expresion de Asal ll

Confirmado el inserto en la construccién con el vector PAE, se realiz6 la transformacion
de Bacterias E. coli BL21 (De3) RIL, de acuerdo con lo descrito en metodologia numeral
3.2.9.

En la figura 23, se muestra el perfil electroforético de las fracciones obtenidas después
de la expresion de la proteina ASA Il en E. coli., se puede observar en el carril 1
correspondiente a la fraccion soluble no se observan bandas debajo de 18 KDa, mientras
qgue al observar el carril 3 correspondiente a la fraccion insoluble (solubilizada en
soluciéon 8M de urea), se presenté una banda significativa por debajo de 14KDa, a partir
de este resultado se concluy6 que la proteina no se encontraba en la fraccion soluble, lo
gue sugirié que la expresion de esta proteina se dio en forma de cuerpos de inclusion. De
acuerdo con este resultado se optd por utilizar una solucion renaturante, de acuerdo con
lo mencionado en metodologia numeral 3.2.11., y se contindo con la purificacion de la

proteina.
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Figura 23. Electroforesis en gel de poliacrilamida PAGE SDS 15%, fracciones obtenidas

después de la expresiéon de ASA Il. Carril 1. Marcadores de peso molecular (marca
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fermentas) 2. Sobrenadante; carril 3. Lavado 1M urea; y carril 4. Pellet resuspendido en
8M urea.

4.2.5. Purificacion de ASA lIr

La proteina ASA lIr, fue purificada en columna de afinidad con Ni, aprovechando la
afinidad del niquel por la cola de histidina. En la figura 24, se muestra el perfil
electroforético correspondiente a las diferentes fracciones colectadas eluidas con
imidazol en diferentes concentraciones, es importante observar que en el carril 6 y 7 se
observa una banda caracteristica debajo de 14 KDa. Las fracciones correspondientes a
los carriles 5, 6, 7y 8 fueron colectados en una sola fraccion y se dializaron contra PBS

tres veces, finalmente fue liofilizada y nuevamente resuspendida en PBS.

116.0
66.2
45.0
35.0

25.0 — —

18.4 ..

14.4
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Figura 24. Electroforesis en gel de poliacrilamida PAGE SDS 15%, fracciones obtenidas
después de la expresion de ASA Il. Carril 1. Marcadores de peso molecular (marca
fermentas). Carril 2. Fraccién no retenida; Carril 3. Fraccion eluida con 20mM imidazol;
carril 4. Fraccion eluida con 60mM imidazol. Carril 5. Fracciéon 3 eluida con 1M imidazol;
carril 6. Fraccion 5 eluida con 1M imidazol; carril 7. Fraccion 7 eluida con imidazol 1M;

carril 8. Fracciéon 9 eluida con imidazol 1M; carril 9. Fraccién 11 eluida con imidazol.

En la figura 25 se observa el perfil electroforético de la lectina recombinante que fue

purificada, la banda observada en el carril fue identificada por western blot teniendo en
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cuanta que ésta contenia una region amino terminal de histidinas y que se puede
reconocer por un anticuerpo anti-His. De esta manera se determiné el peso molecular
relativo de 11KDa (Movilidad relativa Anexo 4). A partir de estos resultados se concluyo
gue la proteina ASA II, fue expresada en E. coli.

116.0

66.2

35.0

25.0
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14.4
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Figura 25. Lectina Recombinante. A. Electroforesis en gel de poliacrilamida PAGE SDS
15% de proteina ASA Il recombinante. Carril 1 marcadores de peso molecular (Marca

Fermentas). B. Western blot lectina recombinante ASA Il.

Con el fin de evaluar la capacidad de la lectina de reconocer manosa, caracteristica que
indirectamente se puede relacionar con actividad, se realiz6 una cromatografia de
afinidad sobre manosa-sepharose 4B, de acuerdo con lo descrito en la metodologia
numeral 3.1.5. En la figura 26 se muestra el perfil obtenido de la cromatografia de
afinidad de la lectina ASA Il, donde se observa claramente una fraccién no retenida y una
fraccion retenida, dicha fraccién sugiere que efectivamente la lectina ASA Il recombinante

reconocié manosa, caracteristica indispensable para los ensayos bioldgicos.



79

0,250
Manosa 200mM
0,200 -

nw T >

0,150 -

0,100 -

o

=}

0,050 -

3

_FR
0,000 . . . .
mL0,000 10,000 20,000 30,000 40,000

Figura 26. Cromatografia de afinidad sobre manosa-sepharose 4B. lectina ASA I

recombinante. La actividad aglutinante de la FR fue determinada (+).

Es importante mencionar que aunque no se consiguié purificar ASA Il a partir de bulbos
de ajo, debido a que en los bulbos encontramos tanto ASA | como ASA Il y la similitud
tanto de peso molecular, como de punto isoeléctrico impidi6 su separacion, los
resultados obtenidos a partir de la purificacién de la mezcla de lectinas (ASAI y ASAII)
nativas mostraron dos caracteristicas muy importantes como lo es la capacidad de
aglutinar eritrocitos de conejo y la de reconocer manosa, las cuales estan relacionadas
con actividad y teniendo en cuenta que se confirmé la presencia de sélo estas dos
lectinas, se decidid su uso para la realizaciéon del biensayo sobre la Polilla de papa Tecia

solanivora.

Por otro lado después de la purificaciébn de lectina ASA Il expresada en E. coli., al
analizar los resultados se concluyé que podia utilizarse en la realizacién del bioensayo,
teniendo en cuenta que presenté capacidad de aglutinar eritrocitos de conejo y de

reconocer manosa.
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Finalmente estas dos soluciones de proteinas fueron usadas para la realizacion del
ensayo biolégico sobre sobre la Polilla de papa Tecia solanivora.

4.3. Ensayo Biologico preliminar sobre Polilla
Guatemalteca Tecia solanivora

Con el fin de evaluar el efecto bioinsecticida preliminarmente de la mezcla de lectinas
nativas de ajo (ASAl y ASAIl) y la lectina ASA Il recombinante, se realizé un bioensayo

con T. solanivora.

4.3.1. Evaluacion preliminar del efecto de lectinas ASA sobre
larvas T. solanivora.

El mayor porcentaje de mortalidad de larvas de T. solanivora se presenté en 0.08 mg/mL
de concentracién con 79.54% de mortalidad para el caso de las lectinas nativas; y 70.45
% de mortalidad en 0.15 mg/mL de concentracion de lectina ASA Il recombinante,en
comparacion con la mortalidad observada en el testigo absoluto (48%); sin embargo no
se observé una relacién proporcional en cuanto al incremento de la mortalidad de larvas
con el aumento de la concentracién. Esto impidié que se utilizara el método Probit con el

fin de determinar concentraciones letales (Tabla 6).
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Tabla 6. Mortalidad de larvas de T. solanivora ante cada una de las concentraciones de
lectina nativa (ASAI-ASAII) y lectina recombinante usadas en el ensayo. En cada réplica

se utilizé n=10 larvas.

Concentracién Mortalidad % Concentracion Lectina Mortalidad %

Lectina nativa ASA Il recombinante
mg/mL mg/mL
0.02 64.44 0.02 66.66
0.04 57.77 0.04 52.17
0.08 79.54 0.08 46.80
0.15 69.56 0.15 70.45
0.3 64.44 0.3 50.00

4.3.2. Evaluacion preliminar del efecto de lectinas ASA sobre
pupas de T. solanivora

Con el fin de evaluar preliminarmente el efecto e impacto de las lectinas nativas y ASA I
recombinante sobre el estado de pupa de T. solanivora, se pesaron pupas obtenidas en
cada uno de los tratamientos, y se clasificaron de acuerdo al sexo. El factor de peso de
pupa se utiliza como indicador de desarrollo de los insectos, y cualquier efecto causado
por factores extremos se puede evidenciar en el peso de este estado. En la tabla 7 se

presentan los datos de peso (prom. + Desviacion estandar).
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Evaluacion preliminar de la actividad insecticida de lectina ASA Il a partir de
Ajo (Allium sativum) sobre Tecia solanivora.

Tabla 7. Peso de pupas de T. solanivora (promedio + desviacion estandar), de acuerdo

con el tratamiento.

Tratamiento

peso hembras

peso machos

mg/mL + SD (9) + SD (9)
0,000 0,028 £ 0,005 0,018 + 0,007
control
0,300 N 0,032 £0,004 0,021 +£0,026
0,150 N 0,034 £0,008 0,019 £ 0,005
0,080 N 0,031 +£0,004 0,015+0,003
0,040 N 0,033 +0,006 0,020 £ 0,004
0,020 N NP 0,018 + 0,004
0,300 R 0,031 +£0,005 0,020 £ 0,005
0,150 R 0,032 £0,006 0,022 £ 0,003
0,080 R 0,033 +0,005 0,020 £ 0,004
0,040R 0,025+ 0,007 0,020 £ 0,004
0,020 R 0,033 +0,008 0,020 + 0,002

N: Proteinas nativa purificada a partir de bulbos de ajo A. sativum.
R: Proteina ASA Il recombinante.

N.P. : No se obtuvieron datos en esa concentracion.

El efecto de las lectinas de ajo sobre el peso de pupas de T. solanivora machos y
hembras se observa en la figura 27 y figura 28. El peso promedio de pupas macho en el
control (testigo absoluto) fue de 0.018 + 0.007 mg; en los tratamientos evaluados no se
observa ninguna variacion significativa en cuanto a peso de pupas macho, asi como
tampoco se observé variacidbn en peso de pupas hembras del testigo absoluto a los

tratamientos realizados tanto con lectina nativa como lectina ASA |l recombinante.

Peso
mg) 0,050 -
0,045 -
0,040 - "
0,035 -
0,030 -
0,025 -
0,020 -
0,015 -

0,010 -1 T T T T T |
0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300

Efecto de lectinas nativas sobre peso
Peso 0,050 Efecto de lectinas nativas sobre peso de pupas 7. solanivora hembra

M) a5 de pupas T. solanivora macho

0,040
0,035 -
0,030
0,025 -
0,020 - R -‘
0,015 -

Oree—

T T T T T |
-0,050 0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300
Concentracion de lectina (mg)

Figura 27. Efecto de lectinas nativas de ajo A. sativum sobre peso de pupas de T.

Concentracion de lectina (mg)

solanivora hembras y machos. La barra sobre cada punto indica la desviacién estandar

establecida y mencionada en la tabla 7.
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Figura 28. Efecto de lectina ASA IIr sobre peso de pupas de T. solanivora hembras y
machos. La barra sobre cada punto indica la desviacién estandar establecida y

mencionada en la tabla 7.

La tabla 8 muestra los resultados obtenidos de mortalidad de pupas por efecto de
lectinas nativas purificadas a partir de bulbo de ajo. No se observo correlacion lineal entre
la concentracion de lectina y la mortalidad de pupas (ver datos de mortalidad para lectina
nativa); sin embargo, al observar el efecto de lectina ASA Il recombinante sobre pupas, el
comportamiento presentado es diferente, observandose una correlacion lineal entre los

datos de mortalidad y la concentracion de lectina (R2 = 0.9247), Figura 29.
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Tabla 8. Mortalidad de pupas bioensayo con lectinas de Ajo (A. sativum). Los datos se

expresan en porcentaje de mortalidad teniendo en cuenta que en cada concentracion se

parte de una cantidad diferente de pupas que sobreviven al estado de larva.

Concentracién Mortalidad Concentracion Lectina n Mortalidad
Lectina nativa % ASA Il recombinante %
(mg/mL) (mg/mL)

0.00 23 40.00 0.00 23 40.00
0.02 9 57.14 0.02 15 04.00
0.04 24 10.54 0.04 22 10.00
0.08 11 25.00 0.08 21 10.00
0.15 14 42.86 0.15 13 27.27
0.3 16 6.25 0.3 23 37.50

% 45,00

M| 40,00

o | 3500

r | 30,00

t | 25,00

a | 20,00

I | 15,00

i | 10,00

d 5,00 y=123,67x+2,7613

a 0,00 0 R2=0,9247

d

0 005 01 015 02 025 03 035
Concentracién de lectina ASA Il recombinante (mg/mL)

Figura 29. Efecto de lectinas recombinantes ASAIl de ajo A. sativum sobre mortalidad de

pupas de T. solanivora.
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4.3.3. Efecto preliminar de lectinas ASA sobre parametro de
fecundidad y fertilidad de Tecia solanivora.

En la tabla 9, se muestran los datos correspondientes a fecundidad y fertilidad de
hembras T. solanivora, por efecto de lectinas ASA de ajo. Vale la pena resaltar que en la
mayoria de los tratamientos ensayados hubo disminucién del porcentaje de eclosion de
huevos, respecto al control. Aunque el dato correspondiente a la concentracién
0.15mg/mL de lectina recombinante, no cumple esta condicion, cabe aclarar que bajo
este mismo tratamiento se presentd el menor nimero de oviposiciones del ensayo, ya
gue de las parejas colectadas para el ensayo, s6lo se observé un huevo en una de las
parejas. Estos resultados sugieren la presencia de algun efecto subletal sobre adultos del
insecto, disminuyendo la fecundidad y la fertilidad. Esto es importante debido a que en el
cultivo de papa se pueden presentar varias generaciones del insecto, y esta disminucion
en fertilidad y fecundidad, podrian disminuir la presién al cultivo de las nuevas

generaciones, con una menor poblacion de insectos que afecten el cultivo.

Tabla 9. Numero de huevos y emergencia de T. solanivora en los diferentes tratamientos

evaluados. Concentracion 0,00 mg/mL se refiere al control establecido para el ensayo.

Tratamiento  NUmero total de % Eclosion

mg/mL huevos por
hembra
0,00 112.00 + 100.00 46.06 + 10.36

0,30 N 97.00 + 70.00 28.10 + 9.60

0,15N 9.50 £9.50 18.40 + 18.40

0,08 N 184.00* 53.30

0,04 N 84.00 £ 34.00 30.10£8.01

0,02 N N.R. N.R.
0,30 ASAllr 118.00+106.00 30.70+9.30
0,15 ASAIlr 0.30 £ 0.50 100 £ 47.14
0,08 ASAllr  158.00 + 25.60 38.30 £ 6.60
0,04 ASA lIr 83.00 £ 41.00 35.00 £ 6.70
0,02 ASAllr  125.00 +77.40 23.70+6.10

(N: Proteinas nativa purificada a partir de bulbos de ajo Allium sativum

R: Proteina ASA Il obtenida a partir de la expresién en un sistema bacteriano).
N.R.: Datos no reportados, no se pudo colectar parjeas. * No hubo réplicas.

En la mayoria de tratamientos se realizaron 3 réplicas (3 parejas).
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4.3.4. Tratamiento estadistico

Primero se realizé el andlisis en cuanto a la proporcién de mortalidad frente a cada una
de las categorias de concentracion para observar la relacién presente entre ellas (figura
26).
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Figura 26. Proporcion de mortalidad de larvas, pupas y huevos de Tecia solanivora
frente a la dosis suministrada para todos los tratamientos evaluados. N: lectina nativa
purificada a partir de bulbos de ajo (Allium sativum); R: lectina recombinante ASA II.

Con esta informacién se construyd una matriz (Anexo 5) y realizé el analisis estadistico

escogido correspondiente a un modelo aditivo que se desarrolla de la siguiente manera:
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|':Ig'[-_;.] 1+ X1k + F3 X0k

Este modelo arroj6 el siguiente resultado:

Coefficients:
Estimate Std. Error z walue Pr(>|z|)
(Intercept) 0.63229 0.10166 6.210 4 ,00e-10 %=

X 0.15701 0.30873 0.512 0.80873
faszel -1.31851 0.17418 -T.BEB 4.10e-14 #%=
fased -0.03150 0.08784 -0.322 0.74773
protl -0.21085 0.07635 -2.798 0.00514 ==

Donde x: pendiente relacionada con un cambio de concentracién en mg/mL; Intercepto =
B; fase 2: estado de pupa; fase 3: estado huevo; prot 2: lectina ASA lIr. Pr =probabilidad
de rechazo de prueba bajo el nivel de significancia. Si se tiene 99% de confianza, por lo

tanto hay un nivel de rechazo (significancia) de 1% (probabilidad 0.01).

Estos resultados indicaron que el nivel de concentracién (mg/mL) parece no afectar la
mortalidad del insecto.

Con el fin de encontrar algun tipo de significancia en cuanto a los resultados obtenidos de
mortalidad del insecto bajo el efecto de lectinas de ajo, se realizé la interpretacion de los

pardmetros del modelo, las cuales se realizan en funcidn de las expresiones odds.

Dando como resultado lo siguiente:
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Coefficients:
Estimate Std. Error z wvalue Fr(>|z|)

[Intercept) 0.64328 (. 13005 3.573 0.00)353 &
: 0.50681 1.27706 0.396 0.681891
fasel -0. 86784 0.33472 -1.985 0.046021 =+
fazed 0.04138 0.20479 0.202 0.8388T1
protl -0, 07364 0.24747 -0.298 0.766042
x:fasa2 -8. 309670 3136591 -2.677 0.007434 =%
x:faseld -1.3T7444 1.42058 -0.968 0.333288
IIprot2 —-2. 24305 1.73106 -1.286 0.195053
fazel:protl -1.4087T1 049720 -2.833 0.004G607 =
faseld:prot2 -0. 27705 0.272%1 -1.015 0.310035
x:fase:prot? 14.85012 3.B4609 3.887 0.000101 =%
x:fased:prot? 3.91601 1.88320 2.079 0.037586 =

Donde x: pendiente relacionada con un cambio de concentracién en mg/mL; Intercepto =
B; fase 2: estado de pupa; fase 3: estado huevo; prot 2: lectina ASA IIR. Pr =probabilidad
de rechazo de prueba bajo el nivel de significancia de significancia. Si se tiene 99% de

confianza, por lo tanto hay un nivel de rechazo (significancia) de 1% (probabilidad 0.01).

Al analizar los coeficientes B, se encontraron algunas significancias en cuanto a los
datos de mortalidad y el efecto de las lectinas aplicadas, las cuales se relacionan a

continuacion:

La probabilidad de mortalidad de un individuo en estado de larva bajo el efecto de
lectinas es de 1.89 veces la probabilidad de no estarlo, independientemente de la
concentracion y de la lectina suministrada; y por cada mg/mL que se aumente en las

dosis, la razén de probabilidad de mortalidad aumenta 64.87%.

En cuanto a la mortalidad de pupas si bien se encontré6 que sin tener en cuenta la
concentracion de lectina suministrada y si era lectina nativa o recombinante; la mortalidad
disminuia; sin embargo, cuando se analiza especificamente la significancia por cada
mg/mL de concentracién de lectina ASA llIr que se aumente, la mortalidad de pupas

aumenta hasta un 99.96%.
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También se encontr6 que en estado de huevo el porcentaje de mortalidad puede
aumentar un 4.08% en relacion con el estado de larva, ademas existe significancia en la
mortalidad de huevos por cada mg/mL que se adicione de la lectina ASA 1l recombinante.

Se realiz6 ademas un analisis de diagndstico para saber si habia observaciones
extremas en la respuesta y si la distribucién escogida para la respuesta fue adecuada. En
la figura 27 se observa el andlisis de diagndéstico, y se observa que los residuales del

modelo parecen seguir una distribucién aproximadamente normal.

Normal Q-Q Plot

Sample Quantiles

Theoretical Quantiles

Figura 27. Andlisis de diagnéstico del modelo logit para el ensayo biolégico de lectinas

de ajo A. sativum sobre Polilla Guatemalteca T. solanivora.

En la figura 28 se observa el efecto palanca, donde se aprecia que hay algunos puntos
de palanca, sin embargo no son muchos, lo que indica que estos puntos son valores

lejanos o extremos sobre las varibles explicativas.
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Figura 28. Efecto palanca del modelo logit para el ensayo bioldgico de lectinas de ajo A.

sativum sobre Polilla Guatemalteca T. solanivora.

4.3.5. Actividad Insecticida preliminar de lectinas ASA (A.
sativum) sobre Tecia solanivora (Lepidoptera: Gellechidae).

Una de las primeras lectinas de las cuales se estableci6 efecto toxico sobre insectos es
la lectina de Galanthus nivalis GNA (Sauvion et al., 1996) y debido a la similaridad en
cuanto a sus caracteristicas bioquimicas (peso molecular, carbohidrato de
reconocimiento, etc.), se han clasificado dentro de esta familia las lectinas presentes en
ajo (A. sativum). Andlisis comparativos con lectinas de la familia GNA, mostraron que
lectinas encontradas en especies Alliaceae, son mucho mas activas que GNA (Van

Damme et al., 1993), dentro del cual se encuentra el ajo.

Aunque el mecanismo por el cual las lectinas pueden causar toxicidad sobre insectos no
esta totalmente entendido, es importante mencionar que la uniéon de toxinas a los
receptores presentes en el intestino del insecto es un paso importante dentro del efecto

téxico de lectinas (Upadhyay et al., 2012).
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En cuanto al estudio del mecanismo de accién de las lectinas de ajo se ha encontrado
gue pueden unirse a receptores sensaoriales en algunas partes de la boca, contribuyendo
al rompimiento de la membrana y afectando de esta manera la capacidad de deteccion
de alimentos, también puede unirse al lumen del intestino e interactuar con proteinas
glicosiladas del intestino medio del insecto, como la fosfatasa alcalina, N-
aminopeptidasa, cadherinas, sucrasa, entre otras (Banerjee et al., 2004; Majumder, et al,
2004; Upadhyay et al., 2010), afectando la actividad de estas proteinas lo que puede
conllevar a desérdenes fisiolégicos que finalmente desencadenan en la muerte. Por otro
lado lectinas de ajo pueden acumularse en algunas partes del cuerpo del insecto como
hemolinfa y ovario e interactuar con proteinas intracelulares como simbionina y citocromo

P450, lo que podria interferir con el desarrollo del insecto (Upadhyay et al., 2012).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que hay un efecto ocasionado
por las lectinas presentes en bulbos de ajo (ASAl y ASAIl) sobre el ciclo de vida de Tecia
solanivora. Asi mismo se determiné accién téxica de la lectina recombinante (ASAIIr)
sobre el mismo insecto. Aunque no se logré determinar las concentraciones letales,
debido al comportamiento propio del ensayo, es importante mencionar que mediante el
analisis Logit, se observaron significancias importantes desde el punto de vista
estadistico y biolégico como el efecto directo de las lectinas sobre la mortalidad de
larvas, mostrando aumento de la mortalidad en un 64.84% por cada mg/mL que se
aumente en la concentracion de lectina suministrada, independientemente de si es

lectina nativa o recombinante.

Es importante ademas tener en cuenta que en la mortalidad de pupas también se
encontrd significancia en cuanto al aumento de la concentracion de lectina suministrada,
es decir por cada mg/mL que se aumente a la concentracién de lectina ASA I
recombinante, aumenta 99,96% la razon de probabilidad de mortalidad en estado de
pupa, relacibn que concuerda con lo expresado por Fitches y colaboradores (2008)

guienes relacionan de manera general el efecto toxico de lectinas de ajo sobre insectos,
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mostrado como un efecto “cronico” que consiste en procesos que modifican el normal

desarrollo del insecto.

La mortalidad relacionada al estado de huevo también mostré significancia a nivel
estadistico, presentando aumento en razon de probabilidad de 4,08% en comparacion
con el estado de larva, concluyendo que este resultado también concuerda con lo
propuesto como uno de los efectos que pueden ser ocasionados por lectinas de ajo

sobre insectos y el efecto “crénico’(Fitches et al., 2008).

Es importante también mencionar que al analizar tasa de oviposicion (tabla 6), se
encontr6 que en la gran mayoria de los tratamientos se obtuvo disminuciéon del
porcentaje de oviposiciones en las parejas evaluadas resultado que concuerda con lo
reportado por Sadehgi y colaboradores (2008), quienes reportaron que lectinas de
plantas parecen interferir con la oviposicion, y analizando el caso especifico de las
parejas tratadas con 0.15 mg/mL de lectinas nativas y recombinante, fueron las parejas
gue menor numero de huevos por hembra mostraron respecto a todo el bioensayo

realizado.
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5. Conclusiones

En este trabajo se realiz6 la purificacion de la mezcla de lectinas nativas presentes en
bulbos de ajo Allium sativum (mezcla de ASA | y ASAII), obteniéndose una banda en
PAGE SDS con peso molecular relativo de 13 KDa, presentando actividad aglutinante
sobre eritrocitos de conejo y reconocimiento por manosa. Ademas se confirmé la
presencia de las dos lectinas en la mezcla de lectinas nativas de ajo, con puntos

isoeléctricos de 3.9y 4.2.

Se determiné preliminarmente la actividad insecticida de lectinas presentes en bulbos de
ajo sobre la Polilla Guatemalteca de la papa (Tecia solanivora), evaluando diferentes
concentraciones de mezcla de lectinas nativas (ASA |y ASA Il) y lectina recombinante
(ASA 1Ir) en condiciones de laboratorio, encontrandose la mayor mortalidad de larvas a la
concentracion de 0,08mg/mL, y 0,15 mg/mL para la mezcla de lectinas nativas (ASA | y

ASA 1) y la lectina ASA Il recombinante, respectivamente.

No se encontr6 efecto de las lectinas sobre el peso de pupas, sin embargo para el caso
de la lectina recombinante ASA Il se determind preliminarmente efecto sobre la

mortalidad de pupas, encontrdndose que a 0,3 mg/mL, se presentd la mayor mortalidad.

En cuanto a la mortalidad del estado de huevo se observa disminucién en el porcentaje

de eclosion en la mayoria de los tratamientos evaluados.

Se expreso la lectina ASA Il en E. coli., mediante la extraccion de RNAm y técnicas de
Biologia Molecular, método que resulté confiable y reproducible para la expresién de

lectinas.
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6. Perspectivas

Es importante establecer que este es el primer trabajo realizado con lectinas y su efecto
insecticida sobre la Polilla Guatemalteca de la papa (T. solanivora), como perspectiva a
continuar la investigacién se puede plantear la inclusion de las lectinas de ajo (Allium
sativum), dentro de un estudio en el cual se evalle su efecto sobre otros insectos plaga
(Homopteros, Dipteros, Coleopteros), o que puede llevar a obtener resultados mas
efectivos en cuanto al control del insecto. Adicionalmente se puede evaluar el efecto de
otras lectinas purificadas y caracterizadas en el grupo de Investigacion en Proteinas

(GRIP), sobre este mismo insecto.
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Anexo 1

Caracteristicas del vector PGEM-T Easy

El vector PGEM®-T Easy presenta la region de policlonaje, donde se incorpora el inserto, en
medio del gen lac z, asi permite identificar las colonias que lo han insertado, de aquellas que
no. Ademas posee un gen de resistencia a Ampicilina (Amp~).
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Anexo 2

Curva de Calibracion utilizada para determinar el peso molecular de la banda
correspondiente a las lectinas nativas de bulbo de Ajo (Allium sativum). Valor de x = 3.3
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Anexo 3

Curva de Calibracién utilizada para determinar punto isoeléctrico de lectinas nativas de
bulbo de Ajo (Allium sativum). Valores de X: 5.8 y 6.
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Anexo 4

Curva de Calibraciéon utilizada para determinar el peso molecular de lectina ASA I,
expresada en E. coli. Valor de x = 7.2.
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Anexo 5
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