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En este trabajo se analizó el líquido de la-
vado intercelular de Lycopersicon escu-

lentum ceraciforme L1568 perteneciente
al germoplasma nacional con resistencia
en campo a P. infestans el cual mostró la
presencia de cuatro � (1,3) glucanasas
después de infección con el patógeno.

Para tal efecto las plantas se inocularon
con el patógeno con el fin de inducir au-
mento en la concentración de las proteínas
PR y otras sustancias relacionadas con de-
fensa; 15 días después de la inoculación con
el parásito, se extrajo el líquido de lavado
intercelular de las hojas de tomate utilizan-
do agua. Las proteínas con actividad de �

(1,3) glucanasa extraídas se liofilizaron, se
resuspendieron en búfer, se purificaron uti-
lizando cromatografía de exclusión, inter-
cambio iónico y electroforesis preparativa.

Los resultados de caracterización parcial,
mostraron la existencia de una � (1,3) glu-
canasa básica con peso molecular de 36,8
kDa y pI 9,2 y tres � (1,3) glucanasas áci-
das de 35,4; 30,1 y 7,2 kDa con puntos
isoeléctricos de 3,8; 3,6 y 5,0 respectiva-
mente. Adicionalmente se determinaron las
propiedades cinéticas de cada enzima, KM,
Vmáx, Eo y K3 encontrando, de acuerdo con
los resultados obtenidos, que la proteína bá-
sica no ha sido reportada en la literatura re-
lacionada con tomate.

espacios intercelulares,
� (1,3) glucanasas, proteínas PR relaciona-
das con patogenicidad, hojas, tomate.

In this paper was analysed the intercellu-
lar washing fluid of Lycopersicon escu-
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lentum ceraciforme L1568 belonging to
the national germplasm with resistance to
P. infestans in field which showed the
presence of four � (1,3) glucanases after
infection with the pathogen.

For this purpose the plants were inocu-
lated with the pathogen to induce a con-
centration increase of PR proteins and ot-
her defence-related substances, 15 days
after inoculation with the parasite was ex-
tracted the intercellular washing fluid of
tomato leaves using water.

The proteins with � (1,3) glucanase ac-
tivity were extracted, freeze-dried and re-
suspended in buffer solution and were pu-
rified using exclusion chromatography,
ion exchange chromatography and prepa-
rative electrophoresis.

The results of partial characterization
showed the presence of a basic � (1,3)
glucanase with a molecular weight of
36.8 kDa and pI 9.2 and three � (1,3) glu-
canase acid 35.4, 30.1 and 7.2 kDa with
isoelectric points of 3.8, 3.6 and 5.0 res-
pectively. Additionally it was determined
the kinetic properties of each enzyme,
KM, Vmax, and Eo, K3, according to the re-
sults, the basic protein has not been repor-
ted in the literature related to tomato.

intercellular space, � (1,3)
glucanases, PR (pathogenesis related) pro-
teins, leaves, tomato.

Este trabalho analisou o líquido de lavado
intercelular de Lycopersicon esculentum

ceraciforme L1568 pertencente ao ger-
moplasma nacional com resistência em
campo a P. infestans, mostrau a presença

de quatro � (1,3) glucanase despois a in-
fecção com o agente patogênico.

Para este efeito as plantas foram inocu-
ladas com o agente patogénico para induzir
um aumento na concentração das proteínas
PR y outras substâncias relacionadas com
defesa, e 15 dias mais tarde se extraiu o lí-
quido de lavado intercelular de folhas de to-
mate utilizando água. As proteínas extraí-
das foram liofilizadas, resuspendidas em
solução tampão, purificadas utilizando cro-
matografia de exclusão, de intercambio ió-
nico e electroforese preparativa,. Os resul-
tados da caracterização paracial revelou a
existência de uma � (1,3) glucanasa basica
com peso molecular de 36,8 kDa e PI 9,2, e
três � (1,3) glucanasas ácidas de 35.4, 30.1
e 7.2 kDa com pontos isoeléctricos de 3.8,
3.6 y 5.0, respectivamente. Adicionalmen-
te, foi possível determinar as propriedades
cinéticas KM, Vmax, Eo y K3 de cada enzima,
encontrando de acordo com os resultados
que a proteína básica não havia sido repor-
tada na literatura.relacionada com tomate.

espacios intercelulares,
� (1,3) glucanasas, proteínas PR relaciona-
das con patogenicidad, folhas, tomate.

Algunos factores como estrés ambiental,
infección con virus, hongos o interaccio-
nes con insectos, inducen aumentos en la
actividad de algunas enzimas como las �

(1,3) glucanasas, quitinasas, peroxida-
sas, las cuales participan en la defensa de
la planta (1).

Las � (1,3) glucanasas se encuentran
en múltiples formas y en un gran número
de especies vegetales, incluidas papa, to-
mate, tabaco, arveja y fríjol. Su activi-
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dad en la regulación de las defensas es
claramente distinta en las isoenzimas va-
cuolares (básicas) y en las extracelulares
ácidas (2).

Las � (1,3) glucanasas se presentan
tanto en especies susceptibles como en re-
sistentes y después de infección con pató-
geno, se ha encontrado que es mayor el
número y la actividad enzimática en la va-
riedad resistente (3).

Las � (1,3) glucanasas, quitinasas, ac-
túan en forma sinérgica inhibiendo la acti-
vidad de algunos hongos (4). Experimen-
tos realizados en nuestro laboratorio han
confirmado que la inducción y posterior
acumulación de estas enzimas en el espa-
cio intercelular están relacionadas direc-
tamente con la resistencia a Phytophthora

infestans, oomicete necrófilo agrupado
dentro del linaje Stramenophile causante
de la enfermedad del tizón tardío en plan-
tas de tomate (Cohen et ál.) (5). El tizón
tardío es una enfermedad que se da en
muchas plantas, dentro de ellas la familia
Solanacea. Esta enfermedad ha causado
hambrunas en Europa debido a que ataca
a la papa, el tomate, etc. Es un patógeno
difícil de controlar, porque aunque existe
un control químico, este es muy costoso,
ya que la enfermedad ataca indistinta-
mente y sus daños se presentan durante la
cosecha en el campo, en la poscosecha
durante el almacenamiento; además pue-
de causar pérdidas hasta de 100% (6).

En este trabajo se aislaron, purificaron
y caracterizaron parcialmente las � (1,3)
glucanasas presentes en los espacios in-
tercelulares de hojas de una variedad co-
lombiana de tomate resistente, Lycopersi-

con esculentum coraciforme, que perte-
nece al germoplasma nacional, teniendo

en cuenta que en estos espacios se presen-
ta una de las primeras interacciones entre
el hospedador y el patógeno.

El material vegetal fue suministrado por
Corpoica, Estación La Selva, Rionegro,
Antioquia, entidad encargada del manejo
del germoplasma nacional, con número
de accesión L 1568, y según esta institu-
ción, presenta resistencia en campo con-
tra P. infestans.

El patógeno, denominado aislamiento
M49, fue suministrado por el Laboratorio
de Fitopatología de la Facultad de Agrono-
mía de la Universidad Nacional de Colom-
bia que dirige la profesora Celsa García.

Este patógeno se multiplicó en cajas de
Petri en medio arveja-azúcar-agar (60:
20:20) y se incubó durante 15 días; parte
del micelio obtenido se sembró en medio
líquido (arveja: azúcar estéril) en tubos
para cultivos, incubando en las mismas
condiciones del medio anterior, y se
cuantificó el número de esporangios con
una cámara Newbauer.

La extracción del líquido de lavado inter-
celular (LLI) se realizó según Leh-
mann-Danzinger, publicado por Rohrin-
ger (7) y adaptado en nuestro laboratorio.
El líquido extraido se guardó a –20 ºC en
tubos Eppendorf, y presentó una colora-
ción clara, que indica que no hubo rompi-
miento de células, ya fuese por excesiva
centrifugación, alto vacío o por un cam-
bio fuerte de presiones. Se utilizó la de-
terminación de clorofila en el LLI como
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criterio de control para verificar la ruptu-
ra celular.

El LLI se fraccionó en volúmenes de 45
mL cada uno; y las muestras se liofiliza-
ron durante un día y medio; el sólido con-
tenido en cada tubo se disolvió en 2,5 mL
de buffer Tris-HCl pH 8,0 (20 mM), y se
centrifugó a 13000xg durante 15 minutos
con el fin de separar el material no solu-
ble. Por último se determinó proteína y
actividad enzimática.

Se utilizó una columna tipo 10/20 Phar-
macia con un volumen de lecho de 11 mL
de Fraktogel TSK DEAE 650 (M). La co-
lumna se activó con NaCl 2 M en buffer
de equilibrio, se ajustó un gradiente lineal
con NaCl en buffer de equilibrio; final-
mente se equilibró con Tris-HCl 20 mM
pH 8,0, se midió la conductividad a la en-
trada y salida de la columna. Este valor se
tuvo en cuenta para ajustar la conductivi-
dad de la muestra.

Las proteínas no retenidas se eluyeron
con buffer de equilibrio, y las retenidas
utilizando un gradiente lineal de 0 a 1 M
de NaCl en Tris-HCl 20 mM pH 8,0 (8);
se aplicó una velocidad de flujo de 316
mL/h, colectando fracciones de 1,5 mL,
determinando a cada una, proteína y acti-
vidad enzimática.

Se utilizó una columna tipo 16/20 Phar-
macia empacada con 70 mL de CM Sep-

harosa, se activó con 200 mL de NaCl 2M
y se equilibró con buffer citrato de sodio
pH 5,2. Las proteínas no retenidas se elu-
yeron con el mismo buffer, y las retenidas
con un gradiente lineal de 0- 1 M de NaCl
en el mismo buffer. La muestra se ajustó
a la misma conductividad del buffer de
equilibrio. Se colectaron fracciones de
1,5 mL con un flujo de 18 mL/h. En am-
bas cromatografías se colectaron las frac-
ciones que correspondían a un mismo
pico, formando pooles para cada uno.

Se utilizaron geles de PAA al 15%; 1,5
mm de espesor y 18 cm de longitud; se
aplicó un voltaje de 100 V durante 30 mi-
nutos y después 200 V hasta finalizar. El
gel, una vez corrido, se desmontó, y se
quitó una de las placas de vidrio; luego se
colocó sobre un papel milimetrado. Con
ayuda de un escarpelo se cortaron los dos
carriles de los dos extremos, y se tiñeron
con azul de Comassie (9) para visualizar
las bandas de las proteínas del extracto, o
en su defecto, aplicando coloración espe-
cífica para localizar la proteína de estu-
dio. Las fracciones de gel cortado corres-
pondientes a las � (1,3) glucanasas
volvieron a ubicarse en el mismo lugar,
completando el gel original, para extraer-
las. La fracción de gel con las � (1,3) glu-
canasas se maceró con 0,5 mL de buffer,
y mediante elución mecánica se obtuvie-
ron electroforéticamente puras. Al ex-
tracto obtenido se le determinó proteína y
actividad enzimática (10).

Los análisis electroforéticos de los pooles

obtenidos en las cromatografías, se realiza-
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ron utilizando geles de poliacrilamida al
15% en condiciones nativas, siguiendo la
metodología Hammes y Rickwood (14).

La determinación de proteínas se hizo se-
gún el método de Bradford modificado
por Zor y Selinger (12), preparando una
curva con patrones de BSA entre 2-20
�g/mL.

Se determinó siguiendo la metodología de
Boller (13). Se utilizó laminarina como
sustrato, reduciendo un complejo de neu-
cuproina. La actividad se expresó en na-
nokatales (nKatal definido como la canti-
dad de nmoles de azúcar reductor que se
transforman por segundo).

Los análisis electroforéticos de cada uno
de los pooles obtenidos se analizaron
electroforéticamente utilizando geles de
15% a condiciones nativas, según
Hammes y Rickwood (14). Con estos
geles se realizó tinción específica para
glucanasas y otras (11).

Se utilizaron geles de PAA discontinuos
del 15% en condiciones denaturantes, se-
gún Laemmli (15), empleando marcadores
de peso molecular SIGMA (Low Maker),
y aplicando alrededor de 5 �g de proteína
por caracterizar. Las muestras y los mar-
cadores de peso molecular se trataron pre-
viamente con 2% SDS, 5% de � mercap-
toetanol, 10% de glicerol, 10% de buffer

Tris-HCl pH 6,8, 0,002 de azul de bromo-
fenol incubando 15 minutos a ebullición, y
luego se aplicaron al gel de PAA. Para la
separación electrorética se aplicó un volta-
je de 100 durante 30 minutos, luego 120;
después de corrida la muestra, el gel se
tiñó. El peso molecular se determinó con
ayuda de una curva de calibración de loga-
ritmo de peso molecular de cada uno de los
patrones Vs Rf (migración de la proteína
en cm dividido por la migración del frente
electroforético en cm), interpolando en la
curva el valor del Rf de la proteína proble-
ma y rectificando el valor obtenido con la
ecuación de la recta.

Se determinó electroforéticamente, utili-
zando geles en tubos capilares y un gra-
diente lineal de pH en un rango de 3-10
con anfolitos Fluka y marcadores de PI
Sigma Markers Mix 3,6´-9,3. Con geles
de PAA de 30%, 250 �L, PSA 1,5%, 3,5
mL de agua, desgasificando y agregando
270 �L de anfolitos y 3 �L de Temed, se
llenaron los capilares y se dejaron poli-
merizando durante 3 horas. Para la elec-
troforesis se utilizó NaOH 1 M como ca-
tolito y H3PO4 1 M como anolito
previamente desgasificados.

El gel se estabilizó durante 10 minutos
a 200 voltios; luego a 300 voltios durante
10 minutos y finalmente durante 5 horas
más a 400 voltios; al final los geles se ex-
trajeron a presión y se tiñeron con azul de
Comassie según (12).

�

Se determinó la velocidad máxima de
reacción, la constante de Michaelis Men-
ten (KM), y el número de recambio (K3).
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Para esto se evaluó la dependencia de la
velocidad de reacción en función de la
concentración de sustrato, manteniendo
constante la concentración de enzima. Se
incubó a 37 oC por 30 minutos con buffer
de acetato 100 mM y pH 5,5; luego se
graficó velocidad de reacción vs concen-
tración de sustrato mg/mL. Los valores
de KM y Vmáx se determinaron a partir de la
linearizacion de los resultados, según Li-
neweaver Burk graficando 1/V vs 1/S.

De las 300 semillas de Lycopersicum es-

culentum cerasiforme que se sembraron,
germinaron 285 (95%); después de un
mes se obtuvieron plantas, se trasplanta-
ron, y las 285 se obtuvieron en condi-
ciones óptimas para la inoculación.

El patógeno (aislamiento M49 de P.

infestans) se sembró en cajas de Petri en
medio agar arveja, y se obtuvo micelio
blanco de textura algodonosa, después
de 15 días. Se tomó parte del micelio y se
pasó a tubos que contenían 7 mL de caldo
nutritivo, el cual se incubó durante 15
días en oscuridad y a temperatura am-
biente (14 a 18 oC), y se obtuvo una sus-
pensión de 1x104 esporangios/mL. La
pureza del patógeno se verificó por mi-
croscopía observándose esporangios tí-
picos de P infestans en forma de limón.
Al inocular con esta suspensión el mate-
rial vegetal, después de 24 horas, las
plantas mostraron síntomas, y después
de 15 días de inoculadas se colectaron
hojas de acuerdo con resultados obteni-
dos en trabajos anteriores realizados en
nuestro laboratorio (3, 19). Las hojas
inoculadas presentaron una coloración

oscura, reacción típica de la HR; algunas
de estas manchas se extendieron cu-
briendo completamente la hoja, produ-
ciendo necrosis.

La inoculación del material vegetal se
hizo a baja temperatura y alta humedad
relativa (16, 6), a fin de asegurar una in-
fección rápida y total, promoviendo la
apertura de los estomas. La cantidad de
proteína determinada en el LLI es compa-
rativamente igual o superior a la cantidad
obtenida en otros trabajos realizados en
nuestro laboratorio (17), debido a una in-
fección exitosa.

En la extracción de LLI se utilizó agua
destilada estéril como extractante, debido a
que esta facilita la extracción de la mayor
parte de las proteínas presentes en el espa-
cio intercelular sin influir negativamente en
su actividad enzimática (8); además, se ha
utilizado con éxito en nuestro laboratorio
en todos los trabajos realizados. Todos los
extractos purificados se liofilizaron y con-
centraron 1:10 para obtener al final muy
baja pérdida de la actividad enzimática, te-
niendo en cuenta todos los procesos a los
que fueron sometidas las enzimas (croma-
tografía de intercambio aniónico, electrofo-
resis preparativa, concentración, diálisis y
resuspensión).

A partir de 2.420 g de hojas inoculadas se
obtuvieron 425 mL de LLI. Se determinó
proteína y actividad de glucanasas, obte-
niéndose 1,54 �g/�L y 889,0 nKata-
les/mg de proteína, respectivamente. Se
verificó la calidad del LLI cuantificando
clorofila por el método de Rohringer (7),
obteniendo una concentración del orden
de 2x10-4mg/mL, lo cual indica que la
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ruptura celular durante la extracción del
LLI fue mínima; además, se verificó que
las impurezas provenientes del citoplas-
ma de la célula vegetal no fueron signifi-
cativas.

El liofilizado se resuspendió en 2,5 mL de
buffer Tris-HCL, 20 mM, pH 8,0, con
una concentración de proteína de 15,4
�g/�L y una actividad enzimática de 888,9
nKatal/mg. El extracto se distribuyó en
alícuotas de 0,5 mL en tubos Eppendorf,
que se congelaron a –20 oC para iniciar la
purificación de las proteínas.

�

A cada columna de intercambio aniónico
que contenía TSK DEAE 650 (M) se le
agregaron 0,5 mL de extracto enzimático
con 15,4 �g de proteína (denominada ini-
cial* en la columna de Picos, Tabla 1). Du-

rante la elusión se midió absorbancia a 280
y 220 nm, y conductividad (Figura 1).

Las fracciones que componían cada
pico se mezclaron y concentraron 1:10 por
liofilización; posteriormente se dializaron
contra buffer Tris-HCl durante 18 h y se
determinó la cantidad de proteína y activi-
dad enzimática de cada una (Tabla 1).

En la fracción retenida se obtuvieron
todas las enzimas ácidas con actividad de
� (1,3) glucanasas. Para este paso fue de-
terminante el uso de membranas de 3,5
kDa en la diálisis de las proteínas reteni-
das, evitando la pérdida de las enzimas
de bajo peso molecular. Además, se en-
contró actividad enzimática en la frac-
ción no retenida, por lo que fue necesa-
rio continuar con la purificación de esta
fracción utilizando cromatografía de in-
tercambio catiónico, y determinando la
cantidad de � (1,3) glucanasas presentes
en esta fracción.
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Inicial* 7700 6844,50 888,90

A** 1904 1610,80 846,00

B** 107 89,88 840,00

C 1258 3220,50 2560,00

D 989 1908,80 1930,00

E 1616 16,00 9,28

F 1003 0,50 0,497

G 788 0,60 0,761

Contenido de proteína y actividad enzimática de los pooles obtenidos por cromatografía
de intercambio aniónico con Fraktogel TSK DEAE 650 (M)

* Corresponde a la muestra agregada inicialmente a la columna.
** Fracciones no retenidas. Los picos con actividad enzimática A y B se reunieron y concentraron por liofiliza-
ción; este extracto concentrado se denominó ENR (extracto no retenido).
Los picos con actividad enzimática C y D también se reunieron y concentraron por liofilización; este extracto
concentrado se denominó EA (extracto ácido).



El extracto enzimático ENR, proveniente
de los pooles no retenidos en el Fraktogel
TSK DEAE 650 (M), se liofilizó para
concentrarlo y se resuspendió en 8 mL de

buffer citrato de sodio pH 5,2 (50 mM).
Se corrieron cromatografías con 1 mL
(20,1 �g/�L) de extracto enzimático de
la misma concentración, eluyendo la
fracción no retenida con 50 mM de buffer
citrato de sodio pH 5,2, y la retenida con
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Cromatografía de intercambio aniónico de las proteínas presentes en el LLI en una columna Phar-
macia tipo 10/20 con Fraktogel TSK DEAE 650 (M). La fracción retenida se eluyó con un gradiente lineal de
NaCL 0-1 M en buffer Tris-HCl 20 mM pH 8 y se determinó la conductividad mS.

Inicial* 20100 16976,50 844,60

A 8603 15193,80 1766,10

B 2506 11,00 4,39

C 3411 ND ND

D 4009 ND ND

E 1533 ND ND

Cantidad de proteína y actividad enzimática para cada uno de los pooles obtenidos por
cromatografía de intercambio catiónico en CM Sefarosa

* Corresponde a la muestra agregada inicialmente a la columna.
ND: No determinada.



un gradiente lineal de buffer citrato NaCl
a un flujo de 18 mL/h (Figura 2), determi-
nando cantidad de proteína, actividad y
actividad específica (Tabla 2).

Los pooles A, provenientes de todas
las cromatografías de intercambio catió-
nico con actividad � (1,3) glucanasa, se
reunieron y concentraron por liofiliza-
ción, denominándose EB.

Se determinó el número de � (1,3) gluca-
nasas presentes en EA y EB por medio de
electroforesis preparativa, permitiendo al
mismo tiempo separar las fracciones en
forma selectiva, midiendo la actividad �

(1,3) glucanasa a cada banda obtenida.

De la electroforesis preparativa reali-
zada con EA se obtuvieron cinco bandas,
de las cuales la primera, la segunda y la
quinta, de menor a mayor migración, pre-
sentaron actividad enzimática, y se deno-

minaron EA.1, EA.2 y EA.3,
respectivamente.

De la fracción EB se obtuvieron tres
bandas, de las cuales solamente la de me-
nor migración, denominada EB.1, pre-
sentó actividad de � (1,3) glucanasa.

Para la determinación del peso molecular
se utilizó electroforesis con geles discon-
tinuos de PAA del 15% a condiciones de-
naturantes, utilizando 5 �L de marcado-

51

REVISTA COLOMBIANA DE QUÍMICA, VOLUMEN 38, No. 1 DE 2009

O
rg

án
ic

a
y

B
io

q
u
ím

ic
a

Cromatografía de intercambio catiónico en CM Sepharosa, de la fracción no retenida en Fraktogel
DEAE TSK 650 (M). La fracción retenida se eluyó con gradiente lineal de NaCl 0-1 M en buffer citrato de so-
dio pH 5,2 (50 mM).

EB.1 0,343 36,8

EA.1 0,357 35,4

EB.2 0,416 30,1

EB.3 0,935 7,2

Pesos moleculares calculados para
las proteínas purificadas



res, 5 �g de BSA y 5 �g de cada muestra
(Figura 3). Se determinó movilidad rela-

tiva (Rf) de los patrones y
muestras (Figura 4); además
se determinó el peso molecular
(PM) para cada una (Tabla 3).

Para la determinación del pI se
construyó una gráfica de Log
pI vs Rf, utilizando patrones de
pI (Figura 5ª). Por interpola-
ción se determinaron los pI
para cada enzima purificada
(Tabla 4 y Figura 5b).

e determinó la dependencia de la activi-
dad en función de la concentración de
sustrato a cada una de las proteínas purifi-
cadas, observando que las propiedades
cinéticas de cada � (1,3) glucanasa sigue
el modelo de Michaelis y Menten (Figu-
ras 6, 8, 10 y 12). Mediante análisis gráfi-
co de Lineweaver Burk, se obtuvieron los
valores de KM y Vmáx, y a partir de estos,
Eo (concentración en el centro activo) y
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Determinación de pesos moleculares, SDS PAGE
Laemmli para � (1,3) glucanasas. 1. Marcadores de pesos molecula-
res Sigma Low Molecular weight. 2. BSA. 3. EB.1. 4. EA.2. 5.
EA.1. 6. EA.3, 5 �g/�L de proteína por muestra.

Curva de calibración para la determinación de pesos moleculares.

EB.1 0,114 9.2

EA.1 0,890 3.8

EA.2 0,938 3.6

EA.3 0,650 5.0

Puntos Isoeléctricos calculados para
las proteínas purificadas



K3 (número de recambio) (Figuras 7, 9,
11 y 13; Tabla 5).

Se purificaron cuatro enzimas que pre-
sentaron actividad de � (1,3) glucanasas,
de las cuales una es de carácter básico pI
9,2, aunque las proteínas presentes en los

espacios intercelulares generalmente son
de carácter ácido; lo más probable es que
esta proteína provenga de las proteínas de
reserva almacenadas previamente en va-
cuolas y transportadas al apoplasto, como
respuesta al ataque patogénico. Dado que
Mauch y Staehelin (4) propusieron un
mecanismo por el cual los hongos fitopa-
tógenos generan sustancias que actúan
como elicitoras en la producción de una
gran variedad de factores implicados en
la defensa de las plantas, que muestran
entre otros la acción de las enzimas bási-
cas como las � (1,3) glucanasas vacuola-
res y otras enzimas, que como respuesta a
la acción de sustancias elicitoras, excre-
tan estas enzimas al espacio intercelular,
se justificaría la presencia de la glucanasa
básica en los espacios intercelulares obte-
nida en la fracción EB.

De acuerdo con los resultados obteni-
dos por Hwang et ál. (1), que purificaron
una � (1,3) glucanasas de 34 kDa y pI 9,3
de pimienta, inducida por tratamiento con
cloruro de mercurio y además con activi-
dad antifúngica a fusarium oxisporum cu-

cumerihum y P. Capsici, no es posible
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IEF en geles capilares de PAA 5%. 1.
Marcadores de punto isoeléctrico. 2. EB.1. 3.
EA.1. 4. EA.2. 5. EA.3. Se aplicaron 3 �g de pro-
teína de cada muestra.

Curva de calibración para la determinación de los puntos isoeléctricos.



que se trate de la misma proteína básica,
ya que la encontrada en este trabajo fue
obtenida del líquido de lavado intercelu-
lar de Lycopersicon esculentum coraci-

forme, con peso molecular 38 kD y pI de
9,2, y Kim y Hwang (18) la encontraron
en tallos de pimienta y no en el LLI de los
foliolos de esta planta. De otra parte, la
diferencia en peso molecular es de 4 kD y
el pI es 0,1; además, el
patógeno que teórica-
mente la induce es dife-
rente. Trabajos realiza-
dos en nuestro
laboratorio (20) mostra-
ron la presencia de dos
glucanasas de alto peso
molecular provenientes
de P. infestans previa-
mente encontradas en li-
teratura (21), halladas
también por (19), y una
de muy bajo peso mole-
cular que participa en los
procesos de infección

con pesos moleculares muy diferentes a
los encontrados en este trabajo. En razón
de lo anterior, se puede confirmar que la
� (1,3) glucanasa básica encontrada no
pertenece a P. infestans. Sin embargo,
para poder asegurar que es una nueva
proteína, es necesario secuenciar las dos
proteínas para poderlas comparar y defi-
nir a qué familia pertenecen, además de
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Dependencia de la actividad de glucanasa EB.1, en función de la concentración de sustrato.

Determinación de Vmáx y KM para glucanasa EB.1. Linealización
de Lineweaver Burk.



elucidar si su secuencia es igual. Lo más
relevante de este hallazgo es que la pro-
puesta de Mauch y Staehelin (4) con res-
pecto a que esta proteína proviene de la
vacuola como respuesta a la infección se-
ría reforzada con lo encontrado en este
trabajo.

Las otras tres proteínas purificadas
son de carácter ácido. Dos de ellas poseen
pesos moleculares y puntos isoeléctricos

similares de 35,4 kD y 30kDa, y pI 3,8 y
3,6, respectivamente. Además presentan
propiedades cinéticas muy similares y si-
guen el modelo de Michaelis-Menten.

En la variedad de tomate Lycopersicum

esculentum cerasiforme, resistente a P.

infestans, se encontraron cuatro enzimas
con actividad � (1,3) glucanasa. Después
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Dependencia de la actividad de la glucanasa EA.1 en función de la concentración de sustrato.

Determinación de Vmáx y KM para glucanasas EA.1 por linealización de Lineweaver Burk.



de haber infectado las plantas con P. in-

festans, tres de las cuales son ácidas y una
básica, esta última, hallada en los espa-
cios intercelulares de plantas de tomate
resistentes al patógeno, después de infec-
ción con este, refuerza lo propuesto por
Mauch y Staehelin (4).

Con la concentración por liofilización
de todos los extractos obtenidos, se ase-

guró una menor desnaturalización de las
proteínas y, por tanto, mínima pérdida de
actividad posible. El peso molecular y el
punto isoeléctrico de las cuatro enzimas
con actividad � (1,3) glucanasa, son para
la básica de 36,8 kDa y pI 9,2, y para las
tres ácidas de 35,4, 30,1 y 7,2 kDa, con
puntos isoeléctricos de 3,8, 3,6 y 5,0,
respectivamente.
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Dependencia de la actividad de la glucanasa EA.2, en función de la concentración de sustrato.

Determinación de Vmáx y KM para glucanasa EA.2, mediante la linealización de Lineweaver Burk.
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Dependencia de la actividad de glucansa EA.3 en función de la concentración de sustrato.

Determinación de Vmáx y KM para la glucanasa EA.3, mediante la linearización de Lineaweaver
Burk.

EB.1 0,030 5000 8601 1,58 x 10-2 3,16 x 105

EA.1 0,035 5000 6720 2,10 x 10-2 2,38 x 105

EA.2 0,067 6666 9890 24 x 10-2 2,97 x 105

EA.3 0,028 1428 4091 4,84 x 10-2 2,95 x 104

Propiedades cinéticas de las � (1,3) glucanasas purificadas
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