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RESUMEN 

Se evaluó las diferencias bioquíinicas en el ámbito de la actividades proteolíticas y de la 

inhibición de la actividad proteolítica ensayas con proteínas de hojas de papa, entre los 

clones "resistentes" (282LM87B, 220LM87B, 136LM86B y 662LM86B) y 

"susceptible" (Revolución) a la inosca ininadora Lirionzyza hmidobrensis, Blanchard 

(Díptera, Agromyzidae), una plaga perjudicial del cultivo de la papa (Solarium 

tuberosunz spp) especialmente en lugares donde el uso de insecticidas es intenso. Las 

i plantas de papa resistentes, y Revolución, fueron sometidas previamente al daño por el 

ataque de adultos de la mosca minadora (daño por mosca) o por herida con estilete 

(daño artificial), y para ser evaluados mediante el grado de inducción de las proteínas en 

las hojas. Entre los clones resistentes, se encontró importantes márgenes de variación de 

las actividades proteolíticas en las hojas y la inhibición proteolítica de los extractos de 

larvas por efecto de las proteínas de hojas de los clones 282LM87B y 662LM86B con 

respecto a Revolución. Las unidades de actividad proteolítica por gramo de proteína de 

las de hojas (ug-') y las unidades de actividad proteolítica de larvas (U) heron 20,5 

ugel y 0.05 U con 282LM87B; 20.83 ug-' y 0,12 U con 662LM86B y 17,5 ug-' y 0,25 

U con Revolución, respectivamente. Mediante ensayos de zimografía para determinar 

isoinhibidores de proteasas se encontró dos bandas, de 63 y 105 kDa de peso molecular 

aproximado, expresados mayosinente entre los clones resistentes. Este ensayo determinó 



una diferenciación visual iinpoitante entre los clones resistentes con el susceptible. Se 

siguió el nivel de expresión de la banda de 105 kDa entre plantas de diferentes edades 

(20-80 días) dañadas artificialinente y en el cual se observó disminución en el nivel de 

su expresión en plantas de más de 60 días. Se discute la correlación de los niveles 

mayores de actividad proteolítica y de la inhibición de la actividad proteolítica hallados 

en los clones resistentes, especialmente en 282LM87B, con el atributo de la resistencia a 

la mosca minadora. 

Palabras claves: Sólarruni tubero.c.1rr71, mo.scn niirr~rhrzl, ziniog-afín, ylnntns re.sistentes. 



1. INTRODUCCION 

Liriomyza h~tidohrensis, Blanchard (Díptera, Agromyzidae) constituye una plaga 

clave del cultivo de la papa en la Costa Central del Perú y de otros países del continente 

americano. Se estableció como plaga a consecuencia del excesivo uso de insecticidas 

aplicados en el pasado con la intención de combatir a otras plagas de la papa (Herrera, 

1963; Campos, 1978; Cisneros, 1995). La alta resistencia a insecticidas desarrollado por 

las poblaciones de la mosca ininadora usualmente origina el aumento de los costos de 

producción de la papa coino se ha determinado en los lugares donde actúa la plaga (Ewel 

y col., 1990; Rodríguez, 1997). Dentro de los factores que favorecen el incremento de 

las poblaciones de la mosca ininadora se mencionan: 1 )  la elevación de la temperatiira 

por los cambios clirnáticos (este es u n  factor muy importante en períodos de El Niño), 2) 

la siembra de variedades susceptibles, 3) factores culturales, y 4) el excesivo uso de 

insecticidas. Se han reportado daños perjudiciales para el cultivo de la papa ocasionados 

por la mosca minadora en Argentina, Brasil, Chile, Costa Rica, Egipto, Indonesia, 

México, y algunos países europeos (Morales y col., 1994; Anóniino, 1998). 

Dentro de los métodos sostenibles propuestos para controlar a las poblaciones de 

la mosca minadora destacan el uso de las trampas amarillas (Chávez y col., 1987; Gómez 

y col., 1994), la eliminación de las plantas hospederas, y el uso de variedades de papas 

resistentes (Tenorio y col., 1993). De ellos, el uso de cultivos resistentes o tolerantes al 

ataque severo de la mosca ininadora es de principal importancia, empero, porque dichos 

materiales son el componente principal para su aplicación estratégica dentro de un 

programa de Manejo Integrado de la mosca minadora (Cisneros, 1992). Las 



investigaciones desarrolladas en el Centro Internacional de la Papa (CP)  permitieron 

identificar clones resistentes a la mosca minadora: 282LM87B, 220LM87B, 136LM86B 

y 662LM8GB. El rnecanisino de resistencia atribuido a estos clones es del tipo antibiosis 

que causa hasta un 50% de mortalidad de las larvas de la mosca minadora (Tenorio y 

col., 1993). De estos clones, el 282LM87B fue comercialmente liberado recientemente 

como nueva variedad de papa para el sur del país con el nombre de 'María Tambeña- 

IMA. Ninguno de estos materiales avanzados han sido estudiados para indagar sobre las 

bases su resistencia ante el ataque severo de la mosca ininadora. 

La finalidad del presente estudio fue encontrar diferencias bioquímicas a nivel de 

las proteínas entre los clones de papa resistentes a la inosca ininadora y la variedad 

Revolución. Los objetivos trazados en este trabajo iüeron los siguientes: 

1 .  Determinar diferencias bioqiiiinicas a nivel de las proteínas inducidas por el daño de 

las plantas entre los clones de papa resistentes y susceptible (cv. Revolución) a la 

inosca minadora. 

2. Correlacionar la presencia de proteínas específicas asociadas a la resistencia de las 

plantas de la papa a la inosca ininadora. 



11. REVISION DE LITERATURA 

El cultivo de la papa (Solnnz~nf tuberoszrm spp.) es oriundo de los andes 

sudamericanos, y, en la actualidad uno de los alimentos más importantes del mundo junto 

al arroz, trigo y maíz (Anónimo, 1995). En el Perú, constituye un alimento básico y una 

actividad importante para la economía de los agricultores de la Costa y de la Sierra. Sin 

embargo su producción es cara por el uso obligado de insecticidas que se utilizan para 

controlar a las diferentes plagas de la papa, como el de la mosca minadora. 

Mundialmente se calciila que se gastan en insecticidas mas de US$ 300 rnillones anuales 

(Anónimo, 1998). Por ello, se considera al cultivo de la papa como uno de más 

dependientes de insecticidas químicos, y como tal continúa generando graves problemas 

para la agricultura, el medio ambiente, y la salud huinana. Por ello se requiere nuevos 

métodos de control para contrarestar a las plagas de insectos y a la vez biosustentables 

como el desarrollo de las plantas naturalmente resistentes o tolerantes a insectos. 

La Mosca Miiiadora 

La mosca minadora Lil-ion7)nn huidohreíuis Blanchard, 1954 (Díptera, 

A;roinyzidae), fue descrita por primera vez en 1926. Es una especie polífaga 

constituyendo plaga de diversos cultivos hortícolas y de flores. Está ampliamente 

distribuída por el Continente Americano y en algunos países europeos (Van der Liden, 

1990); y últimamente se han reportado daños de la mosca minadora en cultivos de la 



Figura l. Las phntas de papa susceptibles al ataque de la mosca minédora, amo 
la variedad Revolución, quedan fLte&ments afe6Zadas p r  sl ataque de 19 pwa. 
La plaga de la mosca minadora destntye e¡ área fdiw por ef cual ia capxid~d 
fotosintética de ia pianta se ve fuertemente rectucida. En et circuio superior se 
muestra un adulto de la mosca minado=. 

Figura 2. Puntos de alimentación en la superficie de las hojas producido por los 

adultos de la mosca minadora. 



Figura 3. Un huevo de ia moca minad- depositado dentro de un orifiáo hecho 
por la hembra en el envés de la hoja. 

Figura 4. Dos larvas de la mosca minadora de tercer estadío consumiendo el 
parknquirna de la hoja de papa en la vecindad de un vaso conductor. 



papa en otras partes del mundo como Indonesia, Israel y Egipto (Anónimo, 1998). Por 

su gran capacidad de resistencia a insecticidas químicos, esta plaga ha sido catalogada 

como muy difícil de eliminar en el inundo (Anónimo, 1998). En el Perú, se considera que 

L. hztidobrensis ha desarrollado resistencia a la mayoría de los productos clorados y de 

fosfatos (Cisneros, 1992). 

La plaga de la inosca ininadora daña exclusivamente el follaje de dos modos: 1, 

haciendo minas de tipo serpenteantes, y 2, punteaduras sobre los foliolos (Figura 1). 

Frente a este daño la hoja tiende a una rápida deshidratación y envejecimiento. Si el daño 

es severo produce en la planta una fuerte reducción de la capacidad fotosintética 

reduciendo de esta manera su producción, desde que sobrepasa sus límites de 

compensación (Midinore, 1986). En plantas jóvenes el daño de la plaga afecta la tasa de 

crecimiento y el vigor- provocaiido mortalidad temprana. Todo el daño producido por el 

ataque de la plaga de la mosca ininadora sobre el cultivo de la papa se traduce en una 

pérdida en el rendimiento. En el Valle de Cañete, considerado uno de los principales 

centros de producción de papa en la Costa Central del Perú, se han reportado pérdidas 

del rendimiento entre el 40-50 % en atlos considerados rnalos (Ewell y col., 1990; 

Palacios y Raman, 199 1 )  Todos los intentos de inatar a la mosca minadora en esta zona 

son contra productivos, desde que el uso masivo de insecticidas afecta a los enemigos 

naturales de la plaga inas que a la plaga misma (Ewell y col., 1990). 

Biología de la Mosca Miiiadora 

Las moscas adultas miden 2 inm de longitud y las hembras son más grandes que 

los machos. Por medio del ovipositor las hembras dañan las hojas produciendo "puntos 



Figura 5. Pupas de la M- minadora que han caido al suelo. Las pupas son be c o i ~  
marrón a púrpura y miden cerca de 3 mm de longitud. 

Figura 6. Las larvas consumen el parénquima de las hojas de la papa produciendo 
minas que se observan a simple vista. Estas minas se convierten rápidamente en 
zonas cloróticas por ausencia de tejido fotosintetizador. Posteriormente estas zonas 
adquieren necrosis. 



Figura 7. En conjunto las minas y los puntos de alimentación, ocasionados por las 
larvas y ios adultos de la mosca minadora, ocasionan estragos en las hojas de las 
plantas y la destrucción del área foliar es mayor en plantas susceptibies como 
Revoiució~. 

Figura 8. El ciclo de vida de la mosca minadora. 1, huevo (33 días); 2, larva (5-7 
días); 3, pupa (8-12 dias); y 4, adulto. 



de alimentación" (Figura 2). A través de esta herida logran alimentarse tanto ella como,,  

el macho. Para depositar su huevo, las hembras producen una herida mucho mayor en el 

envés de las hojas (Parrella, 1987) (Figura 3). Este tipo de herida representa entre el 10 y 

el 15 por ciento del total de las punteaduras halladas en las hojas de papa, observándose 

con mayor frecuencia en las hojas inferiores y en los bordes de los cultivos (Morales y 

col., 1994). El huevo de L. hzlidobrensis es de  aproximadamente 0,29 x 0,16 mm 

(Lizarraga, 1990) y generan larvas que pasan por tres estadios llegando a medir hasta 3 

min de longitud (Figura 4). En tercer el estadio las larvas dejan de alimentarse y 

proceden a salir a la superficie de la hoja para empupar. La pupa mide aproximadamente 

2,l x 0,9 mm (Lizarraga, 1990) (Figura 5) .  Estas pupas pueden quedar pegadas a las 

hojas o caer al suelo. En unos pocos días emergen los nuevos adultos. 

El estado larval de la mosca ininadora es el estado más dañino para la planta. 

Después de eclosionar del huevo, las larvas penetran en las hojas y empiezan a 

alimentarse del mesófilo produciendo galerías o minas (no hay daño de la epidermis), 

formando las características minas serpenteantes que se ven a simple vista sobre las hojas 

(Figura 6). Las minas aumentan de calibre conforme la larva crece y se desarrolla. La 

destrucción del área foliar se completa con el necrosamiento de los sitios dañados 

(Figura 1 y 7). 

El ciclo de huevo a adulto (Figura 8) varía principalmente con la fuente de 

alimentación y con la temperatura (Parrella, 1987; Lizarraga, 1990). Va desde 14 días en 

verano (20°C) hasta 40 días en invierno (14°C). En la planta el daño empieza en las 

primeras hojas (cerca del suelo) y avanza hacia las últimas conforme la población 

aumenta. Una hembra puede depositar en promedio 149 huevos (Lizarraga, 1990). 

Aparte del proceso mismo estresante de la herida en las hojas producido por la 

mosca minadora, y de su capacidad potencial de trasmitir virus, la viabilidad de la planta 



afectada puede verse mas coinprornetida por las heridas producidas; ya que esto es 
. . 

considerado una puerta abielta para el ingreso de bacterias y hongos, que destruirían en 1 

poco tiempo la vida de la plznta (Salvo y col., 1995). 

2.3 Clones de papil resistentes a la mosca minadora 

Dentro de las labores de investigación para desarrollar métodos alternativos de 

control de la mosca ininadora destacan la identificación de plantas resistentes (Palacios y 

col., 1991; Tenorio y col. (a), 1995), un proceso que el Centro Internacional de la Papa 

(CIP) desarrolla desde 1979 El LISO de variedades de papa resistentes a insectos es un 

componente indispensable dentro de la estrategia del Manejo Integrado de Plagas (MIP) 

(Cisneros, 1992). A partir de unas poblaciones de papa denominados LM86B y LM87B, 

provenientes de líneas parentales del programa de desarrollo de Semilla Sexual de la 

Papa (SSP), el CIP identificó algunos materiales (clones) avanzados con buenos niveles 

de resistencia y con buenas características a;ronóinicas (Golrnirzaie y col., 1992; 

Palacios y col., 1993), entre las cuales destacaron los clones 282LM87B, 220LM873, 

136LM86B y 662LWlSbB. Mediante pruebas en invernadero se determinó un mecanismo 

de resistencia de tipo antibiosis (Tenorio y col. (a), 1995) cuando se comparó con 

Revolución, una variedad comercial de papa susceptible al ataque de la mosca minadora. 

Por su excelente 1-ei-idiiniento y resistencia a la mosca minadora, además de la 

resistencia mediana a la rancha y a los virus PVX y PLRV (Tenorio y col. (b), 1995), el 

clon 282LM87B fue liberado recientemente como una nueva variedad comercial de papa 

denominada María Tai-iibelia-rNlA, y lanzado en forma conjunta por el Centro de 

Investigación Educativa y de Desarrollo (CTED), el Centro Internacional de la Papa 



( C P )  y los agricultores del Valle Tambo, Arequipa, Perú (Martínez, 1996; Anónimo,. 

1998). 

Ninguno de estos clones rnencionados han sido estudiados para indagar sobre las 

bases de su "resistencia". 

Factores químicos de defensa de las plantas. 

Dado su inmovilidad por la adherencia a su substrato (suelo), las plantas han 

diseñado complejas estrategias para defenderse de sus agresores mediante mecanismos 

hasta ahora poco coinprendidos. En términos generales, puede decirse que las plantas 

emplean sustancias q~iíinicas para defenderse. En algunas plantas, estas sustancias, 

simples o inuy elaboradas, pueden representar hasta el 10% de su materia seca 

(Chrispeels, 1994). 

Entre los compuestos quitnicos diseñados para la defensa unos se encuentran en 

forma co~istitutiva en los tejidos, como por ejemplo los glucósidos de cianógeno, 

terpenoides, alcaloides, y sustancias fenólicas; y, otros sólo aparecen después de que un 

estimulo primario se halla prodcicido, conocidos corno productos de inducción 

(Chrispeels y col., 1994). 

Se han observado que el nivel y la rapidez con que pueden presentarse los 

productos inducidos en las plantas, debido a factores bioticos, parecen marcar una 

diferencia característica en la resistencia de las rnisrnas (Bowles, 1990). Es decir, cuando 

se comparan cultivai-es resistentes y susceptibles, se observa en las primeras la 

acumulación rápida de diferentes moléculas relacionadas con la defensa como las 

fitoalexinas y diferentes proteínas (Bowles, 1990; Vierling y col. 1992). Las fitoalexinas 



son compuestos de bajo peso inolecular, químicamente muy diversos, y que difieren de 

acuerdo a la clasificación sistemática de las plantas. Entre las proteínas de defensa 

inducibles se incluyen a los inhibidores de proteasas, proteínas PR ("Pathogenesis- 

, Reiated"), tioninas y lectinas (glicoproteínas) (Bowles, 1990; Dixon y Harrison, 1994; 

Bohlmann, 1994; Lyon y col., 1995; Smirnoff, 1998). 

La aparición de un producto inducido necesita de un estímulo previo, que puede 

ser un segundo organismo (factor biotico) o alguna otra forma de estrés (factor 

abiotico). Sin embargo, entre las modalidades de daño que sufren las plantas en su medio 

ambiente el estrés por la herida es el más común y es causado por animales e insectos 

herbívoros. La señal por la herida desencadena en la planta la activación orquestada de 

sus genes, no solo para la defensa de la planta sino también para la receneración del 

tejido dañado (Sanchez-Serrano ycol.; 1993). Se ha observado en plantas de tomate y de 

papa que el daño por la herida induce, dentro de horas, la acuinulación de una serie de 

proteínas colectivainei-ite denominadas Proteínas de Respuesta Sistétnica a la Herida 

(PRSHs) (Bergey y col, 1996) varias de las cuales son considerados inarcadores 

bioquí~nicos de la hei-ida en las plantas. En el Ciiadro 1 se muestran algunas de éstas 

proteínas inducidas por- herida en el tomate. El hecho de que estas proteínas sean 

inducidas sistéinicamente, significa que se expresan en el lugar del daño y, poco después, 

en otro lugar de la planta lejos del daño. Se ha propuesto que en Solanaceas esta 

inducción sistémica es regulado por un oligopéptido de 18 aminoácidos denominado 

Sistemina (Ryan, 1998, Schaller, 1999) (Figura 9) 

Dentro de las proteínas PRSHs, la inducción de los inhibidores de proteasas han 

sido estudiados más profiindainente (Ryan, 1990). Así, se ha propuesto que, en la ruta de 

señalización para producir a los inhibidores de proteasas, la herida activa una fosfoliposis 

especifica en la membrana plasinatica, que libera al citosol los ácidos linoleico y 

12 



Figura 9. El daño mecánico en las células vegetales puede generar cambios en el 
potencial de la membrana plasmática, creando señales eléctricas que pueden 
propagarse por toda la planta induciendo Pin2 (un inhibidor de proteasa) mediante la 
biosíntesis de ácido jasmónico (JA). Las señales eléctricas y la herida misma pueden 
a su vez conducir a la síntesis de sistemina, (inicialmente como prosistemina) para 
transmitir la señal sistémica por toda la planta y generar los mismos compuestos en 
esos lugares. (Tomado de Peña-Cortez y col. 7995). 

Figura 10. Modelo propuesto que señala la ruta que conduce a la expresión de genes 
inducibles de inhibidores de proteasas en hojas de tomate. (Tomado de Farmer y 
Ryan, 1992). 



linolénico, poniendo en marcha la ruta del ácido jasmónico que ha de conducir a la - - 

activación y síntesis de dichos inhibidores (Farmer y Ryan, 1992) (Figura 10). 

Como fue recalcado anteriormente, la acción severa de los adultos y de las larvas 

de la mosca rninadora sobre las hojas de la papa es un estrés muy agresivo porque 

producen en las hojas de las plantas innumerables heridas internas y externas. Es esta 

característica que fue hecho hincapié en este estudio. 

Agrupación de genes de defensa de  las plantas activados po r  la herida 

La señal por la herida produce en ia planta la inducción de un grupo de genes de 1 
1 

defensa aún no identificados totalmente De los estudiados, lo podemos 

CUADRO l. Proteínas de hojas de plantas de tomate que son inducidos sistémicamente 
por el daiio (herida) y por Sisteinina (Toinado de Ryan y col., 1998). i 

P R O T E N A S  DE DEFENSA COMPONENTES DE LA VZA DE SENALES 

Inhibidor 1 
Inhibidor II 
Cistatiria 
Inliibidor de  pi.oteasa Aspai-tica 
Polifenol oxidnsn 

Sistemin 
Calmodulina 
Lipooxigennsa 
Alieno oxido sintasa 

PROTEINASAS OTRAS FUNCIONES DESCONOCIDAS 

Leucina aminopeptidasa 
Carboxipeptidasa 
Proteinasa Aspartica 

poligalacturoiiasa 
Ubiquitiria 
Proteí11i1 semejante n 

Ubiquitina 

Subunidad a catalitica d e  poli- 
galacturonasa 

Subunidad P 

Treonina deaminasa 
Nucleótido difosfato kinasa 
Proteína ligada a Acil-COA 



dividir por grupos funcionales (Baron y Zambrisky, 1995): 

1. Los genes que codifican a las enzirnas del metabolismo de los fenilpropanoides como 

la fenil amonio-liasa, chalcon sintasa, y chalcon isomerasa. Estos son considerados 

marcadores clásicos de la respuesta a la herida y de la defensa en las plantas. Los 

productos que catalizan tienen efectos antimicrobiales directos y también ayudan a 

reforzar la pared celular para cerrar la herida al promover la síntesis de lignina (Shaw 

y col., 1990). 

2. Los genes que sintetizan Glicoproteínas ricas en hidroxiprolina (GPRHs) y 

peroxidasas. Estos son esenciales para promover el refuerzo de la pared celular 

(Showalter, 1993, McQueen-Mason, 1995). 

j ,  Los genes que sintetizan quitinasas, pectinasas y í3-1,:-glucanasas. Estas enzimas 

hidrolíticas promueven la degradación de la pared celular, y con ello, incrernentan el 

estímulo de más defensas por-que se liberan oli~ogalacturónidos, que son potentes 

activadores de inhibidores de proteasas en plantas (Jacinto y col., 1993). 

4. Los cenes que prodiicen enzirnas con actividad lipooxigenasa. La actividad de éstas 

enziinas se relacionan con la producción de ácido jasinónico, una hormona que 

también activa la síntesis de proteínas de inhibidores de proteasas (Farmer y col., 

1992; Be11 y col., 1995; Gardner, 1995). 

Inliibidores de Proteiis¿is 

El tubérculo de papa contiene una de las mayores cantidades de polipéptidos y 

proteínas de inhibidores de proteasas' (Pearce y coi 1982). Estos bioelementos 
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representan entre el 5-10 % de las proteínas totales (Ryan, 1980). En la variedad 

comercial de papa Russet Burbank representan alrededor del 7 % de las proteínas 

solubles del tubérculo (Graham y col., 1985). 

Se ha demostrado que los inhibidores de proteasas son inducidos por el daño 

mecánico provocado por el ataque de insectos y de animales herbívoros (Davies, 1987; 

Peña-Cortez y col., 1988; Ryan, 1990; Sanchez-Serrano y col. 1993), y también por 

algunos compuestos orgánicos como los derivados solubles de quitina y quitosan, y de 

extractos solubles de hongos (Walker-Simmons y col., 1984; Dalkin, 1989; Ryan y col., 

19911, oligogalacturónidos derivados de la pared celular de células vegetales (Bishop y 

col., 1981; Reymond y col., l995), ácido jasmónico (Farmer y col., 1992), etileno 

(Chang y Shoken, 1999) y Sictemina (Ryan y Pearce, 1998). El hecho de incrernentarse 

notablemente, después de una inducción, en las partes dafiadas y luego en otras partes de 

la planta conllevó al conocimiento ceneralizado de una "inmunología sistémica" no 

conocida antes en las plantas (Peña-Cortez y col., 1988; Dalkin y col., 1989), y de la 

importancia de estos inhibidores como componentes de defensa contra insectos 

(Broadway y col., 1986). 

En las hojas la cantidad de estos inhibidores es del 1-2 % del total de proteínas 

solubIes (Ryan, 1980). Las más conocidas y estudiadas son las familias de inhibidores 

denominados Tipo I y Tipo TI, presentes en tomate y en papa (Cuadro 1); ambos son 

inhibidores del gmpo de las serina-proteinasas. Actualmente se ha caracterizado una 

nueva familia de inhibidores denominados proteínas de 22 kDa (Suh y col., 1991). 

" ~ e  acuerdo a la riorneiiclatiira dcscrita por Barret (1 986), el téririiiio proteoso incluye a eiidopeptidasas 
y esopeptidasas. mientras qtie el teriiiiiio proter17nsn es iisado para describir eridopeptidasas. En este 
trabajo se iiiencioiia sólo el tériiiiiio proteasa para facilitar el concepto, teniendo eii consideración que es 
recoiilendado iisar el ténniiio proteiiiasa eii Iiidrólisis donde participan enziinas coino tripsina o de 
e~iziinas coi1 actividad seirie.jaaiit a ella. 



La interacción enzima-inhibidor de éstas moléculas ordinariamente exhibe valores' 

de constante de disociación (Kd) de 10-'-10-~ M y, por tanto, representan compuestos 

muy efectivos que inhiben a las proteínas que ellos ligan. A partir de diferentes estudios 

que han medido los niveles de inhibidores de proteasas en el tejido vegetal en plantas 

resistentes a insectos y de experimentos con dietas artificiales para insectos en el que se 

han incluído inhibidores naturales, se ha argumentado una correlación de la resistencia de 

las plantas y la muerte de los insectos con la presencia de los inhibidores de proteasas 

(Gatehause y col., 1979; Broadway y col., 1986; Ryan, 1990). 

Se ha propuesto que el inecanismo de acción de éstas proteínas inhibidores de 

proteasas sobre los insectos se inicia en el intestino, con el disparo de un sistema de 

retroalimentación que provoca la hipersecresión de enziinas digestivas y la disminución 

consecuente del apetito, pr-od~iciendose en el tiempo una pérdida de aminoácidos 

esenciales que pueden llevar finalinente a una deficiencia proteica (Broadway, 1986). 

Por- su perspectiva en la protección de plantas, varios genes de inhibidores de 

proteasas de diferentes orgariisinos han sido aislados e insertados genéticamente en 

algunos cultivares iinpoi-tantes (Johonsoti y col., 1989; Wolfson y col., 1995; Duan y 

col., 1996). 

Correlación de las proteínas coi1 la resistencia de las plantas al estrés biotico 

Después de la indiicción o sena1 por algún tipo de estrés biotico o abiotico, la 

planta responde activando sus genes de defensa en lo que constituye su "sistema de 

alarma". Se intuye que en este sistema han de participar una red compleja de eventos 

moleculares sincronizados para dar origen a los productos liberados (Reymond y col., 



2000; Schenk y col., 2000). En estos eventos necesariamente participan proteínas, puesto- . 

que son las moléculas que acometen la mayoría de las funciones celulares. Por ejemplo, 

las enzimas que corresponden a las vías del ácido shikímico, fenilalanina y tirosina son 

usadas en común por muchas plantas para producir fitoalexinas que contrarrestan el 

ataque de insectos y de patógenos (Ananthakrishnan, 1996). De acuerdo al carácter 

genético, sin embargo, algunas de estas enzimas han sido correlacionadas con un 

determinado tipo de resistencia. Es decir, se han observado altos niveles de fenilalanina 

amonio-liasa como respuesta al ataque de virus (Duchesne, 1977), peroxidasa y 

superóxido dismutasa, y quitinasa (Broglie, 1991) frente a hongos y bacterias; proteínas 

PR (Linthorst, 1991) frente a hongos, bacterias, virus y viroides; polifenol oxidasa 

(Bouthyette, 1987; Besgey y col., 1996) e inhibidores de proteinasas (Ryan, 1990) frente 

al ataque de insectos. 

Debido a esta correlación algunas de estas proteínas han recibido atención en el 

estudio de algunos cultivares con el fin de desarrollar marcadores bioquímicos de 

resistencia y su posterior uso en el mejoramiento genético. Dentro de Solanaceas, por 

ejemplo, se ha considerado que la fosfatasa ácida es un marcador bioquiinico para la 

resistencia del tomate al neniátodo MeIoj1Jogyi7e ,;CII)CIIIICO. (ivledina-Filho, 1980); en 

plantas de papa con tricoinas, se dice altos niveles de polifenol oxidasa presente en los 

tricoina4 es favorable para seleccionar plantas resistentes al gorgojo del Colorado (Ave, y 

col., 1986; Raman y col, 1994). 



IIT. 3/letodología de Trabajo 

Por lo expuesto en la revisión de literatura se dedujo: 

1. Que las plantas tienen que recibir un estímulo adecuado para desencadenar sus 

componentes de defensa. 

2. Con el estímulo se activa el sistema de alarma en las plantas, dentro de los cuales las 

proteínas son el fiel reflejo de la regiilación celular de la defensa porque participan en 

todas las vías metabólicas. 

3. Dentro de los estiinulos conocidos para activar los genes de defensa, el estrés de la 

herida es uno de lo que más se han analizado. La herida se produce en forina común 

entre las plantas poi- causa de los insectos y de los animales herbívoros. 

4. En plantas de tomate y de papa la herida conduce a una rápida acumulación de un 

núinero de proteinas relacionadas con la defensa, colectivamente denominadas 

PRSHs (proteinas de 1-espiiesta sistéinica a la herida). De ellas, un elemento de 

resistencia directo conti-a insectos son las proteinas de inhibidores de proteasas. Sin 

embargo, en la ac~iinulación de estas PRSHs es importante la participación de las 

enzimas proteolíticas como r-egiiladores en los procesos intermediarios. 

Por lo tanto, se determinó analizar los niveles de proteínas en las plantas inducidas por el 

daño causados por el ataque de la inosca ininadora sobre las hojas de las plantas entre los 

clones resistentes y Revoliición (clon susceptible). 



IV. Materiales y Métodos 

Materiales químicos 

1. Trizma Base (Tris-hidroxiinetil-aminometano), grado electroforesis; Glicina; N,N- 

Metilen-bisacrilamida (cristalino), N,N,N1,N'-Tetrarnetiletildiamina (TEMED), grado 

electroforesis; Tritón X- 100; Gelatina tipo A, grado electroforesis, L3-mercaptoetanol, 

Azul de bromofenol, Tripsína, Quiinotripsína, N(a)-p-tosil-1-arginina metil éster 

(TAMIZ), fueron de Sigrna Chernical Co. USA. 

2. Acrilainida grado reactivo; Lauril sulfato de sodio (SDS); Fosfato de sodio 

monobásico; Metabisultito de sodio y 87 % Glicerol fueron de Fisher Scientific 

Company, USA. 

J .  Fosfato de sodio dibásico anhidro fue de EME Science, Alemania y Serva Blau R 

(Coomassie Brilliant Blue R-250) fue de Serva, Feindiochemica Heidelberg. 

4. Persulfato de amonio grado pureza y Reactivo de Bradford fueron de Bio-Rad. 

5. Mezcla de proteínas estándares de bajo peso molecular fueron de Pharmacia. 

6. Acetona, Metanol, ácido tricloroacético (TCA), Etarrol, Cloroformo, Sulfato de 

amonio; HCI; NaCI; pastillas de NaOH y MgC12 fueron de Merck, Darmstadt, 

Alemania. 

Otros reactivos usados fiieron de grado de pureza para el análisis bioquímico. 



Materiales Biológicos 

4.2.1 Clones de Papa 

Se usaron como materiales resistentes los clones 282LM87B, 220LM87B, 

136LM86B y 662Lb186B, y corno material susceptible la variedad Revolución; todos 

fueron proveídos por el Departamento de Recursos Genéticos del Centro Internacional 

de la Papa. 

4.2.2 Larvas y adultos de la n~osca minadora 

Para obtener larvas de tercer estadio y adultos de mosca ininadora se 

recolectaron del campo hojas de lechuga infestadas. Las larvas fueron extraídas el mismo 

día de la recolección colocándose cada hoja de lechuga frente a una fuente de luz y, 

luego, extrayendo las larvas al trasluz con ayuda de una lente de aumento (Luxo 

Magnifier, Port Chester N Y ) Las larvas fueron extraídas con un estilete después de 

romper el te-jido vegetal con el inisino y se guardaron en tubos de centrífuga (eppendorf) 

de 1,5 m1 de capacidad a -20°C 

Para obtener adiiltos de la inosca ininadora, las hojas de lechuga infestadas fueron 

colocadas entre papeles de toalla y guardadas en un recipiente de plástico en un lugar 

fresco. Después de 2 días se obtuvieron pupas que fueron colectadas con un pincel y 

colocadas en placas Petri eii iin total de 50 pupas, que se mantuvieron en un lugar fresco 

con algodón humedecido hasta la emergencia de los adultos que fue entre 4 y 5 días. 

D;tíios de las P1:iiit:is de Pnpn y Colección de las Hojas 

Se seinbraron 10 tubérculos de papa de cada clan en macetas de plástico de 8" x 

200 mm3 con arena, tierra y musgo en una proporcion de 1 : 1 :2, respectivamente. Las 

plantas fueron mantenidas en condiciones de invernadero entre los meses de Abril y 

Julio, con un rango de telnperatura de 16-22 "C (mínimo) en un lapso de 20 y 80 días 

(Cuadro 2). Para producir el daño en algunas de estas plantas se utilizaron dos 

mecanismos que se indican a continuación. 



4.3.1 Daño por la mosca 

Las plantas de papa de 20 días fiieron colocadas en jaulas de 1 x 0,7 x 1 m., e 

infestadas con adultos de inosca ininadora por 24 horas, al cabo de este tiempo se 

recolectaron las hojas. Se utilizaron 50 adultos de mosca minadora emergidos 

recientemente en las placas Petri. Esto se denominó daño por mosca. 

4.3.2 Dalio artificial 

Se utilizaron plantas de diferentes edades (20, 40, 60 y 80 días) cuyas hojas 

fueron heridas artificialmente con u n  estilete. Se hirieron 3 o 4 hojas por planta 

cubriendo los niveles 

CUADRO 2. Siembra de tubérculos de papa en invernadero de clones resistentes y 
susceptibles a la mosca ininadora. 

CUADRO 3. Cada una de las seis plantas de cada clon son heridas (h) en sus hojas en el 
tiempo O, y colectadas (c) después de 24 horas ó 48 horas. "E" días corresponde a 
plantas de 20, 40, 60 ó 80 días de edad. Las plantas dañadas serán comparadas con 
plantas no dañadas 

Fecha de Sieinbra 

l ~ i e m ~ o d e  colección / Plantas de E días 

1 (horas) 

Fechade colección 
(de hojas) 

Días transcurridos 
(edad) 



superior, medio e inferior del follaje, utilizando por cada clon seis planta de tamaño v 

vigorisidad uniforme (Cuadro 3). Se recolectaron las hojas después de 24 o 48 horas. 

Coino control se evaluó hojas de plantas de papa sembradas en campo (CIP, Huancayo) 

de 20 días de edad, libres de daño de mosca ininadora. Las hojas recolectadas fueron 

mantenidas por 24 horas en lugar fresco antes de su congelamiento. 

En todos los casos, las l-iojas recolectadas fueron colocadas en bolsas de papel 

krepe de 6 x 10 cm y, luego, sumergidos en nitrógeno líquido en el tiempo establecido. 

Las hojas fijadas se guardaron a -20 "C en bolsas de plástico de 30 x 60 cm hasta los 

siguientes tratamientos. 

Extraccióii de Pi-oteíi1;i.s 

Se prepararon extractos de hojas de papa y larvas de inosca ininadora realizando 

todo el procedimiento en bano de hielo. 

,.?.l. Proteí~ias de las iiojas de IIapii 

Las hojas guardadas a -20°C: fiiel-on pesadas y molidas con nitrógeno líquido en 

un mortero, luego se añadiií 7 inl de buffer fosfato (25 mM de Fosfato de sodio, pH 5.0, 

conten&do 5% de glicerol, 10 inM de metabisulfito de sodio, y 2 mM P- 
mercaptoetanol) por gramo de peso fresco. 

. El hoinocenizado fiie filtrado a través de 4 capas de gasa y el material retenido fue 

exprimido para obtener- el ináxiino de líquido. 

. Los extractos fiieron centrifiigados a 20.000 x g por 30 minutos a 4°C (Varifuge RF, 

Heraeus). 

I. El sobrenadante fue tratado coi1 acetona fría (-20°C) para precipitar a las proteínas, 

en una proporción de 1 : 1 (vlv). 

4. Después de una agitación la mezcla fiie mantenida en reposo a -30°C por 20 minutos. 

5 .  Las proteínas precipitadas fiieron separadas por centri-fugación (20.000 x g a 4°C por 

20 minutos) y secadas bajo presión reducida (Speed Vac). Estas proteínas 



precipitadas heron almacenadas a -20°C y utiiizados - en los ensa --.= -- u 
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en un eppendorf y hornogenizadas con 250 ul de buffer =- tr -__- - , - +--. - -- .WF? 
émbolo de plástico y un rotor Coie Parmer. El homogeniiado fúece - - -- -- S - -- 
rpm por dos minutos y el sobrenadante fue utilizado inmediatamente e@I 

4.5 Ensayos Enzimhticos . 

4.5.1 Actividad Proteolítici~. 

Se realizó el ensayo de actividad proteolítica de proteínas de hojas de  papati v 
(proteínas totales extraídas con a c e t o n a 4 . 4 .  ]).a partir de KGjas de pap$según el 9 

método de Fry y col. ( 1  994). En tres eppendorf de 1.5 m1 de se mezclaron 0,25 ml d 

gelatina al 1% (diluído en 0,05 M de Ti-is-C1, pH 8.0) y 0,25 inl de muestras de hojas di 

papa (60mg de peso seco diluido en 25 inM de buffer fosfato, pH 5,O). La mezcia fbe 
-a 

incubada a diferentes tiempos por 3, 4 o 5 horas a 30 "C. Se detuvo la reacción S 

adicionando O 75 m1 de TCA al 20% con rápida agitación. Después de un reposo de I f  - 
minutos a temperatura ambiente, la mezcla fue centrifugada a 10.000 rpm por 5 minuta 

y con el sobrendante se repitió el misino proceso. El sobrenadante final h e  leído 

nin. Una unidad de actividad proteolítica (U) se definió corno el incremento de la 

absorbancia de 0,O 1 a 280 nrn. 

Como blanco del ensayo enziinático se incubó por separado la gelatina y los 3 - 
extractos a los tiempos indicados (3, 4 y 5 horas para cada uno). Luego se mezclaron y 

se fijaron inmediatamente con TCA al 20% y se leyeron a 280 nm. 

Se empleó el misino sistema para los ensayos de actividad proteolítica de tripsina 

y quimotripsina (concentración final de 4 pdinl) diluyendo las enzimas en agua destilada 



4.5.2 Inhibición de la :ictivid;id proteolítica. 

4.5.2.1 Con Gelatina 

Fue realizado se& Fry y col. (1994) mediante el ensayo descrito anteriormente 

utilizando como fuente de proteasas el sobrenadante soluble del homogenizado de larvas 

de tercer estadio descrito en el punto 4.4.2 . Estas muestras de proteasas fueron 

preincubadas con proteínas extraídas de hojas de papa (4.4.1) durante 15 minutos a 

temperatura ambiente antes del ensayo en una proporción 1: 1 (vlv). 

Como control de inhibición se usó 150 ul de tripsina (10 ug'inl) por cada 250 u1 

de la proteína obtenida de liojas (60 ing de peso seco). + 

4.5.2.2 Con TAME (Na-1)-tosyl-L-argi~ii~~e niethyl ester) 

Fiie realizado mediante una técnica descrita en el Manual de Worthington (1988) 

y ensayado con los clones 282LM87B y Revolución. En este caso, las proteínas de hojas 

de papa diluidas en buffer tiisfato (3 inglinl, p/v) fueron preincubados con tripsina (15 

~ig/inl, diluido en 0.00 1 N de HCI) a teinperat~ira ainbiente por 20 ininutos. 

En el ensayo, se inezclaron 0,05 inl de buffer fosfato (25 inM, pH 5,0), 2,6 m1 de 

bufTer tris (46inM, pH S, 1 que contiene 1 1,5 inM de CaC12) y O,3 inl de 0,01 M de 

TAME. 

Se dejó en reposo por 3-4 rnin~itos en una cubeta de cuarzo dentro del 

espectrofotóinetro (Specti-onic) y luego se añadió rápidamente la inezcla de las muestras 

preincubadas. La lectura se llevó a cabo a 247 nin y se inidió la abscrbancia cada 20 

segundos por 5 ininutos 

Coiicen tracióri de Pro teín:is 

Se utilizó el método de Bi-adfor-f ( 1  976) usando como estándar de proteína 

albúmina de bovino (BSA). 



CUADRO 4. Soluciones para formar un gel de poliacrilamida-SDS según Laemrnli y 
col (1970). 

(30 %/0,8% , p/v) 

O % p/v persulfato de 

Nota: Se agregó isobutanol acuoso en la superficie de la solución monomérica de 
Resolución para una buena poliinerización del borde superior. 

CUADRO 5. Soluciones par-a forinar u n  Gradiente SDS-PAGE. 

Nota: La solución rnonoinérica de Concentración fue el mismo usado en el cuadro 4. 



Electroforesis eii Geles de Poliacrilarnida 

Todas las corridas electroforéticas fueron realizadas en una unidad de 

electroforesis vertical (MONIPROTEAN 11, Bio-Rad) utilizando espaciadores de 0,75 

mm de grosor. 

4.7.1. SDS-PAGE 

La electroforesis en geles de poliacrilainida con SDS (SDS-PAGE) se llevó a 

cabo de acuerdo al método esencialmente descrito por Laemmli (1970) preparando un 

gel de separación al 10% y un gel de concentración al 3% para un sistema discontínuo 

(Cuadro 4), o un gel de 5%-20% para un sistema en gradiente (Cuadro 5). Las proteínas 

de hojas de papa fue suspendida en buft'ei- fosfato (25 inM, pH 5,O) en una relación 1 : 10 

(p/v), y luego mezclada con biit'fei- muestra de electroforesis (0.125 M tris-Cl, pH 6,8, 

conteniendo 20% glicerol, 4% de SDS, 1 %  de B-mercaptoetanol y 0,002% de azúl de 

bromofenol) en una proporción de 3.1. Luego la mezcla fue hervida por 5 minutos antes 

de ser centrifugada y cargada a los geles con 40-45 ug de proteina. El buffer corrida fue 

25 rnM de Tris-CI, 192 inhll de Glicina y O, 1% de SDS, pH 8,3. La electroforesis se llevó 

a cabo a voltaje constante, 5OV al inicio por SO minutos y luego a 100 V hasta el final de 

la corrida, y a 4OC. 

Después de la corrida electrofoi-ética los geles fueron lavados con TCA al 20% 

por 5 ininutos y luego tenidos con azul de Coornassie R-250 al 0,0 1% disuelto en ácido 

acético:inetanoi:a~ua (24:21:2: 1 0). Los geles fueron desteñidos con 1netanol:ácido 

acético:agua (2: 10:2). 

4.7.2 Sistema SDS-PAGEIGelatiiia o Zimografía 

Actividad E~irioproteolítica 

Se realizó de acuerda al método descrito por Heussen y Dowdle (1980), para lo 



cual, se preparó g-eles de poliacrilinida con SDS al 8% copolimerizado con gelatina al 1%- 

(Cuadro 6). Las proteínas de hojas fueron preparadas y mezcladas con buffer muestra de 

electroforesis de la misma forma que el sistema anterior, con la diferencia de que no 

fueron hervidas. Las condiciones de corrida fueron mantenidas como en el sistema 

anterior. 

Al término de la corrida electroforética, los geles fueron tratados como sigue: 

1. Se lavaron con 25 m1 de Tritón X-100 al 25 % por dos veces de 15 y 20 minutos 

cada uno, con el fin de remover el SDS. 

2. Se lavaron con 150 inl de agua por dos veces de 15 minutos cada uno para eliminar 

el Tritón X-100. 

3. Se incubaron en un medio de actividad enziinática consistente en O, 1 M de glicina pH 

8,: por 12 horas a 37"C, o por 24 horas a temperatura ambiente. 

4. Al término de la incubacióri, fueron teñidos y desteiíidos con azul de comassie R-250 

corno se describió anteriormente (4.7.1.1). 

CUADRO 6. Soluciones para formar el gel de resolución de poliacrilamida-SDS 
copoliinerizado con gelatina (gel de zimografia). 

Nota: 1 Para una buena poliinerización en la parte superior del gel de resolución se 
cubrió con isobutanol acuoso. 
2 El gel concentrador fue el mismo del cuadro 4. 



Inliibidores de prote;~sas 

Se realizó siguiendo un inetodo descrito por Hanspal y col (1983) modificado 

para visualizar en general isoinhibidores de proteasas, basado en el método de Heussen y 

Dowdle (1980) (Cuadro 6) El proceso se siguió según lo descrito en 4.7.2.1 hasta el 

paso 2, y luego los geles fiieron incubados en un buffer de O, 1 M de glicina pH 8,3 

conteniendo tripsina en una concentración final de 14 ugíml. 

De esta forma la tripsina digiere a la gelatina y a las proteinas de las hojas 

sensibles a la degradación por tripsina contenidas en el gel, menos las proteínas de hojas 

que son resistentes, localizando de esta manera los denominados "isoinhibidores". 

Para la visualización de las bandas de isoinhibidores se siguió según 4.7.1.1. 

4.7.2.2.1Tirición del gel de ziinogi-afía para isoinliibidores con actividad de  

esterasas 

Para visualizar a las bandas de "inhibidores de proteasas", un inetodo alternativo 

de actividad esterásica fue i-ealizado según lo decrito por Shaw y col. ( 1  970). En este 

caso, después de que los geles fiieron incubados en un inedio de glicina con tripsina, 

fueron sumergidos en la siguiente inezcla: 

a. 46,s inl de agiia bidestilada. 

b. 1,5 inl de a-í3-naftilacetato (preparado a partir de 25 inl de agua bidestilada,25 

inl de acetona, 0,s g de a-naftilacetato y 0,s g de l3-naftilacetato). 

c. 5 inl de 0,5 M de Tris-C1, pH 7,1. 

d. 50 ing de Fast Blue RR.  

Los geles fijados en membranas de celofán, fueron colocados bajo un 

densitóinetro (Hoefer) que estuvo conectado a una computadora PC IBM compatible, 

desde el cual se registrai-o11 las bandas, y se analizaron con el programa GS365W.EXE 

(Hoefer Software). Las iinágenes con bandas claras en fondo obscuro fueron invertidas 



- 

1 

usando las capacidades del software, así corno el cálculo de las áreas. Por otro lado, los- . 

1 datos obtenidos en los ensayos enzimáticos fueron a partir de tres repeticiones cada uno, 1 

y linearizados cada uno mediante rectas de regresión aplicando el programa Excel 

(Windows 95) 



V. RESULTADOS 

5.1 Niveles de  Actividad proteolítica de proteínas extraídas de hojas de plantas 

dañadas por la mosca tiliiiadora. 

Utilizándose plantas de papa de 20 días de edad, dañados por mosca minadora 

(4.3.1), se midieron los niveles de actividad proteolítica según Fry y col. (1994) (4.5.1). 

Como se observa en la Tabla 1 ,  las unidades de actividad por gramo (ug-') de los clones 

resistentes varían de 16,s a 20,5, mientras que en Revolución es de 17, 5 ug". También 

se comparó estos resultados con los obtenidos con tripsina (1,8 U) mediante unidades 

relativas (U/UT) en otro inodo de medir el nivel de proteolisis de las hojas en este 

sistema de ensayo. De acuerdo a éstos resultados existen importantes márgenes de 

variación entre los clones 282LMS7B (20,s uc") y 662LM87B (20,83 ~ g - ' )  con 

respecto a Revolución (1 7,s ug-'), sugiriendo mayores niveles de proteasas activadas o 

inducidas por el daño en estos clones, pero también una menor activación de proteasas 

en el clon 220Lh4S7B. Se iitilizó tanibién quiinotripsina corno control de ensayo 

obteniéndose una inenor actividad en este sistema que fiie de 0,8. 

I~ihibicióii de la ;ictividad proteolítica de extractos de larvas y de tripsina 

por las hojas de papa de plaiitas da5adas por Ia mosca ~niiiadora. 

Las proteínas de hojas de papa de plantas dañadas por adultos de mosca 

ininadora fiieron evaluadas enziináticainente en su capacidad de inhibir la actividad 

proteolítica total de extractos de larvas de inosca ininadora (4.5.2.1). Como se observa 

en la Tabla 2, las unidades de actividad proteolítica (U) varían entre 0,05 y 0,25, siendo 

los valores iniicho menores los probados con 282LM87B (0,05), y 662LMS6B (0,12), 

con respecto a Revolcición (0,25). La actividad proteolítica promedio de los extractos de 

larvas en el sistema de ensayo fue de O,5 unidades (UL), de tal manera que, realizando 

una comparación relativa, las proteínas de 282LM87B inhiben en 90% (0,l UAJL) y 



TABLA 1. Actividad pr-oteolitica de las proteínas de hoja de acuerdo al método de Fry y 
coi. (1994) a partir de plantas daíiadas por mosca ininadora. 

Clones U O ug*"' DS UNT' 
Yo 

282LM87B 1,23 20,5 f 4,23 68,33 
662LM86B 1,25 20,83 +5,?3 83,33 
136LM86B 1,15 19,16 +4,56 63,88 
220LM87B O,99 16,5O +3,90 55,OO 
Revolución 1 ,O5 17,50 +4,60 58,33 

""U. u~iidades dc acti\.id;itl pi.oicolí[ica coiisidcrado por cl caiiibio de absorbaiicia de 0.0 1 
a 280 iirn. 
( * ' ~ i i  cada cloii se iisO cii proiiicdio 60 ing de proteíiias de liojas extraídas c o ~ i  acetoila. 
' t ) ~ ~ ,  iiiiidadcs totalcs dc ;icti\,idad de tripsiiia. El cqiiivaleiite de 1.8 iiriidades es 
coiisiderado el 100«/;l dc iicti\~id:id. 
DS. dcs\.iacióii cst;íiicl;ii~. 

TABLA 2. I~:nMb4~ib.n be tn activid~d prrrte~tltlc% de ~$r%tori de 1ams de moam 
t~inadora por efecto de itgs prmaina;; mtr~idns da hojas b&&as por imsga minadom, 
s q M  ef rnht~do cte Fvy: cal, ( I %M). 

Clones* 1 TI-ipsina / Extracto de larva de la inosca 
ininadora 

~i UIUT' U UIUL" 
282LM87B 2,; 5 1,305 0,05 0,lO 
220LM87B 7 1 

.> . .> O 1,833 0,33 0,66 
13 6LMS6B 4,50 2,500 0,20 0,40 
G62LM86B 3,20 1,707 O, 12 0,24 
Revolución 4,40 2,444 0,25 0,50 

!^'Dc cad;i cloii sc tisó 45 iiig dc pi.otcíii;is cslrriidas coi1 iicetoiia. 
"'uT. iiiiidndcs toinlcs clc iicii\,id;id pi-o(colitic;i de tripsiiia. El cqiii\.¿iieiite de 1.8 iiiiidades 
es coiisiderado ci 1001%, dc ;icii\,id¿id. 
'"UL. iiiiidadcs tot;ilcs dc ;icri\.icI;id protcolítica dc sobreiindaiitc dc ]anta de iiiosca 
iniiiadora. El cqiii\,alciiie dc 0.5 iiiiid;idcs cs coiisidcrado el 100 O/o de actividad. 



TABLA 3. Porcentaje de inhibición relativa de la actividad proteolítica de tripsina en 
- TAME utilizando proteínas de hojas del clon 282LM87B y Revolución. 

")se iisó la sigiiieiite fóriiiiila para los c8lciilos de iiiiidades totales de actividad de 
iripsina, 
~ i n g - ' = ( 5 , 5 5 ) ( 0 ~ ~ ~ ~ , ~ , ~ ,  )(ing-' tripsiila). 
(+)se iisó 12 ug de tripsiiia eii la soliicióii total. 

uing" tripsina* 
Porcentaje relativo 
de inhibición de 
tripsina 

-- 

Inhibición de la actividad proteolitica de tripsina por extractos 
solubles de hojas de papa 

I 
1 1 '-----u . , 

" 3" 2Q ,Y" ,%Q ,9Q ,$Q @ ,,yQ @ ?qQ $Q &Q 
Tiern po (seg) 

- - --- - - - - 

~ r i ~ s i n a '  

363,88 
0,OO 

Figura 11. Las muestras de hojas de papa (3 mglml de extracto total) de los clones 
282LM87B y Revolución, fueron preincubadas con tripsina (15 pglml) de acuerdo a 
métodos, y ensayados para ver el grado de actividad proteolítica total con TAME. 
Las curvas representan promedios de tres muestras cada uno. +, Curva de 
actividad proteolítica de tripsina, A curva de actividad proteolítica de tripsina mas 
282LM87B, M curva de actividad proteolítica de tripsina más Revolución. 

Tripsina más hojas 
282LM87B 

25,OO 
93,13 

Revolución 
83,:: 
77,09 



662LM86B en 76% (0,24 UIUL) la actividad proteolitica de los extractos de larvas, con. . 

respecto a Revolución que inhibe el 50% (0,5 U U ) .  

De la misma forma se realizaron ensayos con tripsina. Las unidades de actividad 

proteilítica de tripsina (UT) en este sistema í üé  de 1,8 unidades. En este caso, sin 

embargo, se observó un sinergisino proteolítico, es decir, los valores de las unidades de 

actividad son mayores a 1 (Tabla 2) después de combinarse la tripsina con las proteínas 

de hojas de papa. A pesar de ello se obtuvieron diferencias concordantes a los valores 

anteriores entre las unidades relativas (URJT). Estos señalaron mayor inhibición en los 

clones 282LM87B y de 662LM86B con respecto a Revolución. 

En  otro ensayo utilizando TAME (N-p-tosyl-L-arginine methyl ester) (4.5.2.2) 

como substrato de proteasas específico para tripsina, se midió el grado de inhibición de 

este enzima cuando se coinbinrtron con muestras de hojas de papa de dos clones: 

282LM87B y Revolución. Se enconri.ó inicialinente en promedio una actividad de 363,88 
- 1 ~inidades por miligramo (Uing ) de tripsina, el cual disminuyó al combinarse con las 

proteinas de hojas a 77% (Revol~ición) y 93% (282LM87B) respectivamente (Tabla 3 y 

Figura 11). 

9.3 Patrón de batidns de  11roteíri;is totales de 1ioj:is de papa eri geles de  

Se separaron proteinas de hojas de papa, en geles de poliacrilainida SDS-PAGE 

(4.7.1) entre plantas dañadas y no dariadas por la mosca minadora. La figura 12 muestra 

el patrón de bandas de los clones en estudio obtenidos del campo (4.3) mientras que las 

figuras 13 y 14 son de plantas ciiltivadas en invernadero, y dañados o no por adultos 

de la mosca minadora (4.3.1). En todos los clones se observó un ligero incremento de la 

intensidad de las bandas de proteínas por causa del daño. En los clones resistentes este 

cambio es mayor, pero, cuando se coinpararon el patrón de intensidad de cada una de las 

bandas de migración iguales (Rt) entre diferentes plantas de un  mismo clon, no se pudo 

obtener un cuadro simple, desde el plinto de vista de identificar bandas de proteínas 

relacionadas con la resistencia, 



P. est. 282 220 136 662 Revolución 

Figura 12. Separación de proteínas de hojas de papa en SDS-PAGE. Las 
muestras provienen de plantas cultivadas en el campo (CIP, Huancayo). P. est, 
proteínas estándares. 

Revolución 

Figura 13. Separación de proteínas de hojas de papa en SDS-PAGE Los clones 
282M87B y Revolución fueron cultivados en invernadero y sometidos al daño por 
la mosca minadora (ver métodos). Los carriles 1, 2, 5 y 6 provienen de plantas 
evaluadas antes del daño, mientras que los carriles 3, 4, 7 y 8, de plantas después 
del daño. 



s.:.:.: :::.:.:.:.:.:.:::.<;. 

Figura 14. Separación de proteínas de hojas de papa en gradiente de 
poliacrilamida SDS-PAGE (5%-20%) de muestras similares al descrito en la figura 
11. Los carriles 1, 3 ,  5, 7, y los carriles 2,4, 6 y 8, son de plantas no dañadas y 
dañadas por la mosca minadora, respectivamente. P. est, proteínas estándares. 

282 Rev 282 Rev 
-- -- 

Horas O O 48 48 

ANALISIS POR DENSITOMETRIA 

Activi- f 
dad 

Iítica 

Sentido de migración de las proteíiias e11 el gel 

Figura 15. Actividad endoproteolitca en geles de poliacrilamida (zimografía) de 
hojas de papa, entre plantas no dañadas (O horas) y dañadas (48 horas) por 
mosca minadora entre los clones 282LM87B y Revolución. A, gel de zimografía 
mostrando las áreas de endoproteolisis (zonas claras). B. Barrido de las áreas de 
endoproteolisis con densitómetro a partir de geles de zimografía comparando 
solamente plantas dañadas. Se observó que existe en promedio mayor 
endoproteolisis en el clon 282LM87B. 



como señala el segundo objetivo de este trabajo. Por ejemplo, en unas plantas se." 

observaron que algunas bandas aumentaron de intensidad después del daño, mientras que 

en otras estas misinas bandas disminuyeron. (Fisura 13 y 14). 

5.4 Actividad Endoproteolític,? mediante zimografía 

En una nueva aproximación para encontrar diferencias bioquímicas entre los 

clones de papa resistente (282LMS7B) y susceptible (Revolución) a mosca minadora por 

electroforesis, se realizaron ziinografias según Heussen y col. (1980)(4.7.2.1), para 

desarrollar actividad endoproteolítica entre plantas dañadas por la mosca minadora. 

Mediante el análisis del barrido por densitómetro de las áreas de endoproteólisis en los 

geles se encontró, soinerainente, mayor actividad proteolítica en 282LM87B con 

respecto a Revolución (Figura 15 a y b). Se calculó un área de endoproteólisis de 

aproximadamente 8% en favot- de 282LM87B. 

5.5 Inliibidores de proteases inediaiite ziinografía. 

Mediante otro ensayo de zitnografia para detectar inhibidores de proteasas 

(Hanspal y col, 1983) se encontró una banda de aproxiinadamente 105 kDa con 

diferentes intensidades entre los clones resistentes y susceptibles a la mosca minadora, 

con el cual se pudo diferenciar notableinente a los clones en estudio. Esto es apreciado 

en la figura 16 entre plantas de papa de 20 días de edad dañados artificialinente (4.3.2) 

donde se probaron, adeinás de la variedad Revolución, otros clones comerciales 

considerados susceptibles al ataque severo de la mosca minadora. 

En estos geles es también apreciado otra banda menos definida de 63 kDa. Las 

bandas de inhibidores de proteasas de la figura 16 fueron revelados mediante tincion de 

esterasas (ver métodos). Sin einbar;~, en los experimentos iniciales las bandas de 

inhibidores de proteasas fueron teiiidos con azul de cooinassie. Los geles teñidos con 

azul de coinassie no revelan bien a la banda de 63 kDa. 

En los ensayos de ziinoyrafia realizados con proteínas de plantas dañadas 

artificialmente mostraron también la presencia de las bandas de 63 y 105 kDa 

mayormente intensas en los clones resistentes con respecto a Revolución. La figura 17 es 



RESISTENTES SUSCEPTIBLES 

Figura 16. Bandas de linhíbidores de proteasas" de hojas de papa revelados cctn 
tincidn de esterasas (ver métodos). Las bandas de proteínas, estimados en 63 y 
105 kDa, muestran diferentes intensidades entre las dones resistentes y 
susceptibles. 1, 282iiM87B; 2, 662LM868; 3, 136LM86B; 4, 220LM87B; 5 y 8, 
Revotución; 6 y 7, Desire; 9 y 10, Canchán; 1 1 y 12, Yungay; t 3 y 14, Pmichoii. 

282LiM87B Revolución 

Horas: O 24 24 48 O 24 48 

Figura 17. Separación de proteínas de hojas de papa en SDS-PAGE. Los dones 
282M87B y RevoluciCIn fueron witivados en invernadero y sometidos ai daño por 
ia mosca minadora (ver métodos). Los carriles 1, 2, 5 y 6 provienen de plantas 
evaluadas antes del daiío, mientras que los carriles 3, 4, 7 y 8, de plantas 
después del daiío. 'j J 
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Figura 18. Las bandas de inhibidores de proteasas de los clones 282LM87B y 
Revolución determinados por zimografía son barridos con un densitórnetro para 
comparar las áreas de intensidad de la banda de 105 kDa. Se observó que la 
intensidad de expresión de esta banda es mayor en el clon resistente antes del 
daño de las plantas (O horas). En ambos clones la intensidad de la banda aumenta 
después del daño (48 horas), sin embargo, hay una diferencia comparable entre el 
clon resistente y el susceptible (ver 5 , 5 ) .  



el resultado de plantas dañadas artificialinente. En este %el se observa que el grado de. ' 

inducción de la banda de 105 kDa ya es evidente a las 24 horas después del daño 

artificial, mientras que en Revolución recien se detecta a las 48 horas. 

Esta diferencia en la intensidad de expresión de la banda de 105 kDa es apreciado 

en la figura 18 entre los clones 282LM87B y Revolución, y en el que dicha banda fue 

escaneada con un densitóinetro (Hoefer) a partir de geles teñidos con actividad de 

esterasa, registrándose diferentes picos entre O horas y 48 horas después del daño 

artificial. Midiendo solamente las alturas ináxiinas de los picos se encontró una relación 

de intensidad entre 282LM87B y Revolución, de 4,2: 1 respectivamente, antes del daño y 

2,14:1 después del daño. Midiendo ésta relación entre los mismos clones se calcula que 

282LM87B aumentó 1,4 veces la intensidad de sus bandas, mientras que Revolución lo 

hizo 2,8 veces. A pesar de que liay una aparente mayor inducción de la banda de 105 

kDa en Revolución, sin embargo no alcanza el nivel mostrado por 282LM87B que es en 

promedio dos veces mayor. 

5.6 Nivel de expresión de la barida de 105 kDa entre p1axitas de diferentes 

edades. 

Se midió también la intensidad de la banda de 105 ' d a  entre plantas de diferentes 

edades, dañadas artificialinente. La figura 19 muestra los resultados obtenidos con los 

cuatro clones resistentes y Revolución, en donde se observa una notable disminución en 

la intensidad de la banda conforme la planta es mayor de edad. 



Revolución 
1 2 3  4 

Figura 19. Influencia del dano de las hojas de las plantas (a las 48 horas) a travbs 
de la eqreriñi de la banda da 105 kDa entre plantas de diferentes edades 
(cuadro derecho inferior). Se observó que ésta banda, revelada por zkografia, 
fue & evidente ea el cloa 282LM87B. 



VI. DISCUSION 

Desde que la injuria o el daño provocado sobre las hojas de muchas plantas 

pueden alterar las concentraciones de sus componentes químicos por procesos de 

inducción (Sanchez-Serrano y co l ,  1993, Barker, y col, 1995; Hodge y col., 1999) en 

este trabajo se evaluó plantas de papa que fueron dañadas por adultos de mosca 

minadora y artificialmente, con la intención de medir los componentes inducidos 

(proteínas), y de esta inanera hacer una comparación de las capacidades biológicas de las 

plantas, en un intento por determinar diferencias bioquiinicas entre ellas, que puedan ser 

correlacionadas con el atributo de la "resistencia" de los clones en estudio. Los 

resultados demostraron qiie existen diferencias a nivel de la inducción de las proteínas, 

principalrnente en dos de los clones r-esistentes con respecto a Revolución. En estos 

resultados: el nivel de inducción de la actividad proteolítica, el nivel de inhibición de la 

actividad proteolítica de extr-actos de larvas de la mosca minadora, y !a presencia mayor 

de bandas de inhibidores de pr-oteasas (61 y 106 kDa) en las hojas, mostraron que los 

clones 3S2LMS7B y 662LMS7B tienen las mayores diferencias con respecto a 

Revol~ición (Tablas 1 y 3, Figiii-a 16) 

Es considerado que la herida, corno el producido por la masticación de insectos 

fitófagos o el daño inecáiiico de naturaleza abiotica, desencadena una respuesta en las 

plantas dañadas, que incliiyen la activación de cenes relacionados con la defensa y con la 

regeneración del tejido daíiado La velocidad de estas respuestas parecen estar 

correlacionadas con la resistencia (Bowles, 1990; Dixon y Harrison, 1994; Anantkrisma, 

1994). De tal manera qiie dependiendo de la calidad del "sistema de alarma", el 

encargado de producir- los coinponentes de defensa de las plantas (cualidad cenética), 

dependerá también la estabilidad de las rnisinas ante a un daño severo. En este sentido, el 

nivel en crado mayor de las actividades proteolíticas y de inhibidores de proteasas 

observados en las hojas de los clones 282LM87B y 662LM86B- después de ser 

sometidos al estrés del dafio. parecen reflejar una inejor calidad de su sistema de alarma 

con respecto a Revolución. 



La Tabla 1 y la ticura 15 muestran en general una mayor inclinación en la- - 

producción de proteasas por los clones resistentes. Cebe señalar que el nivel de 

activación de proteasas en las plantas es importante porque pueden constituir activadores 

específicos de zimógenos presentes en las células para regular la formación de diferentes 

proteínas. Por ejemplo, en los sistemas planta-patógeno, la activación de zimógenos de 

quitinasas mediadas por las proteasas es muy importante para las plantas resistentes a 

hongos (Lange y col., 1996, Giri y col., 1998). Además, las proteasas se encuentran 

involucradas en los procesos de señalización. Por ejemplo, esta actividad es reconocida 

para el procesamiento de una prohormona de sistemina cuyo componente en forma 

madura (sistemina) puede activar genes de defensa sistémicamente en cada una de las 

células de toda la planta (Ryan y Pearce, 1998). Como se conoce, la sistemina es 

activado en las plantas (pe~tenecientes a las Solanaceas) después que éstas hallan sido 

dañadas, y activa genes de defensa, entre otros, a las proteínas inhibidores de proteasas 

y, por lo inenos, a 19 proteasas (Bergey y col, 1996, Schaller, 1999). La activación de 

inhibidores de proteasas por herida esta bien documentada en un modelo propuesto por 

Farmer y Ryan (1992). Por lo tanto una pequeña variación en los niveles de acción de las 

proteasas puede revelar en términos inoleculares el grado de eficiencia de la planta para 

responder ante una agresión Recalcando, los clones 282LM87B y 662LM86B presentan 

las mejores características de ind~iccion de pi-oteasas con producción de inhibidores de 

proteasas (Tabla 1 y 2 y figiir-a 1 1 )  Cabe serialar que el clon 282LM87B ha mostrado 

resistencia a la rancha y los viri~s de papa PVX y PLRV (Tenorio, y col, 1995) 

corroborando de alguna manera el 1-esultado obtenido con la eficacia de este clon al daño 

severo de mosca minadora y de patógenos. Debido a que los inhibidores de proteasas son 

considerados factores importantes de resistencia a insectos en plantas (Broadway y col., 

986, Ryan, 1990; Dyinock y col,  1992) el nivel mayor de Inhibidores de proteasas 

encontradas en las hojas daiiadas del clon 282LM87B podría estar iniluenciando el 

comportamiento de las poblaciones de 1,. hr~~Joh~-et~.~r.s en el campo, siendo de esta 

inanera, un clon inenos vulnerable para la depredación. Trabajos realizados con restos de 

plantas previamente heridas y utilizados como alimentos de insectos se han observado 

alteraciones en el coinpoitarniento de algunos de ellos (Reynols y Sinith, 1985; 

Ber~elson y col. 1986; Hodge y col 1999) Mas allá, los inhibidores de proteasas son 

considerados compuestos naturales de los ve~etales que afectan la viabilidad de los 

insectos, una conclusión desal-rollada a partir de estudios con dietas artificiales (Burgess 



y col., 1991; Dyinock y col. 1992), con plantas naturalmente resistentes (Birk, 1976; 

Gatehouse y col., 1979; Ryan, 1990; Baker y col., 1995), y con plantas que llevan un grn 

de resistencia (piaiitas transgénicas) (Wolfson y col., 1995). 

Con la intención de encontrar diferencias específicas a nivel de inhibidores de 

proteasas entre los clones resistentes y susceptibles, se realizaron ensayos de zimografia, 

un método que permite evaluar- proteínas mediante su función. Como muestra la figura 

16, el método aplicado pudo fácilmente identificar a los clones resistentes de  los 

susceptibles a través de la banda de 105 kDa al contrario del análisis de patrones de 

bandas de proteínas totales en SDS-PAGE. El fracaso de obtener diferencias a través del 

patrón de proteínas inducidas por la herida también lo experimentó Logeman y col. 

(1988) utilizando un sistema SDS-PAGE en tubérculos de papa. Aparentemente el 

sistema SDS-PAGE es mas favorable para el análisis de genotipos que para fenotipos. 

Por el contrario, el análisis de los rasgos fenotipicos por ziinografia parece ser muy 

favorable desde que otros autor-es lograron encontrar diferencias específicas aplicando 

éstas técnicas (Forcada y col , 1996, Giri y col , 1998). 

La banda de proteína de 105 kDa, sin embargo, es desconocida por lo que se 

recomienda realizar progresos para su identificación Desde que estas bandas diferencian 

electroforéticainente a los clones de papa resistentes y susceptibles a la inosca ininadora 

es necesario, también, realizar otros estudios para evaluarlo como un marcador 

bioquimico El desarrollo de inai-cadores bioqtiíinicos de resistencia a insectos en plantas 

es de Sran importancia para los programas de inejor-ainiento genético (Tinguey, 1994). 

Cabe señalar que el revelado de las bandas de 63 y 105 kDa por medio de la actividad 

esterásica es también utilizado en la detección de otros tipos de inhibidores de proteasas 

(Hejgaad, 19s 1). 

Tomando en coii~junto los datos encontrados se postula que los clones de papa 

resistentes a la inosca ininadora, en especial los clones 282LM87B y 662LM86B 

sintetizan o activan eficazmente y en corto tiempo los niveles de sus proteasas frente al 

daño provocado por el ataque de inosca ininadora en sus hojas. De esta manera, esta 

inducción influencia teinpi-anainente la aparición de nuevos compuestos químicos de 

defensa coino los inhibidor-es de proteasas en las hojas, entre las cuales se encuentran las 

bandas de inhibidores de proteasa de 63 y 105 kDa Estos compuestos inducidos, en 

conjunto van a confrontar con mayor probabilidad el éxito de la planta al daño severo 

que ocasiona la plaga de la inosca ininadora en el campo (Figura 6) Trabajos realizados 



con plantas resistentes a herbívoros señaIan que subsecuentes inducciones de las hojas d a  - 

las plantas por el daño (coino ocurre naturalmente en los campos) incrementa aún más la 

estabilidad de la planta, observándose disminución de insectos herbívoros en sus 

alrededores (Agrawal, 1 998). 

Finalmente, los diferentes valores que se han hallado entre rodos los clones de 

papa resistentes a la mosca minadora, podrían estar reflejando mecanismos de  

resistencias distintos entre ellos, por lo cual deberían ser analizado más fehacientemente 

con otros ensayos. 

MECANISMO DE RESISTENCIA A MOSCA 
MINADORA EN LOS CLONES 282LM87B y 662LM86B 

/ ;< : ;$ ,>E3 ;z ; :F~ i3~~~s \ : * .  

ATAQUE DE 
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Figura 17. Representación del ataque de  la mosca minadora sobre las hojas de 
los clones resistentes 282LM87B y 662 LM86B en condiciones naturales, y la 
respuesta de  este último para contrarrestar el daño interpuesto.(~l símbolo p es  
para denotar la proteína localizada por zirnografía, de pesos moleculares 
estimados en 63 y 105 KDa, respectivamente. ' 



1. Existen diferencias bioq~iiinicas observadoa a través de las actividades enzimáticas e 

inhición de las actividades enziináticas entre los clones resistentes y susceptibles a la 

mosca minadora 

2. Los clones 282LMS7B y 662LiVI86B son los qiie presentan mayores diferencias de 

las actividades bioquiiriicas estiidiadas. 

3. El daño de las plantas en €orina ai-tificiai o por mosca produce en forma similar la 

inducción de isoin1iibidoi.e~ de ~iroteasas observados en ziinografia. 

4 La banda del isoiiiliibidoi de proteasa de 105 kDa, diferencia electroforéticainente a 

los c!ones resistentes de  lo\ siisceptibles 

-5 El nivel de induccihn de la banda de 105 kDa es dependiente de la edad de la planta y 

de los clones en estudio 

6. Los resultados de inhibición proteolitica obtenidos (sobretodo en los clones 

282LM87B y 663LbISúB), sugieren que constituyen importantes factores de 

resistencia en los clones estiidiados 



VIII. RECOMENDACIONES 

1. EI nivel mayor de la actividad proteolitica e inhibición de la actividad proteolitica 

encontrado en los clones 282LM87B y 662LM86B que en los clones 136LM86B y 

220LM87B, estarían señalando diferentes mecanismos de resistencia, por el cual se 

recomienda realizar otros ensayos entre estos clones como medir la actividad de 

polifeno1 oxidasa, /3-g~ucanasa, fenit ainonio-liasa, y otros (ver 2,5>. 

2. Debido a la importancia de tener a ia inano inarcadores rnolecu~ares de resistencia a 

insectos, es recomendable continuar nuevos estudios con La proteína de 105 kDa. Por 

ejemplo se pueden estudiar el comportamiento de estas bandas en progenies 

segregantes. Por otro lado, la banda de 105 kDa ofrece tarnbien otras posibil&des de 

estudios para responder a diferentes preguntas como:¿cuál es el mecanismo genktitico 

de inducción de ésta proteína',  en qué lugar se sintetiza', jqué proteína es?, jcuál es 

su relación con la resitencia a la inosca minadora?, etc., de allí que uno de los 

primeros pasos es su purificación. 
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