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Busqueda de regiones homologas a péptidos antimicrobianos en el
genoma de Solanum lycopersicum con accion frente a Ralstonia
solanacearum

RESUMEN

La marchitez bacteriana en cultivos de tomate (Solanum lycopersicum),
ocasionada por Ralstonia solanacearum, causante de grandes pérdidas en los
cultivos. Las plantas poseen un elaborado sistema inmune, no obstante, los
fitopatdgenos buscan estrategias para evadir sus mecanismos de defensa y
lograr invadirlas, causando que los agricultores realicen una alta inversion

econdmica para su control.

El objetivo de este trabajo es la busqueda de regiones homoélogas a péptidos
antimicrobianos en el genoma de Solanum lycopersicum, que presenten un
potencial efecto contra Ralstonia solanacearum. Por medio de bases de datos
de Péptidos antimicrobianos (AMP) se eligieron tres péptidos tipo Defensinas
encontrados en Spinacia oleracea (D1, D2, D5), luego se realizé un alineamiento
de la secuencia de estos con 256 genes de Solanum lycopersicum, de los cuales
tres presentaron homologia con D1, se compararon los alineamientos para hallar
las posiciones que presentaran cambios de aminoacidos. Por medio de I-
TASSER se gener6 el modelo de la estructura 3D de D1 y se graficaron siete
zonas con variaciones; las funciones de las posiciones afectadas fueron

estudiadas, considerando las propiedades de los aminoacidos y se analiz6 la
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secuencia de los péptidos homologos en APD3, los resultados revelaron que los
péptidos corresponden a AMP tipo Defensinas, coincidiendo con D1, ademas,
los amino&cidos modificados compartieron caracteristicas, por ende, se concluyo
que estas variaciones no afectarian la accién antimicrobiana de los péptidos
homologos y presentarian un alto potencial para brindar una nueva estrategia de

control contra la marchitez bacteriana.

Palabras claves: Péptidos antimicrobianos, Defensinas, marchitez bacteriana,
homologia, bioinformatica.

Estudiante: Alexandra Cortés Hernandez
Docente: Martha Lucia Posada Buitrago
Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

2019
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Busqueda de regiones homologas a péptidos antimicrobianos en el
genoma de Solanum lycopersicum con accion frente a Ralstonia
solanacearum

Search of regions homologous to antimicrobial peptides with action
against Ralstonia solanacearum in the genome of Solanum lycopersicum

ABSTRACT

This project proposes a control strategy on bacterial wilt in tomato crops
(Solanum lycopersicum), caused by Ralstonia solanacearum, and generates
large losses in crops. Plants have an elaborate immune system, however,
phytopathogens seek strategies to evade their defense mechanisms and achieve

invasion; causing farmers to make a high economic investment for their control.

The aim of this work is to search for regions homologous to antimicrobial peptides
in the genome of Solanum lycopersicum, which have a potential effect against
Ralstonia solanacearum. By means of AMP databases, three Defensin type
peptides found in Spinacia oleracea (D1, D2, D5) were chosen, followed by an
alignment of the sequence of these with 256 genes of S. lycopersicum, of which
three (ADK36631, CAB42006.1, NP_001297247.1) presented homology with D1,
the alignments were compared to find the positions presenting amino acid
changes. Using I-TASSER, the model of the 3D structure of D1 was generated
and seven zones with variations were plotted; the functions of the affected
positions were studied, considering the properties of the amino acids and the
sequence of the homologous peptides was analyzed in APD3, the results
revealed that the peptides correspond to Defensins type AMP, coinciding with
D1, in addition, the modified amino acids shared characteristics , therefore, it was
concluded that these variations would not affect the antimicrobial action of
ADK36631, CAB42006.1, NP_001297247.1 and would present a high potential

to provide a new control strategy against bacterial wilt.

Key words: antimicrobial peptides, Defensin, bacterial wilt, homology,

bioinformatics
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1. INTRODUCCION

Uno de los desafios actuales que se tienen en el campo de la agricultura es la
obtencion de cultivos resistentes a diversas enfermedades de importancia
fitopatoldégica @, por tal motivo, el presente proyecto estd enfocado en una
estrategia alternativa para el control de la marchitez bacteriana centrada en la
busqueda de regiones codificantes que presenten homologia a péptidos
antimicrobianos con accion frente a Ralstonia solanacearum en el genoma de

Solanum lycopersicum.

Solanum lycopersicum es uno de los cultivos de hortalizas con gran relevancia
en el pais, puesto que, segun el Boletin técnico nacional agropecuario arrojado
por el DANE para el afio 2016, Colombia presenté una produccion de 382.609t
de tomate en 26 departamentos del pais. La produccion para el primer y segundo

semestre del afio fue de 211,234ty 171,375t respectivamente @

Los datos anteriores demuestran que el cultivo de tomate es de gran importancia
en el pais, ademas, los datos historicos presentan al tomate como la segunda
hortaliza mas consumida en Colombia. Teniendo en cuenta dicha informacion, el
desarrollo de una infeccién en el cultivo de tomate representa una pérdida
econOmica entre diez y doce millones de pesos considerando los costos de

produccion por hectarea de este cultivo®®),

Recientemente se han presentado casos de marchitez bacteriana en el tomate,
patologia causada por Ralstonia solanacearum. Esta bacteria es
extremadamente destructiva y se ha reportado en mas de 30 paises, en casi
todos los continentes, causando pudricion parda (o marchitez bacteriana) de la
papa, marchitez bacteriana del geranio, y marchitez bacteriana del tomate y otros
hospederos®.

En Colombia se han reportado hallazgos de esta bacteria principalmente en los
municipios de Cereté, Monteria, San Bernardo y Sutamerchan en el
departamento de Cordoba. Sin embargo, las mayores pérdidas se producen en

los cultivos de platano y banano donde las pérdidas han llegado a ser del 100%©®)
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Considerando que el tomate es un hospedero susceptible, algunos estudios
planteaban mantener un buen control en los cultivos para evitar el desarrollo de
esta enfermedad®. No obstante, en los llanos del pais ha ocurrido un brote de
marchitez bacteriana, lo cual puede generar grandes pérdidas econdémicas,
teniendo en cuenta los datos de otros cultivos afectados por esta bacteria y el

mecanismo de acciéon de la misma.

La severidad de la enfermedad depende del tipo, temperatura y humedad del
suelo (lo cual influye en la humedad y en el desarrollo del microorganismo), los
hospederos susceptibles y la virulencia de las cepas. Las altas temperaturas (30-
35°C) y humedad son los principales factores asociados con la alta incidencia y

severidad de la marchitez bacteriana.(”

A la fecha no se conocen péptidos que posea el tomate contra Ralstonia, los
cuales le proveerian un mayor nivel de inmunidad y asi mismo se evitarian
pérdidas econdmicas por este fitopatégeno. Por lo tanto, la busqueda de estos
péptidos, podria aportar un avance en la agricultura puesto que realizar la
sintesis de un péptido antimicrobiano proveniente del tomate, que desarrolle un
control sobre Ralstonia solanacearum, genera la posibilidad de incrementar la
respuesta inmunoldgica de estos cultivos, ademas contribuye a la reduccion del
uso de agroquimicos generando un alimento mas saludable y disminuyendo la

contaminacion ambiental.

Se emplearon diversas bases de datos y herramientas bioinforméticas para la
realizacion de este estudio, dando como resultado la lineacion de tres secuencias
homologas a péptidos antimicrobianos tipo Defensinas, que presentan un alto
potencial para generar nueva estrategia de control frente a Ralstonia

solanacearum, que sustituiria los agroquimicos convencionales.
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2. OBJETIVOS.

2.1.General

e Buscar regiones homadlogas a péptidos antimicrobianos en el genoma de
Solanum lycopersicum que sean potenciales generadores de una
respuesta inmunolégica eficaz ante Ralstonia solanacearum.

2.2. Especificos

e Buscar péptidos antimicrobianos que sean efectores de una respuesta
inmunologica ante Ralstonia solanacearum en las bases de datos
bioldgicos y bibliograficos.

e Analizar regiones codificantes de Solanum lycopersicum de potenciales

péptidos antimicrobianos con accidén ante Ralstonia solanacearum.
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3. ANTECEDENTES

Las plantas a lo largo de su vida tienen que enfrentarse a complejas situaciones
en las que intervienen diversas caracteristicas ambientales. La exposicion a
factores bidticos y abibticos tiene un gran impacto en su metabolismo y para
minimizar los dafios causados por los mismos, las plantas han desarrollado
sofisticados mecanismos de resistencia que les permiten adaptarse y sobrevivir

a dichas condiciones adversas®).

Los términos empleados en la defensa de las plantas han sufrido cambios
significativos, pues antes de 2002 no se hablaba propiamente con términos
inmunologicos porgue no se conocian los mecanismos de defensa utilizados por
estos organismos vivos. Castro y Garcia® mencionaban que a través de la
interaccion planta-patdgeno, la evolucion ha permitido que algunos cultivares
desarrollaran proteinas de resistencia que se activan al reconocimiento del
patdgeno y de esta manera desencadenen una serie de reacciones moleculares

gue permiten generar una respuesta inmune favorable.

Es por ello que se han realizado diversos estudios que permiten mejorar la
resistencia de diversas especies de plantas, principalmente aquellas que puedan
representar pérdidas econdémicas, y algunas de las metodologias propuestas se
basan en la obtencién de péptidos antimicrobianos.

Entre los avances que se han presentado, Rojas!® realiz6 un estudio donde
utilizé un cultivo de tomate (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) proveniente
de Ecuador y Peru, en el cual se aislaron e identificaron genes que codificaban
péptidos con un uso potencial en el control biolégico de Phytophthora infestans.

Maréti et al®b), realizaron un estudio donde se dio a conocer los diversos roles
de los Péptidos antimicrobianos (AMP). Actualmente, se sabe que son
sintetizados por el ribosoma y son antibiéticos naturales, se encuentran en todas
las formas de vida y su rol principal esta en la respuesta inmune innata ya que

son muy buenos efectores.

Estudios recientes plantean el uso terapéutico de los péptidos antimicrobianos,
ya que, a diferencia de los antibiéticos que se utilizan actualmente, estos no

tienen solo una zona especifica para actuar. No obstante, como plantea Maroéti
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et al'V, es necesario evaluar si el hecho de que se genere una resistencia contra

AMP sintéticos puede afectar a los naturales.

Posteriormente, Holaskova’® et al presentaron algunas metodologias para la
expresion de péptidos antimicrobianos, entre ellas generar plantas
transplastomicas que presenten una mayor expresion funcional de los péptidos
antimicrobianos. Otra estrategia para la expresion de AMP es la acumulacién de
éstos en las semillas de granos, lo cual podria convertirlos en biofarmacos

comestibles.

Lipsky et al®® presentaron una metodologia eficaz para la observacion de los
efectos de los péptidos antimicrobianos implementados en modelos vegetales;
en su estudio lograron demostrar que la introduccion del péptido Tachyplesin a
las especies Ornithogalum dubium y O. thyrsoides ocasionaba una reduccién en
la proliferacion bacteriana, su colonizacion y los sintomas que produce la

enfermedad de la pudricion blanda.
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4. MARCO REFERENCIAL.

4.1.Inmunologia de las plantas.
Las plantas estan constantemente expuestas a multiples fitopatégenos en los
gue se incluyen virus, bacterias, hongos y oomicetos (Figura 1), los cuales son
de preocupacion en la industria agricola; ademas, las enfermedades causadas
en las plantas por estos microorganismos representan una amenaza importante

y persistente para las reservas de alimentos a nivel mundial®¥.
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Figura 1: Morfologia y division de grupos de fitopatdgenos ((15): p. 8)

La inmunidad es una caracteristica desarrollada principalmente por organismos
multicelulares, la cual busca combatir infecciones que comprometan la calidad
de vida del individuo afectado por medio de diversos mecanismos que varian de
acuerdo a la especie; en las plantas la repuesta ante una infeccién se
desencadena cuando los receptores celulares reconocen las proteinas

microbianas (efectores)6)7),

Las plantas han desarrollado diferentes mecanismos de defensa; entre ellos, las
barreras fisicas como la formacion de capas de corcho que se caracterizan por

inhibir el avance y las sustancias que libera el patdogeno e igualmente el paso de
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nutrientes a la zona afectada, por lo tanto, esta capa de células ocasiona lesiones

necroticas que posteriormente se desprenden®5),

Las capas de abscision son una estructura histolégica de defensa que se forma
sobre las hojas més jovenes, esta capa genera una abertura entre dos capas de
células foliares, lo cual separa la zona afectada por el patdgeno de la parte sana
de la hoja, luego la lamina central ubicada entre las capas de células foliares se
disuelve y ocasiona que la zona central se separe del resto de la hoja, llevandose

de esta manera el patégeno.®>):

La formacién de tilides se presenta en los vasos xilematicos, Agrios explica que
son un crecimiento excesivo del protoplasto de las células parenquimatosas
adyacentes, por lo cual se genera una obstruccion en la zona, evitando el paso
del patégeno, por otro lado, los depdsitos de sustancias gomosas son producidos
en las areas lesionadas de las plantas infectadas, dando lugar a una barrera

impenetrable para el patdgeno, el cual queda aislado y privado de nutrientes(1®-

Igualmente, las plantas poseen defensas bioquimicas que pueden ser
preexistentes, estas se pueden equiparar a la primera linea de defensa de los
humanos, es decir, las barreras fisicas como piel y mucosas; en el caso de las
plantas, estas barreras fisicas estan determinadas por la cera que se encuentra
sobre sus hojas, el grosor de la cuticula, la forma de sus estomas y la estructura

de su pared celular®®

Dentro de las defensas bioquimicas que son inducidas por patégenos se
encuentra la sintesis de metabolitos secundarios como lo son fenoles, derivados
sustituidos con oxigeno, terpenoides, quininas, taninos, y péptidos

antimicrobianos®:

Las plantas solo poseen inmunidad innata y se han caracterizado dos ramas
claves en su sistema inmune; la primera, conformada por la inmunidad disparada
por el reconocimiento de los patrones moleculares asociados a patdégenos
(PAMP, del inglés Pathogen-Associated Molecular Pattern) y susceptibilidad
desencadena por efectores (ETS, del inglés Effector Triggered Susceptibility), y
la segunda, inmunidad desencadenada por efectores (ETI, del inglés Effector

Triggered Immunity)@4).
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La inmunidad desencadena por PAMP (PTI, del inglés Pattern-Triggered
Immunity) se caracteriza por presentar una interaccion con los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR); ademas, es considerado el responsable de
la resistencia no especifica del huésped. Cuando los patégenos logran suprimir
esta primera barrera la planta activa lo que se conoce como ETS, que en pocas
palabras se puede considerar una respuesta de hipersensibilidad por parte de la
planta®.

4.1.1. Receptores y respuesta inmunoldgica.
A través de la interaccion planta-patégeno, la evolucion ha permitido que algunos
cultivares desarrollaran proteinas de resistencia que se activan al recono-
cimiento del patégeno y, de esta manera, desencadenan una serie de reacciones

moleculares que permiten generar una respuesta inmune favorable®(8).

Las interacciones planta-patdégeno involucran dos procesos de comunicacion,
las plantas pueden reconocer e inducir estrategias de defensas contra
patbgenos, mientras estos pueden amenazar las funciones fisiolégicas y

contraatacar los mecanismos de defensa de las plantas4.

Es importante resaltar que la respuesta inmune de las plantas involucra
reacciones especificas dependiendo de las caracteristicas del patdégeno, (i) los
virus se introducen directamente por dafio mecénico o inducidos por un vector
en el citosol de la célula donde liberan su genoma, proteinas estructurales y
lipidos (en el caso de ser virus envueltos); (ii) las biomoléculas de las bacterias
relacionadas a su virulencia son expulsadas por los sistemas de secrecion tipo
ILIILIV para interactuar con las células de la planta hospedera; (iii) patdbgenos
filamentosos (Eumycota hongos verdaderos y Oomycetes crecimiento similar al
de los hongos, también conocidos como water molds) liberan una serie de
biomoléculas en el apoplasto de la planta y su citosol. En oposicion a la primera
barrera de las plantas, los patégenos filamentosos secretan enzimas que
degradan la pared celular (CWDE), y las plantas en respuesta al dafio en su
pared celular, fortalecen/reprograman la pared celular secretando inhibidores de
CDWE®4

La invasibn de la mayoria de fitopatdgenos es percibida por proteinas

transmembranales llamadas PRR, las cuales detectan moléculas derivadas de
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los microorganismos conocidas como patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP), la PTI no solo se activa por el reconocimiento de PAMP,
también se desencadena por sefiales endogenas de la planta que se liberan
durante la invasion de los patdgenos, lo cual se denomina patrones moleculares
asociados al dafo (DAMP, del inglés Damage Associated Molecular

Patterns)(4)(19)-

Recientemente, se han descrito cerca de 235 receptores con dominios de
proteina cinasa y RRL (repetidos ricos en Leucina), los cuales junto con otros
componentes, permiten a la planta iniciar una cadena de sefializacion activada
por los PAMP®),

La primera linea de defensa de las plantas se desencadena a través del
reconocimiento de los PAMP por medio de los PRR. Algunos patégenos liberan
una plétora de efectores (Moléculas secretadas por los patégenos que modulan
los mecanismos celulares del hospedero y su fisiologia) que suprime PTI a través
de proteinas de susceptibilidad (S) (efectores diana), permitiendo la invasion de
las células del hospedero y activando la inmunidad desencadenada por efectores
(ETI)d4),

En respuesta a los efectores las plantas desarrollan una segunda linea de
receptores, codificados por genes de resistencia (R), que son activados por la
via especifica de reconocimiento del efector afin o las proteinas de avirulencia
del patégeno (Avr) activando ETI; PTI involucra PAMP gue estan evolutivamente
conservados en los microorganismos, ETI por el contrario es altamente
especifico a patégenos que secretan un unico efector o un producto Avr. ETI
ocasiona la programacioén de muerte celular localizada, esto es conocido como
la respuesta de hipersensibilidad (HR) que restringe el paso del patégeno. Para
detener la infeccion PTI y ETI inducen la expresion de un rango de péptidos
antimicrobianos (AMP), proteinas relacionadas a la patogénesis (PR), proteinas

que inhiben sintesis ribosomal (RIP) y metabolitos secundarios de defensa@4(0),
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4.2.Péptidos antimicrobianos.
Estos compuestos estdn agrupados en familias dependiendo su composicion
estructural, ademas, pueden ser clasificados como proteinas promiscuas debido
a su habilidad de interactuar con diferentes bacterias Gram positivas y Gram

negativas, hongos, levaduras, virus y protozoos®@b),

Los AMP poseen una actividad antimicrobiana que provee una fuente de estudio
importante, ya que pueden ser utilizados como inmunomoduladores o
neutralizando compuestos téxicos como los lipopolisacaridos (LPS); por tanto, el
uso de estos péptidos para aplicaciones clinicas y mejoras en la agricultura es

un gran avance para la biotecnologia®2).

La actividad de los AMP contra organismos patégenos es de amplio espectro, lo
cual se atribuye a la presencia de extremos tanto hidr6fobos como hidréfilos que
facilitan su solubilidad en un ambiente acuoso y al mismo tiempo les permite

interactuar con la bicapa lipidica de la membrana bacteriana(®®(@4),

La mayoria de AMP conocidos acttan por la formacién de poros en la membrana
Su carga positiva les permite interactuar con la carga negativa de la membrana
fosfolipidica de la célula microbiana, esto ocasiona una disrupcion que termina

en la muerte de la célula microbiana@3:

Se proponen tres modelos principales que explican este fendbmeno, el modelo de
barrel-stave, el modelo wormhole (o toroidal) y el modelo carpet, en el
mecanismo barrel-steave, el extremo hidrofilico de los amp queda en la
superficie de la membrana celular y genera el poro. En el mecanismo de
wormhole, a través de las interacciones electrostaticas entre los principales
grupos de fosfolipidos y de los residuos hidréfilos de los AMP, la membrana es
“doblada” y esto ocasiona el poro. En el mecanismo carpet, los péptidos actian
como detergentes, cubriendo la membrana, esta “alfombra” de moléculas causa
un desplazamiento de los fosfolipidos, cambian las propiedades de la membrana

y finalmente la rompen®>).

Los péptidos antimicrobianos de las plantas son ubicuos en la naturaleza,
presentan un amplio espectro y rapida accion frente a los microorganismos, baja
citotoxicidad en los animales, igualmente su potencial antimicrobiano no afecta

negativamente al medio ambiente(),
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La mayoria de los péptidos antimicrobianos presentan una estructura helicoidal
(Figura 2), son pequefios de aproximadamente 10kDA, ricos en cisteina,
catidnicos y parcialmente hidrofébicos. Las principales familias que han sido
estudiadas son las defensinas, tioninas, las proteinas de transferencia de lipidos
(LTP), los ciclotidos, los péptidos parecidos a la Heveina (Hevein-like peptides),
las proteinas anudadas (Knotting-like peptides), los Snakins, los Shepherdins,
péptidos 2S parecidos a la albumina (2S albumin-like peptides), 1b-AMP1 y

pequeiios inhibidores de proteinasa (Figura 3) (26) (24)

Thionins Defensins Lipid transfer proteins

#\}

Do

Alpha 1-purothionin Defensin 2 Nonspecific L'IP

(Triticum aestivum) (Vigna radiata) (Zea mays)
Cyclotides Hevein-like proteins Knottin-type peptides

Kalata B1 Hevein
(Oldenlandia affinis) (Hevea brasiliensis) (Phytolacca americana)

Figura 2: Estructura tridimensional de diferentes familias de péptidos antimicrobianos. Se observa
la estructura helicoidal caracteristica de alguna de la familia de péptido antimicrobiano como las
defensinas, tioninas, las proteinas de transferencia de lipidos (LTP), los ciclotidos, los péptidos
parecidos a la Heveina, entre otros ((25): p. 182)

4.2.1. Tipos de Péptidos antimicrobianos.

Tioninas: Es una familia de péptidos antimicrobianos de bajo peso molecular
(5kDa), ricos en residuos de arginina, lisina y cisteina, tienen carga positiva y pH
neutro. Actian frente a bacterias, hongos y levaduras. Su mecanismo de accion
frente a las bacterias aln se desconoce, pero se cree que realizan una lisis en
la membrana; en cuanto a su actividad contra los hongos, realizan una relacion
entre las proteinas de la membrana que por medio de interacciones

electrostaticas entre las tioninas con carga positiva y los fosfolipidos cargados
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negativamente de la membrana de los hongos, esto genera poros en la superficie

de la membrana ocasionando la lisis celular@®).
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Figura 3: Distribucién de la diferentes familias de péptidos antimicrobianos, de acuerdo a las
principales clases encontradas. ((23): p. 3)

Defensinas: tienen un peso molecular de aproximadamente 5kDa, ricos en
cisteina, con un rango de 45 a 54 aminoacidos, poseen carga positiva. Las
actividades biolégicas de las defensinas incluyen antifingica, antibacteriana,
proteinasa y son inhibidoras de la amilasa de los insectos. Se cree que las
defensinas usan glucosilceramidas como receptores para interactuar con la
membrana de los hongos e ingresar en ella, una vez esto ocurre se desestabiliza

la membrana@)@7

LPS: Las proteinas de transferencia de lipidos se han encontrado en una amplia
variedad de plantas monocotiledoneas y dicotiledoneas, su peso molecular
oscila entre 7 y 9 kDa, participan en la biogénesis de membrana, presentan
actividad frente a fitopatdgenos, ayudan a las plantas a adaptarse a las
condiciones ambientales, entre otros, los LPS probablemente se insertan en la
membrana ocasionando poros que la desestabilizan originando su lisis(2%)(@8)(9).
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Snakins: estos péptidos han sido aislados de la papa, estos péptidos
antimicrobianos constan de residuos 63 aminoacidos, todos tienen 12 residuos
conservados de cisteina y seis puentes disulfuro, aunque se sabe que participan
en las vias de sefializacion hormonal de las plantas, su rol es poco conocido e
igualmente se desconoce su mecanismo de accidn frente a los

fitopatogenos@)E0EL),

Ciclotidos: Son proteinas circulares encontradas en plantas, animales y
bacterias, son antimicrobianos, insecticidas, antihelminticos y molusquicidas,
ademas se ha encontrado que un ciclétido aislado de Viola tricolor posee efectos

citotoxicos frente a células de linfoma y mieloma humano®@2)-

Péptidos parecidos a la Heveina: son péptidos antimicrobianos de un peso
molecular de 4.7kDa, ricos en cisteina, este péptido inhibe el crecimiento de las

hifas de los hongos porque es capaz de unirse a la quitina@®-

Los péptidos parecidos a la Heveina estan siendo estudiados para aplicaciones
biotecnolégicas incluida la agronomia y la veterinaria. Expresiones heterélogas
de los péptidos parecidos a la Heveina incrementan la resistencia de plantas
como el tomate, tabaco y arabidopsis a infecciones flngicas. Las plantas pueden
ser enriquecidas con los péptidos parecidos a la Heveina, pueden ser usados
como pesticida natural o para producir semillas con genotipos resistentes a

patdgenos especificos@®)-

4.2.2. Rol de los péptidos antimicrobianos (AMP) en la respuesta

inmunoldgica de las plantas.

Los AMP pueden actuar contra hongos, bacterias y virus envueltos, inhiben
hidrolasas de insectos, ademéas actian como antiviral, antitumoral,

antiinflamatorio e inmunomodulador®)33)

Los AMP son sintetizados por el ribosoma y son antibidticos naturales. Se
encuentran en todas las formas de vida y su rol principal esta en la respuesta

inmune innata, ya que son muy buenos efectores. En algunos casos funcionan
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en el mantenimiento de la homeostasis o la simbiosis entre los organismos con
su microbiota, principalmente en la intestinal. Estudios recientes plantean el uso
terapéutico de los péptidos antimicrobianos ya que estos a diferencia de los
antibioticos que se utilizan actualmente no tienen solo una zona especifica para
actuar. No obstante es necesario evaluar si el hecho de que se genere una

resistencia contra AMP sintéticos puede afectar a los naturales@4),

4.3. Marchitez bacteriana.
La marchitez bacteriana es una enfermedad causada por la bacteria Ralstonia
solanacearum, representa una de las enfermedades tropicales que ocasionan
mayores pérdidas en la agricultura debido a que tiene un amplio rango de

variedades que afectan alrededor de 200 especies de plantas(®>)(36),

Los primeros sintomas que se presentan durante la infeccion de R.
solanacearum, es la marchitez o pudricion de las hojas mas jévenes del cultivo;
durante las horas del dia con mayor temperatura, la infeccion se propaga
rapidamente a otras estructuras de la planta generando lesiones cloréticas en
las hojas; otro sintoma caracteristico de esta patologia es el retraso en el
crecimiento de la planta afectada y algunos tallos o estolones pueden presentar
rayas marrén oscuro, es decir, un oscurecimiento vascular a lo largo del tallo que
puede ocasionar que esta estructura se quiebre. Los sintomas pueden ocurrir en
cualquier estadio de crecimiento de la planta; a veces, en los cultivos de Solanum
lycopersicum se presenta luego de que la planta ha dado frutos y luego colapsa

rapidamente®d),

Después de la entrada de R. solanacearum al cultivo susceptible, se desarrolla
la infeccibn en la planta; primero, la bacteria coloniza la corteza v,
posteriormente, los vasos xilematicos propagandose por toda la planta. Las
masas bacterianas interrumpen el flujo de agua desde las raices a las hojas,
resultando en la marchitez de la planta. La severidad de la enfermedad depende
del tipo, temperatura y humedad del suelo (lo cual influye en el desarrollo del
microorganismo), los hospederos susceptibles y la virulencia de las cepas. Las
altas temperaturas (30-35°C) y humedad son los principales factores asociados

con la alta incidencia y severidad de la marchitez bacteriana®:
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4.3.1. Ralstonia solanacearum
La marchitez bacteriana es de dificil control por las caracteristicas que presenta
R. solanacearum, bacilo Gram negativo que se encuentra distribuido en los cinco
continentes geograficos; en el suelo puede durar cuatro afios con capacidad de
producir marchitez bacteriana, incluso si ha estado con escasez de nutrientes

y/o a bajas temperaturas en ambientes acuaticos®”

La bacteria se puede diseminar por medio de semillas contaminadas,
escorrentia, proximidad entre las raices de las plantas susceptibles, insectos,
herramientas contaminadas y suelo contaminado. R.solanacearum se clasifica
en cinco razas y cinco biovares, y los cultivos de Solanum lycopersicum se ven

afectados por la raza 3 ©8)©9),

4.3.2. Péptidos antimicrobianos como potencial control de la
marchitez bacteriana.

En la agricultura se buscan estrategias adecuadas para realizar el control de

plagas y enfermedades con el fin de obtener alimentos que presenten los

estandares de calidad del pais, ademas, es importante que las técnicas

empleadas para dicho control cumplan con las normas del cuidado ambiental 26)

Debido al incremento de microorganismos resistentes a los mecanismos
convencionales de control de fitopatégenos, se han realizado nuevas
investigaciones enfocadas en areas poco exploradas como lo son los péptidos

antimicrobianos(26):

El uso de AMP como agentes terapéuticos esta siendo altamente estudiado
debido a su amplio espectro, rapida actividad, baja citotoxicidad en células
animales y la dificultad para los patdgenos de generar resistencia contra éstos;
dichas caracteristicas abren una gran posibilidad para su uso en medicina y

agricultura®?)

La produccidn y aislamiento correcto de los péptidos antimicrobianos para su uso

en avances cientificos se dificulta debido a su pequefio tamafio; las herramientas
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protedmicas han sido capaces de aislar efectivamente péptidos antimicrobianos
de bajas concentraciones presentes en los tejidos de diversos organismos, otros
avances en biotecnologia proponen el uso de biorreactores vegetales, es decir,
plantas como plataformas para la produccidon de péptidos, proteinas y

farmacos(?,

Las plantas transplastomicas presentan una mayor expresion funcional de los
péptidos antimicrobianos. Otra estrategia para la expresion de AMP es la
acumulacion de éstos en las semillas de granos, lo cual podria convertirlos en

biofarmacos comestibles(12)(26)
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5. DISENO METODOLOGICO

El presente trabajo es de tipo cuantitativo, exploratorio y correlacional. Tiene
como proposito el uso de herramientas bioinformaticas, que permitan la
busqueda de regiones homologas a péptidos antimicrobianos en el genoma de

Solanum lycopersicum con accion frente a Ralstonia solanacearum.

Tabla 1: Universo, poblacion, muestra y variable.

Universo Poblacion Muestra Variable
Genoma de Solanum | Genes de Solanum Genes de Solanum Regiones homdlogas
lycopersicum lycopersicum lycopersicum a péptidos
relacionados con homdlogos a antimicrobianos con
resistencia Defensinas accion frente a
Ralstonia

solanacearum
provenientes de
Solanum
lycopersicum

5.1.Hipétesis:

La busqueda de regiones homodlogas a péptidos antimicrobianos a través de
herramientas bioinforméticas, permite el disefio de un péptido con potencial

accion frente a Ralstonia solanacearum.
5.2.Técnicas y procedimientos:

Se emplearon diversas bases de datos y herramientas bioinforméticas para la

realizacion de este estudio.

5.2.1. Busqueda de péptidos antimicrobianos con accién frente a

Ralstonia solanacearum.

Las bases de datos utilizadas fueron DAMPD, DBAASP, CAMPR3 y CAMP

(https://labworm.com/cateqory/protein-peptide/antimicrobial-peptide), las cuales

cuentan con una amplia coleccién de péptidos antimicrobianos provenientes de
diferentes organismos. Para esta investigacion, se emplearon Unicamente
péptidos antimicrobianos procedentes de plantas y que estuvieran validados

experimentalmente.

5.2.2. Traduccion de los péptidos antimicrobianos a nucleétidos.
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Para la traduccion inversa de los péptidos se utilizd la herramienta Reverse
translate, encontrado en SMS (Sequence Manipulation  Suite)

(http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html) este programa permite

introducir la secuencia de un péptido o una proteina, luego utiliza una tabla de
codones para generar la secuencia mas probable de ADN que represente la

region codificante no degenerada.
5.2.3. Seleccion de genes de Solanum lycopersicum

Se usaron 256 genes de Solanum lycopersicum registrados en la NCBI (National
Center for Biotechnology Information) (https://www.ncbi.nim.nih.gov/) y en la
CNGB (China National GeneBank) (https://www.cngb.org/home.html).

5.2.4. Lectura de secuencias.

El analisis de las secuencias nucleotidicas fue realizado utilizando la herramienta
bioinforméatica de alineamientos Multiple Sequence Alignment (MUSCLE)

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/ ) ademas, se emple6 Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST) (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para el

alineamiento de secuencias de péptidos, debido a que el programa es capaz de
comparar una secuencia problema contra una gran cantidad de secuencias que

se encuentren en una base de datos.
5.2.5. Prediccion de estructura de los péptidos.

La estructura tridimensional del péptido D1 se realiz6 a través de I-TASSER

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ )

5.2.6. Analisis de la secuencias homologas

La base de datos The Antimicrobial Peptide Database (APD)
(http://aps.unmc.edu/AP/main.php) por medio de su herramienta APD3 predice
y calcula si una secuencia de aminoacidos corresponde a un péptido

antimicrobiano
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6. RESULTADOS

Se hallaron tres AMP tipo Defensinas (D1, D2, D5) con accién frente a Ralstonia

solanacearum de Spinacia oleracea (espinaca), los cuales tienen como

caracteristica comun su accion frente a bacterias Gram negativas y Gram

positivas; sin embargo, el objetivo cambia de acuerdo al péptido, ademas D2

también posee accion antifingica. (Tabla 2)

Tabla 2: Péptidos antimicrobianos de Spinacia oleracea que presentan accion frente a Ralstonia

solanacearum

Titulo: Antimicrobial peptide D1
Identificado = 26393026
r Genlnfo:
Fuente: Spinacia oleracea [Spinach]
Taxonomia: | Viridiplantae
NCBI 3562
taxonomia:
UniProt: P81572
PubMed: 9762899
Longitud: 22
Actividad: | Antibacterial
Gram Gram+ve, Gram-ve
Nature:
Objetivo: Clavibacter michiganensis, Ralstonia solanacearum
Validado: Experimentally Validated
Pfam: PF00304 : ( Gamma-thionin family )
InterPro: IPR0O08176 : Gamma-thionin.
IPR0O03614 : Scorpion_toxin-like.
AMP Defensin
Familia:
Firma: --0--
Ontologia GO ID Ontology | Definition
del Gen: Evidence
G0:0042742 | Biological @ Defense IEA
Process response to
bacterium
G0:0050832 @ Biological | Defense IEA
Process response to
fungus
G0:0031640 | Biological @ Killingof | IEA
Process cells of
other
organism
Secuencia: XTCESPSHKFKGPCATNRNCES
Titulo: Defensin D5
Identificado = ----0----
r Genlnfo:
Fuente: Spinacia oleracea [Spinach]
Taxonomia: @ Viridiplantae
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NCBI 3562
taxonomia:
UniProt: P81568
PubMed: 9762899
Longitud: 24
Actividad: | Antibacterial, Antifungal
Gram Gram+ve, Gram-ve
Nature:
Objetivo: Clavibacter michiganensis, Ralstonia solanacearum, Fusarium culmorum,
Fusarium solani, Bipolaris maydis, Colletotrichum lagenarium
Validado: Experimentally Validated
Pfam: --0--
InterPro:
AMP Defensin
Familia:
Firma: ID Type Pattern / HMM T.
Length
CAMPDefH24 | HMM ga 24
Ontologia GO ID Ontology Definition
del Gen: Evidence
G0:0005618 | Cellular Cell wall IEA
Component
G0:0005576 | Cellular Extracellular region IEA
Component
G0:0042742 Biological Defense response to IEA
Process bacterium
G0:0050832  Biological Defense response to IEA
Process fungus
G0:0031640 Biological Killing of cells of other IEA
Process organism
Secuencia: = MFFSSKKCKTVSKTFRGPCVRNAN
Titulo: Antimicrobial peptide D2
Identificado = 26393023
r Genlnfo:
Fuente: Spinacia oleracea [Spinach]
Taxonomia: | Viridiplantae
NCBI 3562
taxonomia:
UniProt: P81571
PubMed: 9762899
Longitud: 52
Actividad: | Antibacterial, Antifungal
Gram Gram+ve, Gram-ve
Nature:
Objetivo: Clavibacter michiganensis, Ralstonia solanacearum, F.culmorum
Validado: Experimentally Validated
Pfam: PF00304 : ( Gamma-thionin family )
InterPro: IPR008177 : G_Purothionin.
IPR008176 : Gamma-thionin.
IPR003614 : Scorpion_toxin-like.
AMP Defensin
Familia:
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Firma: ID Type |Pattern/ HMM T.
Length
CAMPDefH24 |HMM _=E‘a 24
Ontologia
del Gen: Lo
GO ID Ontology Definition Evidence
Go:0005618 |SeHUlar Cell wall IEA
Component
. Cellular .
G0O:0005576 Extracellular region IEA
Component
G0:0042742 |Biological Process |DETENSe response to IEA
bacterium
G0:0050832 |Biological Process |Defense response to fungus |IEA
G0:0031640 |Biological Process |G of cells ofather —f -
organism

Secuencia: | GIFSSRKCKTPSKTFKGICTRDSNCDTSCRYEGYPAGDCKGIRRRCMC
SKPC
Fuente: CAMP (Collection of Anti-Microbial Peptides)

Se realizé la traduccion inversa de la secuencia de cada péptido brindada por la
base de datos CAMP para hacer el posterior alineamiento con diversos genes
del tomate. (Tabla 3).

Tabla 3: Traduccién inversa de los péptidos antimicrobianos seleccionados

Péptido Secuencia nucleotidica

Antimicrobial acctgcgaaagcccgagccataaatttaaaggcccgtgcgcgaccaaccgcaactgcgaa

peptide D1 agc

Antimicrobial ggcatttttagcagccgcaaatgcaaaaccccgagcaaaacctttaaaggcatttgcacc

peptide D2 cgcgatagcaactgcgataccagcetgecgcetatgaaggcetatccggegggcegattgcaaa
ggcattcgecgecgctgeatgtgcagcaaaccgtge

Defensin D5 atgttttttagcagcaaaaaatgcaaaaccgtgnnnaaaacctttcgcggcccgtgegtg
cgcaacgcgaac™

*la letra n significa que al realizar la traduccion no fue posible hallar la identidad de la base
nitrogenada que corresponde a esa posicion de la secuencia.

Entre los doscientos cincuenta y seis genes de Solanum lycopersicum

analizados (MUSCLE y BLAST) solo se hallaron tres que presentaban alta
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homologia (> 66%) con D1, uno de los péptidos encontrados en las bases de

datos(Tabla 4); con respecto a los péptidos D2 y D5 no se encontraron regiones

homologas en el genoma de Solanum lycopersicum.

Tabla 4: Alineamientos de las regiones homologas a péptidos antimicrobianos con accién frente

a Ralstonia solanacearum.

Péptido

Péptido

homologo

Alineacion

(gamma-thionin
[Solanum

lycopersicum]

D1

7

D1 ADK36631 ADK36631 GCGCECACCTGCGARAGCCAGAGCCATCGCTTTARAGGCCCGTGCGTGAGCGAAARRRAC
L T —— ACCTGCGARAGCCCGAGCCATAAATTTARAGGCCCGTGCGCGACCAACCGCARC
(defensln-llke s e e e e e e e e e e e e e e e e e e Fhh kR kkk ok * & o

69
; : TGCGCGAGCGTGTGCGAAACCGARGGCTTTAGCGGCGECGATIGCCGCGECTTICRCCEE
protein, partial) TGCGAARGC == mmmmmm = mm = m

o o

CGCTGCTTTTGCACCCGCCCGTGE

D1 CAB42006.1 CAB42006.1 ATGCGCCTGTTTGCGACCATGCTGCTGCTGGCGATGCTGGTGATGGCGACCGGCCCGATG

CGCATTIGIGGAAGCGCGCACCTGCGARAGCCAGAGCCATCGCTTTARAGGCCCGTIGCGTIG

—————————————————— ACCTGCGAAAGCCCGAGCCATARATITARAGGCCCGIGCGCG
e e

oA AAAACT CCGCCAGCCTETCCCAA A CCEALCEC ACCEECEECEATTGC G
CGARARRAAACTGCGCGAGCGTGTGCGAARCCGAAGGCTTTAGCGGCGGECGATTIGCCEC
A ACCRCAACTECCAMAGE

AR O AA TEOS AR R == e e e e R e R e e SR a S e s R a
* % HrEEEEE Kkx

GGCTTTCGCCGCCGCTGCTITTTGCACCCGCCCGTIGC

D1

NP_001234872.
2 (gamma-
thionin
precursor)

NP_001234872
D1

CATCGCTTITARA
CATAAR

GCCATAAATTTARA
e e e e g e e e e e e e R e e e e e e o e g e e

153
GGCCCGTIGCGTIGAGCGARARAAACTGCGCGAGCGTGTGCGAARCCGAAGGCTTTAGCGGC
GGCCCGIGCGCGACCAACCGCARACTGCGARN

HRE I A A KAK K ok FREEEEE kAR

nnnnnnnnn

*Lo asteriscos indican las bases nitrogenadas que son idénticas entre D1 y los péptidos de
Solanum lycopersicum. Los nimeros corresponden a las posiciones de los nucleétidos de los
péptidos homologos donde inicia y termina la homologia con D1.
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A continuacion se presentan los resultados de los alineamientos realizados en

BLAST, Query representa al péptido D1 y sbjct corresponde a lo péptidos
homélogos.

Figura 4: Alineamiento péptido D1 con el péptido ADK36631 de Solanum lycopersicum

BIDownload ~ GenPept Graphics

defensin-like protein, partial [Solanum lycopersicum var. cerasiforme]
Sequence ID: ADK3I6631.1 Length: 48 Number of Matches: 1

Range 1: 2 to 23 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives Gaps
46.0 bits(101) 7e-08 14/21(67%) 14/21{66%) 0/21(0%)

Query 2 TCESPSHEFEGPFCATNENCES 22
TCES 5H FEGFC HC 5
Sbjct 3 ICESQSHRFEGPCVSEENCAS 23

Figura 5: Alineamiento péptido D1 con el péptido CAB42006.1 de Solanum lycopersicum

B Download ~ GenPept Graphics

gamma-thionin [Solanum lycopersicum]
Sequence ID: CAB42006.1 Length: 72 Number of Matches: 1

Range 1: 27 to 47 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives Gaps

46.0 bits{101) 1le-07 14/21(67%) 14/21(56%) 0/21(0%)

Query 2 TCESPSHEFEGPCATNRNCES 22
TCES 5H FEGPC HC 5
Skjct 27 TCESQSHEFEGECVSEENCAS 47

Figura 6: A Alineamiento péptido D1 con el péptido NP_001297247.1 de Solanum
lycopersicum

BIDownload ~ GenPept Graphics

gamma-thionin precursor [Solanum lycopersicum]
Sequence ID: NP_001234672.2 Length: 76 Number of Maiches: 1

B See 1 more title(s)

Range 1: 31 to 51 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives Gaps
46.0 bits(101) 1e-07 14/21(67%) 14/21(66%) 0/21(0%)

Query 2 TCESPSHEFEGPCATNENCES 22
TCES 5H FEGEC HC 5
Sbjct 31 TCESQSHRFEGPCVSEENCAS 51

Luego de obtener los alineamientos, se realiz6 un esquema de la transcripcion y
traduccién del péptido D1 (Figura 7).
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Figura 7: Esquema del proceso de transcripcion y traduccion del péptido D1.

- —

‘» Traduccion
Péptido
R

TCESPSHKFKGPCATNRNCES

llustracion realizada por Alexandra Cortés
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I-TASSER predijo cinco posibles estructuras, de estas fue elegido el primer
modelo ya que presentaba un mejor C.score (Figura 8), ademas, el programa
nos mostraba los posibles sitios de union de ligando del péptido (Figura 9),
posteriormente se analizaron las posiciones donde se presentan cambios de
aminoacidos en el péptido D1 en comparacion con ADK36631, CAB42006.1,
NP_001297247.1 (Figura 10).

Figura 8: Estructura tridimensional del péptido D1

llustracién realizada por Alexandra Cortés

38



Figura 9: sitios de unioén de ligando en el péptido D1. llustracion realizada por
Alexandra Cortés

Click
to view
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Rank C-score
1 0.14
2 0.13
3 0.05
4 0.03
5 0.03

Cluster PDB  Lig Download

size

47
44
20
1
13

Hit Name Complex Ligand Binding Site Residues

4ev9A URE  Rep Mult 17,1821
103tA Nuc Acid Rep, Mult 16,17,18

3d5dP MG NA 5867
12080 ZN NA 891112
4y94C |HP Rep, Mult 57,8,19
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Figura 10: Analisis de los cambios de aminoacidos en el péptido D1.
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llustracion realizada por Alexandra Cortés

Se observaron siete cambios de aminoacidos en las posiciones seis, nueve,

quince, dieciséis, diecisiete, dieciocho y veintiuno (figura 8).

Tabla 5: Comparacion de las propiedades de los aminoacidos presentes en el péptido D1y los

péptidos homologos.

Aminoacidos D1

Aminoacidos péptidos
homdlogos

Propiedades

Prolina (p) Glutamina (Q) Apolar Polar
sin carga
Alanina (A) Valina (V) Apolar Apolar
Lisina (K) Arginina (R) Polar Polar
ionizable ionizable
Glutamina (E) Alanina (A) Polar Apolar
Sin carga
Treonina (T) Serina () Polar Polar
sin carga sin carga
Asparagina (N) Glutamina (E) Polar Polar
sin carga Sin carga
Arginina (R) Lisina (K) Polar Polar
ionizable ionizable

En negrita se observan los aminoéacidos que no poseen propiedades iguales.
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7. DISCUSION

Por medio de bases de datos de péptidos antimicrobianos se eligieron tres
péptidos tipo Defensinas encontrados en Spinacia oleracea que han sido
validados experimentalmente; segun el estudio de Segura et al, este grupo de
Defensinas (D1, D2, D5) present6 accidon antimicrobiana frente a bacterias Gram
positivas y Gram negativas, entre ellas Ralstonia solanacearum, motivo por el
cual se eligieron estos péptidos para el desarrollo del proyecto, si bien las bases
de datos nos arrojaron otras proteinas a las que se les ha identificado accion
contra esta bacteria, por ejemplo, RRs1 de Arabidopsis thaliana, no cumplian

con las caracteristicas de ser un péptido antimicrobiano.(40)(41)

Posteriormente, se realizé la traduccion inversa de los AMP a nucleétidos, para
facilitar el alineamiento con los genes escogidos de Solanum lycopersicum; por
medio del NCBI y el CNGB se escogieron doscientos cincuenta y seis genes
relacionados a los procesos de defensa y resistencia del tomate, entre los cuales,
noventay seis estan validados y ciento sesenta y cuatro son modelos en proceso
de validaciébn o que presentan homologias con algunos genes validados;
finalmente, solo se encontr6 homologia con el péptido D1 (67%) en tres
secuencias pertenecientes a regiones que codifican para péptidos
antimicrobianos (con numero de acceso al GeneBank del NCBI ADK36631.1,
CAB42006.1 y NP_001234872.2).

En el estudio realizado por Liu G y colaboradores encontraron un péptido
antimicrobiano proveniente del veneno de Mesobuthus martensii; por medio del
analisis de regiones homologas, descubrieron que el péptido marcin-18
presentaba una alta similitud a los péptidos antimicrobianos meucin-18 y
megicin-18, estos ya tenian descritas sus funciones antimicrobianas;
posteriormente analizaron la actividad inhibitoria contra bacterias Gram positivas
y Gram negativas de marcin-18 y notaron que realizaba una reducciéon del
crecimiento de Staphylococcus aureus meticilino resistente. Esto sugiere que las
regiones homologas encontradas en el genoma del tomate, podrian presentar un
comportamiento similar al péptido D1 y por tanto, una accion inhibitoria contra

Ralstonia solanacearum. (42)
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Otros estudios, han demostrado la efectividad de los péptidos antimicrobianos
en comparacion a los medicamentos utilizados actualmente, Cavanagh et al,(43)
realizaron un analisis de la accion de la vancomicina versus un péptido
antimicrobiano sintético en el tratamiento contra Staphylococcus epidermidis,
que mostré un efecto mas rapido y una mayor reduccion de la bacteria por parte
del péptido en comparacién con la vancomicina; por otro lado, Gao B et al, (44)
realizaron un estudio del péptido meucin-25 como potencial antimalarico, al
analizar la estructura del péptido se sugiere que podria eliminar
intracelularmente al Plasmodium falciparum, es decir, no se ven afectadas las
células, esto hace que su mecanismo de accién sea mejor que la que presentan

los antimalaricos actuales.

Las tres secuencias que alinearon correctamente con el péptido D1 (ADK36631,
CAB42006.1, NP_001297247.1) fueron analizadas con la herramienta I-
TASSER que predijo cinco posibles estructuras, de estas fue elegido el primer
modelo, ya que presentaba un mejor C.score. Se observaron siete cambios de
aminoacidos en las posiciones seis, nueve, quince, dieciséis, diecisiete,
dieciocho y veintiuno del péptido D1 en comparacibn con ADK36631,
CAB42006.1, NP_001297247.1 (figuras 4, 5, 6).

De acuerdo a la informacion encontrada en UniProt, el péptido D1 presenta
homologia con la super familia scorpion toxin-like que pertenecen a un subgrupo
de Defensinas, que se caracterizan por presentar péptidos knottin-like ricos en

cisteina, aminoacido en el cual no se presentaron cambios. (45)(46)

Se analizaron las funciones que presenta el péptido D1 y si los cambios en los
aminoacidos podrian afectar su funcionalidad, teniendo en cuenta que la funcién
de los péptidos antimicrobianos esta ligada a su carga y solubilidad.(47) Se
reviso si los aminoacidos de los péptidos homologos presentaban propiedades
diferentes a los encontrados en las posiciones seis, nueve, quince, dieciséis,
diecisiete, dieciocho y veintiuno de D1; solo dos aminoacidos (posiciones seis y
veintiuno), mostraron discordancia, sin embargo, al estudiar la secuencia de los

péptidos homélogos en APD3, revel6 que la estructura de ADK36631,
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CAB42006.1 y NP_001297247.1 corresponde a un AMP tipo Defensinas, por

tanto, concuerda con el origen del péptido D1.

Khamis et al, estudiaron la estructura de catorce familias de péptidos
antimicrobianos, mencionan que las Defensinas son ricas en cisteina y
presentan una caracteristica altamente conservada que es la presencia de un
puente disulfuro; al realizar la prediccion de la estructura en los péptidos
homologos encontrados, se observo que presentan este tipo puente, por tanto,

coincide con el péptido D1 y los datos registrados en la literatura.(48)

Varios estudios han demostrado la actividad antibacteriana de esta familia de
AMP; el mecanismo de accién de las Defensinas se da por interacciones
electrostaticas entre los aminoacidos cargados positivamente con los
componentes negativos de la membrana bacteriana. Cuando se analizaron los
aminoécidos de los péptidos ADK36631, CAB42006.1, NP_001297247.1, se
observé que los cambios no son relevantes, ya que no se presentan
modificaciones en la propiedades de los aminoacidos diferentes a la secuencia
del péptido D1, por tanto, la interaccion de los péptidos homdlogos con la
membrana bacteriana no deberia verse afectada(49)(50)

Kim y colaboradores realizaron andlisis bioinformaticos para identificar nuevos
péptidos antimicrobianos en Python bivittatus, luego de obtener las secuencias
hicieron la prediccion de la estructura molecular y realizaron una sintesis quimica
del péptido para probar si efectivamente tenian acciones antimicrobianas como
lo sugeria el andlisis bioinformatico; los resultados manifestaron que las
secuencias homologas a péptidos antimicrobianos, tienen actividad biologica
contra bacterias Gram negativas y en menor proporcion contra bacterias Gram
positivas; esto sugiere que los péptidos homologos analizados en este proyecto
tienen altas probabilidades de presentar actividad antimicrobiana si se realizara
el estudio in vitro, por lo tanto, serian candidatos en el desarrollo de alternativas
para el control de la marchitez bacteriana de Solanum lycopersicum por

Ralstonia solanacearum.®b
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8. CONCLUSIONES

La busqueda de péptidos antimicrobianos contra Ralstonia solanacearum en las
bases de datos CAMP, DAMP arrojo6 tres péptidos antimicrobianos (D1, D2 y D5)
de Spinacia oleracea.

El genoma de Solanum lycopersicum presento tres regiones homoélogas al
péptido antimicrobiano D1 de Spinacia oleracea (ADK36631.1, CAB42006.1 y
NP_001234872.2).

ADK36631.1, CAB42006.1 y NP_001234872.2 de Solanum lycopersicum tienen
una estructura conservada que correspondié a AMP tipo Defensinas con un alto
potencial para desarrollar una repuesta inmune ante Ralstonia solanacearum.

El uso de herramientas bioinformaticas permite deducir el potencial
comportamiento que presentarian estos péptidos en un experimento in vitro, por
tanto, facilita el proceso de investigacion.

ADK36631.1, CAB42006.1 y NP_001234872.2 de Solanum lycopersicum son
potenciales candidatos para futuros estudios que evallen su accion
antibacteriana in vitro.
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Perspectivas

Se sugiere que las regiones homologas a péptidos antimicrobianos en Solanum
lycopersicum presentan accion frente a Ralstonia solanacearum, Por
consiguiente, se recomienda realizar estudios in vitro de los péptidos
ADK36631.1, CAB42006.1 y NP_001234872.2 para determinar su accion contra
Ralstonia solanacearum, en caso de presentar actividad antimicrobiana, el paso
a seguir seria, realizar ensayos en plantas de tomate y otras solanaceas de
importancia econOmica, posteriormente se podrian desarrollar semillas
genéticamente modificadas que contengan estos AMP.
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ANEXOS

Historico del cultivo de tomate:

(6) moane TODOS PORUN
- NUEVO PAIS

PAZ EQUIDAD EDUCALION

Area sembrada, cosechada, produccion y rendimiento de hortalizas, legumbres y verduras, canasta de estudio
Total 26 departamentos

Semestre Ay B

Afo 2011-2016

Cultivo Afio Area sembrada (ha) Area cosechada (ha) Produccion (t) Rendimiente (tha)
Semesire A Semestre B Total Semestre Seme_str& B Totgl Semesire  Semestre B Total Semestre  Semestre B TotL

2011 Hectareas 4757 3.626 8.383 1.366 5.575 6.941 52235 206.868 259,103 382 371

Cve 306 16,8 242 274 20,3 1.0 203 11,0

2012 Hectareas 3.42% 4121 7.550 1.371 4127 5.498 53.847 170.655  224.502 39,3 414

Cve 12,7 15,1 16,2 144 10,1 89 10,1 89

2013 Hectareas 2.882 4.005 6.866 1.802 2358 4,160 20.205 95.481 175.686 445 40,5

T - Cve 19,3 147 247 16,1 17,7 116 17,7 116
oma . Hectareas 4945 5922 10.867 3.587 4911 B.498 147884 266040 413924 41,2 Sa2 48,7
R T 19,0 18,3 14,6 17,3 21,3 15,8 18,3 30,8 21,6 11,8 144 109
20158 Hectareas 3791 5.200 8.992 25851 4523 7.274 127.951 217.330 345.291 483 47,0 47,5
" Cve 15,2 143 13,7 17,8 16,7 16,2 18,7 15,8 16,9 11.4 10,2 8,2
2016 Hectdreas 4.359% 4.051 B5.450 4507 4.35% £.906 211.234 171.375 352,609 455 39,0 43,0
Cve 187 13,7 149 16,0 14,9 13,8 188 218 18,3 12,7 12,8 11,1

Fuente: DAMNE - EM& 2011-2016

*Produceion en vaina o verde

*Praduceidn en grano seco

Las estimaciones del afio 2016 incluyen loz departamentos de Arauca, Cagueta, Putumaya y Yichada,
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i epti
FEH!’E MER M DCNI Navie| DIGE Febre MaIZ \Agost Octu Novie| Dicie Fehe Miﬂ ﬂgusl Oﬂu Novie| Dicig Fehre MEFX ‘Octu Novie| Didie
Enerol Abril|mayo unio| ulic emb e | e enerol Abiil (Maye|unie | ulio [*8 i emb e e | mpre enera abiil waya wnio | salio (5% embr| G R DI ener) abiil | Mayo| unia| Jufio [*E i embr i iy b

semestre A semestre B semestre A semestre B semestre A semestre B semestre A semestre B
Afio2013 Afio2014 Afio2015 Aflo 2016

i siembras | 1% | 16% | 2a% | 20% | 16% | 9% [ 8% | z0% | 8% [ 2a% | 19% [ 12% |10 [ 23% [19% [32% [ 0% | 8% | 7% [28% | 19% [ 22% [ 12% [ 15% | 20% | 15% [29% | 6% |16% [10% [ 13% [30% [ 20% | 10% [ 17% | 5% | 20% [ 17% | 19% | 9% [ 20% | 2a% [ 12% | 20% [ 313 [ 7% | a% [ 6%

W Cosechas | 145 | 2% | 9% | 5% | 25% | aa% [25% | 12% | 7% [13% | 4% | 28% | 7% | 27% | 1256 | 0% [ 10% | 34% [ 12% [23% [1m% [ a% | 1a% [20% | 7% | 7% [ m% | 10% [22% [ae% [12% [ o3 | 4% | 10% [ 23% | a1 [ 2456 [ 1m% | 1056 [ % | 13% [ 2m% | 18% | 5% [ 20% | 1a% [ 0% [ 3e%

—o—produccidn | 13% | 3% | 15% | 6% | 35% | 30% | 26% | 10% | 8% | 15% | 179% | 22% | 119 | 2% | 13% | 9% | 10% | 36% | 10% | 19% | 19% | 4% | 129 |36% | 5% | B | 7% | 10% | 10% | 5206 | 1096 | 756 | 3% | 10% | 179% | a3% | 2206 | 2% | 1286 | 5% | 12% | 28% | 2156 | 4% | 11% | 9% | 13% | a1m

El Boletin técnico nacional agropecuario arrojado por el DANE para el afio 2016,
muestra que Colombia presentd una produccién de 382.609t de tomate en 26
departamentos del pais. La produccién para el primer y segundo semestre del
afno fue de 211,234ty 171,375t respectivamente @

Listado de los genes utilizados en este proyecto.
A continuacion se presentan los 256 genes de Solanum lycopersicum registrados
en la NCBI (National Center for Biotechnology Information)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y en la CNGB (China National GeneBank)

(https://www.cngb.org/home.html); de estos ochenta y seis estan validados

experimentalmente y ciento setenta son modelos en proceso de validacion.
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Validado experimentalmente:

Genes del tomate involucrados en resistencia a
enfermedad

2. PR-5

4. PALS

6. PTI4

8. PR10

10.ASR1

12.WRKY31

14.MPK3

16.mpka 1

18.2-CP2

20.MKK2

22.SRC2

24.LOx1.1

26.Adi3

28.LYK1

30.Mi-1F

32.Asc-1

34.Psyl

36.1AA9

38.PSY2

40.0VATE

42.AG1
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44.FUL2

46.A0S3

48.L.0C100529104

50.LHA4

52.MYC2

54.Dof22

56.HSP90

58.LAX1

60.EBF2

62.EBF1

64.1PT3

66.Aucsia-2

68.PIN3

70.RAV2

72.LOC543926

74.Bs4

76.CURL3

78.Pto

80.XSP10

82.L0C101262930

84.TGAS118

86.L0C101266025
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Modelos:

Genes del tomate involucrados en resistencia a

enfermedad

87.L0C104647314
88.L0C101267035

89.L0C101265838
90.L0C101263528

91.L0C101255212
92.L.0C101254607

93.L0C101249140
94.L.0C101248836

95.L0C101244389

96.L0C104649822

97.L0C104649821

98.L0OC104646745

99.L0C101255807

100. LOC101255507

101. LOC109120657

102. LOC101253784

103. Cel2

104. DDB1

105. LOC101259408

106. LOC101256316

107. LOC101243903

108. rrn5

109. LOC101261222

110. LOC101253568

111. LOC101259993

112. LOC101263413

113. LOC101248239

114. SLR4

115. 12C7

116. LOC101246473
117. rrnl8 (34678307)

118. LOC101246623
119. LOC101250393

120. LOC101250108
121. TYNBS1

122. LOC101245269

123. LOC101250981
124. LOC101247516

125. LOC101262348
126. ES890174.1

127. >ES890242.1
128. LOC101253873

55



129. LOC101245185
130. LOC101244742
131. LOC104646714
132. LOC101259765
133. LOC101244988
134. LOC101260401
135. LOC101262485
136. LOC101263014
137. LOC104647504
138. LOC101257742
139. LOC109118728
140. LOC101263305
141. LOC101263545
142. LOC101247810
143. LOC101250682
144. LOC101246739
145. LOC101246940
146. LOC101246181
147. LOC101246761
148. LOC109120916
149. LOC109119058
150. LOC101266442
151. LOC101259459
152. LOC112941466
153. LOC112941326
154. LOC101259700
155. LOC101251707
156. LOC101250459
157. LOC101247854
158. LOC101248751
159. LOC101245131
160. LOC101254234
161. LOC101252249
162. LOC101248228
163. LOC101262940
164. LOC101259908
165. LOC101260422
166. LOC101267658
167. LOC101262748
168. LOC101262283
169. LOC104649423
170. LOC101259727
171. LOC104645852
172. LOC109118707
173. LOC104649499
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174. LOC101264592
175. LOC101264419
176. LOC101244428
177. LOC101252871
178. LOC101246875
179. LOC101244633
180. LOC101250562
181. LOC101251733
182. LOC101246197
183. LOC101253263
184. LOC109118931
185. LOC109120047
186. LOC109118898
187. LOC109119487
188. L0OC101268149
189. LOC104644413
190. LOC109120903
191. LOC109119741
192. LOC101243906
193. LOC101244974
194. LOC101263218
195. LOC101255710
196. LOC101264610
197. LOC101247650
198. LOC101249661
199. LOC101265646
200. LOC101266520
201. LOC101267424
202. LOC101267917
203. LOC101261581
204. LOC101256766
205. LOC101268210
206. rpsl4
207. rrn26

208. LyesC2r001
209. LyesC2r002

210. LyesC2r006

211. LyesC2r005

212. rpsl9

213. LyesC2r007
214. LyesC2r003

215. ycfl

216. LyesC2r008

217. LyesC2r004
218. trnM(CAT)
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219. trnK-TTT

220. trnN(GTT)

221. trnQ(TTG)

222. trnL(CAA)

223. trnl(CAT)

224. trnS(GGA)

225. trnS(TGA)

226. trnW(CCA)

22

7. trnE(TTC)

228. trnF(GAA)

229. trnP(TGG)

230. trnY(GTA)

231. trnG(GCC)

232. trnD(GTC)

233. trnC(GCA)

234.

LOC101245963

235.

LOC101251136

236.

LOC101250072

237.

LOC101252187

238.

LOC101252426

239.

LOC101246716

240.

LOC101245298

241.

LOC101253931

242.

LOC101253716

243. dhn

244,

LOC101252435

245. TPX2

246. ASCL

247.

LOC101256296

248.

LOC101250839

2

49. CMPG1

250.

LOC104644334

251. >ADK36631

252.

CAB42006.1

253.
254,

NP_001234872.2
NP_001333453.1

255.

NP_001297247.1

256.

XP_019070205.1
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Prediccidon de la estructura secundaria de D1:

La siguiente imagen representa la estructura secundaria del péptido D1 realizada
a través de I-TASSER

20

I
Seqmence  CTCESPSHEFEGPCATHENCES

Prediction CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC
Conf.Score 9555765443576345665679
H:Helix; S5:Strand; C:Coil

Modelos predictivos de D1 que no fueron utilizados:

I-TASSER predijo cinco posibles estructuras del péptido D1, en las siguientes
imagenes se presentan los modelos que no fueron utilizados.

Modelo 2:
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Modelo 4:

Modelo 5;:
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