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RESUMEN

A nivel taxondémico la familia de las Malvaceas, retne a un grupo de
plantas herbaceas, arbustivas y lefiosas, en la cual se encuentra el Cacao
(Theobroma cacao L.), conocido como la pepa de oro en los paises
latinoam ericanos, tam bién esta representada por el ataque de
fitopatégenos que arrazan con el cultivo, Ecuador con una extensiéon de
cultivo de 200 a 300 ha/afio y una perdida del 64.76 % cifras registradas
en elafio 2008, nos dan una pauta para identificar y analizar la resistencia
naturala Moniliopthora roreri, lo que nos perm ite iniciar esta investigacién,
en hojas adultas con presencia y ausencia de sintom atologias en sus
frutos, que fueron visualm ente observadas en geles de Albis
poliacrilamida de una y dos dimensiones, elcualse llevo a cabo mediante
un protocolo modificado, descrito dentro del laboratorio CIBE, en el que
registramos la utilizacion de Acetona fria al 100% y TCA 10% J/acetona
para la eliminacién de pigmentos y contaminantes, Buffer Fenol y Buffer
SDS para la ruptura de pared celular y obtenciéon de proteinas, Metanol /
AcNH4 0.1 normal para presipitacion de proteinas, y por ultimo Acetona
100% y Metanol al 100% para lavar el pellet, para la resuspenciéon se
utilizo Buffer de Corrida en geles wunidimensionales, y para geles
bidim ensionales se wutillizé buffer de hidratacion el cual permite una
excelente disolucién de las muestras. En cuanto a los andalisis de los geles
nos permiti6 identificar bandas entre los 28kDa y 6kDa y una sobre

expresion en plantas con presencia de sintom atologia.
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Palabras claves: Extraccion de proteinas, Proteinas del Cacao, Protocolo

de extraccion, Gelde poliacrilamida.
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ABSTRACT

A taxonomic level the family Malvaceae, brings together a group of
grasses, shrubs and woody plants, which is the Cacao (Theobroma
cacao), known as the gold nugget in Latin American countries, is tambén
represented by the attack phytopathogenic that arrazan with cultivation,
Ecuador with an extension of cultivation of 200 to 300 ha / year and a loss
of 64.76% registered in 2008 figures, give us a guideline to identify and
analyze the naturalresistance to Moniliopthora roreri, the that allows us to
start this research in adult leaves with presence and absence of
sintom atologias in its fruits, which were visually observed in gels a /
polyacrylamide bis of one and two dimensions, which was carried out by a
m odified protocol described in laboratory CIBE, wherein checked using
cold 100% acetone and 10% TCA / acetone for removing pigments and
contaminants, Buffer Phenol and Buffer SDS for breaking cell wall and
obtaining proteins, Methanol/ AcNH4 0.1 norm al presipitacion protein, and
finally Acetone 100% and 100% m ethanol to wash the pellet, for
resuspencién running buffer was wused in one-dimensional gels, and
dimensional gels buffer hydration which allows excellent solution is utillizé
the samples. Regarding the analysis of the gels allowed us to identify the
28 kDa bands and 6kDa between and on expression in plants with the

presence of symptoms.

Keywords: E xtraction of proteins, Cocoa Protocol extraction

polyacrylamide gel.
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INTRODUCCION

El Cacao (Theobroma cacao L.) es originario de Am érica del Sur y su
distribucidén a Am érica Central se dio por m edio del hombre
(MOTAMAYOR etal, 2008) es uno de los cultivos mas sobresalientes en
el ambito productivo, al generar divisas econdémicamente altas para un
pais, dentro de este d&mbito se encuentra Ecuador con 327 ha de cultivo
sembrado, con una produccién de 20-300 kg/halafio
(«<PROEC_AS2013_CACAO .pdf», s. f.-a) dentro de estas cifras se

encuentra la distribucion del cacao fino de aroma, (DILLENIDAE, s. f.).

Los problemas relevantes mas sucitados con este cultivo son las plagas y
enfermedades que arrazan con el cultivo en un 80% de la cosechas de
mazorca (SANCHE Z, Gamboa, & Rincén, 2003), el ataque de
fitopatégenos como es Moniliophthora roreri se da en Ecuador en el afios
1917 (Phillips -Mora, Aime, & W ilkinson, 2007) esto ha permitido indagar

sobre la posibles resistencia naturales en la plantaciones locales.

A nivel biotecnologico se ha realizado investigaciones sobre ciertos genes
gue muestra una respuesta de expresién a ciertos patégenos, esto podria
ser potencialmente Gtil para la seleccién asistida en wuna posibles
resistenicas en cacao, asi pues tenemos 17 grupos de RP, las mas
sobresalientes PR1, PR 3, PR4, PR 10, que son mas propensas a estar
involucrados en una posible resistencia a Phytopthora, y Colletotrichum

(Fister etal., 2016).

Los trabajos con cacao se han dado en torno a TcNPR1 de cacao
muestra como resultado que es wun ortélogo funcional de NPR1 es
poblamente uno de los represores a infeccién en cacao (Shi, Maximova,

Liu, Verica, & G uiltinan, 2010).



La TcNPR3 se expresa en una gama diversas de tejidos y en diferentes
etapas de desarrollo, cabe indicar que los niveles observados entre la
respuestas a patégenos no son iguales a la planta modelo, es decir se
encuentra un nivel alto en Arabidopsis thaliana, en los resultados de
TcNPR3 en cacao muestra una dréastica resistencia a Phytopthora capsici
en hojas donde el patégeno redujo su replicacién (Shi, Zhang, Maximova,

& G uiltinan, 2013).

Las defensinas, también juegan un rol importante en la defensa de
agentes microbianos (AMPs), con un peso molecular de 5 a 7 kDa,
compuestas por cisteinas, con una longitud de 45 a 55 aa inhiben
efectivamente el crecimiento de microorganismos fitopatégenos (Stotz,

Thomson, & Wang, 2009).

Basandonos en la bibliografia citada de la repuesta a una resistencia
innata de ciertas plantas cultivadas (Castro & Fontes, 2005) se desarrollo
la propuesta de investigacion denominada “Evaluacion de la expresiéon de
proteinas en hojas de cacao con y sin sintom atologia frente al patégeno

M iniliophthora roreri”.



CAPIiTULO 1.

1.

OBJETIVOS E HIPOTESIS

1.

1

2.

OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

.2

.2

“Evaluar la expresion de proteinas relacionadas con la resistencia
en hojas de cacao (Theobroma cacao L.) frente alpatégeno M onilia

(Moniliophthora roreri)”.

1.1.2. Objetivos especificos

Analisis comparativo de los perfiles proteicos de hojas en plantas

sanas e infectadas.

Establecer la relacion de las proteinas extraidas con los sintom as

de la enfermedad.

HIPOTESIS

.1. Hipo6tesis alternativa

El protocolo de extraccion investigado es el metodo eficaz para la
obtenciéon de proteinas, para su comparaciéon entre plantas sanas vy

con sintom atologia.

.2. Hipbétesis nula

El protocolo de extraccion investigado no es el metodo eficaz para

la obtencién de proteinas para su comparacion entre plantas sanas

y con sintom atologia.



CAPITULO 1l

EL CACAO Y SUINFLUENCIA A NIVEL MUNDIAL Y EN ECUADOR

El Cacao (Theobroma cacao L.) es uno de los cultivares perecnes, de
los bosques humedos tropicales («PROEC_AS2013_CACAO .pdf»,
s. f.-a) su origen fue descrito previamente en America Central
(«Alianza SIDALC», s. f.). Estudios recientes revelan que con pocos
individuos que evolucionaron, el origen se encuentra en América del

Sur. (Motamayoretal, 2002).

A nivel mundial el Cacao (Theobroma cacao L.), tiene diferentes
representantes, los cuales cultivan y exportan, como es el caso de
Nigeria (5% de produccién), Ghana (19% de produccién), Costa de
M arfil (38% de producciéon), Indonesia (13% ), Malasia (1% de
produccién), Camerdn (5% de producciéon), Brasil (5% de producciéon).

(«Estadisticas Actuales | Anecacao Ecuador», s. f.).

Ecuador con un 5% de exportaciones, se ubicé en el cuarto puesto a
nivel mundial («Estadisticas Actuales | Anecacao Ecuador», s. f.) con
una extension de cultivar sembrado en el afio 2011 de 521,091
ha.,con una superficie de cosecha de 399,467 con una producciéon de
224,163 por tonelada metrica («<PROEC_AS2013_CACAO .pdf», s. f.-

b).

CULTIVO DE CACAO

EI Cacao (Theobroma cacao L.), taxondmicamente se encuentra
descrito dentro de la fam ilia M alvaceae
(«Hoja_Botanica_Cacao_2012.pdf», s. f.), sus principales
caracteristicas la denominan como un arbusto perenne (Omafa,
2009), de raiz pivotante de 5 — 6 m (Dumble, 2013) , con un tallo de
crecimiento horizontal con una altura de 1 - 1,5 m, presenta hojas de

tipo mediano muy firmes de color verde brillante, (FUNDESYRAM,



s. f.-b), su estructura florar es S5, P5, E5 + 5, G (5) (Fajardo Rangel
et al.,, 2012), sus frutos presentan una estructura de bayas alargadas,
la forma, el color, y la textura, depende de la variedad que se
encuentre de cosecha, este fruto envuelve a las almendras, que
presentan un tamafio promedio de 20 - 40 cm, la forma plana o
redondeada y su sabor dulce o amargo, («Agroalimentacion - Cultivo
del cacao», s. f.) es caracteristico de sus cotiledones, los cuales

presentan una estructura mucilaginosa propia del cacao (Alvarez,

Pérez, & Lares, 2002).

2.1.1. Grupos genéticos de Cacao (Theobroma cacao L.)

a) Criollo

Son arboles relativam ente bajos y menos robustos,
(«19_Manual_para_cultivo_de_cacao.pdf», s. f.), su origen se
describe en Centroam érica, Colombia y Venezuela, de esta
variedad se obtiene el cacao de aroma que es el mas apetecido a

nivel mundia.(FUNDESYRAM, s. f.-c).

b) Trinitario

Es elresultado delcruce entre el cacao de tipo Criollo de Trinidad y
Forastero, m ultiplicado en la cuenca del rio Orinoco
(FUNDESYRAM, s. f.-c). Su calidad es intermedia, abastecen del
10 al 15% de la produccién mundial.

(«19_Manual_para_cultivo_de_cacao.pdf», s. f.).

c) Forastero

Es originario de America del Sur (FUNDESYRAM, s. f.-c),
proporciona el 80 % de la produccién mundial.

(«19_Manual_para_cultivo_de_cacao.pdf», s. f.).



d)

2

Nacional

Elcacao Nacional presenta caracteristicas del Forastero, sin ovidar
que es uno de las variedades que se cultiva en el Ecuador y es el
mas apetecible por su sabor y calidad (cacao de aroma) (Roberto,
2010), presenta el 63% de la produccién a nivel mundial («Cacao

Nacional | Anecacao Ecuador», s. f.).

MECANISMO DE INFECCION FITOPATOGENA

Los patégenos al evolucionar, adquirieron cierta destreza para
sobrevivir a espensan de sustancias gque se encuentran

implantadas en los cultivos vegetales (Pineda, 2011a).

Los patébgenos en su constante sobrevivir, alcanzan su afiorado
alimento después de un desdoblamiento de las sustancias para
que sean asimilables, penetrando las barreras externas desde la
epidermis, cuticula, y la pared celular, el vegetal al ser “atacado”
activa mecanimos de defensa como, barreras guimicas y
estructuras morfoléogica que, interfiere con el desplazamiento del

patégeno (Pineda, 2011a).

Después de la activacion de las barreras de la planta, el patégeno
debe ser capaz de inactivar las acciones que produce el vegetal,
asi el hospedante interfiere con una fuerza mecéanica (Pineda,

2011a).

.2.1. Adherencia del patégeno al hospedante

Esta fuerza se ejerce de acuerdo al ablandamiento de la pared
celular, esta acciébn se presenta en algunos nem a4todos para lograr

el objetivo de infectar a su hospedante (Tafolla-Arellano, Gonzalez-



Leén, Tiznado-Herndndez, Zacarias G arcia, & Badez-Safiudo, 2013)
Sipues bien encontramos una adherencia del patégeno a la planta,
por medio de las hifas y tubos germinativos, el patégeno actica
enzimas como cutinasas y celulasas para evitar su eliminaci6n

(«Estructura Vegetal», s. f.).

.2.2. Penetraci6on directa del patégeno

La penetracion directa del patégeno se ve incrementada gracias al
apresorio, que se forma mediante la incrementacién de los tubos
geminativos, gracias a la hifa («Forma que actdan los patégenos
sobre las plantas. Célula vegetal. Estructura y composicion de la

cuticula de células epidérmicas», s. f.).

Esta hifa es la que penetrara por medio de la cuticula y la pared
celular, esta penetracion es proporcional, sila cuticula por ejemplo
es débil esta sera facilmente ingresada, mientras que sila cuticula
es permeable, esta tomara tiempo, si esta se interumpe la hifa se
separa del apresorio y no hay infeccién (Manualde técnicas para el
diagnostico de las enfermedades de las plantas. Diagnodstico

fitosanitario 11,1997).

La penetracion esta siempre presente de enzimas, esta son las que
ablandan a las barreras fisicas o quimicas de la planta (Manual de
técnicas para el diagnostico de las enfermedades de las plantas.

Diagnoé6stico fitosanitario Il,1997).

.2.3. Sustancias quimicas que interviene en la infeccién

a) Enzimas.- estas desintegran la pared celular, las cuales alteran
el funcionamiento normal del protoplasto («Fitopatologia G .N

Agrios 2da Edicion», s. f.).



b)

c)

d)

a)

b)

c)

Toxinas.- también actual sobre el protoplasto esta vez
afectando su permiabilidad («Fitopatologia G .N Agrios 2da

Edicion», s. f.).

Reguladores de crecimiento.- afectan con el incremento o la
disminucién de la division <celular, lo que no permite el
crecimiento normal del vegetal («Leccién 7TMECANISMOS DE

INFECCION DE LOS HONGOS FITOPATOGENOS», s. f.).

Polisacaridos.- son importantes para defenderse en

enfermedades vasculares («Tejidos Vegetales», s. f.).

Enzimas de degradacion

Degradaciéon de <cuticula.- el compuesto principal de la
cuticula es la cutinasa, que son esterasas que rompen los
enlaces ésteres de las moléculas, en el momento de una

infeccion (Tafolla-Arellano et al., 2013).

Degradacién de la cera cuticular.- por medio de la fuerza
ejercida por los patégenos es suficiente para degradar, dentro
de =esta etapa, no se encuentran registradas enzimas de

degradacion (Tafolla-Arellano et al.,, 2013).

Degradacién de sustancias pécticas.- se encuentra en la
lamina media, su funcidén es mantener a las células en su
localizacién original, forma una sustancia musilaginosa amorfa
que llena los espacios entre las microfibrillas («Mecanismos de

resistencia de las plantas», s. f.).



a)

b)

c)

d)

Las sustancias pécticas contienen acido galacturénico las
cuales forman los polisacéaridos, las encargados de degradas
estas sustancias son las pectinasas o enzimas pectoliticas
(Técnicas aplicadas alestudio de la anatomia vegetal, 2005)

Asitenemos tresclases de péctinas:

M etilesterasas que son la encargada de romper cadenas
péticas e incrementa su solubilidad (Técnicas aplicadas al
estudio de la anatomia vegetal, 2005).

Poligalacturonasas que rompen las cadenas pécticas en el
momento de la adicién de una molecula de agua
(«M ejoramiento de plantas mediante transformaciéon genética |
Apuntes de Fisiologia Vegetal», s. f.).

Transeliminadas rompen las cadenas de acidos
poligalacturéonicos al momento de la eliminacion de wuna
molecula de agua (Zeiger, 2006).

En el momento de una infeccién patégenica, se produce por
parte del patégeno la eliminacién de mondémeros y polimeros
de &cido galacturdénico, si esto es absorbido por el patégeno se
com bierte en inductor de sintesis y libera enzimas
pectinoliticas, al aumentar considerablemente estos
mondémeros y polimeros esta inhibe la sintesis de enzimas las
cuales intervienen en el desarrollo de las enfermedades que
comunmente se conoce como pudricién blanca (Zeiger, 2006).
Degradacién enzimatica de la celulosa.- la celulosa esta

compuesta por largas cadenas de glucosas, dentro de ella
también se encuentra las micrifibrillas y forman elarmazon de la
pared celular, la degradacion de estas enzimas se produce por
parte de la celulasas y como resultado tenemos la formaciéon de

glucosa (Ramirez & Coha, 2003).



La celulosa C1 es la que rompe a la celulosa nativa por medio

de la eliminacién de los elances (Ramirez & Coha, 2003).

La celulosa C2 es la que rompe cadenas cortas y da origen a
la celobiosa, vy esta es degradada por glucosidasa (Ramirez &

Coha, 2003).

En resumen se puede decir que las ezimas celuloliticas son las
encargadas de ablandar el tejido, mientra produce azlUcares que

lo alimentan (Ramirez & Coha, 2003).

e) Degradacion de hemicelulosa.- para la degradacién de la
hemicelulosa intervienen las enzimas geneticamente conocidas
com o hemicelulasas (xilanasas, galactanasa, glucanasa,
arabinasa, manasa) que son producidas por algunos hongos

fitopatégenos (Mikan & Suéarez, 2004).

f) Degradacién de la lignina.- es un compuesto tridimencional,
ubicado en la epidermis conjuntamente con la laminilla, la
ligninasas son las encargadas de degradar a la lignina, se sabe
gue algunos hongos y bacterias producen ligninasas pero no se

sabe siintervienen en la patogenisidad (O rtiz,2009).

SINTOMAS CAUSADOS POR FITOPATOGENOS

Las enfermedades son las causantes de difundir y diseminar una

accion continua con efectos de deterioro en un individu, a esto lo

conocemos como sintomas, estos pueden ser visibles y arrazan con

el cultivo («Fitopatologia G .N Agrios 2da Edicion», s. f.).

Los sintom as pueden presentarse como:

10



a)

b)

c)

d)

e)

f)

2

M anchas foliares.- manchas necroticas que pueden ser causadas
por Plasmopara viticola, Bremia lactucae, Alternaria sp., Septoria
sp. («Fitopatologia G .N Agrios 2da Edicion», s. f.).

Pudriciones en tallo y frutos.- producidas por Phytophthora sp,
Fusaryum sp, Rhizopus sp, Colletotrichum sp. («Fitopatologia G .N
Agrios 2da Edicion», s. f.).

M om ificacion y deformaciones de frutos.- Monilinia fruticola,
Taphrina deformans («Fitopatologia G.N Agrios 2da Edicion», s. f.).
Costras.- Sphaceloma sp, Venturia inaequalis. («Fitopatologia G .N
Agrios 2da Edicion», s. f.).

Pustulas.- Puccinia allii, Phomopis viticola. («Fitopatologia G .N
Agrios 2da Edicion», s. f.).

Micelios y esporulaciéon.- Phytophthora spp, Botritis cenerea,
Sclerorium rofisii. («Fitopatologia G .N Agrios 2da Edicion», s. f.).
.3.1. Sintom atologia de moniliasis (Moniliophthora r roreri)

Los sintomas de la Moniliasis del cacao (Moniliophthora roreri), son

m ultiples y asociadas.

El primer sintoma de infeccion, es la esporulacién externa que

facilita la dispersion (Torres de la Cruz, 2010).

Luego de presentar las primeras sintom atologias se inocula el
hongo dentro del fruto y presenta infeccién de acuerdo a las
siguientes caracteristicas, dependiendo la madurez fisiolé6gica, la
susceptibilidad, factores clim aticos y el tiempo de cosecha

(Sdanchez & Garcés,2012).
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En el estado de infecciéon presenta puntos aceitosos de diametros
pequefos (< 2 mm), aumentando de tam afio en eltranscurso de 10

a 20 dias (Correa Alvarez, Castro M artinez, & Coy, 2014a).

Después de este periodo se presentan necrosis de color café

oscuro sobre las lesiones generadas (Shahin etal.,,2014).

Finalm ente se desarrolla un micelio, blanguecino con esporas
infectivas, siendo éstas las causantes de la transformacién en la
pigm entaciéon color marrén del fruto, dafio en la totalidad y su bajo
rendimiento en la calidad del cacao (Phillips -Mora & W ilkinson,

2007).

MECANISMOS DE DEFENSA DE CIERTAS PLANTAS

Al evolucionar bioldégicamente cada individuo, con ello desarrollo
mecanismo de defensa, en el caso del reino platae se adquieron
cierta maneras de eludir a los invasores fitopatégenos (Gonzalez-

Mendoza & Zapata-Pérez, 2008)

.4.1. Barreras estructurales o fisicas de las plantas

Dentro de estas barreras, asumimos la estructura biolégica de cada
individuo (vegetal), como es la presencia de pelos absorbentes,
cera cuticular, grosor de la cuticula, pared celular, com posicién de
la pares celular, forma y tamafio de los estomas y lenticelas,
suberificacién, tejidos internos de la planta. («Mecanismos de

resistencia de las plantas», s. f.).
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Como bien menciondbamos algunas plantas com o la papa
(Solanum tuberosum ), presenta cierta barrera fisica, como son sus
pelos glandulares que estdn formado por dictiosomas, los cuales
en el momento de un ataque segregan sustancias mucilaginosas

como la granuloquina e inmoviliza alvirus (Pineda, 2011b).

En el caso de la cera cuticular (compuesta por n-alcanos de
cadenas largas de acetona, alcoholes, ester, flavonoides, etc), es
la encargada de evitar el ataque de hongos fitopatégenos en Citrus

aurentifolia (Bakker & Alvarado, 2006), (Pineda, 2011b).

O tra barrera fisica, encontrada en la pared celular, en el momento
de una silicacion epidérmica, esto ayudara a evitar el paso de
fitopatégenos, com o se observa en Piricularia oryza y
Hermintosiporium oryzae («Leccién 7TMECANISM OS DE INFECCION

DE LOS HONGOS FITOPATOGENOSH», s. f.).

El tamafo, localizacién, forma de los estomas y lenticilas, form an
otra barrera, en el caso de Critus nobilis se observa una abertura
estom atica menos densa, esto evita el paso de agentes

fitopatégenos, por medio del poro estom atico (Pineda, 2011b).

Por wultimo las lenticelas, o6rganos internos que asegurar el
intercambio gaseoso del medio exterior hacia el interior este
proceso puede involucrar la entrada fitopatégena, si ocurririese
esta accion, las células meristem adticas actuarian y formarian un

corcho para evitar la infeccién (Pineda, 2011b)

En el caso del manzano las lenticielas conforman un didmetro mas
pequefio de o normal, y no permite el paso de agentes
fitopatégenos como la Venturia inaequalis (Bakker & Alvarado,

2006)
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.4

.2. Barreras quimicas preform adas

Dentro de esta barrera guimica encontramos compuestos
antimicrobianos que se activan, como pueden ser los fenoles,
saponinas etc, en el momento de un ataque fitopatégeno (Lopez-

M artinez, s. f.).

Un caso puntual y comun se encuentra en la cebolla roja (Allium
cepa), en el momento de un ataque de hongos el A&cido
protocatéquico y catecol, se activan para formar un fungicida

natural (Bakker & Alvarado, 2006).

Asi también tenemos la hidrélisis enzim atica, esta se activa en la
avena (Avena sativa) y sorgo (Sorghum bicolor), esta acciéon se
desarrolla a nivel de las raices las cuales contiene glicésidos
cianogénicos, acido protocatéquico y catecol, los cuales liberan

HCN y forman un antifungicida (Bakker & Alvarado, 2006).

Almomento de estrés a nivelde campo, se da paso a que la planta
sea propensa a ciertos ataques de hongos, por esta razén en las
raices observamos la liminacion de exudados com o las
fitoanticipinas, los cuales sinterizan otros compuestos antifungicos,
en este grupo encontramos las fitoalexinas, compuestos fendlicos,
terpenoides. El monoterpeno 1,8 cineol es liberado por la planta
modelo (Arabidopsis thaliana) para evitar el ataque (Oliveros-

Bastidas, Macias, Fernandez, Marin, & Molinillo, 2009).

VOLUCION DE LAS ENFERMEDADES

Las primeras enfermedades presentadas a nivel mundial se

dispersaron tan rapido que el rastreo fue obsoleto.
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La evolucién de plagas vy enfermedades se presenté con eluso del
monocultivo, de esta manera el atague de patégenos incrementan
su estabilidad, debido a la alteracién de ecosistemas vy la
suseptibilidad de ciertos vegetales a ellas. («Mecanismos de

resistencia de las plantas», s. f.).

Los primeros registros que se obtuvieron fueron en elafo 1870, en
America Latina y Europa se registro el ataque de escarabajo y a
cierta enfemedad en el cultivo de la patata (Solanum tuberosum)
(«Plagas y enfermedades de las plantas : FAO in Emergencies»,

s. f.).

A partir de esto se obtuvieron controles, y la ley de legislacién de
insectos destrutivos en el afflo de 1877 en el Reino Unido, para
minimizar los efectos dafinos de plagas y enfermedades

(«FAO :AG:Agricultura de Conservacion», s. f.).

Con la Revoluciéon Industrial se consolidé, los mercados para
abastecimiento una seguridad alimentaria, y un mercado mundial

para los principales controles de enfermedades existentes en esa

época («FAO:AG:Agricultura de Conservaciéon», s. f.).

Antes de la Segunda Guerra Mundial, se tuvo una pandemia a nivel
del cultivo de cereales, en 1970 se producian 30 millones de
toneladas de cereales, lo que proporcion6 el aumento de plagas y

enfermedades hasta volverles endémicas (Morales,2010).

En la actualidad el comercio de frutas, como, melén, banana,
platano, vid, manzano y por supuesto el Cacao (Theobroma cacao L)
(Sdanchez & Garcés, 2012) son los causantes del mayor indice de
enfermedades como por ejemplo la moniliasis (Moniliopthora roreri)
que arraza con el 80% de cosecha en el Ecuador (Ortega & Kafuri,

2008).
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.5.1. Evolucién de la Moniliasis (Miniliophtoraroreri)

Diferentes autores sefialan que el comienzo de la enfermedad en
Ecuador en 1917 se realizaron estudios posteriores que revelan
que la enfermedad, ya se encontraba distribuida en los distritos
Colombianos como, Santander y Antioquia en 1817, y fueron

resgistrados en elafos de 1851 (Phillips -Mora etal.,,2007).

A partir de la georeferenciacién de la Moniliasis, muchos cientificos
estudiaron la diversidad genética, para obtener resultados
condundentes del origen y distribuciéon de la enfermedad (Correa

Alvarez, Castro M artinez, & Coy, 2014b).

Esto conduce a la aplicacién de técnicas moleculares como fue la
AFLP (polimorfismos de fragmentos largos amplificados), ITS
(datos de secuencias intergénicas), (Phillips -Mora & Wilkinson,
2007), RAPD (Random Amplyfied Polymorphism of DNA) y AP-
PCR (Arbitraly Primed Polymerase Chain Reaction) en las que se
encontré alta diversidad genética, hasta un 95% de los grupos
estudiados (Ortega & Kafuri, 2008) lo que aumenta las evidencias
para sefialar a Colombia como la regién de su posible origen.

(Phillips-Mora & W ilkinson, 2007).

En las provincias Colombianas, los individuos que se encuentran
en las zonas co-este y co-central, ubicadas en las regiones del
M agdalena Medio y Santander, respectivamente, siendo esta
Gltima donde se presenta la mayor variabilidad genética en las
regiones colombianas (Correa Alvarez, Castro Martinez, & Coy,

2014c).
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En el Ecuador, el primer registro de infecciobn que se dio por
M oniliophthora roreri fue en en la provincia de Quevedo provincia
de Los Rios, cabe indicar que el area de ocurrencia en los Ultimos
40 afios ha crecido indiscriminadamente (Correa Alvarez et al.,

2014a).

.2. Ciclo de la enfermedad y epidemiologia

Las condiciones clim aticas y la cantidad de esporas libres son
factores determinantes en el ciclo de vida de M. Roreri (Torres de

la Cruz, 2010).

Para que el hongo pueda dispersarse se inicia el ciclo, en las
estaciones secas, en la que se encuentra la mayor cantidad de
esporas que ha podido general el hongo, pero la mayor condicién,
es que se genere la humedad necesaria para que el hongo
comience su infeccién a una temperatura de 24°C (Contreras,

2006).

La esporulacion se pude iniciar antes de los 22 meses, posteriores
a la infeccién, pasado este proceso las hifas del hongo ingresan
penetrando la epidermis del fruto, por lo tanto el hongo tiene la
capacidad de propagarse inter e intracelularmente asi en todos los

tejidos subepidermicos y el exocarpo (Ortega & Kafuri, 2008).

Posteriormente la infeccioén ataca a los tejidos centrales y a las

semillas, las cuales presentarian necrosis desde la parte interna

hacia la epidermis (FUNDESYRAM, s. f.-a).
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Las lesiones presentan wuna caracteristica aceitosa y ya se
encuentran los primeros anillos de color amarillo y marrén en el
fruto, esta infeccién con presencia de coloracién se da entre los 10
a 60 dias dependiendo de la variedad de <clones cultivandos

(Torres de la Cruz, 2010).

El micelio aparece a los 4 dias los cuales se van a desarrollar
sobre las lesiones de anillos de coloracién am arilla o marrén, y van
a tener un aspecto de algoddn sobre el fruto, en esta etapa se
puede decir que el hongo se desarrolla en su totalidad sobre el
fruto de cacao (Theobroma cacao L.) (Diaz-Valderrama & Aime,

2016).

CONTROL D E LA M ONILIASIS (Monioliophthora rorei) EN

ECUADOR

2.6.1. Convencional

En el cual, se recomienza realizando podas para evitar el crecimiento
del &arbol méas de su volumen requerido, y produzca un auto-
sombramiento el cual va a reducir su actividad fotosintética, para
evitar el desarrollo de microclim as que puedan desarrollar la
enfermedad en su interior y producir una infeccién, otro punto seria el
recolectar los frutos con una posible infecci6on, para evitar que la
enfermedad ingrese al cultivo, otra de las maneras recomendadas por

el autor es evitar la alta humedad excesiva. (MORA.2012. P 253).

2.6.2. Control guimico

Se utiliza principalmente compuestos con oxicloruro de cobre (O C)
y Mancozeb (M A) cada 15 dias en concentracion de 860 y 347 g

i,a./ha (Sa4nchez, Gamboa, & Rincdén, 2003).
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.6

.3. Biol6gico

Para el control biolégico de moniliasis (Moniliophthora roreri), en
cacao se a relizado diversos estudios en los que se utiliza
microorganismos endoé6fitos como, Paecilomyces sp que permite un
control del 79.45% , Trichoderma sp con un 55% (Contreras, 2006)
y una bacteria Bacillus brevis que tuvo una efectividad del 89%
(«Aislamiento de m icroorganismos para control biologico de

M oniliophthora roreri- ProQuest»,s. f.).

2.6.4. Resistencia

En diferentes estudios se obtiene 5 genotipos de diferentes
latitudes que fueron introducidos en diferentes afios y épocas en su
pais de desarrollo. Segun (Bonilla et al., 2015) los cinco genotipos

en estudio son:

1. UF-273.

2. UF-712 originarios de Costa Rica.
3. EET-75 originario de Ecuador.

4. ICS-95 originario de Trinidad.

5. PA-169 originario de Peru.

Al estudiar estos genotipos se tiene como resultado la obtenciéon de
10 pares de cromosomas, la cual marca el inicio de la
secuenciacién y se obtiene el 76% de la misma, por la tonto se
identifica 28.798 genes de los cuales codifican 23.529 proteinas

que se presume es el 82% (Bonilla et al., 2015).
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Como resultado los investigadores determinan que la trasferencia
horizontal de genes es la pauta para determinar la aparicion
fitopatogénica (mecanismo fitopatégeno del hongo) (Bonilla et al.,

2015)

Otros estudios realizados por (Botello & Hernando, 2015) se
termina el Patosistema de cacao- Monilia, en el que se determina
la resistencia y la tolerancia de algunos m ateriales vegetales frente
a la enfermedad en Colombia en donde se realizé el estudio de 8
especies colombianas de cacao y 5 introducidas las cuales fueron
sometidas a la incubacién artificial durante 75 dias, las cuales

determinaron:

. Una huella molecular a partir de polimorfismos, en las que
se determiné que FEC2 y FSV 155 se alejan delresto por su

posible caracteristica de resistencias.

. Las tres regiones por medio de QTLs que se encontraron en
los cromosomas 2, 7,y 8 de los 10 que se ratifican en el

estudio de (Bonilla etal.,2015).

. Las barreras por medio del cual pasa el patégeno serian la
pared celular, gluc6sidos, saponinas, alcaloides, proteinas
antifangicas, e inhibidores enzim aticos lo que demuestra la

capacidad de infeccion del hongo frente al material vegetal.

Con estos estudios realizados podremos tener las pautas
necesarias para desarrollar nuestro trabajo y determinar la
expresion de ciertas proteinas en el cacao con respecto a la

enfermedad mas grave M onilia.
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2.7. PROTEINAS QUE INTERVIENEN EN LA RESISTENCIA A

ENFERMEDADES FUNGOSAS EN PLANTAS

Dentro de las proteinas estudiadas que tiene relacioén con la

defensa contra hongos verdaderos tenemos a las PR.

2.7.1 Las PR

Se encuentran localizadas en espacios intercelulares, cabe indicar

que las proteinas son variables de acuerdo a la especie en la que

se encuentra («rchscfaXI11481.pdf»,s. f.).

2.7.1.1.Las PR mas conocidas son:

PR1 PR 4 B-1,3-glucanasas
Quitinasas Lizosim as Teina

Proteina rica en cisteina Proteinasas
Quitosanasas Proteina rica en glicina Peroxidasas

Inhibidoras de proteinasas

2.7.1.2.Dentro de los inductores de las PR tenemos

Acido salicilico. E tileno. Xilanasa.

Sistemina polipéptido. Acido jasm énico.

Los inductores actian en el inicio y reduciendo el nivel de
infeccion, esto se puede dar a nivel de cualquier parte de la planta
ya gqgue eltransporte de los inductores es sistémico, otro ejem plo es
la inhibicibn de esporas y el fortalecimiento de la pared celular.
(«Mecanismos_de_defensa_en_la_interaccion_planta_patogeno.p

df», s. f.).
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En el grupo de las PR también encontramos a las Quinasas, B-
1,3-glutanasas. E stas actiuan sobre la pared de algunos
fitopatégenos que ayudan en la interaccién del patégeno («Puntos

de inflexién», s. f.).

En el caso de bacterias tenemos a las lizosimas y al &acido
muramico que degradan la glucosamina y a la paredes celulares de

bacterias («Puntos de inflexion», s. f.).

Fitoalexinas

Son sutancias toxicas que se producen a partir del dafio mecanico,
guimico o por el estimulo de una hifa fitopatégena o también por

nematodos, o bacterias («vivanco-et-al-2005.pdf», s. f.).

Se pueden aislar a partir de leguminosas, las que pertenecen a los
isoflavonoides, y en las solandceas son terpenoides («vivanco-et-

al-2005.pdf», s. f.).

Las fitoalexinas actian en el momento, en que las células sanas
localizadas adiacentementa a las enfermas o muertas, difunden
sustancias segregadas por parte de las células con proceso de

infecciéon («vivanco-et-al-2005.pdf», s. f.).

Lo que nos llama la atencién en el caso de las fitoalexinas, es que
se presentan tanto en plantas susceptibles como en plantas
resistentes, el porcentaje de concentracion es la que permite
restringir o inhibir al patégeno, esto quiere decir que en plantas
resistentes las fitoalexinas son mayores («vivanco-et-al-2005.pdf»,

s. f.).
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En el caso de las plantas suseptibles las fitoalexinas no son

suficientes para vencer a los supresores como los glucanos.

2.7.2.1. Las fitoalexinas se clasifican segln su origen.

Faseolotoxina Fréjol.

Pisatina Arveja.

G liceolina Soya, Alfalfa y trébol.

R isitina Papa.

G osipol Algoddn.

Capsidiol Pimiento («vivanco-et-al-2005.pdf», s. f.)

2.7.3. Compuestos fenodlicos comUnes

Los compuestos fendlicos como: acido clorogénico, acido caféico vy
acido ferGlico, aumentan su concentracién en el momento de una

infeccion («00b7d529332fb8f009000000.pdf», s. f.)

2.7.3.1.Compuesto fénolicos téoxicos.

Su origen se da a patir de compues fendlicos no téxicos, que son
liberados a partir de enzimas como la glucosidasa, la cual hidroliza
algunos compues como los glucédsidos no téxicos, y los trasnform a
en en toxicos para los patégenos («00b7d529332fb8f009000000.pdf»,

s. f.)

2.7.4. Ezimas oxidantes del fenol

Estas enzimas producen resistencia a la planta, en el momento de una
oxidacion, los polifenoloxidasas oxidan el fenol en las quinosas las
cuales son toxicas para el patégeno (Gonzalez-Mendoza & Zapata-

Pérez,2008).

En elcaso de las peroxidasas, cumplen un doble propo6sito, el de oxidar
y polimerizar con una mayor velocidad los compuestos similares a las

ligninas (Montes-Belmont, 2009).
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2.7.5. Resistencia Sistem a Adquirido (SAR)

Las sustancias que son inducidas para la resistencia son:

e Acido salicilico.

e Acido araquidénico.

Acido 2,6 dicliroisonicotfiinico (GarcialL.,2002)
2.7.5.1. Sustancias relacionadas con el SAR
B-1,3-glucanasas. Proteinas ricas en cisteina.
Quinasas. Proteinas PR -1.
Peroxidasas. Lipoxigenasas (G arcia L.,2002)
2.7.5.2. Dentro de los fungicidas que inducen al SAR.
Fosetil (Aliete) M etalaxil (Ridom il) Trizoles

(G arciaL.,2002)

2.7.6 Proteinas resistentes a monilia (Moniliophthorar roreri)
Se ha realizado diversos estudios en la planta modelo (Arabidopsis
thaliana) en la que se ha identificado la funcién delgen NPR1 que es
el coactivador de la transcripcion, el cualjuega un importante rol en
la defensa de respuesta a patégenos (Shietal.,, 2010). Secuencias
de ADN revelaron una region codificante de 4,5 kb que contiene 3

intrones que codifican a 591 aminoacidos (Shietal., 2010) dentro de

este gen.

EI TcNPR1 se identific6 con un 55% y un 78% de similitud en la
planta modelo, como resultados se tiene que el gen ortélogo presta
un papel importante en la respueta de defensa en plantas de cacao

(Shietal, 2010).
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1.

Las TcNP3 trabaja similarmete que las Npr3 en Arabidopsis, asi
mismo su expresion se representa con mayor expresién en cuanto a
la planta modelo. Resultados de este estudio nos permiten
determinar la expresién de esta proteina en diversos tejidos y en
diferentes etapas de desarrollo, asitambién TcNPR3 interviene en la
reduccion de la reproduccion de Phytopthora capsici (Shi etal.,

2013).

.1 Defensinas

Las defensinas son un grupo de peptidos pequefios de 5 kDa (45-54
aa), sudescubrimiento fue en trigo, pero se ha realizado estudios en
cuanto a su estructura, asi tenemos proteinas como Rs-AFP que

porporcionar un 0,5% de la proteinas total (Shietal., 2013).

La activacion de Rs-AFP se da en el momento de la rupture de la
testa despues de la germinacion, se libera un 30% de la proteina y
eso es suficiente para contrarestar los efectos fitopatégenos del

suelo (Shietal,b 2013).

Las defensinas en su totalidad no son téxicas ya que interviene en el

creciemiento y desarrollo delvegetal (Shietal.,, 2013).

TECNICAS UTILIZADAS EN LA INVESTIGACION

Prote6mica

Eltérmino proteomica fue acufiado en elafo de 1994, determinado
a partir de proteina y genoma, el Ph Marc Wilkins lo denominé
mientras realizaba sus estudios de doctorado, en los cuales llego a
la conclusion de que la proteomica estudia la estructura y funcién

de las proteinas («Proteé6mica», 2011).
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El proteoma es el estudio de todas las proteinas existentes en una
muestra biolégica, expresada por un genoma, por medio del
proteoma podemos tener una imagen dindmica de todas las
proteinas en condiciones de estudio como, estrés de una planta,

madurez fisiolégica, etc («Protedémica - Medicina molecular», s. f.)

Elestudio y comparacién sistem atica de las proteinas en diferentes
situaciones m etabdlicas (que dan com o resultado varias
reacciones consecutivas catalizadas por una enzim a), o
patolégicas causada por una enfermedad como es en elcaso de la
M oniliasis, permite identificar aquellas proteinas cuya presencia,
ausencia o alteracion se ve reflejada en la <correlaciobn con

determinados etapas fisiolégicas. (MORALES etal., 2006, s. f.)

En elcaso del analisis proted6mico asociado a patologias concretas,
es posible identificar proteinas que permitirian diagnosticar la
enfermedad o pronosticar la evolucion de la misma (Aldecoa

Bedoya & Battilana Guanilo, 2006).

La proteomica también depende de muchas técnicas para evaluar
a cada una de las proteinas expresadas, com o es la
espectrometria de masa, anéalisis moleculares, separacién de
péptidos y proteinas a partir de 2D PAGE o0 la cromatografia
liguida, a permitido consolidar a la protedmica como una ciencia
para el analisis de individuos (Aldecoa Bedoya & Battilana Guanilo,

2006).

26



2.9.2. Cuantificacién de proteinas

La deteccién de la concentracion de proteinas es una actividad
rutinaria que se lleva a cabo dentro del laboratorio, para determinar

la pureza de las proteinas extraidas. (CITIUS,2012)

Dentro de esta técnica se determinaron diferentes tipos de
cuantificaiones, con sus ventajas y desventajas, al igual que su

nivel de absorcién, obsevar tabla 1.

TABLA 1: Métodos de cuantificacion de proteinas para determinar la

concentracion.

Método de Absorcidon Rango sensibilidad ug Coeficienciade extincion
A 280 100-3000

A 205 3-100

A280-A260 100-3000 PROTEINA

(mg/ml)=(1.55A280-

0.76A260)

A235-A280 25-700 PROTEINA (mg/mh=(A35
-A280)/2.51

A224-A236 5-180 PROTEINA

(mg/ml)=(A224-A236)/ 0.6

A215-A225 2.-45 PROTEINA

(mg/ml)=144(A15-A225)

Meétodo Derivados

Colorim étricos.

Biuret 1000-10000
Lowry 25-100 a 500 nm Usarcurva estandar
2-30 a 660 nm

1-2 a 750 nm

Bradford 1.-15 E595= 81 mL/mg cm

BCA 0.5 -10 Usarcurva estandar

Método Derivados.

o-flalaldehido 1-5 exitacion a 340 nm Usarcurva estandar

exitacion a 475nm

Fuente: (REYES, s. f.).

27



.9.

a)

b)

c)

Descripcién de los métodos para determ inar la concetracion

de proteinas.

M étodo de Biuret.- describe claramente la reaccion compleja que

se forma entre el Cu y los grupos NH de los enlaces peptidicos.

La intensidad de la coloracion es directamente proporcional a la
cantidad de proteinas presentes en cada muestra experiemental.

(REYES, sf).

M étodo de Bradford.- la estimacion de la cantidad de proteinas en
las muestras seglun este meétodo, es la wunion del colorante

Commssie Blue G -250.

El colorante en condiciones de pH acido, tiene dos tonalidades una
azul y uno naranja, al formar el complejo proteina-colorante, esta
reacciona y las proteinas se tornan azul. Se destaca la utilizacion de
una curva de calibracion formada por suero de albunina bovina.

(REYES, sf).

M étodo de BCA .- este metodo esta conformado por una sal
sodica, que al reaccionar con Ilos iones de Cu, forman wuna

coloracion purpura en un medio alcalino. (REYES, sf.)
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TABLA 2: Métodos de cuantificacion de proteinas sus ventajas y

desventajas.

Método Ventajas Desventajas

M étodo de Absorcion No se pierden las muestras Interfieren muchos compuestos

que absorben en el UV

Metodo Derivados Colorimétricos.

Biuret Bastante especifico para proteinas. Tiene poca sensiblidad
Poca interferencia

Es barato

Lowry La sensivilidad es buena. No todas las proeinas tiene las
mismas reacciones. Mucha
interferencia con los agentes

desnaturalizantes.

Bradford Muy sensible Mucha interferencia con los

detergentes.

BCA Es el metodo mas sensible. Menor

interferencia

Método Derivados.

o-flalaldehido Muy sencible La interferencia de aminas
cotaminanates en la muestray las

muestras no reaccion igual.

Fuente: (REYES, sf).

2.9.4. Cuantificaciéon de proteinas mediante Nanodrop

Este equipo nos permite medir la concentracion de las proteinas
medianate la espectrofotometria en un amplio ramgo de 220-750

nm con gran sensibilidad y reproducibilidad.

Basta colocar entre 10 a 12 ul de muestra en el equipo, para que
se realice la electrofotometria, con la ayuda del Softwar nos
permite medir una concentraciébn y wuna pureza en lo &acidos
nucleicos (260 nm), y en el caso de las proteinas (280 nm)

(CITIUS, 2012).
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Proceso para la cuantificaciéon de proteinas en el equipo nanodrop

Primer paso.- Colocar el volumen de la muestra en el pedestal

inferior. Se recomienda wutilizar los siguientes volumenes para la

determinacioén.

Soluciones acuosas de acidos nucleicos. lul
Proteinas purificadas. 2ul
M étodo de Bradfotd, BCA o Lowry. 2ul
Sunpenciones celulares. 1-2ul
Segundo paso.- Cerrar el pedestal superior e inical el proceso

empleando el software adecuado para elequipo (CITIUS, 2012).

Geles de poliacrilamida PAGE

Los geles de poliacrilamida se asemejan a un tamiz molecular,
retardando el movimiento de las macromoléculas que contienen un
mayor peso molecular, de esta manera guedan retenidad
gradualmente en el peso adecuado, mientras tanto las moléculas
con menor peso siguen en movimiento hasta ser retenidas.

(GARCIA, 2000).

E I término PAGE sim bolizado, significa polyacrilamide gel
electrophoresis, el cual es generado por un entramado por la
polimeracion de agentes como bis-acrilamida (N,N,N,N-m etilen.bis-
acrilamida), de =esta manera se genera poros de diferentes
tamafios dependiendo de la concentracién en la que se elabora el

gel. (GARCIA, 2000).

De acuerdo alporo delgelse puede ejecutar diferentes estudios de

separacioén de proteinas, con un porcentaje de 10-15%

obtendremos retencién de particulas de 50 KDa estas son de
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menor tamafio, mientras que al bajar el porcentaje, menos del 10%

se obtendran proteinas de mayor tamafio. (INS,2003).

La relacién de acrilamida y bis-acrilamida es de 37,5 : 1

(MALDONADO etal, s.f.).

El sistema de polimerizacién se realiza medianate un redox de
catalisis, colocando como autor al TEMED el cual va a generar
radicales Ilibres, los cuales van a reaccionar por medio de la
ionizaciéon del persulfato de amonio APS este actua com o iniciador.

(MALDONADO etal., sf).

2.9.5.1. Clasificaciéon de los geles de poliacrilamida

a)

Los geles de poliacrilamida se caracterizan en dos, de acuerdo a

las condiciones de procesamiento de las muestras.

. En condiciones nativas (ND-PAGE).
. En condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

(RABILLOUD etal., 2011).

En condiciones nativas (ND-PAGE)

Este gel al encuentrarse en condiciones nativas, las proteinas no

cambian su estructura ni forma tridimensional, tompoco las

cadenas estructurales que la forman estas se encuentran unidas.

En el momento de la migraciéon las proteinas vas a mantener sus

condiciones nativas y serdn separadas por su carga eléctrica.

(MORALES etal., 2006).

31



b)

En condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Como su nombre lo dice estan presentes soluciones

desnaturalizantes como: reductores, detergentes, caodotrodos.

En elmomento de la aplicacion de agentes desnaturalizantes como
el SDS anidonico, proporcionan a las moléculas una interaccién
hidrofobicas y posterioremnte se desnaturaliza. (MORALES et al.,

2006).

Ocurrido este proceso las proteinas toman otra forma y estructura
“bastones”, cargadas con el detergente que proporciona una carga

negativa a las moléculas. (MORALES etal.,2006).

La proporcién que se integra a cada molecula es de 1 de
detergente SDS por 2 residuos de proteinas. Cabe indicar que el

SDS enmarcara la carga de las proteinas. (MORALES etal.,,2006).

Las proteinas cargadas con el SDS presentan un valor carga/masa
que es constante por lo tanto en la migracién desde el catodo al
danodo, se separan en bandas y se lo compara con el marcador

molecular. (MORALES etal.,2006).

Otro agente reductor o desnaturalizante es el 2-mercatoetanol que
reduce los puentes disulfuros (Cys-S-S-Cys) a grupos m etilos (Cys-

SH). (MALDONADO etal., sf)

Agentes caotodos como la urea rompen los puentes de hidrégeno
para asegurar la disociacion de las proteinas, se procede a
calentar las muestras que contiene el tampén de muestra antes de

la colocaciéon en la electroforesis. (ARIZMENDI, 2013).
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2.9.6. Tipos de electroforesis

. Electroforesis en gel de agarosa.

. Electroforesis en papel.

. Electroforesis en gel de poliacrilamida.

. Electroforesis capilar.

. Electroforesis bidimensional.

. Isoelectroenfoque. (BIOSCIENCES, s. f.).
2.9.6.1. Electroforesis en geles de poliacrilalm ida

Como resultado de la utilizacion de esta técnica podremos obtener

la purificacion, el analisis y la caracterizacion de proteinas.

La técnica se aplica debido a su simplicidad, rapides, y sensibilidad
para la separacion de proteinas y acidos nucléicos (SALMERON,

2010).

Para ello, se debe seguir un proceso riguroso con las muestras
para fraccionar adecuadamente el material vegetaly proceder a la

electroforesis (MORALES etal.,2006).

El termino electroforesis se escucho a partir de los afios 1907 por
M ichaelis, para definir el fenomeno por el cual una molecula que
contiene una carga neta, se puede desplazar como respuesta, a la

ejecucion de una carga electrica. (INS,2003).

Para que esta respuesta se presente se identificaron los siguientes

parametros:
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. La velocidad de migracion.

. La intensidad electrica.

. La carga neta.

. Viscosidad y temperature del medio en el cual las moleculas se
mueven.

. Fuerza ionica.

. Tamafoy forma de la muestra.

(GARCIA, 2000).

2.9.6.2. Sistem as de electroforesis

Dentro de las varienates de &electroforesis encontramos dos
sistem as: continio y discontinuo esto diferencia radica en cada uno

de los tampones que se emplean para la elaboracion de los geles.

a) Sistema continto o Ilamado Weber y Osborn.- en este
sistem a se trabaja con un UGnico gel, el cual esta conformado
por el gel separador, esta variante cumple con un requisite,
trabajar con un mismo tampon de corrida y con el mismo

tamponen elgel. (MALDONADO etal., sf).

b) Sistema discontinuo o Ilamado Laem mli.- en este sistema se
trabaja con dos tipos de geles el cualtoma el nombre de gel de
concentracién, concentrador, empaquetamieto y lower, y el gel
separador el que se lo designa como upper, en el gel lower al
polimerizar forma poros grandes (restrictivo), en el caso del gel

upper son poros mas pequefios. (MALDONADO etal., sf).

Con la ayuda de diferentes tampones, con diferentes pH, y

fuerza ionica se trabajo el sistema discontinuo (MALDONADDO

etal., sf).
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c) Movimiento de las particulas en los diferentes sitem as

Gel concentrador.- En este gel las particulas contiene un
movimiento intermedio entre la movilidad de los iones de Cl del gel

y la movilidad del ion glicina Gly del tampén de muestra.

(SALMERON, 2010).

G el separador.- Al contrario, el gel separador al contar con un pH
basico esto favorece la ionizaciéon de la glicina de forma que sus
iones migran a través de la maya de poros, de esta manera

migraran las proteinas separandose por su tamafio. (SALMERON,

2010).

2.9.6.3 Electroforesis bidimensional (lIsoelectroenfoque + SDS-PAGE)

En geles de poliacrilamida (2D PAGE), es la herramienta que se
emplea de forma continua para el analisis de las proteinas en su
totalidad obtenidas de un organismo biologico.

Esta técnica nos permitira obtener y separar de cientos o miles de

proteinas (“spots”)en un unico gel. («BIO-RAD, s.f.)

2.9.6.3. Punto isoléctrico PI.

Se determina como punto isoeléctrico de un anfolito cuya carga es

neta (cero) (ARIZMENDI, 20013).

Las proteinas como todos bien sabemos contiene grupos de
cargas, de ambas polaridades, de esta manera se presenta el pl,
que es el valor de la carga neta (z) de las proteinas a un pH
determinado, por lo cual, el resultado es inmovilidar a la molecula

en un campo eléctrico. (ARIZMENDI, 2013)
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2.9.6.4

El pl = (pK1 + pK2)/ 2 mietras que para un aminoacido de cadena
acida base el pl es el promedio de los pK entre las especies de
carga + 1y carga - 1. (ARIZMENDI, 2013).

Observaren la Figura 3.

Isoelectroenfoque IEF.

Dentro de esta técnica se establece un gradiente de pH muy
estable, en adicion de anfolitos (urea, tiourea) para que se adiheran
a las muestras (proteinas), y se procede a la electroforesis, de
acuerdo al pH, las proteinas migraran dentro del gel con un valor

isoelectrico (INS, 2003).

Durante la migracion el gradiente de pH, las proteinas actuan, bien
cargando positivamente o negativamente (protones), mientras la
proteina migra la carga neta y la movilidad disminuiran para que la

proteina se estabilice (ARIZMENDI, 2013).

Cuando la proteina se estabiliza en el punto isoeléctrico en
referencia al gradiente de pH, la molecula quedara sin garga y la
migracién para, en el caso que la proteina tuviese que migrar mas
la particula se com vierte en protonada y se forzard la migraciéon al

cadtodo, por medio delcampo eléctrico. (ARIZMENDI, 2013).

Si por el contrario se difunde en una zona mayor de pH <con
referencia a su pl, la proteina llegara a ser cargada negativamente

y serda impulsada hacia el anodo. (ARIZMENDI, 2013).

De esa manera las proteinas se condensan en Jlas diferentes

bandas, con sus respectivos gradientes de pH y pl. (ARIZMENDII,

2013).
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CAPITULO Il

1.

MATERIALES YMETODOS

LOCALIZACION

La presente investigacion se realizo en el Laboratorio de

Biotecnologia de la Escuela Superior Politecnica del Litoral ESPOL,

ubicado en el campus Gustavo G alindo Velasco Km 30.5 via

perimetral, en el Centro de Investigaciones Biotecnologicas del

Ecuador CIBE.

MATERIALES Y EQUIPOS DE LABORATORIO PARA LA
REALIZACION DE LA INVESTIGACION.

M aterial fisico

a) Equipos:

e Blanza analitica marca Thom as scientific.

e Medidor de pH.

e Refrigeradores -80 °C; -20 °C; -4 °C.

e Rosiadores para alcohol.

b) Herramientas:

e Pipetas digitales de medicion en landas de 10 ul; 100 ul; 1000 ul.

ePinzas.

e Bisturis.

e Tijeras.

e Mortero.

e Pistilo.

e Espatulas.
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eGuantes.

e Vidrieria.

eProbetas 50 ml; 500 mI.

e Tubos Eppendor 20 m I.

eTubos Falcon 14 ml; 50 m|.

eVasos de precipitacion 50 ml; 100 ml; 250 m I.
eHelermeller.

ePapel esteril.

c) Materialgquimico

e Nitr6geno liquido.

e Acrilamida / Poliacrilamida.
e Azulde Com assi.

e Aceite mineral.

e Hipoclorito de Sodio (cloro)
eDetergente.

e Etanol.

e Metanol.

e Acetona.

. METODOS

3..1. Materialexperimental

3..1.1.M aterial Biolégico

EIl material vegetal utilizado fueron hojas de plantas de cacao

(Theobroma cacao) con presencia y ausencia de sintom atologia,

producida por Moniliasis (Moniliophthora roreri), las cuales fueron

recolectadas en el sector de la Provincia de Naranjal en tres
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.1

haciendas denominadas, Finca Sector la Montafia, Sector Huerta

Seca,y Sector Huerta Vieja #2, en la provincia del Guayas.

De las cuales se tomaron tres muestras sin sintom atologia y tres

con presencia del patégeno, por cada hacienda, la presencia del

hongo debio verificarce en el fruto de la planta de cacao.

Posteriorm ente fueron etiquetadas, georreferenciadas, y
congeladas inmediataente con N itrogeno liguido para evitar
necrosis, y degradacion de proteinas, fueron trasportadas, hacia la
Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL), en donde se las

proceso inmediatamente en el pulverizador con Nitrégeno liguido y

fueron almacenadas a -80°C para su conservacién hasta

realizacion del estudio.

.2 Tratamientos estudiados
Se recurrio al estudio de los siguientes tratamientos:
Protocolo de extraccion de proteinas recalcitrantes + triturado.

Protocolo de extraccion de proteinas recalcitrantes + pulverizado.

la

Protocolo de extraccion de proteinas recalcitrantes + nitrégeno liquido.

Protocolo de extraccion de proteinas recalcitrantes + protocolo de
extraccion de proteinas de meristemos de cacao.

Protocolo de extraccion de proteinas modificado + pulverizado.
Protocolo de extraccion de proteinas modificado + hojas jovenes.

Protocolo de extraccion de proteinas m odificado + hojas maduras.
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3.1.3 Caracteristicas de la unidad experimental

Cada unidad experimental fue conformada por un tubo eppendor de
1.5 ul, con 3 repeticiones por cada tratamiento, para su concervacion
se guardo a -80 °C, esto le dara las condiciones adecuadas para que

las muestras no se necrosen nise degrade las proteinas.

3.2 Esquema de anéalisis estadistico

Se relaizo el estudio de la distancia de migracion de cada una de las
bandas presentes en cada uno de los geles migrados, con cada una

de sus variaciones en estudio.

Factor 1.- Protocolo de extraccion de proteinas.

Factor 2.- Manipulacion de la muestra.

3.3 MANEJO DE LA INVESTIGACION

3.4.1. Extraccion de proteinas de cacao (Theobroma cacao L.)

3.3.2.1 Primer protocolo para la extraccion de proteinas

Para la extraccién de proteinas nos basamos en el “Protocolo
rapido y Universal para extracciéon de proteinas de tejidos de

platas recalcitrantes para analisis protedémico”. (Wang et al.,

2006)

Elprocedimiento llevado acabo, se da con la seleccién de las hojas
a nivel de campo, las hojas seleccionas, tuvieron wun tamafio
aproximado de 41 cm de largo por 13 cm de ancho, las cuales

fueron recolectadas de la parte apical delarbolde cacao.
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Para el pulverizado, se adiciond una solucién amortiguadora com o
es el Nitrébgeno liqguido, para evitar que las muestras se necrosen y
degraden, con las ayuda de un mortero y pistilo se obtuvo la mayor

cantidad de muestra triturada.

Para una eficiente pulverizacién, en cada tubo se coloca rulimanes
y se procede a una nueva pulverizacién en el equipo triturador,

marca RESTSCH, modelo MM 400, serie 128061014.

En estas muestras completamente trituradas, se coloco TCA 10% /
acetona, hasta llenar el tubo (1ml), la cual nos perm itié6 lim piar los

pigmentos de clorofila y residuos que contenia las muestras.

Se procedi6 a mezclar la muestra con la ayuda de un Vortex para

obtener un homogenizado, lo llevamos a la centrifuga a 16 000 x g

a una temperaturade 4°C por 3 minutos.

Al obtener las muestras, se eliminé el sobrenadante, y se coloco
M etanol al 80% hasta llenar el tubo (1ml), este buffer nos perm itio

eliminar los residuos de TCA 10% / acetona.

Se procedid a mezclar la muestra con el Metanol al 80% con la
ayuda de un vortex, el objetivo, homogenizar la muestra para una
mejor centrifugaciéon, la cual se realizd a 16 000 x g a una

temperatura de 4°C por 3 minutos.

Después del centrifugado se procedio a la eliminacion del

sobrenadante con cuidado para evitar que se pierda la muestra o

pellet en donde se encuentran las proteinas.
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Al obtener las muestras limpias, se adiciond Acetona 80% , se lleno
el tubo (1 ml), y se mezcla con la ayuda de un vortex, se centrifugo

la muestra a 16 000 x g a una temperatura de 4°C por 3 minutos.

Al cabo de los 3 minutos se elimindo el sobrenadante y se obtuvo el
pellet, todavia con contaminantes, este fue lavado, para precipitar

las proteinas requeridas.

Se procedio al secado, con la ayuda de un papel filtro se absorvio
la acetona, para mayor seguridad del proceso se incubar Ia

muestra a bafio maria por 10 minutos a 50°C.

Después que el pellet estubo seco, se procede a afadir 0,4/ 1grde
muestra de Fenol con un pH de 8.0 para precipitar las proteinas

existente.

Centrifugamos a 16 000 x g a una temperatura de 4°C por 3
minutos, al término de este proceso se transfiere 0,2 o 0,4 de la

fase superior del fenol a otro tubo.

Se adicion6 al tubo 1ml| de Metanol que contenia acetato de
amonio 1M y se procedio a almacenar a 20°C por toda la noche, el
tiempo puede ser prolongado para obtener mas cantidad de

proteinas.

Despues del tiempo de incubacion se procedio a centrifugar, a

16000 x g a una temperatura de 4°C por 5 minutos.
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Al término de la centrifugacion, se decanta el sobre nadante y se

obtiene el pellet visible.

NOTA: Sielpellet se encontrara de color obscuro se procede a la
colocacion de 100 ul de fenol, se homogeniza y se centrifuga, esto

nos permite lavar el pellet para obtener mejores muestras.

Al pellet se le coloco Metanol al 100 % para lavar, se vortea, y se

centrifuga a 16 000 x g a una temperatura de 4°C por 3 minutos.

Se procedi6 a realizar el Ultimo lavado con acetona al 80 %, se
homogenizo, y centrifugo a 16 000 x g a una temperatura de 4°C

por 3 minutos,y se dejo secar.

Posterior al secado se procedio a la resuspencion de la muestra,
con agua destilada, para ser <colocado en el gel para la

electroforesis.

Debido a la mala resolucion que se tuvo en los geles migrados
(figura 1) se procedid a investigar un nuevo portocolo para la
extraccion, procesamiento y analisis de las muestras de cacao

(Theobroma cacao)

3.3.2.2 Segundo protocolo para la extraccion de proteinas

Este protocolo nos permitio manipular, extraer, procesar, y obtener
mejor resolucion en cuanto a la migracion de bandas en los geles
de Abis/poliacrilamida, ya que el protocolo es esclusivo para la
extraccion de “proteinas de hoja de cacao y meristemos, 6rganos
infectados con Moniliphthora roreri “ el cual fue especifico para la

investigacién (Pirovanietal., 2008).
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Se procedio a la trituracion de hojas de cacao, con Nitrégeno
liquido, y se procedio a la colocacion de 150 mg del pulverizado en

tubos eppendorf.

Se coloco la primera solucion, Acetona fria al 100%, en una
cantidad de 1500 ul, esta nos permiti6 eliminar pigmentos del

pulverizado.

Se centrifugd las muestras a una velocidad de 10 000 g por 3
minutos a 4°C.
El pellet obtenido se lavdo una vez mas con el mismo volumen de

acetona fria, 1 500 ul, y se centrifugo a 10 000 g por 3 mnts a 4 °C.

Seguidamente se seco el pellet a temperatura ambiente por 20
minutos, y se procedio allavodo, con TCA 10 % / acetona (1000 ul)

este proceso se repetio durante 4 veces.

Una vez mas centrifugamos a 10 000 g por 3 minutos a una
temperature de 4 °C, y realizamos elultimo lavado con acetona fria
(500 wul), pasado este proceso dejamos secar el pellet para su
posterior resuspencion con 800 ul de buffer de SDS, esta mezcla

dejamos incubar por 10 minutos con agitacion constante.

Pasado este proceso, se coloco el fenol en una cantidad de 600 ul,
y se incubo por 30 minutos en agitacion constante, terminado este

periodo centrifugamos a 5000 g por 10 minutos a 4 °C.

Para obtener el pellet se procede a tranferir el sobrenadante a un
tubo falcon de 14 ml, en el cual se coloco 5 volumenes de AcNH4
0,1 molar en metanol al 100 %, este homogenizado se refrigera

por14 h a -20 °C.

44



Pasadas las 14 h de incubacion se procedio a la centrigugacion de
los tubos eppendor a 20000 por 5 minutos para obtener el

sedimento en el que se encuentro las proteinas.

O btenido el pellet se procedio allavado, 3 veces con Metanol 80% /
acetato de amonio, dos veces con acetone fria al 80% y una vez

con etanolal70%

El pellet de <color blanquesino se deja secar a temperature
am biente por 20 minutos para su posterior resuspencion (buffer de

corrida o buffer de migracion), migracion, electroforesis, y analisis.

El protocolo utilizado y descrito anteriormente no es una opcion
dentro del laboratorio, la migracion que se obsevo y se observa en
la figura 2, no nos permitio una visualizacion completa de las
bandas, por esta razon nos vemos en la obligacion de proceder a
m odificar el protocolo utilizado para obtener resultados

satisfactorios.

3.3.2.3 Tercer protocolo utilizado en la investigacion

Se procedio a la manipulacion de las muestras, el cual consitio en
colocar las muestras (hojas) inmediatamente recolectadas en
Nitrbgeno liquido, esto permitio que las hojas de cacao no se

necroces hasta llegar allaboratorio.

Las muestras congeladas con Nitré6geno liqguido se las pulveriza en

un mortero,con adicion de la solucion amortiguadora.
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El pulverizado se coloco en tubos eppendorf de 1.5 ml el cualnos

permite congelar inmeditamente despues de la colocacion de los

150 mg de la muestra.

El procesamiento de las muestras se dio con la extraccion de
proteinas, las cules fueron colocadas en Acetona fria al 100% en
un cantidad de 1500 ul, y procedimos a vortex el homogenizado,
esto nos permitio lavar pigmentos que se encuentraron en el

pulverizado.

Estas muestras se centrifugaron a 10 000 g por 3 minutos a 4 °C,
para una mayor limpieza de las muestras se realizé dos lavos con

acetona,y se centrifugo a la misma velocidad.

Se seco el pellet obtenido, por un lapso de 20 minutos a
tem peratura ambiente, para posteriormente lavar el sediment con
500 ul TCA 10% / acetone por 4 veces, de esta manera obtuvimos

un pellet completamente lavado.

Se procedio a centrifugar a 10 000 g por 3 minutos a 4 °C, y se

procedio a lavar una vez mas con acetona fria al 100%,

centrifugamos a la misma velocidad, y dejamos secar el pellet a

temperatura am biente por 20 minutos para seguir con el protocolo.

El pellet se resuspendio en 800 ul de buffer de SDS, el cual fue

incubado por 10 minutos en agitacion constante.

Al termino de la incubacion se procedio a la colocacion del fenol
(que se encuentra lavado con buffer de TE) 600 ul, vy se lo dejo
incubar por 30 minutos con agitacion constante a temperatura

am biente.
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Finalizado los 30 minutos se ejecuto la centrifugacion a 5 000 g por
10 minutos, esto nos ayudo a obtener mas proteinas en el

sobrenadante.

Las proteinas desde la fase del fenol fueron extraidas a un nuevo
tubo, falcon de 14 ml, (para evitar derrames y contaminacion en el

laboratorio con fenol).

Estos tubos fueron incubados por 14 horas a -20 °C <con 5

volumenes de AcNH4 0.1 molar en metanol100% .

Pasadas las 14 horas se procedié6 a centrifugar a 20 000 g por 5
minutos a 4 °C, el pellet obtenido se lavo por 3 veces con

metanol al 80% y centrifugamos a 20 000 g por 5 minutos.

Despues de la eliminacion del metanol, se procedi6 a lavar el pellet

con etanolal70% y acetona 100% , centrifugamos a 20 000 g por 5

minutos.

Pasado este proceso se dejo secar el sedimento a temperatura
ambiente para su posterior resupencion en buffer de electroforesis

50 ul.

3.3.2.4 Cuarto protocolo utilizado en la investigacion

El protocolo que se utilizé, es el tercer protocolo modificado la

velocidad de <centrifugacion el cual nos permiti6 obtener para

proteinas en el sedimento y una mayor concentracion, por ende

una migracion de excelente calidad.
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Los procesamientos de las muestras fueron en todo momento con
Nitrégeno Liquido, desde su recoleccion hasta la colocacion del

primer buffer.

Se procedié6 a la colocacion de 150 mg a 200 mg de muestra de
hoja de cacao pulverizada, estas muestras se encuentraron en un

tubo eppendor de 1.5 ml, los cuales se mantian a -80 °C.

Se coloc6 1500 ul de acetona fria 100% , se vorteo para obtener un
homogenizado, la acetona nos permitio lavar pigmentos que se

encuentraron en el pulverizado.

Estas muestras se centrifugaron a 16 000 g por 3 minutos a 4 °C,
para una mayor limpienza, se realiz6 otro lavodo con acetona fria

100% ,y se centrifugo a la misma velocidad.

Al obtener el pellet se procedio a secar por 20 minutos a
temperatura ambiente, para posteriormente lavar el sedimento, por
4 veces con 500 ul TCA 10% / acetona, se realizé vortex para
homogenizar bien las muestras, y se centrifugo a 16 000 g por 3
minutos a 4 °C, por Ultimo se lavo el pellet con acetona al 100% vy

dejamos secar a temperatura am biente.

El pellet se resuspendié6 en 800 ul de buffer de SDS, y los tubos

fueron incubados por 10 minutos en agitacion constante.

Al termino de la incubacion se procedio a la colocacion del fenol
(que se encontro lavado con buffer de TE) 600 ul, y se lo dejo
incubar por 30 minutos con agitacion constante a temperatura

am biente.
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Finalizado los 30 minutos se ejecuto la centrifugacion a 20 000 g
por 10 minutos a una temperatura de 4 °C, esto nos ayudod a

obtener mas proteinas en el sobrenadante.

Las proteinas desde la fase del fenol fueron extraidas a un nuevo

tubo (falcon de 14 ml).

Al obtener el sobrenadante en el nuevo tubo se procedié a Ila

colocacion del bufferde SDS en un porcentaje de 1 volumen.

Estos tubos fueron incubados por 14 horas a -20 C <con 5

volumenes de AcNH4 0.1 molar en metanol.

Pasadas las 14 horas se procedié a centrifugar a 20000 g por 5
minutos a 4 °C, el pellet obtenido se lavo con metanol al 100% , y

centrifugamos a 16 000 g por 3 minutos a 4 °C.

Después de la eliminacion del metanol, se procedio a lavar el pellet

con acetona al 100 %,y centrifugamos a 16 000 g por 3 minutos.

Pasado este proceso se dejo secar el sedimento a temperatura

am biente para su posteriorresupencion en bufferde corrida 50 ul.

De los 50ul resuspedidos, se extrajo 10 ul en un nuevo tubo
eppendorf y se coloco 3,3 ul de buffer de muestras, esto fue
migrado en el equipo de electroforesis marca BIO-RAD, modelo
Power Pac Basic, serie 04BR 63689 el gel se observa en la figura

11.
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.3.3 Cuantificaciéon de las proteinas con la técnica de Bradford

La estimacion de la cantidad de proteinas en las muestras se
realizé utilizando el kit de Bradford, este proceso se da mediante el
cambio de absorciobn que ocurre cuando el colorante azul de
Coomassie se une a la proteina, desplazando el maximo de

absorcién delcolorante de 465 nm a 595 nm .

Para el procedimiento se utilizé un duplicado de las muestras que
fueron colocadas en sus respectivos pocillos, con una dosis de 250
ul de la muestra y 20 ul del reactivo, como blanco se colocé agua
destilada, y se estim 6 la absorbancia a 595 nm en un

espectrofotém etro.

Los resultados obtenidos fueron <comparados con una curva

estandar de albumina bovina (BSA).

Esta curva de calibracion se construy6 con cantidades conocidas
de BSA en un rango de nueves tubos con una concentracién de
0,01 a 0,09 las cuales nos perm itieron identificar elrango en elque
se encuentraron nuestras muestras, para proceder a la dosificacion

en la electroforesis.

La estimacion de las proteinas presentes en nuestras muestras se

realizé mediante la ecuacién de la recta (y = mx + b) las cuales

fueron procesadas y se obtuvo X para obtener la cantidad en

microgramos (mg) de las proteinas existentes.

.3.4 Preparaci6on del gel de acrilamida

Para la realizacion del gel se necesitan los siguientes equipos Yy
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reactivos.

Soporte de geles.

Soporte de cristales.

Cristales (Separador y superior).

Peineta.

Helermeyer.

Pipetas.

Agua destilada, y soluciones para realizar los geles al12% y 4% .

.1 Procedimiento

Tener en cuenta que para la realizacioén del gel en todo momento se

debio utilizar guantes para evitar contaminaciéon con acrilamida.

Se procedi6 a la union de los dos vidrios (separador y superior),

observando la direccién de Ilos cristales, los cuales dejan una

abertura de 0.75 m m, estos son colocados en el soporte el cual se

engancha con una vincha.

Se procedio a la verificacion de filtraciones, este paso se realizé con

agua destilada, si no se observa ninguna fuga, se procede a la

preparacion de la soluciéon all10 % (Tabla 4).

La solucién contiene SDS el cual ayuda a mantener la masa
constante de las proteinas, el persulfato de amonio es quien inicio la
polimerizacién generando radicales |libres, TEMED <completo la
polimerizacion del gel, cabe indicar que el gel debe ocupar la %

parte de su altura.

Las soluciones se la coloc6 entre los dos vidrios en la abertura de

0,75 mm, podimos hacer uso de la pipeta de 1000 ul, terminado este

proceso se lleno con agua, esto nos permite evitar el contacto con
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.3.

.3

.5

agentes externo como el aire y evitar la oxidacién en el proceso.

Al cabo de 15 minutos se procedi6 a la eliminacién del agua, y se
mezclé la solucion del gel upper de acrilamida 4% (Tabla 3), con
esta concentracién proporcionamos poros con mayor capacidad de

migraciéon.

Se llené hasta que se eliminen los espacios con aire (burbujas) que
se depositan entre los vidrios, se colocdé la peineta de plastico el cual

va a dar forma a los pocillos, donde se colocara las muestras.

Al paso de 15 minutos se encuentro formado el gel discontinuo y por
ende estd polimerizado. Se colocdé en elequipo de electroforesis que
contenia el buffer de corrida (Tabla 4) para la culminacién de la
preparacion de las muestras se resuspendio en buffer de corrida (15
ul) y se coloc6é buffer de muestras (5 ul), se llevo a ebullicibn por 5

m inutos.

Electroforesis (BIO-RAD POWER BASIC 300V, 400 MA,78W)

Para la realizacion de la electroforesis necesitamos los siguientes
equipos y reactivos.

Soporte principal.

Bandeja donde colocar eltampdén de electroforesis.

Fuente de poder.

Cristal.

Tampoén de carga

M arcador molecular.

Procedimiento
Retiramos los vidrios del soporte y Ilo Illevamos al equipo de
electroforesis, cabe indicar que el soporte principal contenia los

electrodos que nos permitio suministrar corriente eléctrica para la
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migraciéon.

a) Tampén de electroforesis

Una vez en la cubeta se retir6 el peine de plastico y se procedié a
colocar las muestras que fueron preparadas con anterioridad.

Al momento de la colocacién se afiade el Tampoén de Carga que
contiene glicerol, este aumento la densidad de la muestra para que
esta se deposite en el pocillo, también contenia Azul de Bromofenol,
gue es un colorante que nos ayudara a identificar la posicién exacta
de donde fueron colocadas las muestras y su carrilalmomento de la

migraciéon.

No olvidar la colocacién del marcador de peso molecular el cual
estubo conformado por LC5677, NUPAGE 4-12% Bis-Tris Gel w/
M ES satained with Com massie R-250, el cual nos perm ite identificar

las proteinas en un rango de 200 kDa hasta los 10 kD a.

Colocamos el tampobn de electroforesis que contenia (SDs,
G licerina, Tris base), de talforma que cubra el gel para evitar que la

migracién sea muy lenta y forzar al equipo.

Procedimos a conectar el equipo a una fuente eléctrica,
seleccionamos y verificamos el voltaje adecuado e iniciamos Ila

electroforesis.

La electroforesis tiene por objeto migrar las proteinas que se
encuentraron cargadas negativamente por el SDS asia la parte
inferior del gel, esto permitio que se separe las proteinas por tamafio

(peso molecular).
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Al término de la electroforesis se apago el equipo, se elimind el
Tampoén de Electroforesis y se procedio a la tincion y decoloracion

delgelde acrilamida.

Tincién del abis/poliacrilamida

Se separd los cristales dejando libre el gel, evitando que se rompa,
se sumerge en Azul de Comasse que tuvo la capacidad para tedir
las proteinas de forma especifica, se dejo incubar por 15 minutos en
agitacion lenta. Pasado este tiempo se retir6 el colorante, evitando
dafiar el gel, y se procedio a la decoloracién con Acido acético al
10% .

Proceso de decoloracién del gel de abis/poliacrilamida

Con la ayuda del Acido acético al10 % se dejo incubar por 24 horas

con agitacién lenta, esto nos permiti6 observar con claridad las

bandas formadas porla migraciéon en la electroforesis.

La migracion de las proteinas en elinterior del gel, fue inversam ente
proporcional al tamafo, esto quiere decir que las proteinas maéas
pequefias son las que mas migraron, esto se comparé con la ayuda

del Marcador Molecular (m.m).

TABLA 3: Gelupper. Soluciones para geles de acrilamida.

STACKING (4% ) 2 mil
Agua 1.558
40 % Albis 0.200
1.25M Tris, pH 8.8 0.200
10% AP 0.020
TEM ED 0.0050

Fuente: Laboratorio CIBE - ESPOL
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TABLA 4: Gellower. Soluciones para geles de acrilamida.

STACKING (10% ) 2 ml

40 % Al/bis 1000

10% SDS 0.050

Fuente: Laboratorio CIBE - ESPOL

3.3.8Preparacion del gelde dos dimensiones 2 SDS PAGE

Para la realizacién del gel de dos dimensiones 2 SDS se necesitaron

los siguientes equipos y reactivos.

e Tiras de acrilamida de 10 cm con un pH de 3-7 GNL.

e Bufferde hidratacion Bio-Rad

e Buffer de equilibrio Tipo Iy II.

e Aceite mineral.

e Nanopure W ader.

e Bandeja para colocar las tiras para su hidratacion.

e Bandeja para colocar las tiras en el proceso de equilibrio.
e Fuente de poder para la electroforesis.

e Tampdn de carga

e Marcador molecular.
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3.3.8.1 Procedimiento

Tener en cuenta que para la realizacién de esta técnica se debe
m antener en todo momento guantes para evitar contaminacién con
acrilamida. Cabe destacar que las tiras de acrilamida absorben en su

totalidad 125 ulen elproceso de hidratacién.

Se procedio a la descongelacién de las tiras de acrilamida, durante

10 minutos.

En una bandeja se coloco el buffer de hidratacién en una cantidad

de 105 ul, y 20 ul de muestra y se procedio a agitar de manera

uniforme y continua.

Se eliminé el plastico de las tiras y se coloc6 en la bandeja en donde

se encuentro el buffer de hidratacién y la muestra.

Se procedio a la colocacién del aceite mineral en una cantidad de

1.5 ml, por 16 -18 horas para que la tira absorva la muestra.

Terminado este proceso se procedi6o a la colocacion en el equipo de
IEF en elcualse coloco elpapelfiltro, con una cantidad de 10 ulde
agua ultra pura, para generar una cadena de electricidad, por
ultimo se colocé el aceite mineral en una cantidad de 1.5 ml, se
selecciond el tipo de tira que se encuentro en analisis, el pH, el tipo

de gradiente, se etiquetd las muestras y se procedié al analisis.
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Pasado el analisis (6 horas aproximadamente), es requerido la

equilibracion de las tiras con dos tipos de Buffer, el Buffer 1
(ReadyPrep 2D Starte kit Equilibration buffer 1), y el Buffer 2

(ReadyPrep 2D Starte kit Equilibration buffer I1).

Se coloca el Buffer 1 con una dosis de 400 ul sobre la tira de
acrilamida, pasado 15 minutos se procedio con el lavado, y se
coloc6d el siguiente Buffer 2, con una dosis de 400 ul, todo el

proceso se debe mantener en agitaciéon de las tiras.

ara la migracién de los spot se utilizé un gel a una concentracion al
10%, en este gel se colocd6 la tira de acrilamida, y se procede a
colocar un papel filtro que se encuentro con 5 ul del marcador

molecular.

ara el sellado de la tira en el gel se colocé Agarosa Overlay y se
procedié a la electroforesis con tampén de corrida (Anexo 1) a una

voltaje de 100 vx durante 2 horas aproximadam ente.

inalmente los geles se tiferon con una solucién azul de com m assi
y se procedié a la visualizacion de los spoint, para este trabajo se
utilizé el programa ESTELLA el cual nos permiti6 escanial el gel y

observar claramente las proteinas de cuerdo a su peso molecular.
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RESULTADOS

. Para las evaluaciones, se recurri6 a la observacion de cada unos
de los geles, migrados, unidimensionales SDS-PAGE y de dos
dimensiones 2 SDS-PAGE, los cuales nos permitieron determinar,

la calidad de extraccion de proteinas y la eficacia del protocolo.

FIGURA 1: Electroforesis 1 SDS-PAGE de proteinas totales de la
hoja de cacao (Theobroma cacao L). M.M: marcador de peso
molecular. Carrill muestra sana 1, Carril 2 muestra sana 4, Carril 3
muestra sana 5. Pocillo (25 ul de pellet + 8,33 wul buffer de

muestra).

Fuente: Autora.
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TABLA 5: Ordenamientos de los datos que se utilizaron para la

migracion de proteinas de la figura 1.

Muestra Sanas Resuspencion Buffer de M.
1 25ul H20 destilada 8,33 ul
4 25ul H20O destilada 8 ,33 ul
5 25ul H20O destilada 8,33 ul
Analisis:

En la Figura 1. Se observo una mala resolucion delgeldebido a la

degradacion de las proteinas.

El nimero de bandas observadas en el Carril 1 es de 5 se
encuentraron entre un peso molecular de 28 kDa a 6 kDa, en el
Carril 2 es de 5 bandas entre un peso molecular de 28 kDa a 6
kDa,y en el Carril3 es de 4 bandas entre un peso molecular de 28
kDa a 6 kDa, la visualizacién de las bandas fue lim itada,
posiblem ente a inteferones como la celulosa, la clorofila, vy

pigmentos de las hojas.

Las observaciones en el gel nos permitieron determinar una pauta

sobre el manejo de la recoleccion de las muestras a nivel de
campo para evitar las posibles degradaciones, en cuanto a la
resolucién del gel se procedio a aumentar las lavadas con Acetona

al80% y TCA 10% para eliminar las inteferencias.
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FIGURA 2: Electroforesis 1 SDS-PAGE de proteinas totales de la
hoja de cacao (Theobroma cacao L.). M.M marcador de peso
molecular. Carrill muestra sana 1, Carril2 muestra sana 4, Carril 3

muestra sana 5. Pocillo (15 ulde pellet + 5 ul bufferde muestra).

M.M L1 L2 L3

]u\

us

-2

Fuente: Autora

TABLA 6: Ordenamientos de los datos que se utilizaron para la

migracion de proteinas de la figura 2.

Muestra sana Resuspenciéon Buffer de M.
1 15ul H20 destilada 5 ul
4 15ul H20 destilada 5 ul
5 15ul H20 destilada 5 ul

Analisis.

En la Figura 2. Se observdé una degradacién de las proteinas del

geldebido alas mismas causas susitadas en elgelde la figura 1.

El nimero de bandas observadas en el Carril 1 es de 4 se

encuentraron entre un peso molecular de 28 kDa a 6 kDa, en el

60



Carril 2 es de 4 bandas entre un peso molecular de 28 kDa a 6
kDa,y en el Carril3 es de 5 bandas entre un peso molecular de 28

kDa a 6 kDa.

La visualizacioén de las bandas fue limitada, posiblemente a
interferones, cabe indicar que se procedio a realizar 2 lavadas con
Acetona fria al 80%, dos lavados con TCA 10% / acetona, y dos
lavados con M etanol al 80%, no se observaron cambios

significativos aplicando sucesivamente los lavados.

Lo que nos permitio analizar que las muestras no se encotraban en

un estado optimo para la extraccion de proteinas (cadena de frio).

FIGURA 3: Electroforesis 1 SDS-PAGE de proteinas totales de la
hoja de cacao (Theobroma cacao L). M.M marcador de peso
molecular. Carrill muestra sana 1, Carril 2 muestra sana 4, Carril 3
muestra sana 4, Carril5 muestra sana 5. Pocillo (15 ulde pellet + 5

ul bufferde muestra).

MM L1 L2 B T4

-?

Fuente: Autora
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TABLA 7: Ordenamientos de los datos que se utilizaron para la

migracion de proteinas de la figura 3.

Muestra Sana Resuspencién Buffer de muestra
1 15 ul H20 destilada 5 ul
4 15 ul H20 destilada 5 ul
4 15 ul H20 destilada 5 ul
5 15 ul H20 destilada 5 ul

Analisis:

En la Figura 3. Se observé una degradacion de las proteinas del

geldebido a las mismas causas susitadas en elgelde la figura 2.

El nimero de bandas observadas en el Carril 1 es de 6 se
encuentraron entre un peso molecular de 28 kDa a 3 kDa, en el
Carril 2 es de 4 bandas entre un peso molecular de 28 kDa a 6
kDa,y en el Carril3 es de 2 bandas entre un peso molecular de 28
kDa a 6 kDa, en el Carril4 es de 5 bandas entre un peso molecular

de 28 kDa a 6 kDa

La visualizacion de las bandas fue limitada, pero en un ndmero
mayor con respecto a la figura 2, esto se debio a la incubaciéon por

14 horas en Metanol al 80% .

Las sucesivas lavadas delpellet para la extraccién de las proteinas

siguen siendo deficiente, ya que se observo interferencias.

Cabe indicar que las muestras fueron manipuladas con nitrégeno

liguido desde la pulvirizacién que se la realizé a 300 revoluciones

por 30 segundos.
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Lo que nos permitio analizar la wutilizacién de proteasas para la
eliminacién de inteferones que posibelmente sean

la causan de la

m ala resolucién en el gel.

FIGURA 4: Electroforesis 1 SDS-PAGE de proteinas totales de la
hoja de cacao (Theobroma cacao L). M.M marcador de peso

molecular. Carril 1 muestra sana 1 sin inhibidor de proteasa, Carril

2 muestra sana 1 con inhibidor de proteasa. Pocillo (10 ul de pellet

+ 3,3 ulbufferde muestra).

l\t\

U8

Fuente: Autora

TABLA 8: Ordenamientos de los datos que se utilizaron para la

migracion de proteinas de la figura 4.

Muestra Sana Resuspencién Buffer de muestra
1 10 ul H20 destilada 3,3 ul
1 10 ul H20 destilada 3,3 ul
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Analisis:

En la Figura 4. Se observé una degradacién de las proteinas del

geldebido alas mismas causas susitadas en elgel de la figura 3.

El nimero de bandas observadas en el Carril 1 es de 3 se
encontraron entre un peso molecular de 14 kDa a 3 kDa, en el
Carril 2 es de 3 bandas entre un peso molecular de 14 kDa a 3
kD a.

La visualizacién de las bandas fue limitada, y no se encuentra una
diferencia significativa en la wutilizacion de proteasas dentro del
protocolo, por esta razén y por no eliminar la interferencia se

procede a la utilizacion del protocolo nimero 2.

FIGURA 5: Electroforesis 1 SDS-PAGE de proteinas totales de la
hoja de cacao (Theobroma cacao L). M.M marcador de peso
molecular. Carril 1 y 2 protocolo NUEVO, Carril 3 y 4 protocolo
ANTIGUO . Muestra sana 1. Pocillo (10 ul de pellet + 3,3 ul buffer

de muestra).

Fuente: Autora

6 4



TABLA 9: Ordenamientos de los datos que se utilizaron para la

migracion de proteinas de la figura 5.

Muestra Sana Resuspencidén Buffer de muestra.

1 10 ul H20 destilada 3,3 ul

1 10 ul H20 destilada 3,3 ul

Analisis:

En la Figura 5. Se observo una degradacién de las proteinas del
carril L3 y L4 las mismas causas susitadas en el gel anteriores, de
esta manera confirmo los resultados del protocolo wutilizado en
primera instancia, en el caso del carril L1 y L2 no se observa una

degraciéon pero siuna mala intensidad de bandas.

El nimero de bandas observadas en el Carril 1 vy 2 es de 2 y se
encontraron entre un peso molecular de 28 kDa a 6 kDa, en el

Carril 3y 4 es de 4 bandas entre un peso molecular de 28 kDa a 6

kD a.

La figura 5, nos permiti6 resolver la unién del protocolo 1 y del
protocolo 2, para obtener como resultado, la eliminacién de Ila

degraciéon de proteinas y la intensidad de bandas sean la correcta.



FIGURA 6: Electroforesis 1 SDS-PAGE de proteinas totales de la
hoja de cacao (Theobroma cacao L). M.M marcador de peso

molecular.,, PROTOCOLO MODIFICADO. Pocillo (10 ul de pellet +

3
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rde muestra).

Fuente: Autora
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TABLA 10: Ordenamientos de los datos que se utilizaron para la

migracion de proteinas de la figura 6.

Muestra Sana Resuspencién Buffer de muestra

Analisis:

En la Figura 6. Se observd una degradaciéon de las proteinas en

todos lo carriles migrados.

Elnimero de bandas observadas en el Carril 1 es deficiente, Carril
2,3,4,5,6,7 se observo 2 banda entre un peso molecular de 17

kDa a 6 kD a.

La diferencia significativa que se encuentra en este gel
unidimensional, es que las muestras de L1, L2, L3, L4, se
trabajaron con la primera y tercera fase del primer protocolo, y la
segunda etapa se trabajo con elsegundo protocolo (Descritos en la

m etodologia), cabe indicar que no se realizo una agitacion.
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En cuanto al carril L5 se trabajé con la primera y tercera fase del
primer protocolo, y la segunda etapa se trabajé con el segundo
protocolo méas AcNH4 mas Metanol al 100% (Descritos en la

m etodologia).

En el carril L6 y L7 se trabajé en la primera y segunda fase el
protocolo 2,y en la tercera etapa se trabajo con el protocolo 1, mas

agitacion y con una temperatura am biente.

La incubacion con AcNH4 se realizé por 14 horas.

Como resultados tenemos que elcarrilL5 mostré6 una mejor calidad
en cuanto a migracién, eliminacioén de pigmentos, y se visualiz6
menos degradacion, se procede a la wutilizacién del protocolo
m odificado protocolo 3 (descrito en la metodologia).

FIGURA 7: Electroforesis 1 SDS-PAGE de proteinas totales de la
hoja de cacao (Theobroma cacao L.). M.M marcador de peso
molecular. Resuspecién en Buffer de corrida, Buffer de muestra,
Buffer de hidratacion. Pocillo (10 ul de pellet + 3,3 ul buffer de

muestra).
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Fuente: Autora

TABLA 11: Ordenamientos de los datos que se utilizaron para la

migracion de proteinas de la figura 7.

Muestra Sana Resuspenciéon Buffer de muestra.

Analisis:

En la Figura 7 se puede observar la migracioén de muestras de
hojas sanas las cuales se resuspendio en diferentes Buffer para

observar la disolucion del pellety corroborarelmeijor.

El nutmero de bandas observadas en el Carril 1 es de 2 bandas
entre 17 kDa a 3 kDa, Carril 2 es de 2 bandas entre 17 kDa a 3

kDa, Carril 3 es de 1 bandas y se encuentra en los 17 kDa.

La diferencia entre los tres carriles L1, L2, L3, es significativam ente

alto, la resolucién y disolucién del pellet que se observa en el carril

L1 es mejor, porlo tanto se decidi6é trabajar con este buffer.
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FIGURA 8: Electroforesis 1 SDS-PAGE de proteinas totales de la
hoja de cacao (Theobroma cacao L). M.M marcador de peso
molecular. Resuspecién en Buffer de Corrida. Tiempos de
centrifugacion. Pocillo (10 vy de 15 ul de pellet + 3,3 ul buffer de

muestra).
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Fuente: Autora
TABLA 12: Ordenamientos de los datos que se utilizaron para la

migracion de proteinas de la figura 8.

Muestra Sana Resuspencidén Buffer de muestra.

Analisis:
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En la Figura 8 se puede observar la migracién de muestras de

hojas sanas con la diferencia en la madures fisiolégica.

Los Carriles L1 y L2 se migraron muestras de hojas maduras de

32cm de largo por 13 cm de ancho.

En el Carril L3 y L4 se migraron muestras de hojas tiernas de 15

cm de largo por 7 cm de ancho.

Estos resultados proporcionaron la eficiencia del protocolo con
hojas maduran en donde las proteinas son mas abundantes y en
una concentracién mayor.

En cuanto al gel observado se definen mas las bandas con hojas

maduras qgue con hojas tiernas.

En este gelunidimensional también se probo las velocidade con la
que se centrifugo la muestra en el momento de la precipitaciéon de
proteinas con el Buffer Fenol, se la realizo a 20 000 X g por 10
minutos lo que proporciona una mayor cantidad de pellet con

respecto al protocolo 1.

FIGURA 9: Electroforesis 1 SDS-PAGE de proteinas totales de la
hoja de cacao (Theobroma cacao L.) con presencia y ausencia de
sintom atologia. M.M m arcador de peso molecular. Resuspecién en
Buffer de Corrida. Pocillo (15 ul de pellet + 3,3 ul buffer de

muestra).
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Fuente: Autora

TABLA 13: Ordenamientos de los datos que se utilizaron para la

migracion de proteinas de la figura 9.

Muestra. Resuspencién Buffer de muestra.

1Moniliphthora roreri 15 ul B. Corrida 3,3 ul

Analisis:

En la Figura 9 se puede observar la migracioén de muestras de

hojas con ausensia y presencia de sintom atologia.
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Estos resultados proporcionaron la observacion de la sobre
expecién de proteinas en el Carril L2 el cual corresponde a plantas
de Cacao (Theobroma cacao L) con sintom atologia en sus frutos
se presencia de Moniliophthora roreri, al comparar los dos corriles
en el cual se encuentra las muestrax migradas se observd otro

perfil proteomico.

FIGURA 10: Electroforesis 2 SDS-PAGE de proteinas totales de la
hoja de cacao sanas (Theobroma cacao L.). M.M marcador de
peso molecular. Resuspecién en Buffer de rehidratacion. Pocillo

(30 ul de pellet).

Fuente: Autora

TABLA 14: Ordenamientos de los datos que se utilizaron para la

migracion de proteinas de la figura 10.

Muestra. Resuspencién

Analisis.
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En la Figura 10 se puede observar la migracién de muestras de

hojas con ausensia de sintom atologia.

Estos resultados proporcionaron la observacion de un perfil

proteomico bajo en proteinas, debido a la concentracién de la

muestras
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CONCLUSIONES.

. Después de lo observado en los resultados se concluye que el
protocolo mas eficiente para la extraccion de proteinas en el cacao

(Theobroma cacao L.) es el protocolo modificado dentro de el

laboratorio del CIBE.

. Las hojas con una madures fisiol6gica son mas eficientes en

cuanto a concentracién y cantidad de pellet requerido.

. Se determino e identifico una sobre expresion de proteinas en los
geles unidimensionales en muestras con presencia de

sintom atologia.

. Las bandas expresadas en muestras de plantas sanas en su

mayoria son entre los 17-3 kD a.

. En cuanto a las bandas expresadas en muestras infectadas con

M oniliophthora roreri se encuentran ubicadas en 17 - 3 kDa, con

una mayor cantidad de bandas migradas.

. En el gelde dos dimensiones 2 DSD PAGE se identificaron pocos

spot, porelcual no se puede realizar un analisis profundo.
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RECOMENDACIONES

. Se recomienda trabajar con hojas adultas desde 32 cm de largo,

para obteneruna mejorconcentracion de pellet de proteinas.

. Despues de la ruptura de las hojas del peciolo se recomienda

inmediantamente colocar en hielo seco o nitrégeno liquido para

evitar su degradacién en elmomento deltransporte.

. El transporte de las muestras deben ser inmediato, y su

pulverizada tam bién.

. En el momento de la pulverizacion de las muetras no perder la

cadena de frio.

. Pesar las muestras pulverizadas, para la obtencion el pellet

necesario y obtimizar el trabajo.

. Verificar los pH de cada Buffer para evitar problemas en Ila

migracion del gel.

. U tilizar tubos esteriles para procesar muestra y evitar

contaminaciéon e interferencias.

. M anterne las muestras a menos 80 °C para evitar dafios vy

degracién en el pellet.
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ANEXOS.

Anexo 1.

TABLA 15: Bufferde muestra 3x.

Soluciones para geles no disociantes.

Buffer de muestra 3x
Buffer de muestra 3x 10 m | 20 m | 100 m |
Glicerol 87% 3 ml 6 ml 30 mi
Sol. Upper tris 4x 3,75 m | 7,5 ml 37,5 ml
Agua destilada. 10 m | 20 ml 100 m |
Bromofenol.
TABLA 16: Solucion Lower Tris 4x.

Buffer Lower

Buffer lower 500 m | 100 m |
Tris base 113,55 gr 22,71 gr
HCL 4N 24 ml 4,8 ml

Ajustar el pH 8.8
Agua destilada 500 ml 100 ml
TABLA 17: Solucion Upper Tris 4x.

Buffer Upper

Buffer Upper 500 ml 100 ml
Tris base 75,7 gr 15,15 gr
Disolveren Agua

Ajustar el pH 8.8
Agua bidestilada 500 m | 100 m |
TABLA 18: Bufferde Corrida 5x.

Buffer de Corrida 5x

Buffer Corrida 5x 300 ml 600 ml
Tris base 5x 4,5 gr 9,0 gr
G licina 21,6 gr 43,2 gr
Agua bidestilada 300 ml 600 m |
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b). Soluciones para geles disociantes.

TABLA 19:

Buffer de Corrida 5x pH 8,3

Buffer de Corrida 5x pH 8.3
Buffer Corrida 5x 300 m | 600 m |
Tris base 5x 4,5 gr 9,0 gr
G licina 21,6 gr 43,2 gr
SDS 1,5 gr 3,0 qgr
Agua bidestilada 300 ml 600 ml
TABLA 20: Bufferde Muestra 3x.

Buffer de muestra 3x

Bufferde muestra 3x 10 m | 20 m |
G licerol 87 % 3 ml 6 ml
Sol. Upper tris 4x 3,75 m | 7,5 ml
M ercaptoetanol 1,5 ml 3 ml
SDS 0,9 gr 1,8 gr
Agua destilada. 10 m | 20 ml
TABLA 21: Buffer Lowe tris 4x.

Buffer Lower
Buffer lower 500 m | 100 m |
Tris base 113,55 gr 22,71 gr
HCL 4N 24 ml 4.8 ml|

Ajustar el pH 8.8
SDS 10% 20 m | 4 m |
Agua destilada 500 ml 100 m |l
TABLA 22: Buffer Upper tris 4x.

Buffer Upper

Bufferupper 500 m | 100 m |
Tris base 75,7 gr 15,14 gr
Disolver en agua

Ajustar el pH 6,8
SDS 10% 20 m | 4 m |
Agua destilada 500 mil 100 ml
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c). Soluciones para los dos tipos de geles.

TABLA 23: Solucién de Acrilamida.

Acrilamida bis/acrilamida (30% - 0,8% )

Acrilamida 30 gr
Bis-acrilamida 0,8 gr
Agua bidestilada. 100 ml

TABLA 24: Solucion para tefirgeles.

Solucion para tefiido de geles.

Azul de Com assie 1 g9r

Metanol 232,5 ml

TABLA 25: Solucion para decolorar geles.

Solucion para declorar geles.

Acido acetico 10%
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Anexo 3.- Figuras de gelescon problemasde pH en su Buffer.
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