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RESUMEN

Las plantas, al igual que todos los organismos de la naturaleza, poseen elaborados sis-
temas de defensa contra patdégenos, que pueden ser fisicos y quimicos, y producirse de
forma constitutiva e inducida. Dentro de las barreras quimicas inducidas se encuentra el
grupo de proteinas de bajo peso molecular denominadas péptidos antimicrobianos
(AMPs), al cual pertenecen las defensinas, péptidos con peso molecular entre 5a 7 kDa,
punto isoeléctrico de 9, y longitud de 45 a 55 aminodcidos; que tienen la capacidad de
inhibir efectivamente el crecimiento de microorganismos fitopatégenos, en su mayoria
hongos, y ademds, generan resistencia a condiciones abidticas de estrés en plantas. Este
texto pretende realizar una descripcién clara y actual de las caracteristicas e investigaciones
recientes con relacién a las defensinas de plantas y sus mas destacados usos en el control
de patdgenos en cultivos de importancia econémica. Se plantea ademds la necesidad de
profundizar en el conocimiento de dichas proteinas para su uso en estrategias de control
tales como la produccién de plantas y microorganismos transgénicos.

Palabras clave: defensinas de plantas, péptidos antimicrobianos, resistencia a fitopaté-
genos, transgénicos.

ABSTRACT

Plants, as all organisms in nature, have elaborate systems of defense against pathogens;
which can be physical or chemical and produced in a constitutive and induced way.
Among the induced chemical barriers, there is a group of low molecular weight proteins,
known as antimicrobial peptides (AMPs). These peptides include defensins, which are
peptides with a molecular weight about 5 to 7 kDa, isoelectric point of 9, and length
of about 45 to 55 amino acids. Likewise, they have the ability to avoid the growth of
phytopathogenic microorganisms, mainly funguses. Moreover, these peptides create
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resistance to abiotic conditions of stress in plants. This manuscript seeks to make a
clear and current description about the recent characteristics and researches related to
plant defensins and their most significant uses in pathogens management in crops of
economical relevance. It also intends to go deep into the study of such proteins in order
to use them as a control strategy, such as production of transgenic plants and
microorganisms.

Key words: plant defensins, antimicrobial peptides, plant resistance, transgenic.
INTRODUCCION

Todos los organismos vivos, desde los microorganismos hasta las plantas y los animales,
tienen mecanismos que les son dtiles para defenderse contra el ataque de patégenos,
con los cuales han coevolucionado. Los mecanismos mds sofisticados de defensa
consisten en la produccién de anticuerpos y células asesinas naturales, que reconocen
y eliminan invasores especificos respectivamente, y que componen la denominada
inmunidad adaptativa, exclusiva de los vertebrados superiores (Thomma et al., 2002).
Por otra parte, existe la inmunidad innata, mucho mds antigua y distribuida entre los
organismos que, a diferencia de la inmunidad adaptativa, carece de la especificidad de
reconocimiento de antigenos, pero es capaz de exhibir actividad diferencial contra dife-
rentes tipos de invasores y es el principal sistema de defensa encontrado en las plantas
(Tavares et al., 2008).

Las plantas emplean complejos sistemas de defensa fisicos y quimicos para resistir o evadir
los ataques de patégenos. Estos sistemas de defensa se pueden clasificar, de acuerdo al
momento de su expresién, en constitutivos, si estan presentes durante todo el ciclo de vida
de la planta; e inducidos, si su expresién se evidencia en mayor proporcién ante la presen-
cia de un patégeno (Sels et al., 2008). A su vez, estas barreras pueden ser fisicas o quimicas
(Chehab etal., 2008). Dentro de las barreras constitutivas fisicas se encuentran la cuticula,
depésitos de lignina, tricomas y pared celular secundaria entre otros; y como ejemplo de
barrera constitutiva quimica podemos citar sustancias tdxicas tales como las fitoanti-
cipinas (Pedras, 2008; Sels et al., 2008). En conjunto, estas estrategias constitutivas,
también denominadas preformadas, componen la primera linea de defensa de la planta
y pueden prevenir eficientemente la invasién de muchos microorganismos (Sels et al.,
2008; Tavares et al., 2008).

Sin embargo, esta primera barrera resulta insuficiente contra ciertos patégenos de
mayor agresividad, contra los cuales la planta exhibe defensas inducidas, que funcionan
por medio de mecanismos directos, como la produccién de proteinas catabdlicas o
antidigestivas y quimicos téxicos o repelentes; y mecanismos indirectos a través de la
produccién y liberacién de compuestos organicos volatiles para sefializar a los enemigos
naturales del fitopatégeno que su presa se encuentra cerca (Chehab et al., 2008). Al-
gunos de estos son: la produccién de especies oxigeno reactivas (ROS) como respuesta
de hipersensibilidad que inducen la apoptosis en las células infectadas, 6xido nitrico,
reforzamiento de la pared celular, la acumulacién de fitoalexinas, taninos y compuestos
fendlicos, sefializacién por dcido salicilico y 4cido jasmdnico, acumulacién de fitohor-
monas y la produccién de las denominadas proteinas relacionadas con patogénesis
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(PR) (Chehab etal., 2008; De Paula et al., 2008; Odintsova et al., 2008; Sels et al., 2008;
Tavares et al., 2008).

Se ha encontrado que las proteinas PR se expresan en mayor proporcién en tejidos
vegetales parasitados con respecto a los sanos y que sus pesos oscilan entre 5 a 75 kDa.
Asi, las de pesos inferiores a 10 kDa se denominan péptidos PR, también conocidos como
péptidos antimicrobianos (AMPs, por el término inglés antimicrobial peptides). Los AMPs son
componentes de la inmunidad innata y una estrategia de defensa ampliamente usada, no
solo por plantas, sino también por muchos otros organismos (De Oliveira y Moreira, 2009;
Thevissen et al., 2004; Thomma et al., 2002). Se han descrito defensinas en hongos (Zhu,
2008; Mygind et al., 2005), bacterias (Gao et al., 2009; Zhu, 2007), moluscos (Gonzélez
etal., 2007; Zhao etal., 2007), artrépodos (Neira et al., 2009; Saito et al., 2009; Waniek et
al., 2009; Yamage et al., 2009), nemdtodos (Minaba et al., 2009), peces (Casadei et al.
2009; Falco et al., 2008), aves (Kannan et al., 2009; Soman etal., 2009), reptiles (Stegemann
etal., 2009; Chattopadhyay et al., 2006) y mamiferos (incluyendo al humano; Chenetal.,
2010; Droin et al., 2009; Sang y Blecha, 2009; Looft et al., 2006) entre otros.

Los AMPs no reconocen antigenos especificos, pero como ventaja, son producidos sim-
plemente por la transcripcién y traduccién de un gen, se liberan relativamente rapido
luego de la infeccién con un gasto reducido de energfa y biomasa (Thommaetal., 2002).
Hacen parte de este grupo de proteinas las beta-1,3-glucanasas, quitinasas, endoproteasas,
peroxidasas, oxalato oxidasas, transferasas de lipidos, tioninas y defensinas, entre otras
(De Paula et al., 2008; Sels et al., 2008). En este documento se destacara la importancia
de las defensinas como un elemento importante en la resistencia vegetal a patégenos.

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS DEFENSINAS DE PLANTAS

Las defensinas pertenecen a una amplia familia de AMPs, y se descubrieron inicialmente
en los macréfagos y granulocitos de conejos, seguido de su identificacién en moscas.
Son moléculas muy comunes en la naturaleza, con una sorprendente conservacién
estructural y funcional entre especies (De Oliveira y Moreira, 2009; Thevissen et al.,
2004; Thomma et al., 2002). Tal es la cantidad y diversidad de este tipo de proteinas
que llevé a que Seebah et al., 2007, desarrollaran una base de datos de defensinas
(Defensins Knowledgebase: http://defensins.bii.a-star.edu.sg/) que incluye secuencias de
proteina y ADN, literatura, estudios aplicados y patentes, entre otros, descritos en una
gran cantidad de organismos, con enlaces a los recursos relacionados en otros sitios
como el National Center for Biotechnology Information (NCBI), Protein Data Bank (PDB) o
Swiss Prot. En plantas, las defensinas se describieron inicialmente en semillas de trigo y
cebada, y se clasificaron erréneamente como un subgrupo de las tioninas (gama-
tioninas), debido a que estas dos clases de péptidos (defensinas y tioninas) comparten
las caracteristicas de tamafio molecular (5 kDa), secuencia de aminodcidos y nlimero
de cisteinas que contienen (ocho); pero estudios posteriores las reclasificaron como
un grupo separado, basados en su conformacién estructural, muy similar a defensinas
descritas anteriormente en mamiferos e insectos, estabilizada por cuatro puentes
disulfuro, nombradas también como familia de proteinas PR-12 (De Oliveira y Moreira,
2009; Odintsova et al., 2008; Sels et al., 2008; Thomma et al., 2002).

Se han identificado defensinas vegetales a partir de diferentes tejidos (semillas, tallo, raices,
hojasy flores) de plantas como el rdbano (Raphanus sativus), Dalia (Dahlia merckii), tabaco
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(Nicotiana tabacum), arabidopsis (Arabidopsis thaliana), cafia de azdcar (Saccharum officinarum),
maiz (Zea mays), sorgo (Sorghum vulgare), entre otras (De Paulaetal., 2008; Sels et al., 2008;
Swathi et al., 2008). Mds de 300 secuencias tipo defensina han sido identificadas en los
genomas de A. thaliana y Mendicago truncatula, mientras que en arroz solo se han iden-
tificado 92; el Institute for Genomic Research identificé 1.100 genes de defensinas en 26
especies de plantas, lo que indica la necesidad de la redundancia para proteger a la planta
contra una gran cantidad de patégenos (Graham et al., 2008; Odintsova et al., 2008).
Los primeros aislamientos de defensinas de plantas se hicieron a partir de extractos de
semillas de trigo y rdbano y posterior purificacion utilizando cromatografia (Sels et al.,
2008). En rdbano, por ejemplo, las defensinas representan el 0,5% del total de proteinas
de la semilla y el 30% de proteinas liberadas luego de generar lesiones mecdnicamente,
produciendo aproximadamente 1 pg, cantidad suficiente para inhibir el crecimiento de
hongos. Asi, las defensinas contribuyen a la proteccién de las semillas y embriones contra
el ataque de patégenos edaficos, incrementando su probabilidad de germinacién y
supervivencia (De Oliveira y Moreira, 2009; Thommaetal., 2002). En tejidos vegetativos,
como el tallo, hojas, flores, frutos, etc., igualmente se ha evidenciado la expresién de
AMPs, inducidos tras el ataque de un microorganismo patégeno, y ademds, algunos
de forma constitutiva en bajas concentraciones, con una alta efectividad en el control de
enfermedades vegetales infecciosas (De Oliveira y Moreira, 2009; Thommaetal., 2002).
La expresion de las defensinas en las plantas es, en algunos casos, especifica en cada
tejido con variacién en los niveles de produccién (Vijayan et al., 2008).

Para detectar las defensinas en tejidos vegetales se han empleado técnicas como
inmunofluorescencia (Van Der Weerden et al., 2008; Lobo et al., 2007), cromatografias
de exclusién por tamafio seguida de intercambio iénico sobre extractos vegetales
(Kovaleva et al., 2009; Odintsova et al., 2008, Riafio y Zamora, 2005) aprovechando su
bajo peso moleculary carga neta positiva, caracterizacién molecular por espectrometria
de masas MALDI-TOF y Q-TOF (Kovaleva et al., 2009; De Paula etal., 2008; Odintsova
etal., 2008). Por otra parte, cuando lo que se desea descubrir son las secuencias codi-
ficantes de defensinas, las estrategias mas empleadas por los investigadores del tema
han sido: Northern y Southern blot (Van Den Heuvel et al., 2001), screening de librerias
de cADN (Kovaleva et al., 2009; Van Den Heuvel et al., 2001) y la técnica de RT-PCR
(transcripcidn reversa) seguido de clonacidn, secuenciacién y expresién de los insertos
(De Paula etal., 2008; Solis et al., 2007).

Todos los genes de defensinas en las plantas tienen en comun que codifican un poli-
péptido que puede ser dividido en dos partes: un péptido sefial amino terminal que
dirige el péptido al espacio extracelular; y un segundo dominio que codifica el péptido
maduro. Algunas defensinas de plantas con flores exhiben ademas un dominio carboxi-
terminal (De Oliveira y Moreira, 2009; Aerts et al., 2008). En la secuencia de ADN
codificante de una defensina, generalmente entre la regién del péptido sefal y la de de-
fensina activa se encuentra un intrén (Graham et al., 2008). En el genoma vegetal, los
genes tipo defensina suelen presentarse de forma individual o formando grupos (clusters)
de aproximadamente 2 a 14 genes, en regiones de 100 kb, lo que puede evidenciar que
se producen duplicaciones de los genes dentro del mismo cluster (Grahametal., 2008).
Su evolucién se ha dado por procesos de recombinacién heteréloga, duplicacién y
seleccion (Graham et al., 2008).
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El péptido sefial N-terminal generalmente es dcido, y dentro de sus funciones, ademds
de dirigir el péptido para su secrecién, se encuentra el mitigar el efecto bioldgico de la
defensina madura hasta cuando es necesario (De Oliveira y Moreira, 2009). El péptido
maduro de las defensinas de plantas es bdsico, con un punto isoeléctrico de 9 aproxi-
madamente, su longitud comprende entre 45-55 residuos de aminodcidos, resultando
en una molécula pequefia con masa de 5 a 7 kDa. Tiene ocho residuos de cisteina es-
trictamente conservados, involucrados en la formacién de cuatro puentes disulfuro,
responsables de la estabilizacién de la estructura tridimensional del péptido, con un
motivo estructural de alfa hélice-beta |dmina estabilizado por cisteina (CS op), el cual
ha sido documentado para diferentes péptidos con actividad antimicrobiana como las
defensinas de insectos y toxinas de escorpiones y arafias (De Oliveira y Moreira, 2009;
Graham etal., 2008; Jha et al., 2009; De Paula et al., 2008; Swathi et al., 2008; Tavares
et al., 2008; Thevissen et al., 2004; Thomma et al., 2002). El dominio C-terminal, pre-
sente en algunas defensinas de flores, generalmente es dcido e hidrofébico y tiene una
longitud de 27-33 aminodcidos. Su funcién aun no es clara, pero su carga negativa neu-
traliza la carga del dominio defensina, lo que sugiere que bloquea su actividad téxica
durante el transporte celular y también contribuye en la sefializacién del péptido hacia
la vacuola (De Oliveira y Moreira, 2009; Tavares et al., 2008)

Entre especies vegetales se observa una gran diversidad de secuencia de aminodcidos en
las defensinas (a excepcién de las ocho cisteinas y el dominio péptido sefial; Graham et
al., 2008). Esta caracteristica es una consecuencia probable del hecho que los AMPs son
moléculas que han evolucionado rdpidamente como necesidad de supervivencia ante la
competicién y especializacién de los patégenos y la co-evolucién de huéspedes y paté-
genos (De Oliveira y Moreira, 2009). Varias estructuras terciarias experimentales, obteni-
das por resonancia magnética nuclear o cristalografia de rayos x, de defensinas han sido
descritas y almacenadas en la base de datos de proteinas PDB (www.rcsb.org) presen-
tando un modelo general conservado. Por ejemplo, el andlisis de la estructura tridimen-
sional, de la defensina Rs-AFP1 de R. sativus, ha permitido determinar que las defensinas
de plantas tienen una distribucién globular compacta conformada por tres beta ldminas
antiparalelas y una alfa hélice, sostenidas por cuatro puentes disulfuro que enlazan la
alfa hélice y la beta ldmina 3 (Fig. 1; De Oliveira y Moreira, 2009; Thommaetal., 2002).

ACTIVIDAD BIOLOGICA

En vegetales las defensinas estan implicadas en la respuesta a estrés abidtico (por con-
diciones dificiles fisicas o quimicas del entorno) y bidtico (tales como los que generan
los hongos o las bacterias; Graham et al., 2008). Su actividad biolégica va desde la inhi-
bicién de proteasas y amilasas, bloqueo de canales iénicos e inhibicién de la sintesis de
proteinas, hasta efectos citotdéxicos sobre células vegetales y animales (Graham et al.,
2008; Odintsova et al., 2008). Pueden inhibir el crecimiento de un amplio rango de mi-
croorganismos e insectos fitopatégenos, incluso han mostrado actividad antibidtica sobre
patégenos humanos como Candida albicans y Aspergillus sp., lo que las hace buenas candi-
datas para su uso terapéutico (Graham et al., 2008; Swathi et al., 2008).

La primera actividad bioldgica reportada para las defensinas de plantas fue su habilidad
para inhibir la traduccién de proteinas en un sistema extracelular, probablemente por
fosforilacién de la subunidad alfa del factor 2 de iniciacién de cadena polipeptidica
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Figura 1. Representacién esquemdtica de la estructura tipica de una defensina. A: Estructura tridimen-
sional de la defensina Rs-AFP1 de R. sativus, obtenida de la base de datos Protein DataBank (accesién
DQ979837.1) y modelada con el programa Swiss-Pdb Viewer 3.7. En amarillo se observan las tres beta
ldminas antiparalelas y en rojo la alfa hélice. La estructura evidencia la formacién de puentes disulfuro
(en verde) entre la alfa hélice y la beta lamina 3. B: Secuencia de aminodcidos indicando la posicién de
la alfa hélice (rojo) y beta ldminas (amarillo). Las lineas negras representan los cuatro puentes disulfuro
formados entre las ocho cisteinas conservadas. Disefiada segtin lo reportado por Broekaeretal., 1995.

eucariota (elF-2a) por activacién de la IF-2a quinasa, lo que interfiere en el correcto
procesamiento del sistema de traduccién en los pasos de iniciacién y elongacién (De
Oliveira y Moreira, 2009). Se ha descrito que tienen actividad inhibidora de alfa-amilasas
de insectos y mamiferos, lo que interfiere en la digestién de animales herbivoros, impi-
diendo la obtencién de energia derivada de la degradacién del almidén y por consi-
guiente, generando disminucién en el crecimiento del individuo que consume la planta
(De Oliveira y Moreira, 2009; Graham et al., 2008; Odintsova et al., 2008; Thomma
etal., 2002). Se ha propuesto que esta inhibicién se debe al bloqueo del sitio activo de
la alfa-amilasa por parte de alguno de los bucles (loops) de la defensina (De Oliveira
y Moreira, 2009). Estos péptidos también inhiben proteasas con los mismos fines,
aunque la forma exacta de inhibicién atn es incierta (De Oliveira y Moreira, 2009;
Odintsova et al., 2008).

En cuanto a la actividad antimicrobiana de las defensinas, descrita desde 1990, se ha
observado que principalmente se dirige a la inhibicién de hongos, aunque esto también
se ha descrito para bacterias grampositivas en menor proporcién y con poca informa-
cién respecto al modo de accién (Marques et al., 2009); sin embargo se especula que
tiene relacién con la interaccién de las defensinas, de carga positiva, con moléculas de
carga negativa en las membranas bacterianas, tales como el 4cido teicoico, lipopolisa-
caridos o fosfolipidos (De Oliveira y Moreira, 2009; Odintsova et al., 2008; Thomma et
al., 2002). El efecto mas destacado de la actividad antimicrobiana de las defensinas es
la inhibicién del crecimiento en hongos filamentosos y levaduras (Aerts et al., 2008;
Sels et al., 2008). Se ha observado que las defensinas son activas en hongos fitopa-
tégenos como Botrytis cinerea, Alternaria brassicola, A. longipes, Fusarium culmorum, Verticillium
dahliae, Rhizoctonia solani, Neurospora crassa, Magnaporthe oryzae 'y levaduras como C. albicans
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(Jha etal., 2009; Sels et al., 2008). En hongos, se han reportado valores de concentra-
cién letal 50 (CL50) de defensinas en rangos muy variados, entre 1,5 a 500 g/mL.
Morfolégicamente, las defensinas de plantas generan dos tipos de distorsiones sobre
las hifas, lo que las clasifica en dos grupos: las defensinas morfogénicas, que reducen
la tasa de elongacién de la hifa y generan distorsiones morfoldgicas significativas, que
incluyen incremento en las ramificaciones e inflamacién; y las defensinas no morfogé-
nicas, que a diferencia de las anteriores, reducen la tasa de elongacién de la hifa sin
generar distorsiones morfoldgicas y algunas tienen efecto inhibitorio sobre bacterias
(De Oliveira y Moreira, 2009; Aerts et al., 2008; Thomma et al., 2002). La accién de las
defensinas sobre hongos produce un incremento en la toma de Ca*?y expulsién de K,
cambios de potencial de membrana y alcalinizacién del medio, lo que afecta directa-
mente el gradiente de Ca"?, factor fundamental en la elongacién de las hifas (De Oliveira
y Moreira, 2009; Marques et al., 2009; Aerts et al., 2008; Tavares et al., 2008).

En general, los AMPs exhiben una organizacién anfipdtica con una cara hidrofilica
cargada positivamente. Se sugiere que la interaccién entre un AMP y su microorganismo
objetivo ocurre inicialmente por interacciones electrostdticas entre los AMPs basicos y
estructuras de carga opuesta presentes en la superficie del microorganismo; después de
esta interaccion inicial, la regién hidrofébica de los AMPs se insertan en la membrana
por interaccién hidrofébica (De Oliveira y Moreira, 2009). La actividad de las defensinas
es fuertemente influenciada por los iones presentes en el medio, ya que estos iones pue-
den llegar a competir por la unién a las moléculas cargadas de la membrana, por ejem-
plo, se observa una disminucién de la capacidad fungicida si el medio es suplementado
con iones o cationes metdlicos, especialmente cationes divalentes como el Ca™ y el
Mg*? (De Oliveira y Moreira, 2009; Thomma et al., 2002). Ademds, se ha demostrado
que algunos cationes como el K'y el Mg*? estan relacionados con la generacién de cam-
bios estructurales en la molécula de defensina que la inactivan (De Oliveira y Moreira,
2009; Aerts et al., 2008).

Aparte de la actividad inmune de las defensinas en las plantas, se ha encontrado tam-
bién que contribuyen como mediadores de tolerancia al zinc, reduccién del dehidroas-
corbato para producir acido ascérbico, y bloqueo canales iénicos (De Oliveira y
Moreira, 2009; Marques et al., 2009; Mirouze et al., 2006). También se ha evidenciado
la expresién de estos péptidos como respuesta al estrés por frio y por lesiones mecénicas
en las plantas (Graham et al., 2008; Carvalho et al., 2006). Incluso, gracias a andlisis
gendmicos, se han encontrado evidencias de que las defensinas podrian estar invo-
lucradas en fenémenos de autoesterilidad, generando que las plantas no reconozcan su
propio polen (Graham et al., 2008).

Existen receptores de defensinas en la membrana celular muy especificos, que en el caso
de las defensinas de planta con la membrana celular de los hongos, se plantea que son
los esfingolipidos, uno de los tres tipos de lipidos mas abundantes en las membranas
eucariotas, junto con los esteroles y fosfoglicerolipidos, que ademas de su funcién
estructural, son importantes moléculas sefializadoras para la regulacién, crecimiento y
respuestas a estrés en la célula (Aerts et al., 2008; De Paula etal., 2008; Jha et al., 2009;
Thevissen etal., 2004). No todas las defensinas reconocen el mismo tipo de esfingolipidos,
por ejemplo, DMAMP1 de dalia (Dahlia merckii) reconoce la manosildiinositolfosforil-
ceramida, en cambio, RsAFP2 de rabano (R. sativus) reconoce glucosilceramidas (Aerts et
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al., 2008). Aquellos hongos que carecen del esfingolipido receptor por deficiencias en
alguna de las enzimas involucradas en la via metabdlica de produccién del mismo, pre-
sentan resistencia a las defensinas (Aerts et al., 2008; Thevissen et al., 2004).

Pero si los esfingolipidos son abundantes en las membranas eucariotas, sserfa posible que
las defensinas, ademds de atacar células de hongos también tengan efecto citotéxico
sobre células de mamiferos como el humano, o incluso de otras plantas? La respuesta es
quizas. Aunque las defensinas reconocen especificamente esfingolipidos de membranas
flngicas, que se encuentran co-localizados con ergosterol formando las denominadas
“balsas lipidicas” altamente enriquecidas con proteinas de membrana ancladas a glicosil-
fosfatidilinositol (GPI; Aerts et al., 2008), existe evidencia que avala posible actividad
biolégica sobre otros organismos, como es el caso de un cultivo de arroz modificado
genéticamente con el gen codificante de la defensina BrD1 de Brassica rappa, lo cual le
causo resistencia hacia el insecto-plaga Nilaparvata lugens (Choi et al., 2009).

USOS DE LAS DEFENSINAS EN AGRONOMIA

En las décadas pasadas, para prevenir pérdidas importantes en las cosechas de los cul-
tivos, las plagas y patégenos agricolas se controlaban usando pesticidas quimicos. Hoy
en dia es evidente que aquellas practicas no son sostenibles en el tiempo, ya que generan
resistencia en los patégenos, son téxicas para el ser humano y otras especies animales
y contaminan el medio ambiente; motivo por el cual, la investigacién de nuevas estra-
tegias para prevenir las pérdidas en los cultivos es de vital importancia, lo que requiere
la comprensién de los aspectos bioquimicos de las interacciones entre las plantas y
sus patégenos (Pedras, 2008; Huang et al., 2003). Ya en algunas especies vegetales de
importancia econdémica se ha ensayado el empleo de la ingenieria genética como opcién
para el control de enfermedades y depredadores sin recurrir al uso de compuestos qui-
micos téxicos. Tal es el caso de los cultivos Bt de arroz, maiz, algodén y vegetales, que
al ser transformados con genes cry de la bacteria Bacillus thuringiensis desarrollan resis-
tencia en campo a insectos plaga (Huangetal., 2003). En paises como China, la intro-
duccién de este tipo de cultivos modificados genéticamente ha demostrado reducir
draméticamente el uso de pesticidas téxicos en los cultivos, lo que a su vez, reduce el
nimero de casos de intoxicaciones con dichos productos, mejorando los niveles de
salubridad en los agricultores y consumidores, y también contribuye en la desconta-
minacién del suelo (Huang et al., 2003).

La actividad biolégica que han mostrado las defensinas las hace unas moléculas atractivas
para uso en biotecnologia en las dreas de ingenieria de proteinas y produccién de plantas
transgénicas de cultivos econémicamente importantes en los cuales se necesita comba-
tir plagas que los ataquen (De Oliveira y Moreira, 2009). Ya se han adelantado investiga-
ciones en las cuales, al transformar plantas susceptibles a cierta enfermedad con un gen
de defensina que ataque a su agente patégeno se genera en ellas resistencia. Cabe des-
tacar la transformacién genética de cereales econémicamente importantes como el arroz,
al cual se le transfirié el gen de defensina Rs-AFP2 de rabano, confiriéndole resistencia
a M. oryzae y R. solani (Jha y Chattoo, 2009). La expresién de la defensina Dm-AMP1 de
dalia en plantas de arroz (Oryza sativa L. sp. indica cv. Pusa basmati) las hace resistentes
a la invasién de R. solani y M. oryzae, causantes de las enfermedades de tizén de la vaina 'y
piricularia respectivamente (Jha et al., 2009). Esta dltima enfermedad también se ha
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logrado controlar transformando plantas de O. sativa cv. Sasanishiki con genes defesina
de wasabi (Wasabia japonica), lo que las hace igualmente resistentes (Kanzaki et al.,
2002). La transformacién de mani'y tabaco con el gen de la defensina de mostaza BjD,
generaron proteccién en hojas hacia F. moniliforme y Phytophthora parasitica pv. nicotianae
en el tabaco, y contra Pheaoisariopsis personata y Cercospora arachidicola en mani (Swathi et
al., 2008). Plantas de papaya (Carica papaya) transformadas con el gen de defensina
DmAMP1 de dalia presentan resistencia al ataque por P. palmivora (Zhu et al., 2007). Se
ha logrado también la expresién de defensinas animales en plantas para conferir resis-
tencia, por ejemplo, la defensina denominada “galerimicina” de la polilla grande de la
cera (Galleria mellonella) expresada por plantas de tabaco (N. tabacum cv. Xanthi-nc), las
hace resistentes a los hongos Erysiphe cichoracearum 'y Sclerotinia minor, causantes del oidio
o mildeo polvoso y el tizén o podredumbre respectivamente (Langen et al., 2006). Al
transformar plantas de A. thaliana con el gen de la beta defensina 2 humana, se genera
en la planta resistencia al ataque por B. cinerea (Aerts et al., 2007). El método de trans-
formacién mas utilizado ha sido el mediado por Agrobacterium tumefasciens con promo-
tores como el del virus del mosaico de la coliflor (CaMV335S), del citocromo ¢ de arroz
o Ubiquitina de maiz (Ub1), de expresién constitutiva (Choi et al., 2009; Jha y Chatoo,
2009; Zhu et al., 2007).

Las defensinas pueden trabajar junto a otros compuestos antimicrobianos confiriendo
o reforzando la resistencia, asi como se ven implicadas en adaptaciones a estrés abidtico
(Tavares et al., 2008; Mirouze et al., 2006), lo que significa que las defensinas no
solamente contribuyen a la defensa contra patégenos en las plantas, sino que también
generan adaptaciones a condiciones dificiles, caracteristica que las hace atin mds atrac-
tivas para utilizacién en mejoramiento de variedades vegetales.

Recientemente, en nuestro laboratorio hemos acumulado evidencia experimental de la
presencia y significado bioldgico de las defensinas en una variedad colombiana de tomate
(Solanum licopersicum var. cerasiforme) resistente a la enfermedad de tizén tardio (en inglés:
late blight) causado por el hongo fitopatdgeno P. infestans (Riafio y Zamora, 2005). Me-
diante andlisis bioquimicos, especialmente usando pruebas cromatogréficas, del liquido
de lavado intercelular de esta variedad de tomate, nuestro grupo aislé un péptido ca-
tiénico de 5,2 kDa que presenté actividad antiftingica in vitro sobre P. infestans (Riafio y
Zamora, 2005). Ademds, después de infectar esta variedad resistente con el hongo fito-
patégeno con posterior extracciéon de RNA mensajero y sintesis de cADN, conseguimos
identificar la expresién constitutiva de un fragmento de aproximadamente 160 pb me-
diante PCR utilizando oligonucledtidos basados en secuencias de defensinas presentes en
otras solandceas (Fig. 2). Este hallazgo puede sentar bases para la generacién de resisten-
cia al tizén tardio en variedades susceptibles de tomate, utilizando la metodologia de
transgénesis, como ya se menciond, o para su expresion en otros sistemas dtiles para el
control de plagas. Los microorganismos también podrian ser empleados en el control
de enfermedades vegetales transformandolos genéticamente con genes de defensinas,
bien para aplicacién directa o para produccién de las proteinas recombinantes en escalas
industriales. Por ejemplo, se ha logrado la expresion de defensinas vegetales en sistemas
microbianos tales como Saccharomyces cerevisiae (Jha et al., 2009), Pichia pastoris (Chen et al.,
2004; Cabral etal., 2003) y Escherichia coli (Kovalskaya y Hammond, 2009; Marquesetal.,
2009; De Paula etal., 2008; Vijayan et al., 2008; Da-Hui et al., 2007), lo que sugiere que
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serfa posible emplear genes codificantes de defensinas para transformar microorganismos
que actualmente se usan como biocontroladores o biopesticidas, e incrementar su
capacidad controladora de enfermedades.

Figura 2. Andlisis por RT-PCR de la expresién de un posible gen defensina
de una variedad de tomate colombiano resistente a P. infestans. Carril 1:
Marcador HyperLadder IV (Bioline); carril 2: control gen de actina de
tomate; carril 3: secuencia de cADN candidata a defensina.

Otra de las ventajas que ofrecen las defensinas es el hecho que una sola de ellas es capaz
de inhibir varios hongos fitopatégenos. Como ejemplo podemos citar la defensina Rs-
AFP2 de rdbano que inhibe hongos patégenos como Colletotrichum lindemuthianum,
Fusarium culmorum, F. oxysporum, Nectria haematococca, B. cinerea, V. dahliae y Mycosphaerella
fijiensis, a concentraciones desde 1 a 3 pg/ml (de Oliveira y Moreira, 2009).

CONCLUSIONES

Adn falta mucho por explorar en el campo de las defensinas, especialmente en el andlisis
de sus mecanismos de accién, lo que contribuiria enormemente en el desarrollo de nuevos
antibidticos y estrategias de control de fitopatégenos. Falta igualmente ampliar en el
andlisis estructuras tridimensionales, en una mayor cantidad de defensinas y la realizacién
de mutagénesis sitio-dirigida (Tavares et al., 2008). Es de resaltar que la estructura
estabilizada por puentes disulfuro y carga catiénica que presentan las defensinas, las hace
unas moléculas muy estables, caracteristica fundamental para la elaboracién de pro-
ductos biotecnolégicos basados en ellas (Tavares et al., 2008).

Comprender en mayor medida los mecanismos de la inmunidad innata de las plantas
en el contexto de los actuales desarrollos en ingenieria genética y de proteinas, repre-
senta una herramienta poderosa para el desarrollo de nuevos cultivos con resistencia
incrementada contra plagas, asi como nuevos productos farmacéuticos vegetales, que
mitigarian los problemas asociados con el cultivo, cosecha, almacenamiento y proce-
samiento de alimentos y demds productos vegetales, incrementando la produccién
agricolay la disponibilidad de alimentos (Tavares et al., 2008). A |a fecha se han hecho
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numerosos ensayos insertando genes defensina activos en plantas susceptibles a una
enfermedad, resultando en la generacién de resistencia a la misma, pero atn falta
mayor informacién acerca de sus usos potenciales o posibles riesgos asociados a su
baja especificidad, en la produccién a gran escala de biocontroladores y biopesticidas,
ademds de la generacién de plantas resistentes disponibles comercialmente.
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