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RESUMEN 

En las interacciones planta-pah'lgcno ocurren un gran nÚI1H:ro dc eventos celulares y 

lIloleculares que COJH;tituYCIl la rcspuc~ta dcla planta al ataque de un miCf()()fJ:.,',misllw patúgcno 

COH la fUlalidad de evitar la invasión. Dentro de estas respuestas se etlcuentran el refuerzo de la 

pared celular. la inducción de genes que codifican para enzimas líticas, síntesis de compuestos 

ílntimicrobianos y generación de especies reactivas dc oxígeno. 

Fusanllm mOllifijorme es un hongo patógeno importante dc maíz (2ca !llt!ys L.) debido a su 

ubicuidad y su capacidad para infectar varias partes de la plama. reduciendo .L,'Tan parte de la 

producción del cultivo. Una de las caracteristicas principales de este hongo es su capacidad dc 

producir micntoxinas, que se han asociado con ciertas cnfermcdadcs cn plant'J.s así como en 

animales y humanos al consumir granos contaminados. Una de las mico toxinas producida por 

F. nJollili/ormf es la fumonisilla B 1 quc es ulla cadena larh'<l hidrocarbonada con dos f:.,'1l1IWS 

metilo. tres grupos hidroxilo, dos ácidos propantricarboxilic()s y un h1fUPO amillo; esta tOXllla 

inhibe la ccramida sintasa en la vía de biosíntesis dc esfingolípidns rcsultando en ull aume1lto 

en la ct'Jllcentración de bases csfingoideas libres en la célula. 

El objetivo de este trabajo fue estudiar los efectos de la FB 1 sobrc la expresil'lI} de genes 

de defensa en ejes embrionarios de dos variedades de maíz durante la genninación. 

Un primer ensayo se realizó para detenninar el efecto dc la FBl (10 Jl-r\'f) midiendo la 

c!onhlOlción radirular en la genninación de ejes embrionarios, dnlldc se nbsct'\'c'J ulla inhibición 

del crecimiento de la radícula en un 6X y 3X% para Chalquclio y el Híbrido '-1-.155 

respecti\'amcnte. La FB I afectó difercncialmcl1tc la expresión de los genes de defensa en las 

dos \'ariedades de maíz <.Jue se probaron. Se encontró inducci/m de la glicnpmteína rica en 

IlidnJxiprolilla (J--fRGP) ell la variedad Chalqueií() duralltc la gennillaciótl (Jbscn'ándnsc lit) 

máximo del transcrito a las 12 horas. En contrastc el gen de la fcnilalallina amonio liasa (PAt), 

una enzima clave en la producción de fitoalexinas y lignina llue se expresa desde las 12 hasta las 



48 horas se encontró una represión de la expresión en presencia de la FB1. El mismo efecto se 

()!J'::Cf\'Ú en las primeras 12 horas de gennin:lción en el maíz híbrido pero a las 41{ horas se 

()bsen'(') una inducción causada por FB 1. Se encontró una induccir'm cn la exprcsiún del gen de 

la quirinasa tanto en el maíz Chalquetin como en el híbrido, sin embargo, para el gen de la 

glucanasa. el cual se ha reportado llue se co-expresa con el de h quitinasa en varias 

interacciones planta-patógeno no se cllcolltrú una inducción. No se ctlcontn') expresión del 

gen dc la catalasa en los tiempos estudiados por lo que no se pudo estudiar el efecto de la 

toxina. 

La expresión diferencial de genes de defensa cn ejes embrionarios de maíz germinalldo 

en presencia de FB 1 Y el modo de acciún de la toxina sobre el metabolismo de esfingolipidos 

sugiere que éstos podrían participar en la reb'lllaciótl de la expresión génica. Tanro las bases 

csfing()ideas, cuya cotlcentracióll ccllllar autnenta, COIllI) la ceramilla lila: !Jrobablemcllte 

disminuye, son reguladores de diversos e\'cntos celulares cn mamíferos y levaduras y podrian 

así misll}(), tener una funciúll rCJ:.,'Ulatnria en células de plantas. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1. MAÍZ 

1.1. Importancia de la producción de maíz 

Entre las numerosas especies de plantas cultivadas útiles al hombre, tres son de especial 

importancia por el án..-a cultivada mundialmente y el volumen de producción. Estas tres 

especies pertenecen a la familia de las Poaccae y son trigo, arroz y maíz. 

Una de las característic.'ls más relevantes de la planta de maíz (Zm m'!}J L.) es s,u gran 

capacidad de adaptación, ya que se rulriva desde el Ecuador a diferentes latitudes hacia el norte 

y sur, al nivel del mar y hasta a más de 3 200 msnlTI, en sucios y climas muy variables con una 

tecnología muy diversa. Sin embargo, se adapta mejor en sucios húmedos y fértiles en regiones 

sub tropicales templadas y en regiones subtropicaks altas, con temperaturas altas durante el día 

y bajas durante la noche (Reyes, 1990). 

Las principales regiones cn el mundo con mayor productividad de acuerdo a Reyes 

.(1990) son: 

1. El cinturón o franja maizcra en Estados Unidos con localización principal en los estados 

de Illinois y lowa. 

2. Cuenca del Danubio en Europa, extendiéndose desde el Sudoeste de Alemania hacia el 

Mar Negro . 

.3. Las llanuras del Río Po, en el norte dc Italia. 

4. Las llanuras del Norte de China. 

5. Noroeste de Argentina. 

6. Sureste de Brasil. 

7. América Central. 



8. Noreste de América del Sur. 

9. México. 

Los cereales son la fuente principal de calorías}' proteínas en la dieta. de la población de 
grandes grupos humanos en el mundo. En general, el maíz tiene un alto valor nutritivo como 
fuente de energía por su al ro contenido de carbohidratos, pero las proteínas. tienen un bajo 
valor nutrlcional al carecer de los aminoácidos esenciales lisina y triptofauo. Además, su 
contenido de la vitamina niaciua y mi.nerales es bajo, excepto en r,,[éxico y Centroamérica ya 
que el consumo en productos nLxtamalizados le aporta calcio e incrementa la disponibilidad de 
la niacina. En i\'féxico la cantidad de calo tÍas, proteínas y grasas aportadas por .I:,'1,uno de maíz 
es de 1 096, 28.2 gramos y 12.1 gramos respectivamente. 

Además de utilizarse la semilla de maíz directamente como alimento, puede ser 
industrializado pasando por dos procesos. Uno es la molienda en seco donde se utiliza el 
gennen y la cubierta seminal de la semilla del maíz. El gcnnen se utiliza para obtener aceite 
comestible de elevada calidad mientras que la cubierta seminal () pericaIl)io se emplea 
fundamentalmente como alimento, aunque en los últimos ailos ha despertado interés como 
fuente de fibra dietética. El segundo proceso, la molienda húmeda la cual sc utiliza 
fUlldalIlcntallllCllte en la aplicación industrial del maíz, aUIHllIe el procedimicllto de cocción cn 
solución alcalina empleado para elaborar las tortillas también es un ejemplo de operación de 
molienda húmeda que sólo elimina el pericarpio (Bressani, 1990). La molielHh húmed"J. genera 
almidón y otros subproductos como el gluten, utilizado como ingrediente alimenticio, mientras 
que el gennell de maíz elaborado para producir aceite da como subproducto harina de germen 
que se utiliza como alimento seco para h1"<luado. El aumento de los precios del petróleo ha 
provocado que se intensifique la investigación sobre la fennentación del maíz para producir 
alcohol combustible, el cual tiene un uso muy difundido en algunas partes de los Estados 
Unidos. Por último, también tienen i..mportanci'l las aplicaciones de los residuos de la planta de 
maíz, que se utilizan. entre otras cosas, como alimento para animales y como base para cxtmcr 
diversos productos químicos de las panojas, como por ejemplo, furfural y xilosa. Estos 
residuos también tienen importancia como elementos para mejorar los suelos (F1\O. 2000). 

u sos de las distintas partes de la planta de maíz. 
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G rauo Planta 

:\limemaciún humana Forraje verde 

.,\limentaciún dd hltlnado Ensilado 

¡"lareria prima en la industria Rastrojo, forraje tosco 

Semilla ¡\-lateria orgánica al suelo 

i\'laznrca 

Elote (alimento humano) 

forraje rosco 

olofc (combustible) 

En varios países de Latinoamérica, el maíz se aprovecha directamente como alimento 

para humanos en forma de tortillas, bollos, arqlas. elntes. cte.; o como materia prima en la 

industria alimentaria para e1aboracit'lll de harina, fécula. aceite. mieles y otros pfflductns. Se 

estima que más de HOO artículos comestibles)' no comestibles. contienen alh>llll componente 

del maíz. Ejemplos de estos productos son: hilo dental, insecticidas, lubricantes. antibióticos, 

jabones, sopas, velas, cerámicas. cereales preparados y quesos entre otros (Reyes, 1990). 

La Orgallizaci(~JIl de Alimentación y Ahl'ficultura (FAO, 2000) de las Naciones Unidas 

infoftn() tille el promedio anual de la producción de semilla de maíz, en los últimos diez aiios 

(1990-1!J9!J). alcanzó un volumen mundial de 5, 500 billones de toneladas, producidas en 122 

millones de hectáreas (11.4% del área total mundial cultivada). En México de 1990 a 1999 la 

producción promedio de maíz fue de 429, 547 millones de ton dadas. 

La cstnJctura del consumo humano del maíz para 199B, en México, se ellcuenrra en las 

tablas I Y 2. 

Abastecimiento doméstico (toneladas métricas) 

!'roducciúll Importación Exp()rtación Total 

18476 5342 288 22331 

Tabla l. AbastccimiCll[() dc maíz c()[no alimCl1(O par.l México (F AO, t 998). 

Utilizaciún d()méstica (toneladas métricas) 

Forraje Semilla Procesados Pérdidas Otros usos Alimento 

4500 455 I 100 3862 53 12381 

Tabla 2. Usos dumésticos del maíz en México (P AO, t 998). 

En resumen de los datos estadísticos sobre la prodllccic'lIl de maíz en ~·[éx:icn se puede 

indicar In sih'1.úente: 

• En más dd 43 % de la superficie cultivada del país se siembra maíz. 
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• Más del 86% de la superficie cultivada con maíz es de temporal. 

• Por su volumen de producciúll. área cultivada y valor de la produccic'm, el maíz es el cultivo 

más importante. en el país. 

• Existe un alto déficit de maíz para liSOS industriales (llIe hace (llIC se imptJrtclI f,l1"andcs 

volúmenes. 

1.2. Taxonomía del maíz 

Al maíz le han asignado vanas clasificaciones, en ténninos generales es considerada 

dentro de los cereales los cuales son descri(Os como un grupo de plantas anuales. 

mOllocotiled,'meas de la familia l'oaceae que se atltivan 110nnalmemc por su forraje o por sus 

hlTanos; pero la clasificación botánica del maíz es la siguiente: 

CATEGORÍA EJEMPLO 

Reino Vegetal 

División o Phylum Tracheophyta 

Subdivisión Pterapsidae 

C1asc An¿.,riospcnnas 

Subclase MonocotilcdóllL"aC 

Orden Graminalcs 

Familia Poaceae 

Tribu Maydeae 

Género Zea 
Especie IJ/(!)J 

lJ/o .. 'I(alla 

diplopereJlI/ir 

CI\RIÍCrER DISTINTIVO 

Planta anual 

Sis tema vascular 

Producción de flores 

Semilla cubierta 

Cnrilcdc'm único (escutelulIl) 

Tall()~ con nudos prominelltes 

Grano-cereal 

Rorc~ unisexuales 

Únicfl 

maíz común 

Teocinte atlual 

"¡'cocinte pCretllle 
Raza Más de 300 ralas clasificadas; 30 Adaptadas a regioncs bien dcfinidas. 

Variedad 

üneas puras 

cn México Ejemplo: Tuxpctlo trópico. 
Chalquctlo mesa ccntral 

Polinización liure V -7~ Híuridus Clima frío; clima caliclHe Húmedo 
1-1-507 

T2 Intervienen todos los híbridos de 
clima caliente-húmedo de J\·féxicn 
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1.3. Morfología de la planta 

La Innrfoloh>1a dc la planta madura dc maíz se muestra en la fi~'1lra l. 

Raíz. El maíz tiene un sistema radicular dc tres estadios. En el ler estadio, al germinar 

la scmilla, emergen \as raíces temporales () cmbrionalcs qUl: Hacen del prúm:r Iludo, las cuales 

funcionan durantt: la genninaci{m y desarrollo de la plántula; 20 estadio, se desarrollan las 

raíces pcnnanc1Hcs que nacen del sChYllndo Iludo de la plántub. cst-as raíces son profusamclHc 

ramificadas, alcanzando en conjunto un di.1.tTlctro de l.B metros y más de 2 metro:;. de 

pmfutldidad, las raíces pcnnallcntcs aCnlíln como S()st~1l y nutren a la planta en el crt:cimicnto 

acti\,o hasta la madurez fisio!óh-'¡ca y en el 3cr estadio, las raíces adventicias lllle emergen de los 

nudos basales de la planta sirven también de sostén o anclaje y como medio de absorción de 

nutrientes (Fih~ra h). 

Tallo. El tallo (Fih~ra lb) es ulla caña fonnada por nudos y entrenudos macizos, de 

longitud variable, h7fUesos en la base y de menor grosor en los entrelludos superiores. El 

número de entrenudos es \'ariable con un ran.6'o de 8 a 26; eH cada entrenudo hay Ulla 

depresión tlue se extiende a lo largo del entrenudo, en posicic'm al tema a lo largo del tallo; en la 

base del entrenudo hay una yema floral que se extiende a lo largo de la depresión (poethig, 

1994). 

Hojas. Las partes de una hoja constan de una vaina que ellvuelve el entrenudo y cubre 

a la yema floral a lo largo y ancho, tiene una nervadura central bien definida, el haz o parte 

superior presenta pcqueiias vellosidades, el envés o parte inferior es liso sin \'ellnsidadcs; la 

lígula o lengüeta localizada en la base de la hoja, donde también esta la auncula que ellvuch'c al 

entrenudo. La aurícula y la 1í,L,'1.¡}a como se muestra en la figura 1 c. protegen al entrenudo y 

drenan el agua que al llover se desliza sobre el limbo y la nervadura central. Las hojas nacen eH 

los nudos en la parte inferior inmediata a las yemas florales femeninas, su tainaiio, forma r 
ancho dependerá de la variedad del maíz (Freeling y Lalle, 1994). 

Flores. El maíz es una planta monoica de tlon:s unisexuales separadas y bien 

diferenciadas en la misma planta, las flores 'Ille producen los grallos de polen. en donde esta el 

J,'llmeto masculino. se localizan en la inflorescencia tenninal comúnmente denominada 

"panícula". "panoja", "espiga" o "maihuatl", la cual esta estmcturada por un eje central, ramas 

btcrales primarias, secundarias y terciarias. Las flnres pisliladas se localizan en las yemas 
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florales que emergen en las axilas de las hojas. abJTUpándose por pares, distribuyéndose a lo 

largu de la inflorcscencia femenina. que cs una espi1-,'<l cilíndrica: ésta consiste dc UIl raquis 

ccntral u olotc cn donde se insertan, a lo largo, las espib>llillas por pares COIl glumas, lema y 

palea mdimcntarias; cada espit,'Uilla tieue dos flores. una estéril y otra fértil, y forma hileras de 

florcs paralelas. Las florcs pistiladas ticncn un o\'ario único y en el proceso de su desarrollo se 

le denominan: yema floral pistilada. jilote. elote, elocillrle (Fi1:,'Ura Id). 

Fruto. En ténninos botánicos es denominado cariópside, aunque los agricultores lo 

reconocen como semilla. se conoce comúnmente como granos de maíz (fiJ:,rura le). 

Biológicamente el fruto es el ovario desarrollado y la semilla es d ú\'ul(J fecundadu. 

desarrollado y maduro. En el maíz y en las .l,'Tamíneas superiores, el ovario se desarrolla al iJ.,'Ual 

que el ó\'Ulo hasta alcanzar una sola estnlctura. El fnlto se encuentra insertado en el raquis u 

(llore constituyendo hileras de h'l'anos cuyo conjunto fonna la mazorca, espiga cilíndrica o 

illfnltescencia. producto del desarrollo de la yema floral axilar de la hoja (¡lIe nace en el Iludo. 

El número de hileras es par y varia de 8 a 30 hileras (Desai el aL, 1997). 

1.4. Estructura de la semilla 

La semilla de maíz es un fOlto simple llamado .hlfallo. Este incluye el pericarpio, 

aleurona. cndospenno y embrión (Figura 2). 

El pericarpio (cubierta de la semilla) es la pared del ovarin transfonnada, la cu<ll cubre al 

1:,lfano y le proporciona protecciún a las partes interiores. El pericarpio es de origcn matento y 

tiene un genotipo idéntico al de la planta de la cual naci{). El grosor del pericarpio entre 

gcnotipos va desde 25 hasta 140 mm. El peso seco del pericarpio es nonnalmcnte menos del 

2% del pcsn total del grano. Su color puede ser rujo o incoloro, y si ocurre e:-;to último, 

entonces el color del grano dLvcndern de la tonalidad de la aleurnna o del elldospennn. 

El tejido dc la aleuroua es una sola capa de células localizada inmediatamente por 

debajo del pericarpio y es la L1>idefmis del endospcnno triploide (Zuber y Darrah, 1987; 

\'(/albor, 1994). En maíz. la aleurona esta compuesta de una sola capa de células}' su contenido 

es granular en apariencia, pero los gránulos presentes son de proteínas y no de almidón. Las 

células de este tejido se caracterizan por ser pCt¡uetlas. 110 tienen cuerpos proteicos 

prominentes. 110 presentan pigmentaciún y son ricas en minerales (\X¡albot. 1994; Bcwley y 



Black. 1995; Kiesselbach. 1999). Durante la genninacióll la aleurolla secreta hidrolasas que 

apldall a la digestión de reservas almacenadas en el interior de las células del endospenno. En 

los c(~reales la enzima responsable de la (leh'fadación del almidón es la a-amilasa. sin embargo. 

(~sta (~:-; :,ccretada inicialmente por el cscutdo pero en maí", e:-; muy probable que en etapas 

posteriores la hidrólisis sea realizada por ist )enzimas de la capa de la aleun ma. La p-amilasa 

también esta ul\'olncrada en la digestiún de almid(m en cereales, ésta puede ser sintetizada de 

1101'0 () liberada por el escutcln o en la capa de aleumna y es activada después de la digestión 

iniciada por la a-amilasa. La digestiún de la amilnpectina, 11110 de los componentes del 

cndnspermo, es provocada por enzimas que cortan cadenas laterales. sin embargo. se conoce 

poco de estas enzimas, así mismo se cree que son sinretizadas de JlotJo en la capa dc la aleurnna 

(\Valbot, 1994; KiesseJbach,1999). 

El endospenno es el tejido de reserva y funna 1:,'fa1l parte del peso y volumen del h'üUlO. 

normalmente el 80-85% del peso total. Las células del endospermo están llenas principalmente 

de hTfano::\ de almidón. Un terciu de los cromOsomas son del progenitor masculinn y dos 

tercios del progenitor femenino; el número de cromosomas es de 3n. El color del endospenno 

puede ser amarillo o blanco. 

El embrión, constituye aproximadamente el 8 al 10% del peso total del h'l"auo, y se 

puede considerar como una planta de maíz latente joven que se actIvará e iniciará su 

crecimiento bajo ciertas condicioncs ex temas de temperatura y humedad. En un COrte 

transversal del embrión, las partes rudimcntan.1s dc la planta de maíz son evidentes, por 

ejemplo, la plúmula con el tallo. las hojas y la raíz primaria. El cscutclt) es conocido como la 

hoia primaria. Sin embargo. su funci('m no es como la de la hoja sino como órJ:.,l':l.no dc 

almaccnatnient() (Reyes, 1990). 

El pedicelo es un punto de anclaje de la semilla al olote. El tejido conductivo localizado 

dentro del pedicelo es referido como la capa hilar en los granos maduros. Cuando se alcanza la 

madurez tisiológica del grano, no ocurre movilización pusterior de lIutricntl:s. A este liempo la 

capa hilar toma un color café oscuro n casi negro yes referida COlnO h. "capa nCh'Ta". Esto es 

comúnmente ucilizado COIllO un indicador de la madurez fisiológica (Zuber y Darrah, 19H7). 
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Figura 1. Morfología de la planta de maíz. a) raíz, b) tallo, e) hojas, d) flores y e} fruto y semilla (Feldman, 1994; 
Ncuffer el al., 1997). 
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Figura 2. Grano maduro de maíz. Secciones verticales en dos planos, mostrando los órganos y tejidos de la 
semilla. a) muescas de los estilos, b) pericarpio, c) a1eurona, d) endospenno, e) escureto, f) capa granular del 
escutelo, g) coleopruo, h) plúmula con tallo y hojas, i) primer entrenudo, j) raíz seminal lateral, k) nodo del 
escutclo,l) raíz primaria. m) coleorriza, n) células basales conductoras del cscutelo, o) capa de abscisión, p) 

pedicelo (Kiesselbach, 1999). 
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1.5. Embriogénesis 

En las :lngiospemms. la fecundaciún es de doble fertilización y rC4uicrc los sih'lllcntcs 

pasos: polinización, gennill:lción del h'íaIlO de polen y doble fcrtilizaci,'m () singamia. 1:1 saco 

embrionario dd maíz es del tipo mOllospc'lrico. Dependiendo dc la temperatura y la !ollh"¡tud dc 

cspi,l,'<l, la fertilización ocurre entre las I G Y 24 horas después de la polinización. Se puede 

considerar que la embriogenia dd maíz ocurre en tres fases. Durante la primera fase la 

asimetría basal apical del embrión es (~stablecida y el embri()1l es rcgionalizadn en SlI:-ipcnsor y 

embriún. Duranrc la segunda fase, la asimetría radial aparece. d eje embrionario y mcristemos 

son establecidos y durante la tercera fase las estnlcturas vegetativas son elaboradas (Shendan y 

Clark, 1994), 

Fase 1. L.os estados tempranos de la cmbriogéncsis se caracterizan por presentar 

patrones irregulares de divisi(~m celular. A través de su desarrollo el prncmbriénj ovoide es 

radialmcnte simétrico a lo largo dd eje, pnsterionncntc el embrión cambia su forma ovoide 

hasta adquirir la fonna de garrote. Después del estado de transición medio, el embrión 

pennatlCCe radiahncllte simétrico. 

Fase 2. Alrededor del día 8 Ó 9. ulla región localizada dc h'TILtl actividad mitútica surge 

bajo la cara anterior del embrión propin, Esta región extendida de grall actividad tllcristcmática 

establece un ejc mcristcmático. Este eje convierte el brote del mcristcmo apical en el 

mcristcmo apical de la raíz del eje del embrión en un periodo aproximado entre los 11 a los 13 

días después de la polinización. Simultáncamente COB la salida de la protuberallci,1 dd nuevo 

·merislemo apical del tallo formado, ulla cordillera de células aparece abajo del meri:;temo en la 

cara antcrior dd cmbrión en el estado de transición, al mismo tiempo, el cmbriún ~e extiendc, 

particulanncnte cn el lado posterior para fonnar el origen del escutelo. El embrión ahora )losee 

un mcristcmo apical promincnte rodeado por un anillo coleoptilar en su superficie anterior y 

respaldado por Ull cscutelo, termi1lí111rln el estado coleoptilar del cmbrión. En éste estado, el 

cmbriún tiene cerca de 1 mm o más dc IOllhritud (Shcridan y Clark, 1994). 

Fase 3, durante el periodo dcl día 30 al 40 aparecen los primnrdios de hoja y ralces 

adicionales. el escutelo se extiende rodeando estas estructuras. En la madurez, el eje 

embrionario está constituido de una plúmula con cinco (J seis pri.mordios dc hoja encerrados 

dentro del colcoptilo y de un primordio de raíz primarL'l con uno o más primnrdios de raíz 
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secundaria: el eje está casi completamente encerrado por el cscutelo ctl\'oh'iéudolo con solo la 

punta del cnleoptilo y la colcorrlza ~obresaliendo en la parle superi()r dd bote'm, 

respectivamente. Durante esta fase de la embriogélle~is, I()~ producttls de almaccnamiento ~(~ 

acumulan dentro del embrión, particulanncnte dentro del escutcl() y endospenuo. Duranre la 

fase 3 de la embriogéncsü; la capacidad para resistir la dcsccaciún e~ adquirida pnr el embrión. 

Finalmente, la latcncia ocurre despué~ de la deshidrat,lCi('lIl masiva de las célula~ del embrión 

(Sheridan y Clark, 1994). 

1.6. Germinación 

La genninación comienza con la absorción del agua por la semilla (imbibicic'lIl) y finaliza 

con el comienzo de la elongación del eje embrionario, lIsualmctlte la radícula. E~to incluye 

numerosos eventos como la hidrataci(~)Il de proteínas, cambios estructuralc~, rcspiración, 

síntesis macromolccular y elongación celular (Bcwley y Black, 1995). 

1.6.1. Absorción del agua 

La rehidratación de la semilla es un paso inicial para la genninación. La cantidad de agua 

tIlle absorbc la semilla es gcneralmente pec¡ueiía (no excediendo dos () tres veces el peso secO 

de la semilla) dependiendo de su tamatin y de otras característica~ tales como el potencial de 

agua de la célula y del suelo, el potencial de la matriz y la presión de turgor. 1....1 magnitud de 

rehidratación depende dc la fuerza COH la cual el agua es rctenida en el sucio y la cantidad de 

trabajo quc realizará la semilla para adquirirla. En el caso del potencial de af,'Ua del sucio, solo la 

concentración de solutos jueh'<l un papel importante. Las diferencias entre el potencial dc ahllta 

de la semilla y del suelo es solo uno de los factores influyentes en la velocidad del flujo del 

:1.l,'Ua. que va del sucio a la semilla, Otros factores que influyen son: la resistcncia imema de la 

matriz del suelo, resistencia extcma que es el grado de contacto de la semilla con el agua, así 

como la resistencia interna dada por la cubierta de.: h se.:tllilla y l{)~ eSl'acio~ dt.: aire (Desai el a/., 

1997). 

Debido a la rápida absorción de agua, las céluJas se expanden aumentando el tamaúo de 

la vacuola hasta que éstas adquieren una h'Tan vacuola central, característica de las células 

clongadas. La absorción de agua autnen ta debido a l()~ cambios del potcncial de af,'lJa en las 

células, cl cuaL en tumo, es atribuido a la disminución del potctlci..'11 dd soluto. 
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1.6.2. Respiración 

La respiracic'lIl es UIlO de los prncesm bioquímicos más importantes que ocurren 

durante la genninación. Tanto las rur<lS allaerbbica~ como las aerilbicas, como S011 glicólisis. la 

ruta de la pcntnsa fosfato y el ciclo de los ácidos tricarboxilic()s (An~), se pit.:IIS¡l que S(lI\ 

activados durante la imbibición de la semilla. Estas rutas oxidari\':ls son respollsables (h! la 

producciún de intcrmedi."lflos claves en el metabolismo celular COtIlO son: la CIlCf} . .,rÍ;¡ en [(lona 

de ATP y el poder reductor COIllO los nudeótidDs adenina reducidos (NAOH}' NADPI-I). La 

glicólisis es catalizada por enzimas citoplásmicas y es operada bajo condici()nes tanto 

anacn'¡bicas como aeróbicas para convertir gluc()sa a piruvato, la cual puede ser posteriormente 

reducida a etanol (en ausencL1 de oxígeno) o a lactato si no ocurre la descarboxilación. Bajo 

condiciones aerúbicas e! pinJVato es posteriormente oxidado, dentro de la mitocondria, 

después de la descarboxilación de pimvato a coenzima A (accliI CoA) y por últimn es 

completamente oxidado a CO:! yagua a través de de! ciclo del ATe, produciendo 2H moléculas 

netas de ATP por molécula de glucosa respirada. El poder reductor, NADH, f(xlucrido para la 

biosíntesis reducrora de Iípidos y esteroides es generado y disponible por la ruta de la pentosa 

fosfato. Los intennedianos de esta mm, tales como compuestos de S y 7 carbolles sirven como 

precursores para la síntesis de ácidos Iluclcicos y compuestos aromáticos (Bcwle)' y B1ack, 

1995; Desaí etdL. 1997). 

Experimentalmente se ha demostrado que Ins requerimientos mínimos de uxígeno para 

la gcnninación de la semilla son del 20.90/0. El COz a concentraciones mayores del 0.03% 

retardan la germinaciún, mientras que el .L,tas tlitn\¡.~en(J no liene i.llflucllcia al.l,,,.lIla. Cuando los 

ejes genninando pueden contribuir tan solo el 10% del total de la respiración de la semilla. 

KolloffcI estudió el patrón dc consumo de 02 cn semillas de chícharo en dos fases previas y 

dos fases posteriores a la gcnninación. La fase 1 se caracteriza por un aumento marcado en la 

respiración, durando cerca de 10 horas, lo cual es asociado con la activación e hidratación de 

enzimas mitocúudriales del ciclo de ATe y la cadena dc transporte de ek~ctrnnes. La 

respiraciúll durante ésta fase aumenta linealmente con el h7fado de absorción de agua en el 

tejido del cotiledón. La fase II es caracterizada por un lag Qa anaerobinsis parece ser la posible 

causa de la fase lag en la respiración de algunas, sino es que de todas las semillas) en la 

respiración entre las 10 y 25 horas después de comenzar la imbibición. El cociente respiratot;o, 

que da cerca de 3.0, indica alb'1.llla rcspiraciún anaerobia. En este estado la respiraci/m puede ser 
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impedida por la falta de oxígeno, la cual es restringida por la cubierta de la semilla intacta. La 

rápida toma de oxígeno cn semillas intactas (con testa) durantc los primeros estados la 

imbibición (fase l) y la restricción del oxígeno por la testa en la fase II no han sido explicadas. 

La radícula penetra la testa entre la f~se 11 y II!. La fase 111 está caracterizada por un seh'lllldo 

incremento en la resprraciún, atribuido parcialmente a un aumellto en la disposicit'JIl del 

oxígeno a través de una nueva testa aJ.,>ujerada. La actividad de enzimas recién sintetizadas en la 

mirocnndria y de la respiración en las células en división del eje en crecimiento, también 

contribuye al aumento de la respiración. La fase IV es marcada por una caída significativa en la 

respiración que coincide con la desilltegraciún de los cotiledones, Seh'llida de la disminución en 

las reservas. La duración dc las fases de respiraciún en semillas varia entre hs especies (Desai e/ 

<ll, 1997). 

Otros factores que influyen en la gennillaciún de la semilla incluyetl la temperatura, 

duración del día. edad de la semilla, periodo de imbibición, temperanufl de imbibición y 

temperatura de genninación (Desai t/ al., 1997). La gcnninación es un proceso complejo el cual 

involucra varias reacciones individuales y fases, cada una de las cuales es afectada por la 

temperAtura. Este efecto puede ser expresado en ténninos de temperatura mínima, óptima y 

máxima en la cual la germinación puede ocurrir. La temperatura mínima es algunas veces dificil 

de definir puesto que la gcnninación puede realmente proceder a una velocidad tan lenta gue 

su detenninación se detecta frecuentemente antes de que la genninación real se complete. La 

temperatura óptima puede ser definida como la temperatura a la que ocurre el mayor 

porcenlaje de gennillaciúll dentrn de Ull tiempo corto. La tempcranlra máxima cstá 

determinada p()r la temperatura a la cual la desnahlralización de proteínas importantes para la 

gennillación ocurre. En h gcnninación del maíz, la tCmperanlfíl mínima es de 10°(, la ¡'ptima 

esta entre 20 }' 25°C Y la máxima es de 40°C. Hay pocos genotipos de maíz que germinan 

satisfactoriamente a 100 e y de hecho tcmperanlras entre 8° y 12°C retardan la genninación }' la 

emergencia de las plántulas que son más susct.1ltibles a datios ocasionados por organismos en 

el suelo (Reyes, 1990; Cnpcland y tv1cDouald, 1995). 

Mientras t¡ue la humedad, el oxígeno y la temperarura fa\'orables son esenciales para la 

germinación de todas las semillas, ciertas especies requieren dc luz. Los mecanismos de control 

de la luz son m uy similares a otros procesos como la fructrncaciún, fonnación de las hojas, 

floraci('m, elongación del tallo y la germinación. Tanto la intensidad de la luz (poder lumínico) 
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como la calidad de la luz (color o longitud de onda) influyen en la gennmación y varía 

enonncmentc entre especies. La intensidad de luz en la maynria de semillas se encuentra entre 

1 mw y 2 160 lux de luz indirecta. La inHuencia de la calidad de b. luz es importante donde la 

mayor promociún de la germinación ocurre en el án ... Ol. del mjo (660-700 nm) seguido COH una 

zona de inhibiciún en el rojo lejano (arriba de 700 nm). LonginlCics de onda por debaju de lns 

290 nm inhiben la genninaciún. Las semillas de \'arias especies lllllestran ulla respuesta de 

genninacic'lIl controlada. por ejemplo a1h'llllaS especies BrIN/ti reljuiercll de días !-argos y otras 

como RflphtllfllJ (rábano) son inhibidas por una irradiación prnloll,l,'<lda r germinan en total 

ausencia de luz (Cnpeland y i\kDonald. 1995). El maíz es UIl:!. especie de fowperiodo corto. 

aún cuando al.h'111l0S autores la cOJlsideran de fotnperi()d() neutro n itlsensible. Esta 

discrepancia se puede explicar por la hTfaIl variación genética de la especie n a los segregames 

posibles en una población de plantas (Reyes, 1990). 

La sensibilidad a la luz durante la genninacióll de la semilla dL11ende de la especie y 

variedad. así como de factores ambientales antes y durante la genninación. La influencL1 dc la 

luz es muy fuerte inmediatamente después de almacenar la semilla. disminuye cnn la edad de la 

misma y evenntalmentc se vuelve insensible. Esto puede ser una raz(')!l dc por (Ille difieren las 

cantidadt!s de rCllllcrimientos de luz para las scmiUas de I:t misma especie. En el periodo de 

imbibición generalmente se requiere de menos luz para estimular la germinaci¡'1H de la scmilla 

cuando se incremcnta el tiempo de imbibición (Cnpcland y McDonald, 1995). 

Temperatura de imbibición. El incremento de la temperatura durante la imbibición 

acelera los eventos metabólicos asociados con la gennlllaclOll y causa un aumento en la 

absorcic'JIl del agua resultando en una hidratación lIlá~ rápida e incremcm:lndn así, la 

sensibilidad a la luz. L.a tempcratura de genninación es UIl efect() {llIe es diverso en gcneral. 

podemos encontrar que la respuesta para cada especie algunas \TCeS puede i..ncrementar. 

disminuir o cambiar cualitativamente. mientras que en otros casos no, por ejemplo en algunas 

especies como RaphwlIIs si se aumenta la temperatura de genninaciún y hay suficiente agua el 

proceso de genninación es mucho más rápido (Cnpe1and y McDollald. I Q~5). 

1.6.3. Síntesis de ARNm durante la germinación 

/\1 inicio de la germinación ocurre la expresibn de genes lJlle codifican cnznuas 

involucradas en la iniciación del crecimiento axial y subsih'l.Iiente movilización de rcseryas 
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(Bewley y Black, 1995). En embriones secos de trigo el ARNm sintetizado duranre la 

embriogénesis es cOllServado y utilizado para alimentar la síntesis oe proteínas inicial durante la 

genninación. Dentro del embrión o del eje embrionario se pueden distinguir dos clases de 

:\RNm: la primera clase son los transcrito:' residuales sintetizados durante el desarrollo de la 

semilla y tlue pennanecen intactos durante la maduración tardía y la desecación, pero t¡ue son 

dq.,rradados inmediatamente después de la imbibición; la sChrtJllda clase de !\RN mensajeros 

son conservados durante el desarrollo y están inmediatamente disponibles cuando se hidrata la 

semilla. Estos pueden ser rápidamente traducidos a proteínas:<onstituyendo una parte ultc1:,lfal 

de la gennulaciún y pueden dividirse en transcritos para proteínas esenciales para ftnalizar la 

genninación per se}' enzimas esenciales del metabolismo intennediario (Bewley y Black, 1995). 

No se sabe con exactitud la fonna de como los ARNm se encuentran en la semilla seca 

y C0ll10 es que se traducen selectivamente ciertos ARNm en la célula durante la gcnninación. 

Las explicaciones {¡lIe se han dado son tille los transcritos conservados en la semilla seca están 

Proteh>1do:> y almacenados en el núcleo durante la maduración, o bien se encuentran ya 

poliadenilados listos para ser traducidos. Estos ARNm almacenados son liberados del núcko 

hacia los sitios dc síntesis de proteínas en el citnplasma. Existe evidetlcia 'Ille en embriones de 

algodón, la localización celular de mensajes poliadenilados está dentro del núcleo. Por otra 

parte. se ha defendido la idea de la acumulación de ARNm en infonnosomas, lltiC son 

complejos constituidos pur mensajeros ribonucleoproteicos (mRNPs) asociados a proteínas 

fonnados durante el desarrollo de embriones (Bewley y Black, 1995). 

1.6.4. Síntesis de ARNr y ARNt durante la germinación 

La síntesis de ARN requiere la illten'ención de tres polimcrasas: la ARl'\! po!imcrasa 1. 

que es UBa pOIUTlt.'f.'lSa nuclear que transcribe gelles que codifican para el ¡\Jt¡'\Jr 18 }' 25S; la 

ARN poluncrasa JI, localizada dentro del tlucleoplasma y responsable de la transcripción de los 

ARNm y la J\RN poluncrasa 111, que se encuentra dentro del nucleoplasma. la cual transcribe 

genes que codifican el AH.Nt y AltNr 5S. El inicio y la continuación de la síntesis de ARN son 

dependientes de la disponibilidad de precursores ribollucleútidos trifosfatos. sin embargo se 

descnuoce la naturaleza de los mecanismos de cnutrol cuantitativns y cualitativos de la 

,-e1ocidad de síntesIS de ARN (Bewle)' y B1ack. 1995). 
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1.6.5. Biosíntesis de proteínas 

La síntesis de proteínas comienza después de (Iue las células de la semilla están 

cotnpletamcnte hidratadas, pcnnitiendo que la subunidad XOS de los ribosomas se asocie con el 

ARNm. En embriones de trigo, la síntesis dc proteínas se inicia c()n la unión de la unidad 

ribosomal 40S al ARN t iniciador (A RN t mctinnil). El J..,"f'rIn n Jlnplt~j() de iniciacic'1I1 ((¡OS) es 

establecido en el punto de inicio en el ARNm para comenzar la síntesis de proteínas. La 

{onnación del complejo de iniciacir'ln requiere vanos factores, incluyendo enzimas, las cuales 

están presentes en el citoplasma de embriones secos de trigo, y el consumo de ellt'rhtÍa en la 

foona de GTP r 1\'1']>. Otras proteínas como 1m factores de c!otl,l,raciún r fact()res de tennino 

así COIDO la organización de la cadena polipeptídica sintetizada sun también esenciales (Bewky 

y Black, 1995). 

El tiempo requeridu para cumenzar la síntesis de proteínas después de la imbibición 

varía entre especies desde unos pocos minutos hasta h()ras. En embriones de trigo los 

pnliribosomas son fonnados en los primeros 15 minutos después de la imbibición. Se presume 

que los componentes citoplásmicos esenciales para la síntesis de proteínas, factores de 

iniciación y de elollb'dciún, ARNt, amino ácidos y enzimas (aminoacil-ARNt sintetasa) están 

presentes en la semilla en cantidades suficicntes para permitir la reanudación de la síntesis de 

proteínas de la semilla cn imbibición (Kennode, 1995). 
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2. HONGOS FITOPATÓGENOS 

2.1. Hongos patógenos de la semilla de maíz 

Los hongos son organismos hcterótrofos «(UC dependen de los autótrofos o sus 

productos COIllO su fuente de carbono. Si el hongo obtiene su alimento de materia orgánica 

muerta se le denomina saprófito; pero si el hongo puede obtener su alimento dircctamcnre de 

otro oqJ'<lnismo vivo (un hospedero) se le denomina parásito. 

Los hongos están extraordinariamente adaptados para parnsitar a las plantas y 

constituyen el blTUPO de microorganismos más numeroso como fitopatógenos. Los hongos que 

se introducen al tejido a través de heridas () aberturas naturales, como estomas, para colonizar 

a la planta se les llama parásitos oporumistas, estas especies de hongos se caracterizan por 

tener un amplio rango de hospederos pero relativamente baja vmllcncia, ésto quiere decir que 

solo causan algunos síntomas de la cnfcnnedad. Si los hongos dependen de la planta viva para 

crecer, ocasionando cnfennedades, pero bajo ciertas condiciones o circunstancias pueden vivir 

fuera de su hospcdero se les llama patógenos facultativos; varios de los patógenos importantes 

en plantas están a este nivel y son altamente virulentos teniendo un número limitado de 

hospederos. Por último, existen los patógenos obligados. éstos son de una gran complejidad, 

para los cuales la planta hospedera \'iva es un absoluto requisito para completar su ciclo de vida 

(Agrios, 1988; Dcacon, 1988). 

Los patógenos pueden atacar a las plantas en cuall(uier etapa de su ciclo de vida, la 

severidad de la enfermedad <.k11cndern de la edad de la planta en el momento de la infección, 

así como de los factores ambientales. De esta manera los patógenos infectan hojas. tallo, fruto, 

raíz y semillas, provocando ulla disminución en el valor y la producciún del cultivo. En maíz, 

todas las partes de la planta son suscqHiblcs a un número de cnfennedades provocadas por 

hongos patógenos, los cuales reduccn la producción y calidad del cultivo; se estima que la 

reducción mundial en la producción de semilla de maíz por estas enfennedades es de un 9.4% 

(Shurtleff, 1980). 

La mazorca del maíz es muy susceptible al ata<'lue de hongos, lo que (lcasinua la 

infección de las semillas y por lo tanto se afecta la producción. Enfennedades en la mazorca 

son causadas por una gran diversidad de hnll1:,'Ds que producen síntomas distintos. En la tabla 3 
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se muestran las características y los hongos causantes de las principales ellfennedades en 

mazorcas y granos de maíz. 

NOMBRE DE w\ ORGANISMO 
ENFERMEDAD r.AUSANTE 
Pudrición de la Diplbdid mqydis y 
mazorca por Diplbdid mdororpora. 

Pudrición roja dc la 
mazorca por CilJ(nlh 

Pudricil"lIl 
mazorca 

N~~roJf>ora 

de la N(f!,rDJponJ 0IJZtJ(. 
por estado perfecto 

Khus/citJ oryza( 

SINTOMAS 

D. La c,iscara de los h>r.UlO$ ticnen la aparicncia hl;UlqLlccina, 
roja o color paja. Si [a infección ocurre después de la 
polinización, toda la mazorca se tOrll;l caft~ h>ris;íceo, 
reduciendo su t;unailCJ, ~u peso y finalmente Sl' pudre. La 
infección nonn,umenre comiellza en la hase lk b mazorca, 
moviéndose desde la parte sllperior haSta la parte interior. 
Un 1110ho rojizo, frecuentemente comienza en 1;. punta de 
la mazorca. Éstas puedcn pudrirse completamente con las 
c;Íscar<ls adheridas estrcch:unente ;¡ la mazorca y un moho 
de rosado a roJIZO creciendo entre la C;iSC¡U;l de la 
mazorca~ peritccios bhulcos-negros sun al¡;l.Inas veces 
encontr .• dos en la cáscam y en la punta de la mazorca. 

El Los síntomas no son conspicuos hasta tjlW la mazorca es 
es almacenada. La caraclCristica distintiva es la pU!\'erización 

de los granos en la mazorC:L Los /:,'T<UlOS pueden mOStr.lr 
un lllic~li{J gris y estar salpicados dI.' masas de esporas 
pequciias redondas de color neb'l"o. LiS mazorcas afectadas 
son ligcr.lS, con granos delg;.dos blanquecinos o r~l'yados. 

Pudrición gris de la 
mazorca 

Bo/ryospha(ritJ !\!m, estAdo 
asexual Ma,rophom¡J :;!tJ(. 

Forma un moho blanco b'Tis;í.ceo en Y entre los granos 
cerca de la base de la mazorca. Mazorcas recién infectadas 
tienen cásca!'.! estrechamentc adherida y bhUltjuecina. Los 
gl,UllJS scvemmenrc ¡Ilfectados ticl1en nl;Ulcll:lS {J bandas 
de l-.'1"is a negrJ.s debajo del pericarpio. 

l'udriciÓl1 
l'múiUium 

de PmúiUillm oX¡J/imm P. 
chIJsO~f!,mllm, P .. f!,IaIlCl/m. y 
P·fllllil.7llbsllm 

Pudrición nCh'f<l del Hotryodiplndia ¡hcobromtJc 
gnUlO 

Pudrición 
C!adosporium 

de C1adosporium herbannn 
yc. c!;¡dosporoides 

1";1 pudrición por Pmidlá·"m se presenta principalmente en 
mazorcas da.i"ladas por imenos o mecánicalllenre. La seüal 
camcterística es el moho verde o verde-azul entre los 
granos, normalmente en la punta de la m;lzurca. La 
pudrición del "ojo azul" ocurre en los h>r.U10S almacenados 
con airo contenido de hUlllcdad. 
Dur.lntc los primero:'> t'.:'>I',.díos de b in(ccciún, los /:,'T<HlO:'> 
Illucstrotn una decolomóúll c;lfé. Dur,ulte el proh'Teso de la 
enfennedad, los gnulOs se \'ucIven ne~ros con pequclias 
empciones tjue pueden O.llltcner picnidios. Una pudrición 
seca se desarrolla de~~pucs. 
La pudrición es identificada por bandas obscuras, negro­
verdosas y m,mchas dispersas sobre la mazorca. La 
dccolomciún aparece prinlCro donde tos gmllos se uncn a 
[;1 mazorca. Después las m;mchas ;lp,lrecen hacia arriba 
pero mm vez aparcc{>ll en la p;ule superiur. 
Posterionnente la pudriciún ocurre dUr.tlltc el :tlmacenaje. 
Cu;uldo las mazorcas son colonizadas cOlllplcr·.unenrc son 
de color oscuro y liger,ls. 

Tahla 3. Detenninadas cnfennedades causadas por hongos patógenos tjue afect;Ul ;¡ la m;lzorca y ,1 los 
gnUloS de maíz (tomado de Shurtleff. 19RO). 
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2.2. Fusarium moni1iforme 

El género FNJari1l1J1 pertenece a los l'I),)hnmycete~, fonnalmclltc clasificado en los 

Dcu[l'romycctcs y ahora considerado UIl género :lllamórfico asociado con los H)l)()crcalcs 

(:\scomycctcs). Este género se caracteriza por la producóún de macroconidios scptados, 

hialinos y cenagosus en fnnna de calloa, que etI muchas especies son producidos en cstnlctums 

de racimo llamadas csporndoquias. :\demás de cs[a caracrctÍsrica. al,l,'llllaS especies producen 

diferentes conidias en el micelio aérco frccucnrcll1cnrc referidas com() lIlicnJc(Juidios. La 

clasifictci('lII taxonúmica de P/IJ(/rI/lflI es sumamente compleja y el géncrn se ha dividido ell 12 

secciones lllle abarcan a distintas especies. PII.ftll7J1n1 fllOlliújomll' Sheldnn (fi,l,'11ra 3) pertenece a la 

secciún Li~eola y corre~p()tlde a una de la~ ~ei~ cspecic~ biológicas (o p{)blaciolle~ de 

aparcamietlto) que forman el tdcmorf() (c~tad() ~exual) Cibere!/a fl!likllroi. Do~ de e~tas seis 

c~pecie~ biológica~ denominadas A )' D. ~Oll productora~ de toxina~ importantes 

(fumolli~illas). que ~e di~cutirán 111á~ adelante. Las cepas de la pnblacic'lIl de apareamiento A 

creCen como endófita~ etl maíz y c()ll~tituytn 1I1l 90% dc la~ ccpa~ de FlIJarilllll aisladas de 

semillas de maíz, aún cuando éstas sean asintotnáticas. Es posible distinguir entre las seis 

poblaciones utilizando una serie de caractetÍsticas como isocnzimas. fertilidad sexual. 

car:lcrcrts tllorfolúglcns y secuencias de las rCh"¡()lle~ espaciadoras internas tramcritas dd ADN 

rib()somal. 

FlIJarilllll spp. es un hongo que esta distribuido en todo el Inundo en ulla \'ílnedad de 

hospcdtcos incluyendo c~párragos. plátano, higo. maíz. mango. pillO. piíla. arroz. sorgo y caiia. 

:\UIl'lUC e!'itos hongo!'i !'ion ampliamente distribuidos en plantas culti\'adas y nativas. FIIJarill1ll 

/Jlollifjjorllle es más comúnmente asociado con I;t pudrición de tallo y raíz. en maíz y sorgo 

(Le,lic, 19%). 

Un hongo patógeno que e!'i comúnmente aislado del maíz, dondequiera que se haya 

culri\'ado la planta, es FlIsar7l1m mOllil!!ormr el cual es capaz de atacar distintos tejidos de la 

planta causando grandes pérdida~ anuales en varias partc~ del mundo. E~te patúgello. es 

causante de la pudrición de talln, raíz r espiga en el maíz. El tejido de plantas infectadas puede 

pudrirse o pennanccer asintomático debido a que no hay condiciones para la proliferación del 

hongo. La illfecciún de la semilla puede resultar del crecimiento uHCnlO en la~ plantas 
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infectadas, a través de datlos en el grano producidos por Ulsectos, pájams n f,Yfatlizo (Leslie. 
19%). 

Estudios de microscopi'l dectn'mica han mostrado tille F II/ofli/dom/(' se localiza en d 
pedicelo del h'Tallo. Esta localiz;¡ciúll dd ]UlIlWI ha lIe\'ad() a al,l,'lIIl()S ill\'(~srig;¡d()res a la 
hipútesis de que F. mOllif!Jortlle llq..,l(l al 1:,rratl() por la vla del crecimicnrn que ocurre en o dentro 
de la m;¡ZOrC;l y que la infección de una maz()rca entera puede CO!llenzar en un sol() pUIltc"l de 
mfecciúlI. Si la infección es sist{~mica, entonces las cepas (11It' lleva el grano podrían tener ulla 
\'emaja para infectar cuando la semilla gennine al formar una nueva planta. F. /!Hwil!l0rllll' 
produce macrocnnidios y abundantes microconidios bs CllilleS se dispersan por el vicnto ell el 
campo de maíz. Las microconidios también pueden facilitar el movimiento dentro de la planta; 
el hongo no produce c1amidospnras pem puede producir hiras cs¡w:-;as () h'nlcsas ([11(' 

aparentemente prolongan su supervivencia. 

2.3. Ciclo de vida de Fusarium moniliforme y toxinas 
FlIJtlrilllll mOJlifijorme es un patógeno facultativo cotllúlltllellte asociado al maíz 

depl~Jl(liendo cn gran medida de la platlta viva para completar su ciclo de vida. El ciclo de vida 
de este hongo presenta dos estados, uno parasítico y el otro saprofiticn. En el estad() parasítico 
el hongo infecta y coloniza a la planta ya sea vía mazorca () raíz para posteriormente producir 
estnlcturas de infección así como de latencia en tejido seco pasando a su estado saprofitico. En 
este estado causa la pudrición de materia del tejido ~ecn para entrar en cicl()s de cOllidiaciún 
(macrocnnidins y micrnconidios) infectando a otras plantas con estas estructuras, :;icndo su 
medio de dispersión el aire, iniciando nuevamente el ciclo de vida (figura 4). Este IHlllg() pucde 
,'¡vir tal1lbién como saprobio facultativo durante el resto de su ciclo de \'ida y prnducir 
estmctul.l.S l..llfecti\'as para el establecimiento primario y secundario de la enfermedad, sit\'iendn 
como eMnIcturas latentes. Solamente durante su estado saprofítico es que la fase anamórfica 
de (;iberdk, Ji!Jlkllroi ha sido observada. ¡\ diferencia de IlHlclws otros pathgcllos obli,..,rados, el 
modo de Illltriciún de 17. lJJollililórlJJc es difícil de estudiar por el hecho de (lile un gran 
porcentaje de cepas toman sus nutrientes de células hospederas "ivas después de establecer un 
estrecho contacto con cllas. Los síntomas de la enfermcdad y la muerte de planta:; de maíz 
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infectadas pueden resultar ya sea de la implicación directa o indirecta de factores bióticos () 

abióticos y/o de la reducción de nutrientes (Bacon)' Hintoll, 19tJ6). 

:\d(:más de su capacidad como patc'lgenos, cepas de este h'1'UPO de hongos son capaces 

de producir una v:l.riedad de metabolitos secundarios. Estos c()lllllllestos incluyen fusatÍnas 

(C:!JI-b'IO,) que son tnutágenos p()tentes~ 1l1()llilifonnina una pO(('lIte fi(o(oxina: lIep(asarina \111 

pif.,'111ent() complejo. un grupo dc aromáticos lineares: áCld() (us;irico, l-car!J()XI--+-butallo 

piridina: beau\'cricina un depsipi1ltido cíclico con actividad de iOllúforo: fusaroprnliferlna. UIl 

sestluiterpello tóxiCtI; los triC<JtecéIHIs: C011111 deoxlt1Í\'aleIHII: diac('I(,xicirpt:tl()1 y la t(lxilla T2. 

así com() el estrúgclI11 zearalenona, Con excepción de los tric()!ccc1l0S y la zearalenona. la 

toxicidad de la mayoría de estos metabolitos ha sido poco esnuliada. y su papel en la toxicosis 

animal y el riesgo de cxposiciún en humanos. si es tlue ha}' alguno. permanecen inciertos 

(Plattller ('/ tlL. 1996), Durante los últimos diez aiíos la atellciún se ha enfocado en las 

fumollisinas una nueva familia de toxinas producidas pnr F. /J/ol/i/!jimm. que tienen un amplio 

espectro de actividades sobre animales y vegetales. 

hgUf;¡ J. !'<¡ulI,.ilfm mOl/i"l0mJe, mierocnnidi()s (me), ll1011ofialidas (mp) y maefocnnidios (se) (Ne1suII el al., 1 ()K3), 
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in tomas Fase de s 
Inducci( 

enfennedad 
~)f1 de la 

y muerte 

1 
zación de Coloni 

tciíd o seco 

Fase 2 

• ;¡:-:int()m<Ítica --Colonizaci/lIl 
intr,tcdular 

I 

Lat 
gr; 

Tejid 

1 / 
e r.mos infectados 

CnCl<l 
1l10S 

o seco 

el 
¡ción 

Pudrición d 
tejid( l. Líber, 
hifas y cfccim 

de éstas. 
íento -. --

~ 

ESTADO SAI'ROFITICO 

ESTADO SAI'ROFiTICO 

/ Suhcidos de conidiación en 
residuos org¡ínicos del suelo y 

microcicl() de coniJiaci(111 

Fa:-:e I :lsin tom<Írica 

CI,I(mización 
írlterceluLlr 

Infección de la 
ptíntula y de la 

planta 

i\tícro }' 
macrnconidías 

"da de Fwan'unt mOI/l¡¡jornll: como saprófito y cumo pat{lgcno de maíz. L,l nlta sistémica dc Figura 4. Ciclo de \'1 

infección puede resu Itar en la colonización endofirica. El portal de infecciún puede ser por la semilla o por la 
r.líz de 1;\ plántula. (Bacon y Himoo, t 9%). 
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3. INTERACCIÓN PLANTA-PATÓGENO 

Las plantas son susceptibles a infecciones por un amplio rango de parásitos. incluyendo 

\'irus, bacterias, hongos, Ilcmátodos. insectos e incluso otras plantas. Prácticamente cualquier 

úrgano de la planta puede ser invadido durante distintas etapas dc su desarrollo y dependiendo 

de la severidad se puede tener ulla perdida total de la planta (McDnwcll y Dal1gl. 2(00). 

Las bacterias pueden ser patógeno':; necrotróficos, que infectan a la planta macerando el 

tejido a través de secreción de enzimas que degradan pectina, causando una pudrición blanda 

en \'anos tejidos. Muchas bacterL1S (Pscudo!llonadaceac y Entcrobactcriaceae) son 

colonizadoras y pcnnal1ccen en la pared celular; las especies (¡lIC son intracelulares en los 

diferentes úrI:,ranos de la planta causan la muerte de las células donde se encuentran (Jacksnn y 

Taylor, 1996; Alfano yeoUmer, 1996). 

En el caso de los hongos tantO los inferiores (Plasmndiophoromycetes, Chitridomycctcs 

r Oomicetcs) como los hongos superiores (Ascomicetos, Basidiomicetos y Deuteromicctos), 

son pat{Jgenos de las plantas. Éstos presentan varias fonnas de vida, desde parásitos obliI:,rados 

hasta pará:;itos facultativos (Iue son capaccs de atacar a las plantas solo bajo ciertas condiciones 

ambientales Oacksnn y Taylor, 1996). Por otro lado, los ncmátodos pucden también tener 

profundos efectos en el metabolismo dc la planta y en aJI:,'lIllOS casos puedcn afectar la 

arl¡uitectura de la raíz. Todos los ncmátodos son parásitos obligados que obtiencn los 

nutrientes del citoplasma de las células vivas de la planta. Algunos tlcmátodos son 

ectoparásitos que viven fuera del hospedero y al infectar causan severos daiins a la raíz y 

. pueden ser importantes vectores de virus. Otras espccies snn endoparásiLas las cuales se 

muevcn a través de la raíz causando lIna necrosis celular masiva (\ViUiamson y H llssey, 1996; 

Jacksoll y Taylor, 1996). 

A pesar de que las plantas están expuestas a todo tipo de patógenos, muchas resisten a 

h invasión de microorh><luismos ya que pueden detectar la llegada de éstfJS }' responder al 

ataque mediante una serie de eventos bioqwmicus intracelulares inducidos como la producción 

de especies reactivas de oxigeno (I:<:ROs), refuerzo de la pared celular, producc1¡'J1l de prnteínas 

RP y producción de compuestos antimicrobianos quc restringcn el paso hacia las demás 

células. Todos estos eventos confonnan lo que se les denomina respucsta de hipersensibilidad. 
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3.1. Reconocimiento planta-patógeno 

Las plantas son capaces de responder a la presencia dc un mlcroorgatll~nlO patógeno 

cuando éste secreta algún compuesto o genera ulla herida cn el tejido, Estas sctlalcs qtúmicas 

l¡Ue genera el patógeuo () la planta en respuesta a éste. se denominan e1icitorcs. Se cree que 

algunos elicitorcs interactúan con receptores por ullión específica iniciando la transmisión de la 

scíial intracelular. La convcrSi(~J11 dc esta st!tlal a través de una cascada de tí.lllsducci/m. resulta 

en la inducciún de Ulla respuesta celular caracterizada por la acti\'ación tr:mscripcinnal de 

varios genes de defensa. Se ha demostrado la presencia de rccLlltnres de alta afinidad en la 

membrana plasmática de la célula vegetal que se unen a vanns tip()5 de clicir( )feS derivados de 

hOllhJ()s firopatc'lget10s. Algunos dc los eventos intracelulares (Iue se generan en respuesta son 

cambios en la penncabilidad dc la membrana plasmática, generación de especies reactivas de 

oxígeno y alteraciones en el estado de fosforilaciún de vanas protdnas (Boller. 1995). 

L"l naturaleza química de los c1icitnres es muy diversa y se hall caracterizado 

olih1Osacáridos. proteínas, glicoprotcínas, lípidos como el ácido aratluidónicn y cerebrosidns, o 

compuestos lipofilicos (nistatina. amfotericina b y digitonil1a). Dentro de los olignsacáridos se 

han idenrificado nligoglucal1os, oligoquitina y oligoquitnsan de hongos y nlignJ..,ralacrurónidos 

de origcn vegetal. Los elicitores glucanos son compuestos de residuos de 3-. ú- Y 3.ó-ulliones 

de P-glucosil. Los p-glucanos de composición similar, son de los principales compOllentes de 

la pared celular de "arios hongos fuamentosos y también hall sido aislados de extracto de 

levaduras (Ebcl, 1998). 

Las glicnprotcÍnas o glicopéptidos de hongos que actúan CtJmt'J e1icilOres presentan Ulla 

actividad que radica en sus cadenas laterales de carbohidratos y no en la secuencia de SllS 

aminoácidos. Los glicopépridos que presentan cadenas laterales de las cuales contienen ocho 

residuos de mannsil presentan poca actividad COtIlO clicitores. pcro los (Ille presentan cadcnas 

laterales de 9 a 11 rcsiduos de manosil son potcntes (Ebcl, 19!JR). 

Existe un gran número dc elicitores proteínicos que son derivados de diferentes 

fitopatógenos. como las elicitinas aisladas del oomyceto P~)'I(}phl(}ftI sp. las cuales inducen 

necrosis en tabaco a una conccntraó(m de -2xl(¡.'! M y la~ xilatlasas de Trir/){J(kmlrl "iríde. 

También bacterias del género PJl'lldomoJ/aJ, XtlnlhomoJltlJ y Enllj¡útt ]lroducetl clicüores de origen 

pqJtídico siendo la más común y abundante las harpinas. Algunos polipéptidos producidos por 
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hongos fitopatogénicos producen una respuesta hipersensible sólo en cultivos cspeóficos de 
plantas. El péptido NIPl (necrosis-inducillg peptides) producido por RJ!yflrIJo.rporillm .fcm!ir 
(deuteromiccto) induce una reacción de defensa cn cebada y los péptidos l\ VR en la 
interacci('J1l de C!adarporillnJ jiliJlllnt con la planta de tomate. En ambas interacci()nes se produce 
necrosis (Boller, 1995). 

Las sustancias lipofilicas p.ucden acumularse en mcmbranas y afectar el metabolismo y. 
además pueden ser percibidas por un mecanismo especifico quimiosensori(J. La nistatina, 
anfotericina B y digltotlina a concentraciones -1 X 10-5 M. inducen flujo de ioncs, producción 
de fitoalexillas y otras respuestas de defensa. Sin embargo. ciertas sustancias lipofilicas parccen 
ser percibidas de ulla manera selectiva r específica, como por ejcmplo el ácido aratjuidónico el 
cual es una ácido ,L,l"faSO importante en Iípidos de PI!ylopblhort! i1ljrS!tltl,f, un patúgct\o de papa, 
elicita la acumulaciúll de fitoalexinas en el tejido del tubérculo de la papa. posiblemente la seiial 
percibida por la planta no es el ácido araquidónico por sí mismo sino un metahnlito generado 
por la liponxigcnasa; entre otras sustancias lipofilicas se encuentran los siringc'llidos y el 
ergosterol (Boller, 1995). Recientemente. se ha encontrado gue ciertos esfingolípidos 
(cerebrosido A y cerebrosido R) tiencn actividad clicitora. Estos esfingolípidns S01\ secretados 
por un hongo patógeno de arroz, M(~glltJpor!b('. ,gri.rea, provocando la producción de fitoalexillas y 
muerte cdular en hojas de la planta. Estos compuestos contienen un t,1fllpO metilo etl el C-9 y 
un doble enlace en la mitad de I:t base csfmgoidca tanto para el cerebrnsido ¡\ como para el 
cerebmsido B, los cuales son elementos claves que determinan su actividad COlnO clicitorcs 
(J.:o,,>a ,1"1., 1998). 

3.2. Mecanismos de Defensa 

3.2.1. Respuesta Hipersensible 

Las rcspuestas incompatibles son frecuentemente asociadas con la apanción de 
malldJas Ilccrúticas contenidas en células muertas de la planta. en sitios donde d patógeno 
intentó penetrar. Clásicamente csta respuesta hipersellsible (RH) es definida como la mucrte de 
células hospederas dentro de unas pocas horas del contacto COII el pat(·Jgctl(). pero es 
fenotípicamente muy diversa, y Se observa desde una sola célula hasta áreas Il(xrúticas más 
j.,'í,uldcs tlHc delimitan la colonizaciún del patógeno. 
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La RH es Wl proceso intrínseco programado. Sin embargo, por número de eventos que 

provoca y morfologías de la muerte celular. existen probablemente varias vlas por las cuales la 

célula puede morir. La célula atacada y las vecinas probablemente no reciben la misma seiial 

tanto en cantidad como en calidad. En animales la severidad de la sciial inicial puede 

determinar si'Tas células entran a necrosis () apoptosis y lo mismo puede ser verdad en el caso 

de la RH. AsÍ. tanto apoptosis como necrosis pueden presentarse en una sola región de RH. La 

RH también resulta de UIl conjunto illtcmn de seiiales tanto de la planta como del patógeno. 

Se ha propuesto que la RH juehra un papel causal cn la resistencia a las enfermedades. 

Sin embargo. existen alh'1..lIHlS ejemplos donde la Rl-I no cs causal para la resistencia. En la 

interacción COII patógenos biotrúficos obligados que fonnan as()ciacioncs haustori'tlcs íntimas 

con células hospederas, la mucrte celular puede privar al patógeno el acceso a los demás 

nutrientes. BioCjuímicamente. la RH ul\'olucra la activación coordinada de eventos complejus; 

uno de los eventos detectados en los primeros minutos es la generación de especie;; reactivas 

de oxígeno que incluycn pcroxido de hidrógeno (l-b02). anion supe.roxido (O;) y radical 

hidroperoxil (B02 J. Se cree que éstos dirigen las siguic..:lltes respuestas: clltrecnIzamicnto 

oxidativo de la pared celular, acumulación de compuestos fenólicos y fiwalexillas. uHiuccibn de 

un amplio rango de protL'"Ínas rclacionada~ COII la patogéllesis y la activaciún de proteasas e 

inhibidores de proteasas dando como cOl\Sccuencia final la muerte de una o un gmpo dc 

células hospedcras en el sitio de ulfección (Piffunclli el ti!., t 999). 

3.2.2. Especies reactivas de oxígeno 

La producción de EROs probablemcnte juega un papel clave en la defcnsa de la planta. 

Frecuentemcnte es la primera respuesta activada en muchas de las uttcracc10ncs incompatiblcs 

y esto puede provocar que se inicie la RI-I. Se ha demostrado que las plantas tienen un 

mecanismo para la producciún de 02-- que involucra un hnmr',logo de la Nl\DPH óxidasa de 

mamíferos. El 02-- gencrado es rápidamente dismutadu, ya sea por una vía no cnzimática o 

por la acción de la superóxido dismutasa generando l-hOz. Debido a tlue el l-b02 no tiene 

electrones desapareados, pucde cmzar la mcmbrana plasmática fácilmente. mientras que las 

cspecies 02-- carbradas lo hacen muy lentamcnte (\Xlojtaszck. 1997). 

Tanto el l-h02 como el 0;- son moderadamente reactivos, SUl embargo. cl daiío celular 

por EROs parcce ser debido a su c011\'Crsión a especies más reactivas. La protonacióu de O 2--, 
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favorecida a pH bajo, produce H02-, que es menos polar que el 02-- por lo tanto capaz de 

cruzar membranas bio)ól:-,";cas. ¡\ difercncia del Oz--. el HO:t puedc reaccionar con los ácidos 

,l,'lClSOS directamente y se ha mostrado que es capaz de peroxidar a los ácidos linolénicn, 

¡inoleicn y araquidónico. Así. bajo condiciones apropü\das. la generación de Ch--. Ilc\'a a la 

fonnación de H02- que resulta en el darlO de la membrana r la fnnnación de un arreglo de 

lípidos peroxidados como moléculas setial (\X/ojtaszck. 19<)7). 

En presencia de Fel ;. el ¡-haz entra a la reacción de Feuton generando ¡-lCh-. el cuales 

extn~madametltc destructivo, r puede iniciar la peroxidaciún autoperpctuante de. lípidos. Si el 

HzOz que entra al citoplasma de la célula pennanece a una oJllccntracit'JIl suficiente para 

enriquecer el núcleo del patóh~no o de la planta, éste puede reaccionar con iones metálicos 

intracelulares para producir HOz-, éste pued{> frah'111entar al ADN por un ataque sitio 

específico. Así la producción de EROs puede resultar en un datio considerable tanto para el 

hospedero como para el patógeno y es requerido por las células de la planta para acti\'ar una 

serie de mecanismos de protecóón (Dat el al, 2000). 

Se han propuesto diversas funciones de los EROs en la defensa de la planta. Por 

ejemplo, el l-hOz puede ser directamente tt'Jxico a microbios a nivelc~ que se producen en los 

tejidos vegetales y también puede contribuir al reforzamiellto de la pared cdular de la planta. 

El I-bOz es esctlci.1.1 para la [onnación de precursores del polímero de lih'llina vía actividad 

peroxidasa y se ha demostrado que glicoproteínas ricas e11 hiroxipr()Jina n prolilla son 

rápidamente oxidadas en pared celular después del tratamiento COIl dicitores de hongos. Un 

papel eH la setialización dc alt.'lmos EROs también es posible; el HZ02 incrementa la actividad 

cllzimática dc la 2-ácido benzoico hidroxilasa (BA2-H), la cual es rC(lucrida en la biosíntcsis de 

ácido saliálic() (Hammeltld-Kosack y JOIICS, 1996). 

3.2.3. Refuerzo de la pared celular 

Los pat(lgcnos pueden atravesar h cutícula y/o la pared celular de la phnta para llct,'ilr al 

interior de la célula, aulltllle a veces la penetración Ocurre a través de una apertura natural 

hecha por algún dai'io mecánico. El refuerzo de la pared celular de la planta puede aumentar la 

resistencia dc varias maneras, por ejemplo, para biútrnfos" extracdulares, el sellad() de la pared 

. Aplicase al panisito yue se nutre a expellsas de las celulas vivas del ho~redante. 
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puede impedir la salida de contenido citoplásmico, de ese modo reducen la disponibilidad de 

nutrientes para el patógeno (Cassab, 1998). 

Los patógenos produccn cutinasas y enzimas hidrolíticas, talcs como pectinasas, 

celulasas. xilanasas y poligalacturonasas quc atacan varios dc los polímeros de pared celular del 

hospedero. La presión mecáuica también puede facilitar la entrada del microbi(), Nitlhl1l1la de 

las enzimas autcrionnente mencionadas, por si solas, son cntciales para la patogénesis, pero su 

actividad produce fragmentos de la pared celular (oligúmeros de ácido galacturónico) los 

cuajes pueden inducir respuestas de defcnsa adicionales o amplificar la original. 

Dentro de los mecanismos de refuerzo de pared celular se encuentran la producción de 

papilas, producción de calosa, síntesis de proteínas ricas en hidroxiprolina y producción de 

li1,)"l1ina. Las papilas se fonnan inmediatamente por debajo del sitio de penctraciún y son 

heterogéneas en composición (compuestas principalmentc de calosa y lignina); se picnsa que 

éstas bloquean físicamente la penetración del hongo a las células hospederas. Sin embargo 

también es posihle que su fonnacióu sea requerida para proporcionar un soporte adecuado 

para el subsiguiente desarrollo del haustorio, l."tl tal caso éstas pndrian ser esencia.1es para la 

patogénesis. 

L."l rápida deposición de calosa cn pared celular está frecuentementc asociada a sitios de 

incompatibilidad del patógeno. La deposiciún de calosa se ha observado en cultivos celulares 

de plantas expuestos a c1icitores derivados de patógenos, o cuando el tejido de la planta es 

daiiado mecánicamente así como en la infección de plantas completas. La enzima sintasa de 

calosa constitutiva está localizada en la membrana plasmática y cataliza la fonnacióll del 

polímero p-l J.glucano y reqUIere niveles elevados tanto del cebador p-furfuril-p-glucósido 

como de Ca2+ para Sll actividad. El blm!ueo de los plasmodcsmata con la calosa es un 

componente esencial de la respuesta de defcnsa requerida para impedir el movimiento de VinlS 

de célula a célula. Se piensa que las glicoproteíllas ricas en hidroxiprnlina básica juegan un 

papel dave eH la ürganaación de la arqultccrura primaria de la pared celular}' que pueden 

actuar como el foco para la iniciación de la polimcrización de la lignina. Un grupo de genes de 

I-IRG P son también lentamente inducidos en respuesta a la invasión de un patógeno 

incompatible, indicando que la síntesis de IIO/JO de I-fRGP es una respuesta relativamente tardía, 

En contraste, el entrecruzamiento oxidativo rápido de proteínas HRGPs y RP por las uniones 

illter n intramolcculares de isnditirosina pueden constituir una de las respuestas de defensa 
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tempranas acompatiada de la explosión oxidativa. Las ex tensinas pueden también servir como 

un tipo de estructuras atrayentes de pared celular. capaces de inmovilizar ciertos patógenos de 

plantas. Un mecanismo adicional pero lento (Iue hace a la pared celular más impermeable es el 

aumento del contenido de liguilla locaJ (Hammond-I(osack yJones, 1996). 

3.2.4. Proteínas RP y otras proteínas relacionadas con la defensa 

El rénnino proteínas RP (relacionadas con la patoh>éncsis) fue usado cn un pnnclplO 

para dcscribir numerosas proteínas cxtracelularcs acumuladas en respuesta a la infecci/m por el 

\'ims del mosaico del tabaco en Ull genotipo susceptible. Subsecuclltcmcntc en las 

interacciones planta-patógeno se cncontró una rápida inducciún de diferentes genes RP 

asociados con la incompatibilidad. Más recientemente, la definición de proteínas RP se ha 

extendido para incluir proteínas locaJizadas iutra y extracelulamlCute que se acumulan cn tejido 

intacto de plantas o en cultivo de células después del ataque del patógeno o del tratamiento 

con all,>ÍIn elicitor (Kitajima y Sato, 1999). 

Varias proteínas RP poseen actividad antifúngica o alltibacterial iJl á/ro y ahora se 

conoce la idcntidad de aJgunas de ellas como quitinasas, glucanasas o de unión a quitina. La 

degradación de polisacáridos estructurales, o la alteración de la arquitectura de la pared celular 

de hongos puede impedir o reducir severamente el crccimiento de éstos. Se ha reportado que 

las proteúlas RP básicas, encontradas en la vacuola, presentan una actividad antifún1:,"¡ca más 

efectiva que las proteínas RP acídicas las cuales son secretadas por la célula de la planta. Todo 

esto sugiere que la actividad coordinada de vanos genes RP es necesaria para la resistencia 

(Hammond-Kosack y j<lJIes, 1996). 

3.2.5. Fitoalexinas 

Las fitoalexinas son compuestos amimicrobianos, lipafilicas, de bajo peso tTInlecuhr 

que se acumulan rápidamente cn los sitios alrededor de infecciones de patógenos 

incompatibles y en respuesta a una gran variedad de elicitores bióricos y abióticos. La 

biosíntesis de fitoalexinas puede ocurrir a partir de tres rutas metabt'¡licas: la ruta de acctato­

malonato, la de acetato-mevalonato y la nlta de ácido shi<'luímico. Esta diversificaóún pro\'iene 

de la inducción de 1101'0 de enzimas tales como la fenilalanina amonio liasa (PAL), que controlan 

puntos claves de ramificación en la nlta biosintérica. Sin embargo, debido a que la síntesis de 

muchas fitoalexinas requiere de la actividad de numerosas cllzüñas, los eventos de seiialización 
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altamente coordinados son necesarios para que en las células atacadas puedan establecer 

exitosamente este tipo de respuesta. 

Las fitoalexinas son compuestos que no se Ics ha asignado un papel especifico de entre 

ser un compuesto de defensa () ser solo una respuesta a la infección. Sin embargo, de acuerdo a 

Hammerschmidt (1999) existen varias Iítlt-'as de evidcncia que apoyan el papel de las 

fitoalexinas en la resistencia a la enfennedad y éstas son: 

l. La localización y tiempo de acumulación en el tejido infectado con relaci/llI al desarrollo 

del patógeno. 

2. La fuerte correlación positiva de la producción rápida del fitoalexinas COH las interacciones 

incompatibles en sistemas de planta-patógeno h'>en por gen. 

3. La asociación de la acumulación rápida de fitoalexinas con genes de resistencia que 

detenninan la restricción rápida del desarrollo del patógeno. 

4. El uso de inhibidores metabólicos que bloquean la producción de fitoalexinas e 

incremetltatl la SUSCl1Jtibilidad al patógeno. 

5. La capacidad de algunos patógenos de metabolizar fitoalexinas, incrementa su virulencia. 

6. Cuando se estimula la producción de fitoalcxinas en e! tejido de la planta antes de inocular 

al patógeno, eSte tejido incrementa su resistencia. 

No obstante, aun con todos estus datos. todavía no esta claro el papel yue puedan tener 

las fitoaJexillas y más estudios definitivos son necesarios para detenninar el pape! de éstas en la 

defensa de la planta. 

3.3. Mecanismos de señalización 

Dcntro de los eventos de respuesta a patógenos, un aspecto importante son los 

mecanismos de señalización que transmitirán la señal inicial de percL1JCión del patógeno hasta 

la activación de genes espeáficos, donde están involucradas moléculas con función de 

segundos mensajeros o moléculas clave tille forman parte en las rutas de scílalización 

cspeáficas para activar a los diferentes genes de respuesta a patógenos. 

3.3.1. MAPKs en la transducción de señales 

Las proteínas cinasas activadas por mitógcl10s (MAPKs) son encontradas en todos los 

cucariolltcs y su activación se basa en la fosfurilación por otra MAPK cinasa, denominada 
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J\1APK.K. de residuos de treonina y tirosina conservadas. Solo una MAPKK puede acti\Tar a 

una MAP"- específica. :\simismo, ulla ivIAP,,"K es :\cri\'ada por fosforilaciún a 1r.l\·(:S dc ulla 

cinasa que pertenece a ulla clase de proteínas ivli\P~ c¡nasa (1\{APh:..KK). Este hl'Tllpn de tres 

proteínas cinasas fUllciunalmenrc interconectadas (MAPK, M¡\PKK, ¡\·IAPKKK) cOllstituye el 

módulo de la mIa de las ~\'[APKs. En el último paso de la acti\'aci/m MAPK ciwplásmica se 

induce la traslocacú'm dc la 1\IA1',," hacia elnúc!t:n. donde la cinasa activa cierto h'-mpo de genes 

a través de fosfnrilar factores dc rranscripciún específicos. L~n otros casos las cinasas pueden 

translocarse a otros sitios en el citoplasma para fosforilar enzimas específicas Qipasas. 

fosfatasas) (J componentes del citocsllueleto. Por una estrecha regulacit'JIl entre la localización 

de MAPK y a través de la expresión de ciertos componentes de setlalizaciún )' sustratos en 

células, tejidos y órh>;\llOS cn particular, las nItas de rvlAPK pueden mediar la setlalización de 

una tnultinl{i (k estimulos extracclularcs y provocar ulla variedad de repuestas específicas 

(lombl al., 1999). 

La fosforilacirJll y desfosforilación (1<: proteínas en las plantas se ha implicado en la 

activación de respuestas de defensa, donde se ha demostrado que en células de tabaco 

expuestas a Ull elicitor se activa una protc1na ctnasa con características de MAPK. lIue es 

idéntica a SIPK, un:l ¡\L\PK que fue previamente idclltifiGlda y la cual se acti\'a con ácido 

salicílico (Jotlak l'I ti!., t 999; Klessig el aL, 2000). E.n células de perejil un clicilOr activa a EH..MK 

(l\1.APK regulada por un c1icitnr), esta cinasa es rápidamente translocada hacia núcleo después 

del tratamicnto con el c1icitor, sU.L,rlncndo un papel directo de EIUvfK en la rC,l,'ltlacit'lIl de la 

transcripciún de genes inducidos por elicitore.s (Il.lnak el a/., 1999). 

3.3.2. Ácido salicílico 

Los p,ttógellos incompatibles como hongos, vims (J bacterias frecuentemente provocan 

la acumulación de concentraciones muy altas en la vecindad inmediata del sitio de infección 

tanto de ácido salicílico (AS) como de ácido benzoico (AB) r sus respectivos glucósidos 

conjuJ..,radns. La lllducciúll de estos compuestos es comúnmenre asociada con la RH. La ruta 

bioquímica responsable de la biosíntesis de éstos compuestos durante la respuesta de defensa 

está relativamente bien establecida, pero su regulaciún puede diferir entre especies de plalHas. 

El AS es derl\'ado de la ruta de los fenilpropanoides pero al parecer la síntesis de éste no es 

regulada a nivel de la transcripciún de PAL En lugar de esu, la liberaci(~m de AB a partir de 
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conjuh>ados prcfonnados de AH induce a la citocromo P4S0 mOlloxigcnasa (BA2-J-I) soluble 

tlue convlcrte AH en AS. La acti\'idad enzimática es fuertemcnre inducida atlte~ de la aparicit'JIl 

de la RH. Sin cmbargo, en plantas como ArabidopJiJ ~p. por ejemplo, el cOllju¡..,rado :\B 

preexistente pucde estar ausente. En estos casos, los niveles de AS requieren incn..:mentos dc la 

actividad dc PAL (Hammond-Knsack y .Iones, )1)96). 

No está claro si la hiosíntesis dc AS e:: Causa 4) consecuencia de Rll pUf) ambas 

hipótesis pueden ser váli(~rts. Por ejemplo, a altas concentraciones, el I\S se ha reportado que 

inhibe la actividad de la catalasa. E.sto puede exacerbar el e~trés oxidativo cotIlo resultado dd 

incremellto dc la síntesis de EROs. Sin embargo, la~ interacciones elltre el :\S y la cataJasa y/o 

ascorbatll pernxidasa pueden provocar dailo por el radical libre de AS. La inhibiciún dc 

catalasa por AS se piensa quc ocurre vía incremento de un intcnnediario de catalasa a partir de 

una rápida reacción de reciclaje. la cual rest;llIra la funr:ic)n de la enzima. dentro de 1I11lcllaS de 

las reacciones lentas de pcroxidación del ciclo, lo cual resulta en :Hrapar a la catalasa en un 

estado Itlactivo y parcialmente reducido. Como el AS dona un electrón al compuesto l dc 

catalasa, éste se convierte en una fonna oxidada, AS·. Este radical librc dc AS pucde iniciar la 

peroxidación de lípidos y puede. modificar otras macromnléculas. Sin embargo. el radical libre 

de l\S no inhibe a las peroxidasas involucradas en la biogénesis de lij.,'1lÍna (H.yals 1'/ ti/.. 1996; 

Klessig e' al., 20(0). 

Otro papel par~ el AS en la defensa dl: la planta, es que puede ser 1111 c()mpue~[() 

alltimicrobiano. Además. la aplicación exógena de AS induce la coordinación de la expresión 

de un gmpo de genes RP en numerOsas especies de plantas. Los niveles elevados de AS 

puedcn también inhibir la expresiún de gencs indllcidos por daiio, bloqucando la bin~íntcsis de 

ácido jasmónico (A.I). Así. en sitios de incumpatibilidad microbiana mediada por genes R-Avr, 

,¡¡\'e1es cle\'ados de AS deben asegurar que la respuesta de defensa requerida para la detenci(:)Il 

del crecimiento microbiano es activada, micntras aquellas contra las mordidas dc illScctns y la 

tlll,graClOtl de ncm:í.todns no scan inducidas innecesariamente (I-f:unmoild-I(o.:'ack y .kIlICS. 

19%). 

Durante la última década. mucha de la investi.L,1"J.cic'lIl el1 bs illTcracciollt's de plama­

patógeno se ha enfocado en detcnninar el papel del !\S como 11lol¿'cula dc seiialización en la 

activación de. varias respuestas de defensa cn la planta. I~stas fespuc:'tas incluycn la illducci/m 

local }' sistémica dc rcsistencia en la enfcnncdad y la ;1ctivaciún de la muerte celui:lr 
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prof,JTamada. Los mccanismo~ a tra\'és de los cuales el !\S media c~te efecto son variados e 

involucra cambios cn la actividad () ~íntcsi~ de cien as cnzil1la~. incrementand() la cxprc~ión de..! 

gellC~ de defcnsa y la p()[cnciacit'JIl de \'arias re~pllcstas (k defensa (1'lalT1molld-f(()~ack r .Iones. 

19%). 
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4. PROTEÍNAS INVOLUCRADAS EN LA 
RESPUESTA DE DEFENSA A PATÓGENOS 

La activacÍt'm de ciertas enzimas en (~st(lS eventos dc scúalizaciúlI es illll)(Jft;tnte y 
C<lractc,ística para la defensa en plantas. :\I,l,'1l1las de estas prllfcíníls SÚII claves en el 
metabolismo ;lC[i\'adn durante una intcraccú'm planra-patúgcllo como p()r ejemplo J) la 
fcnilabnina amonio liasa. enzima clave en b nHíl de fcnil propalloidcs. 2} la catalasa la cual 
,icllc un papel importante en el estrés oxid::ui\'o. y por otra p<trtc 3) cllzim;ls y pf(Jf(~ínas (Ille 
son secretadas para la defensa directa de la planu como la proteína rica en hiclroxiprolina <-Iue 
refuerza la pared celular. las quitillílsas r glucansas. cnúmas líticas tille dehJTadan la pared celular 
de los hongos. 

4.1. Glicoproteínas ricas en hidroxiprolina 

La pared celular es una entidad molecular compleja compuesta de )lolisaórido$. liguina. 
suberina, ceras. proteínas. cnzimas. calcio. boro }' agua que tienen la habilid.ld dc 
autocnsamblarse. Sil complejidad es illdi~pemable para la adapraci/1Il de b~ plantas dios 
di\'ersos :tmbicnres ya que protegc a las células del atatllle de patúgellos y les proporciona 
rigidez. La supcrestmctura de la pared celular también tiencn propiedades dc aS(lciacic'lIl con el 
sistema 1Iúclco-citoplásmico vía plaslllodesmos, mcmbrana plastmitica y citoeslludero 
cstableciendo una comunicación del mediu externu COIl el inten\() (Ca!'isah. 10~H). 

Dur,l1lte los periodos de crecimiento)' desarrollo () por cfectos dc estré~ ambiental y/n 
infecciún, la pared celular se modifica continuamente por acciún cllzim,Ítica. LiS proteínas 
localizadas cn la pared celular son ubicuas)' relativamente abundantcs en pl:IIHas y en alga':i 
\'entes. Estas proteínas son ricas en lino () dos aminoácidos, depcndicndo de b familia. tienen 
dominios de secuencias altunente fl.11ctiti\,()s }' algunas de ellas se encuentran glicosibda". 
Entre las proteínas más abundames se cncuetltrall las glicoproteílla" ricas 1..'11 hidroxiprolilla 
(HRC P: hydroxyproline-rich glicoproteins) o cxtetlsinas. las proteínas arabin()~l':llactall()s, las 
prott'Ínali rica:; en glicina, las proteínas ricas cn prolina. y las proteínas quiméricas llue 
cotltictlcll dominios parecidos a las cxtensinas (i\IcNcil rI tll., 198-1-). 



La secuencia de las HRGPs está constituida por elementos altamente repetidos. que en 

las dicotiledón<."<\s tienen la sccuenci.'l: SPPPP, donde los residuos de prolina se modifican a 

hidruxiprolina y son codificadas por una familia mulrigénica. En contraste. para maíz, las 

HRG Ps sun codificadas por un solo gen y la principal parte de la secuencia de su proteína ticlle 

una estructura repetitiva fonnada por el hexapéptido (PPT\TP) seguido por otros dos fJ Ires 

penrapéptidos (SPKPp-'rPKIY[ o SPKPP-ATI\:.PP-TPKJYf. respectivamente). La secuencia 

del ADNc de la HRGP de maíz abarca l.X Kb. Hacia el extremo 5' de la caja TATl\, s{~ 

cncuentran varias secuencias repetitivas y sct,ttncntos de polipurina-polipirimidina. La rCh"¡(m 5' 

no es inrerrumpida por imrones, sin embargo un intrún esci presente en la región 3' no 

traducible (Raz el al, 1992). La estructura primaria de la proteína deducida a partir de la 

sCCUeUCL"l de nucleótidos incluye vanos bIOl¡uCS que pueden tenef diferentes funciones 

estntcturales en la pared. Una secuencia selial hidrofóbica está presente en el extremo amino y 

ausente en la proteína madura, presumiblemente debido a un procesamicnlO durante su paso 

del reóculo cudoplásmico hacia la pared. La proteína madura comienza con una regiún de 

ocho aminoácidos ricos en glicina y trrosiníl (Stiefcl el al. 1990). 

Las I-IRGPs muestran un alto grado de conservación entre todos los elementos 

repetidos a lo largo de su secuencia. Estas secuencias varían cntre especies de dicntiledúncas y 

monocotiledóneas, y! o a h';'mllospcrmas, y/o alh'dS verdes, aunque existen notables similitudes 

cntre cllas. Sin embargo, todas la!' extenSillílS S011 ricas en 1·'}1) y Ser y en alguna combinación 

de los aminoácidos Val, Tyr, Lys e His; muchos de los residuos de H}l) son glicosilados de uno 

a cuatro residuos y presentan uniones covalentes con otras proteínas de pared a través de una 

unicJn dc isoditirosina (Cassab, 1998). 

Las extcllsinas parecen contribuir a la defensa de la planta, ayudando a protegerla COlltra 

el ataque de los patógenos, clicitación, o daño mecánico. Estudios illmunoquímicos han 

mostrado que las extensinas se acumulan en la pared celular cerca de los sitios donde el 

crecimiento microbiano es restringido por la planta. Existen evidencias t¡ue muestran que las 

extensinas actúan como barreras físicas impenetrables o quizá inmovilizando a los patúgcnos 

por unión a sus superficies; esto último probablemente resulta de la intcracci('lfl iónica de las 

moléculas de extensil1as carhradas positivamente con las superficies de los patógenos carhrad( lS 

IIch>ativamente. Además, se ha demostrado {Iue cuando se incuba pared celular con e1icirores 

fúllt,"¡cos por 30 minutos, su cstnlCtura se modifica y presentan UBa mayor refracción a enzimas 
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de digestión. Elicitores y supresores que se acumulan de la~ extetl~inas son degradados de la 
parcd celular por la endopoligalacturonasa purificada de patógellos. También los pcqucí'ios 
1:,'a.lacrurónidos pueden provocar la expresión de genes de extensitlas y c1icitan un incremento 
del 40 al 70% cn el contenido de Hyp de la pared celular. En contraste, fragmentos pi~ptic(}s de 
alto peso molecular, compuestos de ácido galacturónico, c()n pocos constituyentes de RG 11, 
tienen la habilidad de suprimir la dqJOsiciún de Hn) en la pared celular)' la expresióll de genes 
de extensinas. Además de la defensa. fragmentos pépticos. probablemente jueh'íln un papel 
importante durante el desarrollo dc la planta en situaciones donde la célula necesita ser 
distendida n reforzada, por ejcmplo en la gcnninación del polen, la maduraci6n de la fmta. la 
elongación celular y respucstas al daiio mecánico. L'l regulación de las eX(cllsinas por 
supresores endógenos en ciertos estados del crecimiento celular y cn el desarrollo puede 
explicar la relación inversa ampliamente reportada entn~ Ins niveles de extensina en la pared 
cdular y el alcance de la elongación celular. Así, la pared celular IIc\'a su propia información. 
por ejemplo seii.ales que regulan su propia biobYéncsis (?\IcNeill'1 (/L. 1984, Cassab, 1998). 

4.2. Fenilalanina amonio liasa 

Los fcnil propanoides son sintetizados durante el proceso tlonnal del desarrollo y 
también bajo ciertas condiciones de estrés tales como radiación UV. heridas mecánicas y 
ataque por patógenos (Dixon y Lamb, 1990). Una enzima cla\'e en esta ruta es la fenilalanina 
amonio liasa (PAL) que catali7.a la eliminación de amonio de la [enilalanina para producir :í.cido 
(E)-cinámico en el primer paso en la ruta de tos fenilpropanoides (Orr el a/., 1993). Los 
productos intermediarios de csta ruta biosintética sirven también como precursores de un h'l"atl 
tlÚmeru de compuestos fenólicos (fue incluyen lignina. compuestos arotnáticos, pigment()s 
flawltloides, protectores de UV, furanocumannas. fitoalexinas isoflavotloides y ésteres de ácido 
hidroxicinámico (Hahlbrock y Grisebach. 1975; Diallinas y K.allellis, 1994). Por mucho tiempo 
se pensó que la PAL desplegaba una coopcratividad negativa. atribuida a efectos alnstéricns del 
sustrato en la enzima tetramérica pero, cuando se purifidJ la enzima de cultivo de células eH 
suspensión de frijol y alfalfa se demostró que estas especies expresan múltiples fonuas de "AL 
con diferentes propiedades cinéticas. Una isocnzima PAL sola desplic,l,'íl una cinética Michaelis­
Menten, pero la mezcla de isoenzimas muestran una cC)operarividad neh'íltl\'a característica de 
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PAL previamente considerada. Las subunidadcs de PAL son típicamente codificadas por ulla 

familia multigénica en angiospermas, de do:- a cuarenta diferentes miembros dependiendo de la 

especie. Los gene:- que codifican diferentes subunidades de PAL muestran patrones de 

expresión tejido-específicos en varias angiospermas (Pdlegrini el aL, 1994). 

La PAL de monocotiledóneas, además de utilizar fenilalanina también utiliza tlrosina 

(actividad TAL), mientras tille en dicotiledóneas solo utilizan eficientemcnte fenilalanina 

(Rósler tI aL, 1997). Los \'alores de Km de la ¡>1\L purificada de maíz son 270 J.Lf'.1 para Phe y 

29 ¡..tM para Tyr. La enzima cn esta especie está codificada por un solo gen (Rosler el aL, 1997). 

La actividad de PAL responde a \'anOS estimulos cxtemos como son luz, heridas. 

presencia de un e1icitor fúngico e infección de microorganismos patógenos así como de los 

requerimientos en el desarrollo de la planta (Diallinas y Kallcllis, 1994). La cnzima activa de 

maíz parece estar compuesta de un homotctrámero, cada uno con un sitio activo. La 

dehidrnalanina fue identificada como un constituyente esencial del ccntro catalítico. Se ha 

demostrado que estas enzimas no requieren de cofactores, sin embargo. se ha encuntrado que 

un tiollibre en el sitio activo es esencial en algunos casos. (Hahlbrock y Grisebach, 1975). 

4.3. Catalasas 

Las plantas tienen distintas enzimas y IIlctabo!ilOs antioxidantes localizados en 

diferentes compartimientos celulares de la planta; los principales son: la superóxido dismutasa 

(SOD), que pertenece a una familia de mctaloprntcínas que catalizall la disffiutaciúll de 02-- a 

. H202; las catalasas (CATs) son hemoprnteínas que cataliz<ln la remoción de ¡·I:!02, y los 

componentes del ciclo del glutation ascorbatn (enzimas y mctabolitos), los cuales están 

involucrados en la eliminación de H 202. Estas últimas son las más importantes en la remoción 

del l-h02. Aunque las propiedades y requerimientos S011 diferentes, estas proteínas funcionan 

efectivamcnte cn paralelo. La catalasa no requiere de poder rcductor y tiene una alta velocidad 

de reacción pero ulla baja afinidad por el H:!02 de tal modo que solo lo elimina cuando hay 

una cOllcentración alta. La capacidad antioxidante es entonces dependiente de la severidad del 

estrés, así comO de la especie vegetal y su estado de dcsarrollo. La mayoría de estas enzimas se 

hall encontrado en cloroplasto, citosol, mitocondrias y peroxisomas (BolweU )' \'(/ojtaszek, 

1997). 
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Existen tres isofonnas principales de catalasas caracterizadas en vanas especies de 

plantas; las catalasas clase I incluyen la SU2 de algodón, Cad de N;col;lIl/(I p¡/lm/J(~~;I/ifo¡¡a, y 

CAT-2 de Ze(l mt!y.r. Su nivel de expresión es muy alto en hojas, son dependientes de luz y están 

involucradas en la remoción de HzOz duranre la fntorespiración. Las cataJasas clase 11 incluyen 

la Cat2 de N. p¡"mb(~g!lifo!ia, CAT2 de frijol, CAT3 de maíz, una cataJasa de tomate, Cat2St de 

papa y CATl de Arabidop.rú Iba!itlllfl.; estas proteínas se encuenrran principalmente en tejido 

vascular. Finalmellte. las catalasas clase 1 II incluyen. SU I de algodél1l, Cat3 de N. p¡/lmbf{g;IItfo1ú, 

CATl de frijol, CAT-l de maíz y C/\T3 de A. l!Ja!imw y están involucradas principalmente eH 

la remociún de l-hOz de glioxisomas y son muy abundantes en semillas y plantas jóvenes. La 

expresiúl1 de los genes de catalasa se regulan durante el desarrollo pero también son 

fotnactivadas por luz moderada y las diferentes catalasas responden a estrés por temperanua. 

Se ha reportado (¡ue las catalasas responden a otros tipos dc estrés, COtIlO e1 ataque de 

patbgenos. En maíz, CAT3 es más sensible a la temperatura que CATI. Generalmente, la 

actividad de catafasa es inhibida a temperatura baja}' durante el estri~s por calor (Dat el aL. 

2000). 

En maíz, tres genes estructurales no relacionados, Cal!, Ca/2 y Cal) codifican para trcS 

isoenzimas biOlluÍmicamcntc distintas, C1\Tl. CAT2 y CAT3. Cada uno de los genes Cal ticnc 

un patrón de expre.sión temporal y espaci.,'li, específico y cada una de estas proteínas respondc 

diferencialmente a varios estímulos ambientales. Además. las isoem:imas catalasas muestran 

especificidad cdular y de organclos. Por ejemplo la CAT-2 primero aparece durante el 

desarrollo tardío del grano e incrementa dramáticamcnre en el escuteln después de la 

genninación. CAT-2 está aUSente en hojas etioladas pero rápidamente se sintetiza cuando se 

sobreexpone a la luz debido a un incremento cn la acumulación y trnducciólI del mensaje de 

Cal2. Así, a difercncá de Callla cual nO responde a la luz y la Cal} la cual cs controlada por un 

reloj circ:tdiano. Cal2 es positivamente regulada por la luz dc manera cspecífiC:l para cada tejido 

(GU3.1l el aL, 1996). 

Existe solo una copia del gen Cat2 cn el gctloma de maíz. La región cndificante del gen 

de Cat2 conticne 5 illtroncs cortos (78 a 113 pb) que poseen el ~;jtio consenso para el corte y 

empalme (GT 5' donador y AG 3' aceptor). La reh>1ún codificante de Cat2 ticllc un tamatio de 

1532 pb yel codon de iniciación, AGT, está a 53 pb del sitio +1. Una caja T/\TA (-43) Y las 

secuencias (GCGCGG a -114, GGGCAG a ~570). las cuales son homólogas a las secuencias 
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consenso de unión a Spl (caja GC). Una caja de pirimidina (CC"ITI) y una caja 1 (GCAGTG) 
las cuales son parte de la respuesta a AG se localizan en -280 )' -256. Dm secuencias de H pb 
(CACGTCCC, CACGTAAC) las cuales son similares a un elemento de repuesta a ABA 
(ABRE. Cl\CGTGGC) se encuentran en -308 y -648. La secuencia central dd elemento de 
respuesta a AH1\ (ACC'I) es el sito de ulliún a d zipper. básico de leucina del factor 
transcripciollal () factores rCf,1Ulatorios de plantas (CPRFs). Un demento similar a CEt es 
localizado cerca del segundo ABRE a --636. Una secuencia n_1lctida de 6 pb in\'crtida 
(CGGCee GCGCCG). Un demento de tI pb cerca del sitio +1 (CGTC¡\CCTrCC) el cual 
es idéntico a un elemento d(~ respuesta antioxidante (ARE, PGTC:\CNNNCC) de la 
subunidad "Ya" de la glutatinn S-transfcras<l. El ARE podría ser un elemento que activa genes 
que protegen a las células eucariotes contra el estrés oxidatlw) (Guan el aL, 1996), 

4.4. Proteínas relacionadas con la patogénesis 

Las plantas responden al ataque de un patbgeno con ulla serie de mecanismos 
acompañados por la inducción de proteínas denominadas "proteínas relacionadas con la 
patogéncsis". Estas fueron encontradas originalmente en hojas de tabaco pero desde entonces 
se h,UI descrito en varias plantas como jitomate, papa, maíz, cebada. frijol }' perejil. La 
expresión de estas proteínas puede ser inducida por varios agentes infecciosos cumo \'irus. 
hongos, viroides y bacterias, por productos derivados de éstos (dicitCJn.:~) () por agclltes 
qwmicos como dcri\'ados del ácido benzoico o nitrato de plata, ácido poliacrílico o por 
honnnnas. Sin embargo también se ha reportado en tejidos cspeáficos duranrc el desarrollo en 
ausencia de un patógeno (Van Loon y Van Stricn, 1999). 

En maíz, las proteínas RP se han clasificado en tres familias: las cndoquitinas:ts, las 
clldoglucanasas y una familia, incluyendo la PRm2, la cual prescnta similinldes con el 1:,1111PO 
PRl de tabaco de acuerdo a pruebas scrológicas y las propiedades de la proteína (Casacuberta 
e/aL, 1991). 

4.4.1. Quitinasas 

La l¡uitina es el segundo polímero más abundalHc en ciertos organislw):\ C(llnO insectos. 
crustácen~ y en vanos hongos (3-60%), los cuales incluyen importantcs patúgc1HJs de plamas. 
Las planras por su parte responden al ataque de microoQ,:ranismos patngéllico~ inducicndo la 
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expresión de un gran número de genes dentro de los cuales se encuentran las quitinílsas que 

son enzimas que catalizan la hidrólisis de (Iuitina, un poli-fl-1.4-N-acetilglucosamina (GlcNAc), 

un homopnlímero linear de residuos N-acetilglucosamina con uniones fl-lA (GIcNAc)~ 

~ubstratos altemati\'os son peptidoglicanm de bacterias, la quitina soluble derivadc) de glicol 

quitina y en al,l,J1Ulos casos quitosan. Las quirinasas nonnalmente tiencn un amplio rango de pH 

al cual actúan pero tienen actividad máxima a pH 6 Y son estables a temperaturas por arriba de 

50"C. Se ha reportado la glicosilación para quitinasas ácidas de toloache, frijol y zanahoria 

(Collinge e' al., 1993). 

Las quitil1asa~ pueden ser clasificadas en dos categorías principales las end(Jqujtina~as y 

exoquitinasas; las cndoquitinasas las cuales hidrolizan a la quitina cn sitios intentos al azar 

generando multímeros de GIcNac de bajo pcso molecular (quitotclr.tosa, <'luitotr1nsa Y el 

dímero di-acctilquitobiosa). Las endoquitinasas de plantas son proteínas con Ull peso molecular 

que varia de 25 a 35 KDa dependiendo de la especie, estas proteínas se prescntan como 

monómeros y tienen puntos isoeléctricos extremos, tanto en el rango ácido como básico. Las 

exoquitillasas pueden ser divididas en dos subcategorías: las guitobiosidasas, las cuales catalizan 

la liberaciún progresiva de diacetilquitobiosa comenzando en el extremo reductor de la 

microfibrilla de quitina; y la 1-4-p-N-acetilglucosamillidasa, la cual corta los productos 

oligoméricos de las cndnquitinasas y quitnbinsidasas generando monómeros de GIcNAc. 

Las c..¡uitinasas de varios organismos presentan similitudes en su secucnCIa de 

aminoácidos, y basándose en estas similitudes se han propuesto 5 c1asc~ agmpadas en dos 

familias de glicosil hidrolasas, la familia 18 y la famili.1 19. Esta última está fnrlllada por las 

quitinasas de las clases 1, II Y IV que son de origen vegetal y fonnan las glicosil hidrolasas. 

Estas I.juitinasas presentan un dominio catalíticu humólogo, además del péptido seI1a1 

encontrado en todas estas enzimas. La clase 1 de quitinasas presenta un dominio amino 

tenni.11al rico en cisteínas unido al dominio catalítico por ulla región corta rica en 

glicina/prolina ÚJéptido sciial). El dominio rico en cisteÍllas (también referido como el dominio 

aglutinina de genncn de trih'O) es importante para la unión de quitina pero no para la actividad 

catalítica. Muchas de las quitinasas clase 1 tienen un péptido seíial en el extremo carboxilo 

rcnninal que es csencial para dirigir a la proteína hacia la vacuoIa, por lo tanto sc encuentran en 

\'acuola pcro a1h'lJnas otras se encuentran en el apoplasto. Las quitinasas clase II ~e encucntran 
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principahnente en dicotiledóneas. pierden el dominio rico en cisteínas y la seilal que las dirige 

haci¡l. la "acuola en el extremo carboxilo tenninal. indicando que estas quitinasas no se unen a 

quitina y son secretadas al apoplasto. Las quitinasas clase IV también se han identificado 

principallUente en dicotiledóneas. comprende un hJ'fUPO de quitinasas extraccluIares tille 

presentan del 41-47% de identidad con las quirinasas clase I de un 41-47% en el dominio 

catalítico y también presentan regiones ricas en cisteína semejantes a los dominios de uniún a 

quitina; sin embargo. las quitinasas de la clase IV son muy pequeíias por las dcleciolles en 

ambos dominios. Los estudios filogenéticos de las quitinasas de clase 1, 11 Y IV sugieren una 

gran distancia evolutiva entre las quitinasas de clase IV r la clase I }' 11, sUf-,";riendo una 

divergencia. remota (Cohen-Kupicc y Chet, 1(08). 

Los genes de quitinasas de plantas son inducidos en respuesta a la IIlvasión de 

patógenos, tratamientos con clicitores, metales pesados y condiciones de estrés (;lles como 

exposición a la honnona etileno. Además, las {Iuitinasas de plantas, ya sea solas o en 

combinación con la P-l,3-glucanasa inhiben el crecimiento micclial de un !,Tfall número de 

hongos. La expresiótl de yuitinasas está también bajo control del desarmUo en ciertos tejidos y 

órganos incluyendo flores, raíces y hojas vicjas de Ambidopsir y tabaco; en vaina~ de fríjol y en 

granos de cercale::- (Co1linge el l/L, 1993; Cuhen-Kupiec y Chelo 1998). 

En maíz se han caracterizado de hojas dm diferentes clonas de I\DNc. Basándose en la 

secuencia de nucleótidos, se obtuvo la secuencÚl de aminoácidos a partir de dos clonas las 

cuales aparentemente codifican para la clase I de las quitinasas y presentan las siguientes 

caracteIÍ~ticas; (a) una setial hidrofóbica; un dominio rico ell cisteÍll:l de 40 aminoácidos 

(dominio de hcveina); (c) un dominio bisaJ.,rra de 24 aminoácidos con una región rica en pmlina 

yen glicina y (d) un dominio catalítico (\Vu el aL, 1994a). 

En muchas plantas las isofonnas acídicas y básicas de las t¡uitinasas son codificadas por 

una familia multigénica. Estos genes son expresados diferencialmcnte durante el desarroUo y 

son inducidos por una \'anedad dc estÍmulos ambientales y relacionadús con la defcll.~a (Hu}'lIh 

"aL, 1992). 

4.4.2. Glucanasas 

Las endo-p-l,3-glucanasas (PGlu) son protdna~ abundantes y ampliamente distribuidas 

en semillas de vanas especies de plantas. Estas enzimas hidmlizan p-glucanos de hongos 
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fitopatógcnos. Se ha reportado que las glucanasas en presencia de quirinasas pueden causar un 

rompimicnto masivo de la pared celular dc hongos fitopatógenos (Dixon y Latnb, 1990). 

Adcmás. cstas enzimas han sido implicadas en varios procesos fisiolúgicns y del desarrollo 

como división celular. microsporogétlcsis, gcnninaciólI del polcn. fertilización)' genninacióll 

de la semilla (Beffa y Meins Jr., 1996). Las isofonnas de estas enzimas mucstran 1II1~1 regulación 

compleja hormonal. del desarrollo y relacionada a la parogéncsis a nivel de I\H.l'\Jm. Son 

acumuladas a altas concentraciones en raíz y cpidennis dc hojas basales de plantas saludablcs, 

pcro no cn hojas jóvenes (ccrca de la partc superior dc la planta), S011 inducidas en hojas 

infectadas por patógenos, cuando las plantas son tratadas con ctilcno u ozono y en células en 

cultivo son reguladas por combinación de citoquinina y auxinas. En tabaco, la ~- L3-glucanasa 

cs rcgulada al menos en parte a nivel de transcripción (Vügeli-Lange el flL, 1994). 

Las ~Glu han sido clasificadas cn tres clases cstrucnlrales (tabaco) que difieren en su 

secuencia cn aproximadamente 40-50% (neffa y Meins, 1996). La clasc I incluye al menos 3 

iso formas básicas que se acumulan predominantemcntc en la vacuola y presentan una 

seCUellC~'1 cn el extremo carboxilo terminal que las dirige hacia la vacuola; la clasc Ir incluye 

isofonnas acidicas que se acumulan principalmente en el apoplasto; la clase III, incluye solo 

una isofonna acidica que se localiza en apoplasto con una diferencia en su secuencia del 43% 

comparándola con la clase I y II (payne el aL, 1990). En maíz la clase II de [3(;111 se localiza 

extracclulanncnte (35 ma) (W" ,1 aL, 1994b). 
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11. ANTECEDENTES 

1. FUMONISINA Bl 

1.1. Características de la molécula 

Las micotoxinas fumonisinas, son producidas por varias especies del género FlIsarium, 

del cual F. !)JO/filiforme y F. proliflra/llnJ son los más importantes productores por la cantidad que 

producen y por su ubicuidad. Existe un gran número dc análogos de las fumonisinas, pcm los 

más abundantes encontrados nílruralmente e1l maíz son las fumouisinas de la serie B (figura 5). 

Dc acuerdo a la nomenclanml de la IUP/\C la FBl es un diéster de propano 1,2,3-ácido 

tricarboxílico de 2 amino-12,16 dimctil-3,5, 10, 14,1 S-pctltahidrosicosílno. Es Ulla molécula 

anfipática con una región no polar conferida por la cadena alifática de 20 carbonos pero con 

cuatro grupos carboxilos que le confieren una alta polaridad y solubilidad en agua. La 

diferencia entre cada una de las fumonisinas es el número y posición de grupos hidroxilo, así 

como si e! grupo amino se encuentra libre o cstcrificado (Figura 5B). El peso molecular de la 

FBl es de 721 Da y es una molécula de baja volatilidad, debido a los ácidos carboxilicos que 

tienen la capacidad de formar puentes de hidrúgcno cuando está en soluciún acuosa (\X'ilkcs el 

aL, 1996). Los grupos funcionales en la estnlCtura de FBl que son relevantes tanto para su 

acción biolúgica como para su análisis son: la amina primaria y los ácidos tricarboxílicos 

esterificados. Los métodos analíticos para la cuantificación de la molécula involucran la 

detenninación de un derivadu de! amino primario o la masa de la cadena alifática (Murphy et 

al, 1996). 

AUll(jue las fumonisinas se describieron inicialmente como los agentes causales de la 

deh~neración encefálica en equinos alimentados con maíz mohoso (Gclderblom, 1988), se ha 

observado que también tiene actividad toxica en otros organismos. 
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1.2. Efectos de la PB1 a nivel molecular en células animales 
\,("iang el aL (1991) reportaron que las fumonisinas causan la aculllulación de bases 

csfmgoideas (csfingosina )' t'sfmganina) en ht.1)atocitos de rata e inhiben la actividad de la 
ceramida sintasa con un leso de 0.1 1 .. 1.1\1. Esta CIlznna es la responsable de condensar a la 
csfillganina con aeil CoA para fonnar cera mida. 

A nivel celular se ha encontrado <.Jue r-B I induce apnptnsis en \'anos tipos de células 
tanto 111 Ji/ro como '" Iliro aunque los mecanismos todavía no son claros. ya que la 
::usccptibilidad y tipo de respuesta valÍan de célula a célula. Tollcsotl y colaboradores (1~9(Í) 
han rcpoft-ado que la FBI es antiprolifcrativa en un hITan número dc tipos celulares humanos. 
En estudios usando una línea cdular epitelial de ritión (LLPCPK) Yoo el aL (1992, 1996) 
t'nCOlltr<\ron una fuerte asocL.1.óón entre la inhibición de la biosínlesis de esfingolípidos por 
r:Bl (50 Jl.M) Y la inhibición del crecimiento celular asi como cambios morfológicos e 
incremento en la muerte celular. En células CV-l (ritVm de mono Africano), la PHI inhibe la 
actividad de proteína cÍnasa e y disminuye la actividad de otras proteínas cinasas, a Hila 

concentración entre 1 y 5 J.lA1 (Huallg el aL, 1995). También, se ha observado que en estas 
células detiene el avance del ciclo celular, provoca muerte celular. induce la dcsfosforuación de 
la proteína de retinoblastoma y reprime la actividad de cinasas dependientes de ciclinas a una 
concentración de 5 J.lM (Ciacci-Zanclla tI aL, 1998). Entre otros efectos la FBl altera la 
morfología celular así como la interacción célula-célula, el comportamiento de proteínas de 
mperficie celular y altera la regeneración)' viabilidad celular en células LLC-PKl (Merrill el al., 
1997). En fibroblastos Swiss 3T3. la FB 1 [75 ¡ll\1) estimula la mirogénesis y activa 
transitoriamente a las isofonnas de 44 y 42 KDa de la MAPK (\X'attenbcrg el aL, 1996). En 
ahrregados dc cultivo celular de te!oencéfalo de rata fetal, la f.Bl (3, 10 Y 40 )..11\f) afecta 
selectivamente células de la glía, retarda el dcsarroUo, de oligodcndrocitos y altera la formación 
)' dLVosición de mielina in vitru (MOUllct-Tschudi el aL. 1999). 

En macrófagos de poUo la f.B 1 induce la actividad fagocitica. miclltras (llH~ en 
rimoncitos de ratón disminuye la expresión de receptores CD3 iN ril'O e i" ti/ro (Dugyala el a/.. 
1<)98). En hí!,rado de ratones machos expuestos a FBt (250 mg/Kg) se obsen'a U1I incremcnto 
en la expresión de TG Fp 1 Y c-myc. La sobre expresión de TG Fp 1 puede relacionarse con la 
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inminente apoptosis y fibrosis vista por el daño inducido por FB 1 en hígado; c-myc puede ser 
involucrado en lo~ efectos promotores de cáncer por FB 1 (Lemmcr el ti/.. lIYYJ). 

La pf()r~ína )121. ll"e esta involucrada en la detención del pro!,>reso del ciclo celular al 
inhibir la actividad del complejo CDK4-ciclina D. aumenta su cxprc~ión en presencia de FBl 
(5 J.LM) en célula~ CV -1. Esta activación del promotor del gen está mediada por los elementos a 
Sp1 con la si1:-,'uicnte secuencia ¡\TrCC;ATCGGG(~CGGGGCG¡\G con un hexanuclcótido 
GGGGCG () CCCCGC como núcleo (Zhang el tlL. 1999). 

1.3. Efectos de la FB1 en animales y humanos 

La presencia de la FB 1 se ha asociado epidcmiológicamelltc con una alta incidencia de 
cáncer esofágico (CE) en Transkei. Sudáfrica. donde la tasa de este carcinoma es de 50 casos 
por cada 100 000 habitantes, peru puede ser tan alto como 200/100 000 comparado con 
otras partes del mundo, donde la tasa es menor a 5/100 noo (Nair. 199K). En muestras de 
maíz crecido en esta área, granos visiblemente saludables contenían -l4 mg/g de FB1 mientras 
que granos evidentemente infectados con F. mOlliliJorme contenían 83 mg/g de la toxina. Así, la 
FB 1 está prescnte naturalmente en altas concentraciones cn las muestras de comida (/ue 
consume la gente de este lugar (Sydcnham el aL, 1990). Cuandu se ha empleado el maíz de csta 
área para alimento en ratas de laboratorio se induce tumores en el hígado C hipclvlasia de 
células basales del esófago. Por lo tanto las fumonisinas han sido implicadas como posibles 
causantes () como factores contribuyentes en el cáncer esofáh"¡co (Nair. 1998). 

45 



Hooe o 

HOOeJJo 

Me 

Hooe~6 
Hooe O 

Me 

R¡ooe~6 
R¡ooe O 

R, 

FU1l1onisina B, 1-1 

Tctramctil FBl CH, 

FUITIonisina 13.2 H 

FUITIOllisilla BJ 1-1 

Fumonisina Al H 

FUffionisina el 1-1 

OH OH 

Me OH 

R, R, 

OH OH 

OH 01-1 

1-1 01-1 

01-1 1-1 

01-1 01-1 

C-I, 1-1 reemplaza el-I, 

FB¡ hi"roliza"a C-14, C-15 SI)11 OH 

ÑHR., 

R. 

1-1 

1-1 

1-1 

1-1 

COCI-I, 

Fih'1J1~ 5. A, Confib'1Jmciún absoluta de FBl. B, estructura de FBI }' de otms fUlllunisill:ts. 

46 



1.4. Efectos fitotóxicos de la fumonisina Bl 
Aunque los efectos de la furnonisina Bl se han caracterizado ampliamente en sistemas 

animales. también tiene efectos fitotóxicos en varias especies de plantas. Puede causar la 
fonnaciúll de lesiones nccrbticas en hojas de tomate (Mirueha rl (/1.. 1990). En hoja!'> de 
toloachc (f)a/llra JlranJollillm) la fumonisina B I (4.1 a 13R8 ~["I) causa mpnlfa de los 
cloropla~tos. salida de elcctroliws. aut{¡lisis y c1nrosi:-, efectos que SOIl potenciados en 
presencia de luz (t\bbas (/ aL, 1992). Abbas r/ aL (1995). utilizaron ;Ulálog()s dc FBl y 
demostraron que la fitotoxicidad de la fumonisilla depende del ,~)TUl){) amino libre. E.1I hojas de 
tomate los efectos causados por la toxina, a una concentración de 1 JllvI, eS la salida de 
c1ectmlitm y la pérdida de clorofila (Abba::\ y Vesnndcr, 1993). También se ha reportado (Iue 
en células de tomate, la FHl causa muerte celular m()~trandn marcadores ripic()~ de la 
apoptosis como células TUNEL positivas, escalera de ADN, corte de AON nucleosomaJ 
activado por calcio y la fonnación de cucrpos apoptóticos (\Vang el a/., 1996). La FB 1 causa un 
incremento marcado en los niveles de fitoesfingosina y esfinganina en callo de tabaco, en 
lenteja de agua yen hojas de tomate a diferentes concentraciones, 1 ¡..tM, 5-70 11M Y 14 ¡..tM 
respectivamente (Abbas el a/., 1994). Se ha comprolndo que la fBI es un potcnte inhibidor de 
la esfinhJítnina N-acil-transferasa en rewi1ns de maíz (leso = 4 nM) r en hipOCt'lTilos de frijol 
(ICsu = 311n1\1) (Lynch, 2000). 

En maíz se ha observado que la fumonisinas causan rcducción cn el crecimiento de la 
raíz y de los retni1os, también seca la mayor parte de plálltulas en maíz y tolnate (Lamprecht el 
aL. 1994). En caJlos de maíz se ha demostrado (IUC la FB1 (1.3 J.-1M) causa ulla inhibición 
significativa del crecimiento (50%) (Van Asch ,taL, 1992). En embriones de maíz, la FEI causa 
un incremento cula fuga de clectrolitos e inhibe la hidrólisis de ATP de la ATrasa de H+ tanto 
¡" rilro como ¡" '!¡IIO a una concentración de 10 Y 20 ).1M (Gutiérrez, 1999). 

Recicntcmcl11c se ha r~p()rtaclo en Ambidopsis que la f.Bl (1Ü J.-!A1). tanto eH hoj'J:\ 

inftltradas como embcbidas con la toxina. induce repucstas como la generación de especies 
reactivas de oxígeno, deposición de compuestos fcnólicos y calns;I, aClllllulaciún dc fitoaJexinas 
y expresión de genes RP (Stone el ti!.. 20{)O). En protoplastos de esta misma especie cau:\a 
muerte celular depcndicntc de luz donde las mtas de seíialización reqtlierell de ácido salialicn, 
jas1TIonatn y e.tileno (Asai el aL, 2000). 
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1.5. Incidencia de Fumonisina Bl en maíz 

La media del porcentaje de malz infectado por F. /JIOIIi/iforme e~ muy variable y su 

presencia depende tanto de factores ambientales como de los genotipos de maíz. En E. U. ¡\. 

el porcentaje de la presencia de este hoago está en un rango de 8.4% al 36.2(:'-;), de las muestras 

analizadas en maíz blanco en 1992 (BuUennall, 1996). En este mismo aiio se encontraron 

niveles altos de F. /JIollilijorme en otros tipos de maíz COITIO maíz dulce fresco. maíz molido y 

maíz amarillo. En otras panes del mundo como I [alia. Porntg.U y Zambia se ha aislado F. 

mOll¡liforme en el 100% de las semillas de maíz híbrido mientras que en otras regiones como 

Crnacia, Polonia y Rumania tuvieron bajos niveles de incidencia (Visconti, 1996). 

Se han realizados muchos estudios para detenninar los niveles de FB 1 que se presentan 

en los granos de maíz; por ejemplo en 1993 en muestras de maíz de Argcnrina presentaban 

niveles bajos de fumonisinas, 2.0 Jlg/g, hasta niveles muy altos en un rango de 6.0 a 10.0 J-lg/g. 

En 1 talia (1994) se reportó que muestras de maíz comercial y maíz para sembrar contenían 

niveles de fumonisinas (FBl + FB2) que estaban cntre 0.1 y 6.8 Jlg/g. De las muestras de maíz 

comercial estudi.1.das, todas prescntaban niveles bajos de fumonisinas, y solamente seis 

muestras tenían conccntraciones mayores de 2.0 J-lg/g. En diez condados de Minnesota se 

reportó que las mazorcas estaban infectadas con 5 especies de J--'Isanllm donde el 20% de los 

aislados pertenedan a FII.farillm mOJlilifomJe (Abbas el al., 1988). En E. U. A. los niveles varían 

dependiendo del alio del cultivo pero están en un rango de O a 37.9 Jlg/g (Bullcnnan, 1996). 

En México se ha reportado tlue F. mOllilifomlt puede recuperarse en un 61 % de semillas 

·de maíz de maZorcas colectadas de cultivos del Noreste del país, estas cepas del hongu SOIl 

productoras principalmente de rBl en concentraciones de 10 a 5810 Jlg/g (Desjardills el al., 

1994). Los niveles de incidencia narural de la FB 1 son relativamente altos si se compara con los 

de otras micotoxinas. rvfienttas que es común encontrar a la FBI en conccntraciones mayores a 

1 J...lg/g, las aflatoxinas y tricocenos se encuentran en concentraciones de alrededor de 10 ng/g, 

es decir dos ordenes de magnitud menor. 
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111. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL: Estudiar los cfcct()~ de la fumouisina Bl sobre la expresión 

de genes de defensa en ejes embrionarios de dos vancdadcs de maíz duralHl~ la gcnninaciún. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

• Detenninar el efecto de la futnollisina B 1 sobre la transcripciún de genes de defensa a 

patógenos que f<-11rCsclltall los siguientes tipos de respuesta: rcforzamicnto de pared celular 

(glicoprotcína rica en hidroxiprolina); secreción de enzimas hidrolíticas (glucanasas y 

quitinasas); metabolismo de fenilpropanoidcs (fenilalanina amonio liasa); metabolismo 

oxidativo (catalasa). 

• Comparar los efectos de la toxina en las variedades de maíz: ChallJ,ueüo l¡lIe es una \'aricdad 

de polinización abierta y el híbrido H-355. 
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IV. HIPÓTESIS 

Si la fumonisina R1 es una toxina producida en cantidades considerables por muchas 

clllas de FIIsariul1I mOllilijorme, ésta podría tener un efecto en la infección por lo que acri,'ana 

vanas de las respuestas características de las interacciones planta-patógeno. como la inducción 

de genes asociados a la respuesta de hipersensibilidad. 
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Material Biológico 

v. MATERIAL Y 
MÉTODOS 

El material biolób"'¡CO empleado en este trabajo fueron ejes embrionarios obtenidos por 

la disección mallual de semillas secas de maíz variedad Chalquctio y H-355 del valle de Chaleo. 

Imbibición 

Los ejcs embrionarios de maíz fueron desinfectados con dos lavados de dos minutos 

con hipoclorito al 10%. Se germinaron a 29"C en oscuridad sobre un papel filtro en una caja 

petri de 5 cm de diámetro con 1 mI de solución de imbibición. La solución de imbibición 

estaba compuesta de amortiguador de imbibición, agua y FB 1 en las sih'1.lÍentes proporciones: 

Agua 

Amortiguador de imbibición 2X (KCl 50 mM; 
Mh>Ch 10 mM; tris-f-ICI 50 mM; sacarosa 2% y 
cloramfcnicnl 10 mgl mi este se adiciona después 
de esterilizar) 

Fumonisina BI (disuelta en ahlUa, 1 m!v!) 

Extracción de ARN 

Control 

500 Jll 

500 Jll 

o 

I'Bl 

490 Jll 

500 Jll 

10 J.l1 (concentración 

final de 10 JlM) 

Para extraer el ARN de los ejes embebidos y ejes secos se utllizó el reacti\'o TRlzol 

(GIBCO~ yel protocolo recomendado, con una modificaciún introducida para la extracción 

de ARN de tejidos vegetales, como se describe acotinuación: 
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1. Moler los ejes de maíz (100 mg) en un mortero con nitrógeno líquido hasta obtener un 

polw) muy fIno. 

2. Pasar el polvo a un rubo <"1Jpendorf de 1.5 mi y homogeneizar el tejido con 1 mi de TIUzol 

(se recomienda Ull,1 rdacibl1 de aproximadamente 1ml de TRIzol por lOO mg de tejido). 

3. Centrifugar a 12000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C para separar membrana, polisacáridos y 

¡\ON de alto peso molecular, alb'"llllaS veces cn la parte superior se deposita ulla capa de 

grasa, esta puede ser removida con ulla micropipeta. 

+. Pasar la fase acuosa a un tubo limpio y aíladir 10 ~l de DEPC, mezclar bien. Incubar las 

muestras por 2.5 minutos a temperatura ambiente. 

5. Adicionar 200 J..tl de clorofonllo a cada tubo, taparlo y agitar fuertemente cnn la mano por 

15 segundos e incubar a temperarura ambicnte por 5 minutos. 

6. Cctltrifuga.r las muestras a 12000 r.p.m. por 15 minutos a 4°C. 

7. Transferir la fase acuosa (superior) a un rubo limpio. 

8. Aíladir 0.5 mI dc isopropanol e incubar 10 minutos a temperatura ambiente. 

9. Centrifugar a 12000 r.p.m. por 10 minutos a 4"C. 

10. Remover el sobrenadante, adicionar l mI de etanol 75°10 y agitar en vortex unos segundos. 

11. Centrifuh"':lr a 6 400 r.p.m. por 5 mi.nutos a 4°C. 

12. Eliminar el alcohol y disolver la pastilla en 150 J..tl de agua tratada COIl DEPC. 

Almacenar el ARN a _70°(. 

Cuantificación cspectrofotométrica de ARN 

La cuantificación de muestras de ácidos t1ucIcicos se basa en que éstos ab~orben luz con 

longirud de onda de 260 nm. Esta medición pennitc calcular directamente la concentración de 

ARN en la muestra: 

Se utiliza la siguiente relación ARN J1g/ mI = A260 x 44.19 x factor dc dilución 

A260= absorbancia (en dcnsidad óptica) a 260 nm 

dilución;:;;; factor de dilución (1: 1 0(0) 

44.19 = cocficicnte de extinción de ARN (Farrcll, 1993) 
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Integridad y Calibración del ARN 

La integridad del J\RN extraído se dctcnnUla por dectroforesls horizontal nativa en un 

milligel eo de ab'arosa (1 %) de la sib'1riclltc manera: 

1. Preparar una solución al 1 % de agarosa. Cuando la solución se encuentra entre 50 y 60"C 

verterla en una cámara Gibco l3lU~ Hor1J.oni.lO 58. para que se solidifil¡UC. 

2. Mezclar 1 Ilg de ARN (en un volumen máximo de 3 JlI) con t mL de :ltl1ofti.L,'1ladof de 

carga a cada muestra (glicerol 50%, EDTA 1 JlM. azul dc bromofenol 0.4%) y GlT1:,1ílf en el 

gel (Farrell. 1993). 

3. Correr el gel en una cámara de electToforcsis horizontal a 75-100 V hasta qut' el cnJorante 

haya recorrido por lo mcnos dos terccras partes la longitud del geL 

4. Tctiir el gel por 5 minutos en una solución de bromuro dc ctidio (5 j.1g/ml en agua). 

5. Observar en un trallsiluminador dc luz UV para observar dos bandas que cnrresp( mdell a 

las dos subunidades de los ribosotn<ls. 

ó. Como futura referencia es unportante el obtener una foto de las muestras cuando su 

calidad es buena. 

Cada una de nuestras muestras se midieron por estos dos métodos. 

Detección de ARN por método no radiactivo (Random Primer 
Fluorescein labeling kit with antifluorescein-HRP, Dupont 
NEN, NEL201) 

Con el objetivo dc afmar la ct1ibracic'Jn del ARN, así como la diciencia de transferencia 

en un ensayo de northem blot, se hizo U1la hibridación con una sonda de !\DNc de ARN 

ribosomales, de maíz. 

Se hizo un gel de glioxal (descrito en la sección Geles de Glioxal) carJ.,'":1.ndo 3 I1g de 

:\RN de cada una de las muestras para p()st~l"ionlletlte hacer la rransferencia (ver abajo). 

Marcaje de la sonda de ADNc: Se desnaturalizó 1 Jlg del ADN complementario en un 

volumen de 19 mL a 95"C por 5 minuros e inmediatamente después se paso a hielo por 5 

minutos. 

Adicionar 105 siguientes componentes en la siguiente secuencia: 

Cebadores al azar y amortiguador de mezcla de reacción 5 111 
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Mezcla de tlucleótidos con fluorcsceína 

Frah'lTlcnto KIeno\V 

Para un volumen total dc 30 ~1. 

5¡l1 

I ¡.tI 

Centrifugar por 5 segundos e incubar la mezcla I hora a 3rc. 
Prehibridacióll e hibridación: Preparar amortiguador de prehibridacióll 

1\lIlortih'1lador de Prchibridaciún 

amorti.t,'1.Jad()r de fosfatos 05M (Na2HP04 50 % v/v; Nal-hl)O.¡ s(n/o v/\') 

albúmina 

SDS 

EDT.'\ 

1% 

7% 

1 ml\1 

1. Mojar la membrana de nylon cart,"ada positivamente con agua esterilizada unos minutos_ 

2. E(!uilibrar la membrana cn SSC 2X, aseh'1.uándose de que la membrana esté mojada antes 

de proseguir. 

3. Insertar la membrana en un tubo de hibridaciún, asegurándosc que no queden burbujas 

entre las paredes del tubo y la membrana. Adicionar el amortiguador de prehibridación. 

4. Incubar a 6S0( en un homo con movimiento rotatorio al menos por una hora. 

5. Combinar la sonda con 200-300 ~I de amortih'1.Jador de hibridación. Calentar a 95°( por 

3-5 minutos e inmediatamente ponerlo en hielo por 5 minutos. 

6. Vaciar la sonda al tubo de hibridación en donde se encuentra la membrana. 

7. Hibridar durante toda la noche a 65°C. 

·Procedimiento de lavados astringentes: 

Na,H,P04 pH 7.2 

EDTI\ 

SDS 

Amortiguador de lavado # 1 

125 mM 

0.05 mM 

2.5% 

Amortiguador dt.: lavado #2 

25 mM 

0.01 mM 

OSYo 

1. Sacar la membrana del rubo de hibridación y lavar dos veces con amorti¡,~,"dor de lavado 

# 1 agitando vigorosamente por 10 minutos a 65°C. 

2. Volver a lavar vigorosamente 2 veces mas con amortiguador #2 por 10 minutos a 

temperatura ambiente. 
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Detección de ácidos nucleicos con el reactivo de quimiolumi-nisencia: 

PrL"}Jarar las siguientes soluciones: 

!\mortiguador I Amortiguador 2 Soluciún de anticuerpo 
Ctltljublfld () 

Tris-l-!C1 pI-! 7.5 0.10 M Tris-Hel 1'1-1 7.5 0.10 M Tris-Hel pI-! 7.5 0.101'v! 

NaO 0.151'\! NaO 0.15 M NaO 0.15 M 

Para minimizar el fondo Para minimizar el fondo pasar la Reactivo bloqueador 0.5% 
pasar la solución a través solución a través de UII filtro del # (p/v)./\ntif]uon:sceína (-IRP 
de un filtro dd # 0.22 mm 0.22 mm. Reactivo bloqueador 0.5 cOl1jug'ada l:lOO() (v/\') 
antes de marse. % (p/v) Adicionarse después de 

filtrar. 

1. Sumergir la membrana en el amortiguador 1 y :1b"tar vigorosamente por 5 minutos. Usar al 

menos 1 mi de amortiguador por cm2 de membrana. Asegurarse que todo el SDS halla 

sido lavado para proceder al siguiente paso (esto es que al agitar nO se produzca espuma). 

2. Bloquear la membrana en amortiguador 2 por 1 hora con agitación suave (usar al menos 1 

mi por cm! de membrana). 

3. Pasar la membrana a la solución de anticuerpo conjugado e i1lcubar por una hotA en 

agitación suave. 

4. Lavar vigorosamente la membrana 4 veces por 5 minutos con el amortiguador 1. 

Incubación de la membrana con el sustrato de quimioluminisencia: 

1. Inmediatamente antes de usar, mezclar en volúmenes iguales el reactivo "Enhanced 

luminol" y el reactivo oxidante (6 mI para una membrana de 7 x 6 cm). Usar al menos 

0.125 mi de reacti\'o por cm2 de membrana. 

2. Transferir la membrana de la solución de lavado del ílnricuerpn conjugado a un 

cotltencdor limpio. Inmediatamente ílgre,l,lflr la mezcla de los reactivos de 

quimioluminisencia en la membrana_ 

3. Agitar Slla\'(~metlte por un minuto asegurándose que la membr:l.Il:l este totalmente cubierta 

con la solución. 

4. Remover h membrana y quitar el exceso de la soluciún poniéndola encima de un papel 

\X/hatman 3 ;,,11\1. 

5. Colocar h membrana entre dos hojas protectnras (acetatos cubiertos con plástico 

cgapack). 
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Exposición con la película: Poner la membrana en el cassette y una película para 

exponerla durante 5 minutos. Pasado el tiempo revelar la película. Variar el tiempo de 

exposición SCh'l'ul sea necesario, para obtener seiial de la hibridación sin fondo. 

Geles con glioxal 

(Sambrook el (JI., 1989; Ausubel el aL, 1992) 

1. Usar guantes (ver apéndice) 

2. Disolver la ahrarosa en un volumen apropiado de MOPS IX, para tlue quede a una 

concentración final de 1.2%. 

3. Cuando la al:,rarosa este a ulla temperatura entre 55-60°C vaciarla en ulla cámara de 

elcctroforcsis horizolltal (Gibco BRl .... Horizou@ 11-14) y esperar a que solidifique. 

Nol(T. No adicionar bromuro de etidio a los geles de glioxal por que el colorante puede 

reaccionar con el glioxal. 

4. Desnaturalizar el ARN (20 f!g) en un tubo de microcentrifuga adicionando los siguientes 

reactivos: 

Reactivo COtlcentración Volumen Concentración final 

glioxal 6M 6.6 ¡d 1M 

DMSO 22.5 ¡d 50% 

MOPS IOX 4.5 ¡;l IX 

5. Cerrar los nlbos e incubar la mezcla a 50°C por una hora. 

6. Durante la incubación dd ARN Y una vez que el gel ha solidificado, sumergIr {~ste en 

amortih'llador de corrida (amortiguador MOPS lA) 

No/a. i\sch'llrarse de usar únicamente la cantidad necesaria de amortih'llador para cubrir 

completamente el gel. Cubrir el gel con amortiguador antes de remover el peine para 

disminuir el efecto de vacío creado cuando el peine es jalado y evitar que el gel se rompa. 

Remover cuidadosamente el peine jalando hacia arriba con suavidad. 

7. Cuando concluya el periodo de incubación, enfriar la muestra y adicionar 6 mL de 

amortiguador de carhJ":t (glicerol 50%; Na.J-IxPO 10 mi\.'f, pH 7; azul de bromofenol 0...1-%). 

Si es necesario, dar un pulso en la centrifuga para bajar toda la muestra y pueda ser 

colectada en el fondo del n¡}w. 
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8. Inmediatamente cargar la muestra en el gel. 

9. Correr el gel a 3-4 V/cm de la longitud del h'Cl. La electtoforc~is pucde continuar hasta que 

el azul de bromofcnol llcgue aproximadamente un 80% de la longitud dd gel. 

Es especialmente importante parar la electroforcsis en es[C punto si se están e\'aJuando 

ARN dc tamaiios desconocidos. 

10. Al concluir la c1cctroforesis, el gel se rit1.e en una solución de O.S J..I.g/ml de bromuro dc 

etidia y posterionnentc se hacen 3 lavados con agua tratada con DEPC por IS minutos y 

por último se deja cn agua tratada con DEPC durante toda la noche a 4"(; para sacar [odo 

el bromuro de etidío. 

Geles con Fonnaldehído 

(Farrcll, 1993) 

l. Usar guantes. 

2. Para prcparar 110 mi dc solución de agarosa disuelta, di~olver 1.65 gramos de agarnsa en 

79.5 mi de agua desionizada en un hOOlO de microondas. Ascgurarse de que la agarosa 

está disuelta completamente antes de proceder al siguiente paso. Cuando la agarosa se haya 

enfriado a 60°C, adicionar 11 mi de amortiguador MOPS IOX prccalcntado, 19.8 mi dc 

fOfillaldehído precalcutado y 4 mI.. de bromuro de etidio (500 ~lg/tnl). Esto producirá una 

solución de agarosa 1.5% cn amortiguador MOPS 1X y fonnaldchído 0.66 M. Guardar 

esta solución de agarosa disuelta cn un bati~ de ah'1.la a 60°C hasta tener lista la cámara de 

e1ectroforcsis. 

3. Verter el gel en la cámara y asegurarse de hacerlo en la campana dc extracción para 

minimizar la exposicic'lII a los vapores del forlllaldchído. 

4. Preparar las muestras de ARN para la electroforesis mezclando los siguicntes elementos cn 

un tubo de micro fuga: 

20 ¡;g de 1\ RN 

14.0 ¡;1 de amortiguador MOI'S 5X 

8.0 J1I de fonnamida 

Asegurarse tlllC todos los componcntcs scan mezclados en el fondo del tubo. 

No/a: no exccder 20 J..lg de ARN por carril ya que al sobrecarhlftr se puede perder resolución. 
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5. Desnanrralizar las muestras calentando a 55°C por 15 minutos. 

6. Una vez (Iue el gel ha solidificado, sumergirlo en amortiguador de corrida (MOPS IX). 

7. Seguido de la desnaturalización, adicionar 2 Jil de amortibJUador de c.·uga lOX (50% de 

glicerol; 1 mfvl EDTA, pH 8.0; 0.4% de azul de bromofenol) a las muestras y mezclar 

completamcnte con una micropipeta. Cargar las muestras inmcdiatamente. 

Noür. Debido a que una condcnsación se puede fonnar en el interior del tubo durante el 

periodo de incubación de desnaturalización, se debe ascgurar de microcentrifugar 

brevemente el tubo justo antes de adicionar el amoniguador de carga. 

8. Correr las muestras a un máximo de 5 V por centímetro de longitud del gel. Continuar la 

clectfoforcsis hasta que el frente del colorante migre cerca del 80% de lcmginld del gel. Es 

especialmente importante parar la c1ectroforesis en estc punto si se está evaluando 

especies de ARN de tamaiio desconocido. Recircular el amortih'1.lador de corrida. 

9. Lavar el gel para remover el fonnaldehído con amortiguador MOPS IX (ver sección de 

transferellcia). 

Transferencia de ARN por capilaridad de difusión pasiva 

1. Usar guantes durante todo el procedimiento. Como con todas las técnicas dc ARN, es 

imperativo el prevenir la contaminación de nucleasas cn cada paso. Recordar que los 

ARN s son susceptibles a la degradación por nucleasas hasta que ellos han sido 

inmovilizados (por entrecruzamiento con luz UV) en una membrana. 

2. Los geles que han sido teiiidos o que contienen formaldchído pueden ser desteiiidos antes 

de ponerlos a transferir. El evitar estos pasos puede resultar en una transferencia altamente 

ineficiente y pérdida de la muestra. 

No/a: Una espátula es lo más conveniente para transferir el gel de una solución a otra. Los 

geles de fonnaldehído son especialmente resbalusos y deben scr manejados con cuidado. 

Geles de formaldehído: Sumergir el gel tres veces por 15 mulUtos cada vez en SSC 20X para 

remover el fonnaldchído. Si el gel contiene también bromuro de etidio éste también puede ser 

removido del gel durante este proceso. 

Geles de glioxal: se debe transferir inmediatamente después de la e1ectroforcsis sin lavados 

prevIos. 
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1. Cortar una pieza de membrana de Nylon (Hybond™-N+. Amcrsham) del tamaño del gel. 

Nunca manipular la membrana sin t,'llantes. Cortar otras hojas de papel filtrn del ramaiio 

del gel. ponerlos en un recipiente limpio y seco. 

2. SumerJ..,rir las membranas en ah'lla-D EPC Qibrc de RN :\sao5) por 5 minutos. 

J. Después de mojar la membrana C(luilibrar en amortiguador de transferencia (SSC 20:\) 

hasta que ésta sea usada. 

4. Cortar una hoja de papel \Vhatman J ¡\·L\f aproximadamcllte I cm más ampli() y al menos 

15 cm más largo que el gel. Esta es la mecha y actúa como contacto entre el amortiguador 

de transferencia reservorio y el gel mismo. 

5. Saturar la mecha en amortiguador de transfercncia (10 seJ.,'1.lI1dos es tiempo mas (llIe 

suficiente) y colocarla sobre vidrios sopurtados por una caja petri grande o un implemento 

similar. 

6. Llenar el recipiente con suficiente amortiguador SSC 20X hasta un mímmn de 2-3 cm 

desde el rmal. L'l mecha es sumergida en el a1llortih'1.lador de transferenci:l. 

7. Cual(¡uier burbuja de aire atrapada debajo de la mecha se remueve fácilmente con \lila 

pipeta estéril. Si no se eliminan todas las burbujas se reduce la eficiencia de transferencia. 

B. Poner el gel. en medio de la mecha y remover cual()uicr burbuja atrapada entre el gel Y la 

mecha. Cubrir el área alrededor dd gel con papel parafilm par .. prevenir un cortocircuito 

del sistema durante la transferencia. 

9. Cuidadosamente poner la membrana encima. del gel Y remover cualquier burbuja atrapada 

entre éstos. 

10. Cortar 3 hojas de papel \X'hatman 3 tv[M del mismo talllaiin <Iue el gel. Pre-humedecer una 

de estas hojas en amnrtih'llador de transfcrencL"l. 

11. Puner la hoja de papel Whatman encima de la membrana y eliminar las burbujas de aire; 

poner las piezas secas encima de la anterior. 

12. Cortar un pila rle toallas de papel absorbente o papel absorbente comercialmente 

disponible del tamaiio del gel. Poner las toalla!' de papel encima del papel \Vhatman r 
colocar encima de la pila un peso de 500 g. 

13. L,"l transferencia puede Uevarse acabo por un mínimo de 6 horas. pero es mejor dejarlo 

toda la ll{)che. de 12 a 14 llOras. 
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14. Cuando termine el periodo de transferencia separar, cui~dosamcntc, la membrana del gel 

con una pinza. Asegurarse de marcar la membrana para indicar la orientación de la 

transferencia y del primer pozo. 

15. Sq..,J'1.1ir con los lavadm; post-transferencia. La membrana se lava brevemente (30 :;egundos) 

en SX SSC ~a\'ar en el mismo tipo de amorti1:,'1.l.ador que fue usado para la transferencia) y 

secar con papel \Vhatman 3J\1M. 

Nol-lf. el breve lavado post-transfercncL1. del filtro remueve cualquier pieza de agarosa que 

pudo haber quedado cn el fUtre así como cuak¡uicr otro residuo que puede interferir con la 

inmovilización de la:; muestras y/o especificidad de hibridación. 

16. Exponer la membrana por 2 minutos en un aparato de etltrecnIzamiento uve 500 

Ultraviolet Crosslinker HSI HOEFER por luz ultravioleta para fijar los ácidos nuclcicos. 

Guardar la membrana húmeda a _20°C. 

Obtención de sondas 

La transfonnación de las células y prq)aración de ADN de plásmidos se hizo para 

obtener los ADNc de quitinasa, camasa, HGRP y glucanasa excepto para la fenilalanina 

amonio ¡iasa gue se obulVo por RT- peRo 

J\DNc PLÁSMIDO TAMAÑO DEL ENZIIvlA DE DONADOR O 
INSERTO RESTRICCIÓN REFERENCIA 

HRGI' PF2 660 pb Eco RI y Hind Raz ,1 al, 1992 
111 

I Quitinasa IpCh2 [128 pb Eco RI \XIu ,1 al, 1994 

Glucanasa pGlu 1265 pI> Eco RI \XIu el al, 1994 

Catalasa pCat 2.1 1800 pb Eco RI Scalldalios, 1996 

PAL Se obtuvo por RT-PCR 

Tabla 4. Características dc las sondas utilizadas. 
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Protocolo para Transcripción Reversa de ARN y la 
amplificación de ADNc por PCR 

A partir de la secuencia de la PAL reportada por Ros1cr el aL (1997) para maíz que se 

presenta abajo, se hicieron dos ccbadores para poder hacer el RT-PCR y obtener la sonda de la 

l' IIL. 

PALI 
1201 gcgaggtcaactccgtgaacg~caacccggtcatcgacgtccaccgcggcaaggcgctgc 

1261 acggcggcaacttccagggcacccccatcggcgtgccatggaacaacgcccgcctcgcca 

Ssrl 
1321 tcgccaacatcggcaagctcatgttcgcgcagttctc~a~~t~gtcaacgagttctaca 

138 r acaacgggctcacctccaacctggccggcagccgcaaccccagcctggactacggct tea 420 
pb 

1441 agggcaccgagatcgccatggcctcctactgctccgagctccagtacctgggcaacccca 

1501 tcaccaaccacgtgcagagcgcggacgagcacaaccaggacgtgaactccctgggcctcg 

1561 tctcggccaggaagaccgccgaggcgatcgacatcctgaagctcatgtcgtccacctaca 
4 PAL2 

1621 tcgtggcgctgtgccaggccgtggacctgcgccacctcgaggagaacatcaaggcgtcgg 

Secuencia del oligonuclcótido PAL 1: 5'-(; AG-GTC-AAC-TCC-GTG-AAC-GAC-3' 

Secuencia del oligonucleótido PAL 2: 5'-TGT-IIGG-TGG-I\CG-ACII-TGII-GCT-T-3' 
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Transcripción Reversa (este 

GeneAmp®, Perkin E1mer). 
protocolo es tomado de 

Pflvarar la mezcla de reacción para la transcripción reversa adicionando los 

componentes en orden y proporciones indicadas alxljo. 

(:ompotlcntes V()IUlnen Concentracl('JII final 
Solución de MgClz 25 mM 4 ¡tI 5mM 
Amortiguador 11 PCR lOX 2 ¡tI IX 
Agua tratada con DEPC * 
dGTP (10 mM) 2 fll lmM 
dATP (10 mM) 2 ¡tI 1 mM 
dCTP (10 ml'vl) 2 ¡tI ImM 
dTfJ> (10 mM) 2 ¡tI lmM 

Inhibidor de l~asa (20 U / ¡tI) I ftl 1 Uhll 
Tr:lIlscriptasa Reversa MuLV (50 U / ¡tI) 1 ¡tI 2.5 Uhtl 
Oligo d(l)" (50 ¡tJ\1) 1 ¡tI 2.5 ¡tM 
• Este volumen depender:" de la c<llHidad de ARN tOtal que se use par,¡ dar U11 volumen [Oral de 20 ~l. 

Incubar 1 mg (0.5 ¡..tI) de ARN rotal (de ejes cl';"brionarios de maíz embebidos 24 horas) 

más 3.5 mi de ah'ua por S minutos a 65°C. 

Adicionar la mezcla de reacción, el oligo d(T)16 y mezclar bien (para obtener un 

volumen final de 20 J1l). 

Incubar a 42"C por 45 minutos. Guardar las muestras a ·20"C. hasta llllC sc empleen. 

Protocolo de PCR: Para cada mucstra preparar una mezcla como a continuación 

se indica: 

Componentes Volumcn C(JIlccntraciún final 
M/,·(]z 25 mM 4 ¡tI 2mM 
J\mortiguador PCR lOX 4111 IX 
DNTP, (lO ml\1) 3.2 ¡tI 

Oligonucleótido P AL 1 (lO ¡tl'vl) 1.2 ¡ti 0.6 ¡till 

Oligonucleótido PAL 2 (10 I1I'vD 1.2 111 1J.6 11M 

Ta'l i\DN polimerasa (5 U/I1I) 0.5111 2.5 U/lOO 111 
!\DNc 4 ¡tI 
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En tubos de PCR poner 4 ~ de ADNc de 24 horas. Ailadir 16 mL de la mezcla que 

anterionnente se hizo para obtener un volumen total de 20 MI. 

Dcspués se puso en el aparato de GctlcAmp PCR Systclll 9700 cun el siguiente 
programa: 

94"( por 4 minutos 1 ciclo 

9-t"C por 40 segundus 

oB"( por 40 segundos 30 ciclos 

72"( por 40 segundos 

El análisis de los productos de PCR se realizó por separación en un minigcl dc agarosa 
al 1.5% en e1ectroforesis horizontal y los productos resultantes se visualizaron con un 
transiluminador de luz UV. 

Obtención de los plásmidos (método alcalino) 

Para obtener suficiente cantidad de inserto, las células que contenían el plásmido se 
dejaron crecer durante 15 horas en medio TB para postctionnente seguir con la siguictUe 
Inetodoloh",a: 

1. Centrifugar 1.5 mI de cultivo crecido en caldo TB por un minuto. 
2. Eliminar el sobrenadante por aspiración. Volver a centrifugar 1.5 mI de cultivo cn el 

mismo tubo, dejar la pastilla bien seca. 

3. Resuspender la pastilla en 200 ¡ . .tI de buffer GTE pipeteando de arriba hacia abajo e 
incubar 5 mlllUtos a temperatura ambiente. 

4. Agreh"ar 300 J..lI de NaOH ü.2N/SDS 1 % (solución recién preparada) y mezclar el tubo por 
inversión. NO AGITAR EN VORTEX. Incubar en hielo por 5 minutos. 

5. AgrC!,'<lf 300 J..lI dc acctato de potasio 3M, pH 4.8. Mczclar por inversión. NO AGITAR 
EN VORTEX. Incubar en hielo por 5 minutos. 

G. Centrifugar por 10 minutos a 4°C y transferir el sobrclladantc a UIl tubo lluevo. 
7. Agregar 30 J..ll de ARNasa A (10 mg/ml) e incubar a 37°C por lo mellos 30 minutos. 

8. Hacer una extracción con 400 JlI de fenol·c1orofonno (1:1 v/\')}' mezclar las fases sin usar 
vortex. Centrifugar por 5 minutos para separar las fases y pasar la fase acuosa (superior) a 
un tubo limpio. 
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9. Hacer una extracción con 400 JJl de clorofoffilo-a1cohol isoamílico (24:1, v/v) y agitar sin 

usar el vortex. Centrifuh'<lr por t minuto para separar las fascs y pasar la fase acuosa 

(superior) a un tubo limpio. 

10. Precipitar el ADN agregando un vulumen ih'1lal de isopropanol, mezclar por inversión y 

colocar el tubo a -20"C por lo menos 20 minutos. 

11. Recolectar el precipitado de ADN centrifugando por 15 minutos a 4°C. Eliminar el 

sobrenadante y cnjuagar la pastilla con 1 mi dc etanol al 70%, ccntrifugar por 5 minutos a 

4°C. 

12. Decantar el sobrcnadamc, dejar el rubo invertido y luego dejar evaporar el resto del 

solvente. Disolver la pastilla cn 20 ).11 de agua estéril o TE. 

Purificación de un fragmento de ADN para usar como sonda 

Digestión de un plásmido. 

Una vez que se tuvo suficiente plásmido COH el ADNc se hizo una digestión con las 

enzimas correspondientes para obtener cada inserto de ADN. 

Los plásmidos de diferentes clonas se cortaron con enzimas de restricción para ubtener 

el fragmento de ADN corrcspondiente, según el siguiente protocolo: 

1. Poner a digerir con enzima de restricción como a continuación se indica: 

la ).11 de ADN plasmídico (aproximadamente 8 ).1g) 

2 Jll de amortih'rtlador ReAct B 10X 

1 ¡.tI de enzima (10 U! ¡.tI) 

HzO a un volumen final de 20 JlI 

Incubar una hora a 37"C. 

2. Después de la digestión, adicionar 5 Jl1 de amortiguador de carga para ADN. Cargar 25 iJ,l 

en cada uno de dos pozos en un gel de agarosa al 0.8% (rAE, con EtBr 0.4 Jlg/ml) verter 

cn una cámara. 

3. Correr el gel a 75 voltios hasta que el azul de bromofenol este abajo de la mitad del 

recorrido de la longitud del gel. 
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4. Visualizar el fragmento de ADN con luz ultravioleta. 

S. Cortar la banda deseada con una navaja de bisturí, tomar solo la banda de ADN con una 

mínima cantidad de agarosa rodeándolo. Pasar la banda dc ¡\DN a un tubo cppcndorf. 

Puri.ficación del inserto. 

1. Usando una espátula, transferir el pedazo de agarosa a una balanza tarada para determinar 

el peso, el cual se aproxima al volumcn (asumiéndose 1 mi por gramo). 

2. Cortar la a,¡:.,>arm:a en pequeilos fragmentos (aproximadamcllte 4) y transfcrir a un 

micro tubo de 1.5 mi. 

3. Adicionar 4.5 volúmenes de una solución de NaI, 6 M. 

4. Poner el rubo en un bailo a 50°C para disolver la ag.uosa. Agitar a inrervalns de 2 minuras 

(la agarosa puede ser disuelta después de 5 minutos). 

5. Adicionar 5 JlI de suspensión Glassmilk (matriz), mezclar bien e incubar en hielo por 10 

minutos, mczclando a intervalos de 2 minutos. 

6. Centrifugar la matriz por 5 segundos en un tnicrofuga a 14000 r.p.m. 

7. Desechar el sobrenadante y entonces volver a centrifugar unos segundos. Remover toda la 

solución remanente con una micropipeta. 

8. Lavar la pastilla tres veces con 250 fJI de solución NE\V-WASH fría (-20°C): Adicionar 

250 J..i.l de NE\V-\X' ASH, resuspender la pastilla completamente, centrifugar por 5 

segundos, remover el sobrenadallte y repetir para dar un total de 3 lavados. 

9. Después de la última lavada asegurarse de remover completamente cualquier remancnte 

del sobrenadante con una micropipcta. 

10. Resuspender la pastilla final en 20 J.lI de at,'lta. 

11. 1 ncubar el nlbo a 50°C por 2 minutos para c1uir el ADN de la matriz. 

12. Centrifugar 30 segundos para bajar la matriz 

13. Pasar el sobrenadan te a un rubo lluevo y se redisuelve la pastilla en 5 J.1.l de agua repitiendo 

los pasos 15 y 16. 

14. Combinar los dos cluidos en un tubo, remover una alícuota para checar la recuperación en 

un minigel. 

IS. La muestra sobrante se guarda a 4°C para su uso posterior. 
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Marcaje de sondas de 
método de cebadores 
T echnologies, Gibco) 

ADN con 
al azar 

dCTP radiactivo por el 
(Random Primer, Life 

1. Desnaturalizar 25 ng de ADN y disolverlo cn 5-20 ,.11 de agua destilada en un tubo dc 

microccntrifuga y calentar por 5 minutos en un bati~ de a1:,'1l:l hirviendo, pasado el tiempo 

inmediatamente colocar en hielo. 

2. Adicionar los siguientes elementos en hielo, 

snluci('JIl de dATP (O.S mM) 

solución de dGTP (0.5 llu\'1) 

solución de dn'p (0.5 mM) 

Amortiguador mezcla dc ralldom primers 

la.J2 PldCTP. 6000 Ci/mmol 20 ~Ci/ll1L 

2 ~I 

2 ~I 

2 ~I 

15 ~11 

2.5 ~I 

Agua a un volumen total de 49 JlI Y mezclar suavelllente. 

3. Adicionar 1 ¡..tI de fragmento Klcllow de la DN A Poi 1 de E cok mezclar suavemente pero 

bien y centrifugar unos SCh'lllldos. 

4. 1 ncubar a 25uC por 1 hora. 

5. I\diciollar S ) .. tI de amortiguador EDTA (0.5 M, pH 8.0) para detener la rcacciún. 

ó. Limpiar la sonda pasándola a través de una columna de exclusión molecular empacada en 

un cilindro de 1 mi con sl1)hadex G-2S, equilibrada COII amortiguador TE. 

7. i\'fcdir I MI de la sonda en UIl contador de centelleo para dcternlinar la cantidad de sonda 

marcada a usar. 

Prchibridación 

Pre-humedecer la membrana en SX SSC por 30 minutos. 

I'rehibridar la membrana por 2 horas a 62°C en un volumen excedente (2jO·1000 ~l/cm') de 

amorti,l,Jtlador de prehibridaciún: 

!\mortiguador de prehibridación (15 mI) 

amortibJtlador de fosfatos 

albúmina 

0.5 M (l'\a,IW04 SU % v/,'; NaH,l'04 50% v/v) 

1% 
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SDS 

EDTA 

7% 

¡mM 

Desnaturalización de la sonda: Las sondas se desnaturalizan antes de usarse, incubando 

en un bailo a punto de ebullición por 5 minutos y enfriando inmediatamcmc en hielo. 

Hibridación 

1. Adicionar la sonda al amoniguador de hibridación e hlbridar por 12-16 h()ra:; (roda la 

noche) a 62°C. 

Nota: Para la detección de ARNm o genes de una sola copia se recomienda usar )-20 ng 

de sonda por mililitro de amortiguador de hibridación o 1-5 x 106 qHn/rnl. 

Lavados Post-hibridación 

Dependiendo de la naturaleza y longitud de la sonda, así como de la estabilidad del 

híbrido ADN-ARN, pueden ajustarse las condiciones de lus lavados pnsrhibridaciún. Es muy 

importante considerar que en los lavados posthibridación, la astringencia está una función de la 

fuerza iónica, temperatura y tiempo. 

1. Al terminar el periodo de hibridación, desechar el amortiguador de hibridacirHl en un 

recipiente correctamente etiquetado y lavar los filtros para remover todas las moléculas de 

la sonda que no participan eula fonnación de híbridos, espcáficos ADN-ARN. 

2. Lavar los filtros por 15 minutos en una solucion de SSC 2X/SOS 0.1% (250 mI) dos veces 

a temperatura ambiente para remover la sonda remanente en la membrana. 

No/a: Si el fondo es muy alto lavar en O.lX de SSC a ,no-so°e. 
Es importante no dejar secar la membrana en nUlhrlltl momento. 

3. Cubrir la membrana en plástico y exponerla a una pelicula. 

No/a asegurarse de mantencr húmeda la membrana si planea el rcmovcr la sonda después 

de la autoradiografia para hibridar con otras sondas. 

Como con todos los experimentos (lue involucran isc'¡wpOS, tomar en cucnta todas las 

recomendaciotles~ por los propios contaminantes del material, y todas las reglas de seguridad 

para minimizar el riesgo potencial de contaminación. 

1. Al finalizar todos los lavados de astringencia posthibridación tomar h membrana con una 

pinza y colocar encima de un soporte (acetato). 
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2. Envolver la membrana en plástico, teniendo cuidado de evitar arruh'<lr el lado de la 

membrana y estar ~eguro de que el plástico encima de la membrana st.'a suficiente de tal 

m~lI1cra que la película no ~e humedezca () moje. 

3. Poner un contador Geiger apro~imadamcntc 6 cm arriba de la superficie (-te la capa de 

plástico que cubre la membrana, para estimar el tiempo requerido para la auroradiografia. 

Una actividad alta se puede encontrar en la rel:,t1ón de la membrana correspondiente al 

tatnatlo de los marcadores, si éstos fueron usados para hibridar a la sonda. Una actividad 

extremadamente alta sobre la superficie de esta membrana puede sugerir UIl fondo muy 

alto. 

Autoradiografía 

1. Exponer la membrana c()n tilla película y ulla pantalla intensificadora. Guardar a -70°C 

t( ¡(la la noche. 

2. Sacar el cassete para descongelar a temperatura ambiente y entonces revelar la película. Si 

la seiial es poco evidente en la película entonces no se tendrá fondo. Si el fondo es muy 

alto, usualmente es detectado por la aparición de una línea a lo largo de la película, sin la 

aparición de bandas. entonces se saca la membrana para lavarla con soluciones más 

astringentes. Una alta astringcncía se puede lograr lavando en una solución de SSC O.lX, 

SDS 0.1 % a 55-60°C por 15 minutos. 
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V. RESULTADOS 

COIl base en nuestros objetivos se midió la elongación radicular como par;ímetro 

fisiológico para estudiar 10$ efectos fitotúxicos de la FB 1 en la gcrminaciún. Ésra se midió 

durante la gcrntinación (6, 12,24 Y 48 horas) en ejes embrionarios gcnninando en ausencia y 

presencia de FBI (10 Jl1vf) en dos variedades de maíz, Chalqucilo y H-355, (ver malerial y 

métodos). Los efectos de la toxina en la clntlhtación radicular se muestran en la tibia 5 dunde se 

observa una respuesta diferencial de las dos variedades de maíz a la FH 1 a las 48 horas de la 

genninación. En el maíz Challluciio la FB 1 inhibe la c!oll.b>aci/)ll radicular en UII (i7.3% Y en el 

maíz híbrido 38.2%. A las 6, 12 Y 24 horas 110 se ticnen datos de las mediciones debido a que 

en eStos tiempos no hay cambios en la elongación radicular tanto en los controles como con la 

toxina (datos no mostrado~) en las dos variedades de maíz. 

CHALQUEÑO 48 HORAS /-1-355 48 HORAS 

Control 3.27 mm ± 0.9 6.08 mm ± LO 

f'El 1.07 mm ± 0.3 3.75 mm ± 0.9 

% de inhibición 67.3% 38.2% 

Tabla 5. Efecro de FB t sobre la elong.lóón radicular de ejes embrionarios de maíz. Diez ejes 
embrionarios de dos variedades de maíz (Chak¡ueiio y J-I-355) fueron embebidos durA1He diferentes h()[',l.'\ en 

ausencia o presencia FBI (10 ~1). A las 48 hor.lS se midió la radícula de cada elllbrión tUlto en controles como 
aquellos embebidos con la roxina. Las diferencias enrre los rrar,unienros y conrroles fueron significativas con un 

h"rado de confianza p< 0.005. 
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EFECTO DE LA FBl EN LA TRANSCRIPCIÓN DE 
GENES RELACIONADOS CON LA DEFENSA 

Para c~tudiar el efecto de la toxina (;11 la expresión de estos genes nos enfocamos 

primeramente a obtener todos los AONc de los genes a estudiar, para utilizarlos como sondas. 

los cuales fueron donados por difcretHcs invcStlhl";ldorcs (en material )' métodos se muestran las 

características da cada ADNc. tabla 4). La última wnda que cm de la fenil-alanina amonio liasa 

se obtuvo por RT-PCR (detalles en material y métodos). En la fi¡.,rura G se muestra el producto 

de Irr-p(Jt, obtenido a partir de ARN total de ejes embrionarios (k maíz Chak¡uctlo 

embebidos durante 12 y 24 horas. Dc las dos reacciones de RT-PCR. sólo cn la muestra de 24 

horns encontramos un producto de aproximadamente 420 pares de bases. Para confinnar que 

este frah'fficnto de ADNc correspondía a PAL, el ADNc purificado se digirió con la enzima dc 

restricción Sstl según la secuencia reportada (Róslcr, 1997) y se obtuvieron dos frabl1nentos. 

uno de 169 y otro de 251 pares de bases, de acuerdo a la predicción de la secuencia reportada. 

Con estos datos cotlfinnamos que el fragmento que se obtuvo del RT-PCR correspolldi/) a la 

fenil amonio liasa, la cual se utilizó como sonda para los estudios pertinentes. 

Con la obtención de la última sonda procedimos a seguir con el estudio de la expresión 

de algunos genes involucrados en la patogénesis (glucanasa. quitinasa. catalasa y HRGP). 

Una de las respuestas de las plantas frente a la infección por ffiICrcJorl.,'íltl1stl1oS 

patógenos o al percibir alguna señal química secretada por éstos, es el reforzamiento de la 

pared celular. Un mecanismo para lograr este refuerzo es la síntesis de glicoproteínas ricas en 

hidroxiprolina (l-IRGP) llue se localizan en la pared cdular. En este trabajo se estudió si la 

toxina (FB 1) induáa la expresión de este gen. en ejes embrionarios durante la genninación. En 

la ligura 7 se muestra que el transcrito de la HRG P se expresa durante la gcnninación en ejes 

control siendo detectable desde las 12 horas yen tiempos posteriores también; pero cuando los 

ejes embrionarios de maíz Chalqueiio son expuestos a FHI (10 J.lfvI), la cxpresiún es inducida y 

se observa el transcrito desde las 6 horas. Esta inducción es continua e incrementa COI1 fonne 

pasa el tiempo de imbibición con la toxina. El transcrito de la HRGP parece tcner un reG"lmbio 

muy rápido ya que a partir de las 24 horas se observa un barrido (Iue se obtuvo 

consistcIltcmente cuando se analizó este gen pero no para otros, además de que siempre Se 

verificaba la integridad del i\RN total. Al analizar por dcnsitometría la intensidad de las bandas 
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(figura l1A) se encontró que el máximo de inducción de por lo menos 5 veces a las 6 horas, de 

3 y 2 veces para 24 y 48 horas respectivamente, tomando en cuenta que el análisis 

densitométrico tiende a subestimar la intensidad de la señal. 

Figura 6. Obtención de la sonda PN~ ARN total de maíz Chalqueño de 12 y 24 horas de germinación se 
sometió a la metodología de RT-PCR para obtener el ADN para utilizarlo como sonda. Productos de RT-PCR; 
carril 1 marcador de 100 pares de bases, carril 2 producto de RT-PCR de ejes embrionarios de maíz durante 12 

horas de genninación, carril 3 producto de PCR de ejes embrionarios de maíz 24 hur.l.s de germ.inaci¿n. 
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OH 6H 12 H 24 H 48 H 

FB1 + + + + 
';.'t"" ", 

Figura 7. Inducción de los transcritos de HRGP en ejes embrionarios de maíz Chalqueño durante la 

gernúnaciún en ausencia (-) () presencia (+) de FB1 (10 ,.1.M). ARN tutal (20 IJg por carril) se extrdjo en cada 
tiempo indicado para hacer el análisis de narthem blol; R, ribosomales. 
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Las enzimas hidrolíticas quitinasas y glucallasas también están involucradas en las 

interacciones planta~patógcnn y la cxpresirm de sus genes es muy rápida en presencia del 

patógcn() o alguno de su:' productos. Se ha propuesto {ltlC las quitinas as ell cnujUll{o con las 

glucanasas inhiben el crecimiento micclial de muchos hongos trabajando de manera sinergistica 

para poder hidrolizar con h'Tall efectividad la quitina. 

En ejc$ embrionarios de maíz el gen de la quitinasa se expresa constitutivamente 

durante la gcnnmación a niveles bajos (fih'Ura 8), pero la transcripción aumenta en presencia de 

la FB 1 desde las 6 horas y hasta las 24 horas de la genninacibn. A las 48 horas ya no se detecta 

este transcriw. Durante las primeras 24 horas de genninación la FB 1 tiene un efecto de 

inducción en este gen. El análisis densitométrico (fi1:,JUra 11B) tnuestr¡l (Iue a las 6 horas la 

fumonisina B 1 induce el transcrito por lo menos 6 veces con respecto al control, mientras que 

a las 12 horas hay un incremento de 1.3 \'eces y a las 24 horas éste es de aproximadamente 2 

\'eces. 

En coJltraste el gen de la glucanasa se expresa en niveles muy bajos durante la 

genninación siendo apenas detectable a las 24 horas y teniendo un máximo a las 48 horas 

(figura 9) . Cuando los ejes embrionarios genninan en presencia de la FB 1, la expresión de cste 

gcn se ve reprimida a las 24 y 48 horas. El análisis densitométrico (figura llq muestra que a 

las 24 horas con f'Bl por lo menos hay ulla represibn de dos veces COIl respecto al controL 

mientras que a las 48 horas la represión por la FBl es de 3 veces con respecto al control. Estos 

datos nos indican que la FB 1 reprime la expresión de los transcritos; quizá siguiendo esta 

tendencia en las siguientes horas del desarrollo. 
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OH GH 12 H 24H 48 H 
FBl + + + + 

Figura 8. Inducción de los transcritos de quirinasa en ejes embrionarios de maíz Chalqueño durante la 

genninacióo en ausencia (.) o presencia (+) de FEt (10 ~M). ARN total (20 J..lg por carril) se extrajo en cada 
tiempo indicado para hacer el análisis de northem blot; R. ribosomales. 
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Figura 9. Inducción de los transcri[Os de glucanasa en ejes embrionarios de maíz Chalqueño durante la 
genninación en ausencia (-) o pre.'lcncia (+) de FBl (10 1lM). ARN total (20 J.lg por carril) se extrajo en cada 

tiempo indicado para hacer c1 análisis de northem hlot. R., ribosomalcs. 
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La ruta biosintética de los fenil propanoides proporciona a la célula vegetal de 
precursores de hgnina, fitoalexinas y otros compuestos fenúlicos, que son componentes 
importantes en la defensa de la planta así como en el desarrollo normal. Una enzima clave en 
esta ruta metabólica es la fenil-alanina amonio liasa (rAL) (Iue actúa en la primera reacción de 
la ruta por lo que su control a nivel transcripcional es relevante ya que la expresión del gen es 
afectada por distintos agentes bióticos y abióticos. En la figura 10 se muestra la expresibn dd 
gen de la PAL durante la germinación y se observa al transcrito desde ,las 12 horas C! Itl una 
disminución notable a las 48 horas. Cuando los ejes embrionarios de maíz h:renninan ell 
presencL1 de la toxina se observa una represión en la expresión de este gen a las 24 horas tille 
se mantiene a las 48 horas de germinación. El análisis densitométrico (figura 11 D) indica tille 
en presencia de la fumonisina 131 la expresión del gen de PAL se reduce aproximadamente a la 
mitad a las 24 y 48 horas. 

Otro evento que forma parte de la respuesta de la planta al ataque por patógenos es la 
producción de especies reactivas de oxígeno (EROs) las cuales ticnen un doble papel. uno es el 
ser moléculas de seíialización y el segundo como moléculas que afectall el crecimiento e 
invasión del hongo. Sin embargo cuando los niveles de los EROs son muy elevados estos 
también afectan a la planta, y para controlar los niveles se sintetiza la catalasa que dismuta el 
peroxido de hidrógeno en agua y oxígeno. Con estos antecedentes era importante saber el 
efecto de FB 1 en la expresión del gen de la catalasa. Sin embargo no se detecto la expresión de 
este gen durante la genninación ni en ausencia ni en presencia de la toxina. 
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OH 6H 12 H 24H 48H 

FBl + + + + .. - .~. 

Figura 10. Inducción de los transcritos de PAL en ejes embrionarios de maíz Chalqueño durante la genninación 

en ausencia (-) o presencia (+) de FBl (10 JlM). ARN total (20 Jlg por carril) se extrajo en cada tiempo indicado 
para hacer el análisis de northcm blot; R, ribosomalcs. 
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Fih'Um 11. Análisis densitométrico de la expresión de los genes de la HRGP (A), quitinasa (H), glucanasa (q y 
PAL (O) de maíz Chalqucilo; las \Ini('bde~ est,Hl d,l(bs en pixcles. 
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EXPRESIÓN DE GENES PR 
EMBRIONARIOS DE MAÍz H-355 

y PAL EN EJES 

Parte del objetivo ,era la comparación del efecto de la FB 1 en la expresión de los genes 

dc defensa en dos variedades de maíz. En la variedad del híbrido 1-1-355 se estudiaron 3 dc los 

4 genes (Iue se expresan durante la germinación en el maíz Chalquet1o. 

La expresión del gen de PAL en el maíz híbrido (figura 12) es constinttiva durante la 

genninación y se observa el transcrito desde las 6 horas de imbibición, con un máximo de 

expresión a las 24 horas. La expresión de este gen se reduce en presencia de la toxina durante 

las primeras 24 horas ya que los niveles del transcrito fueron claramente menores a las 12 y 24 

horas (figura 12). 

Sin embargo a estos tiempos el efecto de represión del gen causado por FBI es de por 

lo mellos 2.3 y Q.S veces respectivamente, lo cual nos indica que desde el inicio de la 

germinación hasta las 24 horas, la FB 1 reprime diferencialmentc la expresión de este gen. En 

contraste, a las 48 horas cuando los ejes fueron embebidos con pBI la expresión de PAL 

aumento con respecto al control. Esta inducción fue de aproximadamente 2 veces (figura ISA). 

En la figura 15 se muestra las densitomctrías, las cuales solo nos dan una id<..:a 

cuantitativa de los efectos de la toxina en la activación o represión de la expresi/m de los genes, 

ya que esta tiene ciertas restricciones en la cuantificación dando datos que no representan 

fielmetltc lo observado en las figuras de los norrhem blots. 

ESTA TESIS NO SALE 
DE LA BIBLIOTECA 
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OH 6H 12 H 24H 48 H 

FBl + + + + 
, • ,c, ',_,'." ••• . .' '.' -j;i,.w.,·; 

,.'.- ;~;.. , ' 

Figura 12. Inducción de los transcrüos de PAL en ejes embrionarios de maíz H-3S5 durante la genninación en 

ausencia (-) o presencia (+) de FBl (10 J.lM). El ARN total (20 Ilg por carril) se extrajo en cada tiempo indicado 
para hacer el análisis de northero blot. 
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El análisis de la expresión de la quitinasa en esta variedad de maíz (figura 13) mostró 

que hay una expresión del transcrito en ejes control desde las 6 horas con un máximo a las 24 

horas de la genninación. La exposición de los ejes a la FB 1 causa una ligera inducción del 

transcriro que se observó a las 24 horas y con mayor claridad a las -t8 hOTas. La inducción del 

transcrito a las 48 horas, es de cerca de 8 veces con respecto al control (fih'llfa 15B). L:1 

inducción del gen de la quitinasa es dependiente del tiempo observándose un máximo a las 48 

horas. Estos datos nos muestran que, para este gen, la FBl induce lentamente la expresión en 

las primeras horas de la gcnnillación; pero una vez que los eventos en la gcnninación están 

bien establecidos esta inducción se incrementa sustancialmente. 

Los resultados para el gen de la glucanasa se muestran en la fib)ura t 4 cn la cual 

se observa l¡Ue la expresión de los transcritos se da desde las 6 horas de la germinación cun un 

máximo a las 24 horas. Al incubar los ejes embrionarios del maíz con FB 1, la exprcsiún de éste 

se ve reprimida marcadamente a las 24 y 48 horas. 

En la figura 16 podemos observar que el gen oe la glucallasa presenta un 

comportamiento muy similar en las dos variedades de maiz, en cambio para el gen de la 

quitinasa el comportamiento entre las dos variedades es muy diferentc, en el Chalquciin se da 

una inducción transitoria. Para el gen de la PAL se observa una represión, si lo comparamos 

con los datos de los controles. tanto en el maíz Chalquet10 como en el 1-1-355, esta represión se 

observa hasta las 48 horas en el maíz Chalqueiio yen el H-355 hasta las 12 horas después de 

este tiempo en el maíz H-355 la rt_1>resión se revierte)' se observa una inducción hasta las 48 

horas. 

En resumen. retomando todos los datos podemos obscn'ar que los principales 

efectos de la FB 1 es la de inducir la expresión de gen de la HRG P Y de la lluitinasa desde las 

primeras horas de la gcnninación (6 y 12 horas respectivamente) con un máximo en las 

siguientes horas (24 y 48 horas) y por otra parte la de reprimir genes tales como el de PAL y el 

de g-lucanasa. 
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Figura 13. Inducción del transcrito de Quitinasa por FBt en ejes embrionarios de maíz H-355 durante la 
germinación. El ARN total de ejes embrionarios crecidos en medio con (+) y sin (-) fumonisina B1 a diferentes 

tiempos se sometieron a un análisis de northem blat; R. ribosomales. 
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OH 6H 12 H 24 H 48 H 

PBI + + + + 
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Figura 14. Inducción de los transcritos de glucanasa en ejes embrionarios de maíz H-355 durante la germinación 

en ausencia (-) o presencia (+) de FBl (10 J.1M). El ARN total (20 J.1g por carril) se extrajo en cada tiempo 
indicado para hacer el análisis de núrthem blol. 
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VII. DISCUSIÓN 

La elongación radicular es un evento limitantc que se reflejará en la genninaciún, el 
dc~arrolJo y cstablccimiemo de la plántula nueva '-{ue se orl1:,Tina y en este estado la semilla es 
muy susceptible a factores bióticos yabióticos. En este trabajo se demostró (¡ue la FHl a una 
concentración de 10 j..lI\1 afecta la elongaciúll radicular de ejes embriunarios de maíz sin abolir 
la genntnación de éstos. En Utl trabajo anterior, Dochlcrt y colaboradores (1994) demostraron 
que la FB 1 tenía el mismo efecto en semillas completas de maíz con un 50°/0 de inhibición de 
la elongación a una concentración de 0.068 rng/ mi (94 MM). El mismo efecto hemos 
observado en ejes embrionarios () embriones completos de semilla de maíz. Aunque la 
fumonisina Bl, a éstas dosis (10 Jjl\1) pennite la germinación, afecta gravemente la elongación 
lo que podría comprometer seriamente el establecimiento de la plálltula, ya que el hongo puede 
infectar a la semilla de dos maneras, una cuando llq,Y,t a la mazorca de una planta madura e 
infecta a la semilla provocando la pudrición en ambas estOlctllras y la segunda cuando e! hongo 
esta presente en la semilla seca debajo de! pericarpio y al genninar puede infectar 
sistemáticamente a la plántula en desarrollo. Recientemente Desjardins y Plattncr (2000) 
rl-portaron que esta toxina no es un factor determinante en la patogénesi5 del hongo, pero en 
general se observan síntoma5 más severos, como un menor porcentaje de emergencia de 
plálltulas y tallos más cortos cuando las semillas son inoculadas con cepas que producen altas 
cantidades de fllffionisinas en un rango de 10 a 9 000 Ilg/g (Desjardins el aL, 1995). 

En este trabajo se estudió el efccto de la FB 1 en la expresión de genes de defensa que 
representan la producción de enzimas líticas, el rcforzamiellto de la pared celular, la síntesis de 
fenilpropalloides y la generación de especies reacti\'as de oxígeno ya que éstas respuestas son 
las más significativas que se inducen en la célula vegetal cuando están en presencia de algún 
rnicroort,Y,ltlism.o patógeno o alguna molécula (e1icitor) producida por éste. Se obsen'ú l¡Ue 
algunos de estos genes se expresaron durante la gcnni.llaciún tlonnaI pero la FBl alteró su 
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patrón de expresión. La mayoría de los repones donde se ha estudiado la exprcsiún de éstos 

1-:,'t':lles han utilizado tejidos como hoja, tallo o bien células en cultivo pero hay pocos reportes 

durante la gcnninaelón de las semillas. 

El cfccto de la FBI (10 J.tM) sobre la Chalqueiio como en el 1-1-355 se rt."íllizú durante la 

genninaelón de los ejes embrionarios. El patrón de expresión de este ,gen es diferente en las 

dos \'ariedades; en el maíz Chalquci'i.o se iniela a las 12 horas y en el H-355 es hasta las 24 

horas. éstos últimos datos concuerdan con los datos de \Vu tI aL (1994a) donde n.:pnflall tille 

esta qUit1tiasa se expresa en embriones de maíz durante la genniIlación desde las 24 horas y 

hasta las 72 horas después de las cuajes decaen los tÚ\'e1cs del transcrito. Este gen también se 

expresa en semillas de maíz completas embebidas durante dos días. así como en raíz y tallo 

(Huynh el aL, 1992). En otras especies de plantas se ha reportado la expresi/ltl de quitillasas. 

por ejemplo en arroz se expresa en niveles muy bajos durante la genninaciún y en callos 

(fakakura tI 111., 20(0), en semillas de ccbada, en el tejido de la aleurona, la expresión es muy 

alta (Leah el aL, 1991). Estos datos indican que la expresión de quitinasas es muy variable y 

depende de diversos factores. Otro factor que puede influir en el patrón de e:<presión 

observado es la variedad del maíz, mientras que en la variedad Chalqueño la expresiún dd gen 

se detectó desde las t 2 horas, para la variedad H-355 se observú a partir de las 24 huras de 

gennmación. 

En estc estudio se encontró que e1 gcn dc la quirinasa es inducido por la toxina FB t 

durante la germinación de los ejes embrionarios de maíz Chak¡ueiío y la expresi/lIl máxima se 

observó a las 12 horas y a las 48 horas no se observa ningún efecto. pero esta inducción fue 

solo transitoria. En el maíz H-355 la inducción se observó a las 24 conservándose hasta las 43 

horas. La inducción de este gen presenta un patrón muy similar entre las dos variedades dentro 

de las 48 horas de la genninación pero hay un desfasamiento de 12 horas. en maíz Chalquci'i.o 

la expresión en ejes control e inducción es a las 12 horas y pnstenonnetlte (24 horas) decae la 

expresión }' la inducción, el mismo patrón se observó para eje:.- embrionarios del maíz H -355 

pero a las 24 y 48 horas respectivamente. En general en las dos variedades se observó una 

inducción dd gen lo cual cunfinna que este gen es inducido pur la FB l. con tiempos 

desfasados, indicándonos tlue existen diferencias dadas por caracteristicas propias de cada 

genotipo. 
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Se ha reportado que en las interacciones planta-patógeno las guitinasas son inducidas en 

vanos tejidos. En semillas de maíz infectadas con F: mOlliliforme hay una inducción de una 

proteína RP básica (Casacuberta el al., 1991) que si bien no es una quitinasa, pertenecen a la 

misma familia, cuya característica común es la inducibilidad durante distinto tipos de 

interacciones planta-patógeno. Esto asienta que el gen de esta enzima es activado cuando hay 

un eliciwr y que muy probablemente se activa cuando se da la infección por el patógeno 

durante la genninacÍón.del maíz. En otras plantas S~ ha reportado que este J..,JCtl es inducido 

cuando está presente el patógeno, como por ejemplo en hojas de frijol en presencia de 

PJelldomo1la.r :rynllgae (Meicr el aL, 1993), en hojas de papa con Pz,l)'lophlhora iI¡júlalls (Beerhues y 

Kombrink, 1994) y en tomate cuando es infectado por Cladosponum jultJUm (Danhash el aL, 

1993). Sin embargo, existen muy pocos estudios en semillas durante la gcnninación en 

presencia de un elicitor, donde se reporte los cfec[Qs en la expresiún de este gen. En conjunto 

los datos sugieren que la repuesta de la (luitillasa en la genninación es un evento que se da 

durante las primeras horas. La actividad hidrolítica de las quitinasas sobre pared celular de 

hongos patógenos constituye un mecanismo de defensa de la planta (Huynh el aL, 1992). 

La glucanasa y la yuitillasa fonnan parte de la familia de proteínas PR y en varios 

sistemas se ha observado la expresión conjunta de ambos genes. En hojas de tomate infectadas 

por el hongo Cladospor7l1m jllliJUm se activa la inducción conjunta de los genes de estas enzimas 

(Benhamnu el aL, 1990). Sela-Buurlage el aL (1993) en un ensayo in vitro encontraron que la 

quitinasa y glucanasa de tabaco lisan las puntas de hifas de }:¡Isanum JOÚIll¡ inhibiendo el 

crecimiento del hongo. En hojas de papa tratadas con el hongo PJ!}lopblhom ¡"JfSlllIlJ con una 

preparación cmda de éste se observa un incremento fuerte en la actividad de quitinasa y 

glucanasa (Bcerhues y Kombrink, 1994). 

En este trabajo se observó la represión del gen de la glucanasa tanto para el maíz 

Chalquell0 como para el H-355. En el maíz Chalquetlo se observó la expresión del h~1l a partir 

de las 48 horas de. germinación control y no se observó cuando se imbibieron en presencia de 

FBI. Ellla variedad de maíz 1-1-355 la expresión de este mismo gen se detecta desde las 6 horas 

ya las 24 horas claramente se detecta yuc la FB1 reprime su expresión. 

La activación del gen de la glucanasa se ha reportado en diferentes especies de plantas 

aun bajo estímulos distintos al de un patógeno. En tabaco, el etileno y el ozono inducen la 

expresión de este gen (Vi)gcli-Langc el aL, 1994); en plántulas de maíz la activación del gen se 
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induce por ácido salicílico, el etefon, generador de etileno, cloruro mercúrico, infección con 

AspergifúlJ j!tJ1Jt1S y cicloheximida; en semillas se ha detectado la activación del gen de la 

glucanasa en presencia de A. ]kmus solo en la capa de la aleurona, pero en semillas control no 

hay expresión; en embriones genninando no se ha observado la expresión de la glucan3sa ni 

aun infectando con A.jlall/lJ (Wu el aL. 1994b). StotlC el al. (2000) reporta la inducción de la 

glucanasa (PR2) en plántulas de Arabidop.rir expuestas a FB 1 (1 ~ por cuatro días. pero no 

hay estudios de la expresión del gen a tiempos más cortos. Nuestro eShldio se acotó a la 

expresión en el eje embrionario gcnninalldo durante 48 horas. 

No se observó la inducción conjutlta de los dos genes por el tratamiento con FB1, lo 

llue se sugiere una expresión diferencial a ciertos estímulos, cuando se empican compuestos 

aislados del patógeno en fonna pura ya que la mayoría de los trabajos hechos con elicitorcs ha 

empleado preparaciones crudas de pared cdular del hongo. Otro trabajo llue reporta una 

expresióll diferencial es en hojas de tomate cxpuestas a pared celular de P. illflSlt/llS donde las 

glucanasas de b clase 1 no son inducidas pero la quitillasa si (I-Innova tI aL, 1995). Por lo 

menos para estas dos enZtmas. que SI bien exhiben una alta actividad antifúngica en 

combinación, no responden de igual manera a todos los estímulos y ésta expresión también 

dependerá del tipo de tejido y cstado de dcsarrollo de que se trate. 

Otro de los genes estudiados fue el de la PAL, cuya transcripción se activa cn respuesta 

a varios estímulos cxtemos. En hojas de arroz se induce la expresión del 6rt:1I por luz, dalla 

mecánico o inoculación con un extracto de pared celular del hongo patógeno M(}~~"aportha ,grisea 

(Zhu el aL, 1995). En tabaco, el tratamicnto con megaspennina, un eliciwr, induce a este gen 

en forola rápida y transitoria en hojas y tallos (Pellegrini el aL, 1994). así como cuando el virus 

del mosaico de tabaco infecta en hojas, pero este efecto se observa 38 horas después de 

iniciada la infección (Pellegrini tI aL, 1994). Este gen también se expresa durante el desarrollo 

de la planta, por ejemplo en mclón, la exprcsión de PAL se incrementa en la maduración del 

fruto (Diailinas y Kanellis, 1994); en perejil se expresa en raíz, tallo, hojas y nores, sicndo muy 

baja la expresión cn tejido vicjo comparado con tejidos más jóvenes (Appcrt tI aL, 1994). En 

Ambidop,rir ¡halial/tI se expresa en hojas, inflorescencia, raíz y plántulas en diferentes estados de 

desarrollo (\'(!auncr el tlL, 1995) Y cn hojas. dc esta misma especie, se ha observado la inducción 

del gen en respuesta a la infección por especies patogénicas dc PselldomollllJ (Wanuer tI aL, 

1995). Nonnalmentc este gen se expresa en varios tejidos. Si bien no existen trabajos donde se 
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haya estudiado la expresión de PAL en semillas, si se ha descrito que este gen es expresado en \ 

tejido en desarrollo o joven (Appen el lIL. 1994; Osakabe el aL. 1995). 

El efecto de la FBl sobre la expresión del gen de la PAL es de represión durante las 

primeras 24 horas en ambas variedades del maíz. Sin embargo. en la variedad H-355 después 

de la represión a las 24 horas, se observa una inducción. a las 48 horas, con lo cual podríamos 

hipotctizar que al seguir durante mas tiempo el ensayo se encontraría una inducción del 

transcrito de P AL Y esto implicaría que la inducción de PAL sería una respuesta tardía en los 

eventos de señalización de la respuesta a un e1icitor por parte del eje embrionario de maíz. 

Estos datos también sugieren que en el proceso de infección, la toxina podría fUllcionar como 

represor de las repuestas para facilitar la infecciún. 

Se ha demostrado que el gen de la PAL es inducido en respuesta a radiaciúIl UV en 

células de perejil y en frijol. El promotor de este gen en éstas especies se ha deTll( Istrado que 

presenta secuencias conservadas en su rChrión promotora las cuales responden a éste estímulo 

(Lois el aL, 1989). En perejil éstas secuencias también están involucradas en respuesta a un 

c1icitor. Así, se podría pensar que en la secuencia del gen de la PAL podría encontrarse 

secuencias parecidas que regularan la activación del gen en maíz ya lfue se reporta que para 

\'arias especies éstas secuencias son conservadas y son estimuladas tanto con luz UV como con 

un e1icÍtor por ejemplo la chaleon sin tasa. presenta una activación de su exprcsiún ante estos 

dos estímulos en maíz, Ambidopsis y frijol, así como la PAL de Pelrn.rcfi,,"m Cri.rplllll (Luis el aL. 

1989). Durante la imbibición los ejes genninan en oscuridad por lo que podría pensarse que 

este gen requiere de luz para su inducción. 

La arcluitectura de la pared celular es parte importante ell las células de la planta y entre 

los componentes se encuentran proteínas como la HRG P. Existen varios reportes cn los cuáles 

la expresión del gcn de esta proteína se observa en varios tejidos en dicotiledóneas, por 

ejemplo en tallos y peáolos de frijol (\Vycoff el aL, 1995); en tallos de soya (Ye y Vamer, 1991); 

en tallos y hojas de tabaco (riré el aL, 1994). En monocotiledóneas, se ha nbst.:rvauu la 

expresión en hoja, embriones, coleoptilns, plúmula y raíz de maíz (Stiefel el a!.. 1990). así como 

en raíz de arroz (Guo el al., 1994). Este gcn también es inducido por vanos f-acton:s tanto 

abióticos como bióticos; en hojas, tallos y peáolos de frijol con dalia mecániCtl (Wycoff el l/L, 

1995); en hojas y tallo de tabaco cuando hay ulla infección, dai'io mecánico (') en presencia de 

ácido salicílico (riré el a!., 1994); en hojas de arroz cuando hay daiio mecánico (J en presencia 
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de ácido abscísico o CaCh se da la inducción (Gua el aL, 1994); en coleoptilos, embriones, 

hojas, plúmula, hipocótilo y raíz de maíz el gen se induce al provocar daiío mecánico ¡') en 

presencia de etileno. En cultivo de células en suspensión de maíz se ha mostrado que hay una 

inducción del transcrito en presencia de micelio de E nlofli!!forme, así como en la embriogénesis. 

}' en las prunCttlS horas de genninación por varios tipos de estrés (Garcia-Ivluiíiz el aL, 1998~ 

Jose-Estanyol y Puigdomenech, 1998). 

La fumonisina Bl indujo la expresión del gen de HRGP en la \'ariedad de maíz 

Chalqueií.o. Este transcrito se expresa desde las primeras horas de la genninación en los 

controles y se ha reportado que es de suma importancia para reforzar la pared celular y que 

además es activado eu las primeras horas de la genninación (Sticfel (1 aL, 1990). 

En la línea celular CVl de riiíón de mono se ha reportado que la toxina FBl induce la 

expresión de la proteína p21, un inhibidor de las cin:tsas de cielinas. El análisis detallado del 

promotor del gen de esta proteína por experimentos de cambio de movilidad y "footprinting" 

detenninó que los elementos Spl con las siguientes secuencias cenlrales GGGCG () CCCGC 

son los responsables de esta activación (Zhang tI tlL, 1999). El análisis de la secuencia 

promotora del gen de HRG P de maíz (luz el aL, 1992) mostró dos elemcnros ih'uales a los 

reportados por Zhang y se localizan en la posiciones -175 y -341 (figura 17). 

Una de las primeras respuestas de las plantas ante ataque por patógenos es la 

producción de EROs acompa.iíado de enzimas para evitar el datio que podrían causar las 

EROs. La expresión de la mayoría de las catalasas, en maíz, responde diferencialmentc a 

seiialcs de luz (Polidoros y Scandalios, 1997) y otros tipos de estrés aUllllue también se 

expresan en condiciones nonnales ell diferentes plantas. Las catalasas también responden a 

cambios de temperatura (Dat (1 tJi., 2000). En la semilla de la planta de ricino el ARNm de catl 

está presente abundantemente en el elldospenno, cotiledones y solo una pequeI1a cantidad en 

raíces, pero el ARNm de cat2 es más abundante en hipocótilos y en raíz mientras llue 

endospenno y cotiledones contienen solo pcquetias cantidades de ¡!stt: trfltlsc:nro. El ARNm nO 

se encuentra en semillas secas pero durante la genninación hay ulla acumulación temporal en el 

cndospenno en repuesta (Suzuki tI tlL, 1994). La inducción de cat2 en hojas de papa está dada 

por bacterias y por nemátodos (Niebcl el aL, 1995). En hojas de papa hay una inducción de 

cat2 cuando se exponen al ácido araquidónico, un c1icitor del hungo P/!ylhophtoTtl illfislmlJ. 

Recielltcmente se reportó que la sobre expresión del h~n de cat2 de tabaco en plantas de papa 
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transgénicas induce una expresión constitutiva del gen endógeno de la catalasa y esto se ha 

asociado a un incremetHo en la resistencia a p, llIfeslanJ (Yu el aL. 1999), 

A 

-157 GCTCCGCGCTGGGCAGCCAGGAAGCCTGGGC CCGGGGAGGGCGGTCCCGGGC GCGCG 
CGAGGCGCGACCCGTCGGTCCTTCGGACCCG GCCCCTCCCGCCAGGGCCCG CGCGC 

-100 

B 

GTGGGCCGA~CGCGGGTCCCGCCTCCTTGAGgCGGGCCCGGGCGGGGCGGTTGTATAT 
CACCCGGCT GCGcccAGGGcGGAGGAACTC GCCCGGGCCCGCCCCGCCAACATATA 

-403 TAACGTGAGTA'ITGTGGGAACfACTfGTAGATGCAAACGATGTAAATCCACCTGTGCCCr.CCCGGC 

-337 TCfATCCATTCCArfCGTCAACACGCAAGTTCAGACTGGACCAGTGAGCGGTGCCGGTGAACCCAG 

-271 CCCAAGCGAGTGACCATCGGGGAAGCCTCCCGTGCfGCCCCCACATGGOTGCCrGAATGcererc 

-205 GCCGCAGTGCCCrCI'CI'CCI'CCTCTCCGTCC,AAGGGCGTCACGAGAGCCCAGAGCGGATCCGAGGC 

-131) CCCCACCCCACCCCI·I'CCI'CCGTGTA1'ATAAGCAGTGGCAGGGTGAGCGTCTeTCCfCAGACCACCA 

-72 CI'GCGCCA TTGGCCAGCrAGAGC('".AACCAGAAGAGC1TCGAGTI'AO-GAGAG'I'GTGTGTGAGAGA 

-7GAGGATG 

Fi!,'1Jra 17. Los elementos Spl se muestrAn encerrados en el rectángulo y la secuencias ceneral subrAyada. A, 
Secuencia de la región promotora del gen hwn,UlO p21 (-157 a -42), B, Secuencia del promotor del gen de 

HRGP de maíz (número de acceso X63134 en A1vfBL/GcnB<Ulk Database), los elementos Spl identificados se 
cncuentran subrayados con una línea sencilla. La ca;'J TATA se distingue pur una doble línea debaju de la 

secuencia y la línea punteada indica el sitiu de inicio de 1;1 transcripción, 

En maíz el transcrito de cat2 aparece durante el desarrollo tardío del h'l'auo e incrementa 

dramáticamente en escutclo después del 4° día de imbibición, está ausente en hojas ctioladas 

pero se acumula rápidamente por exposición a la luz, En embriones tratados con ácido 

giberélico (AG), ácido abscisico (ABA) y ácido salicílico (AS), con diferentes días de 

exposición, el gen es inducido diferenci'llrncnte, El patrón de expresión de cat2 no cambi:l bajo 

el efecto del AG, sin embargo, los transcritos incrementan dramáticamente con ABA y 

ligeramente con un tratamiento de AS (Guan el aL, 1996). Cat2 responde a la toxina 

cercosporina diferencialmcnte en dos estadios del desarrollo embrionariu en presencia de 10 

) .. 1./I\'1 de cercosporina incrementa el transcrito y en gcnninaCÍón hay inducción creciente con un 

máximo a una concentración de 20 ).t1vf; Cat2 también responde a I\S difcrencialmente en estos 
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dos escados (\Villiamson y Scandalias, 1993). En plánrulas de maíz expuestas a ozono, el nivel 

de los [ranscritos de cat2 decae (Ruzsa el aL, 1999). 

En este trabajo, no se encolHró expresión del gen cat2 en los tiempos estudiados en ejes 

embrionarios de maíz. a diferencia del reporte de Guan el aL (1996) en el cual trabajan con 

:\RNm de escutelo separado de semillas después que fueron tratadas con difcrenH.:s 

compuestos (ABA, C;1\3 y AS) así Como de semillas cuntrol. Asimismo tampoco se pudo 

delectar la producción de pe!óxido de hidrúgello en este tejido (datos no publicados), que es 

un inductor de la síntesis de catalasa. Recientemente. se ha rep'ortado que en plantas de 

Ambidop.rir IhalimllJ expuestas por cuatro días a FHI (1 J1M) se acumulan especies rl."acti\'as de 

oxígcno en las hojas, lo que indica la activación de metabolismo oxidativo (Stoue el aL, 2000). 

Esta discrepancia con nuestros resultados podría deberse al tiempo de exposición con la 

toxina, al tejido empleado y a la difercncia de susceptibilidad entre Zea 17/(!JJ y Arahidopsú 

IhalirlJ!tl. 

Los re:ml tados mostraron que la FB 1 indujo una expresión diferencial de los genes 

estudiados durante la genninación de ejes embrionarios de maíz; micntras quc la HRGP y la 

(jUilincasa fueron inducidos, el gen de la glucanasa fue reprimido en ambas variedades de maíz. 

El gen de la PAL en el maíz Chakluetlo es reprimido pero en el maíz H-355 se enconrró 

represión durante las primeras horas de la genninación pero a las 48 horas se observó una clara 

inducciún, aunque ya no se conrilluo el estudio en tiempos posteriores. 

Hay pocos reportes subre la expresión de genes de defensa duratlte la germinación, quc 

es un estadio previo al establecimiento de la plántula y en el cual hay una alta susceptibilidad a 

pau)gellos. Este es uno de los primeros trabajos donde se estudiéJ la expresirm de genes claves 

de diferentes rutas metabólicas involucradas en la respuesta oc defensa de la planta ante una 

molécula fitotóxica producida por el patógeno. 

El efecto diferencial de la to:<ina en la expresión de estos genes de defensa 'Iue se 

observó se podría explicar por el modo de acción molecular de la FB 1 que mejor se ha 

caracterizado. En sistemas animales (Yoo ('/ aL, 1992,1996) Y vegetales (Abbas el aL, 1994) se 

ha cnCOlltracln que la FB1 inhibe la actividad de esfmganina N-aciltfansferasa.1a cual condensa 

una molécula de esfmgallina con acetil CoA para producir ceramida (Lynch, 2000). La 

inhibición competitiva de esta enzima causa la acumulación de esfmh13.nina, fitoesfmgosina y 

reduce los ni\'e1es de ceramicla en la célula. En células animales la acumulación de esfmganina y 
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esfmgosina pueden tener muchos efectos cotlln la inhibicic'lIl del crecimiento. cambios 
morfoló,gic('):; y muerre celular CII varios tipos de células (Merrill (~I al.. 1997). 1\ :;u vez. (~stas 
bases esfingoideas pueden actuar sobre otros blancos como son las proteínas cinasas () ¡'\fU\P 
cinasas que están itl\'olucradas en la transducción de sciialcs. La cascada de la proteínas cinasas 
activadas por mitógcnos (fvlJ\Ph.) involucra la actividad coordinada y secuencial de tres 
familias de proteínas conocidas c;lmo rvLAPK. ¡\V\PKK y MAPKI'-K. La actividad de estas 
MAPK es positivamente regulada por fosforilaciún en aminoácidos específicos. Las MAPK..K..K 
y la MAPKK son protdnas citoplásmicas que fosforilan únicamente MJ\PI'-K y ¡'vu\PK 
rcspecti\'amcnte. pem la i\1APK activa puede fosforilar numerosas sllstratos. COIllO proteínas 
citoplásmicas, de citocsqueleto. de membrana y de núclco incluycndo factores de tramcripción 
que coordinan cambios en la expresión de genes en respuesta a un estímulo inicial (Jotlak el aL, 
1999). 

Se ha reportado que la FB 1 en células animales modula la actividad de j\'LAP cinasas y 
(Iue es una respuesta temprana. En ftbroblastos Swiss 3T3 la FBI (lS ~lM) modula la actividad 
de dos i\1APK. observándose en los primeros minutos un incremento en la actividad 
(\Vattenberg tI aL, 1996). En estas mismas células se ha observado la acumulación de 
esfinganina y esfingosina e11 presencia de FR 1 después de treS hOTas. Sin embargo. falta el 
dctenninar si en los primeros minuto~ se acumulan esftngosina y esfmganina y si los niveles 
son suficientes para la activaciún de i\1APK. En plantas. se ha reportado la activación de 
módulos de .\lA P cinasas en presencia de elicitorcs como pared celular de hongos r proteínas 
derivadas de pared celular de los mismos (Klcssig el tlL. 2000). En perejil estas enzimas, son 
translocadas a núclco sugiricndo un papel dc rct,'1.l.lación cn genes inducidos por clicitores 
(lonak et al, 1999). En el laboratorio ya se ha demostrado que la FB 1 (10 JlM) induce la 
acumulación de esfinganina en ejes embrionarios de maíz (llIe se encuentra en una 
conccntración hasta de 10 veces más alta que cn los tcjidos control a las 24 horas (H..ivas San 
Vicente, comunicaciún personal). 

En sistemas allimales la acumulación de esfillhl'íl.nina y csfingo::;illa inhiben a la proteína 
cinasa C. estimula fosfolipasa O y causa movilización de Ca~+. cn cambio la ceramida activa 
proteínas cinasas, fosfatasas y MAPK pero inhibe a la fosfnlipasa D. En plantas !lO se han 
estudiado los efectos que producen estas bases csfingoideas. pero podría especularse quc la 
acumulación de esfingallina por FB 1 promuc\'a la movilización de Ca~' vía fosfolipasa D para 
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activar MAPK Y desencadenar la cascada de éstas enzimas activando el gen de la quitinasa y 

HRG P por la fosforilación de factores de transcripción. Sin embargo, la esfinganina podría 

también inhibir a una protL'Ína cinasa involucrada en la ruta de MAPK evitando la acti\'ación 

de genes como la PAL y la glucanasa. Asimismo. si efectivamente se reducen l()s niveles dc 

ceramida y esta molécula está involucrada en la activación de ciertas cinasas, se podría explicar 

la inhibición de la transcripciim de genes cnmo podrían ser glucanasa y PAL. 

En la ruta de sei'ialización el ácido salicílico (AS) y el ácido jasmónic() (AJ) son 

hormonas importantes (Iue han sido implicadas en amplificar la seiial inicial e incrementar la 

expresión de varios genes que responden a patógenos. Los diferentes patrones de expresión 

son el resultado de la estnlctura de las regiones promotoras de los h7Cnes, las cuales presentan 

diferentes elementos que rL1Jresentan el último aceptar de toda la ruta de seiialización. como 

por ejemplo. en el caso de la rransducción de seiiales por vía de la MAPK es importante la 

activación por fosforilación de factores de transcripción para activar ciertos genes. 

Recientemente se ha reportado que existen proteínas de unión a DNA las cuales se unen a 

ciertas regiones de la secuencia promotora de genes para activar su transcripción y cuya 

presenci.1 está asociada con incremento ell los niveles de AS, AJ Y ABA. Por ejemplo la caja W, 

con una secuencia TTGACC, donde se unen proteínas WRKY a la región promotora de genes 

de PR 1 Y PR2 en perejil (Rushtotl y Somssich, 1998). Con estos antecedentes podria pensarse 

que probablemente la región promotora de los genes reportados en este trabajo presente 

secuencias espeáficas que sean activadas por proteínas pertenecientes a la trallsducción de 

seilales en la que participan esfmgolípidos cuyos niveles se altcratÍan por la FR 1. 

Con todos estos datos sc pueden sugerir dos hipútesis: una en la <.JlIC la FB 1 pueda estar 

afectando la actividad de la N.acil-transferasa, provocando la aounulaci/lII de bases 

esfingoideas (esf1l1ganina) y que éstas a su vez actúen sobre intennediarios como podrían ser 

proteínas cinasas o fosfatasas que activen factores de transcripción que lleguen hasta e! l1úcleo 

para acti\'ar o reprimir los genes de defensa; y b. seh'Unda es que la fumollisill:l Bl esté 

actuando directamente sobre una MAP cinasa o indirectamente, vía esfingolípidos por 

ceramida O esfingosina, para activar un modulo de MAl' cinasas interviniendo en la cascada de 

setlalización para activar alhlUnos de los genes estudiados (figura 18). 

Una estrategia para analizar si efectivamente los niveles de bases esfingoideas están 

participando en la ruta de scüali7.ación involucrada en la inducción de genes de defensa. sería la 
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adición exógena dc esfinganrna y fitoesfingosilla a ejes embrionarios durante la genninación y 

estudiar la expresión de estos gencs. Si la csfil1ganina provoca un efecto similar a la FBl la 

siguiente pregunta sena probar si en csta cascada de transducción de seíiales parricipan !\{A.PK 

Para comprobar ésto, se puede detenninar la actividad dc las M..APK en extractos prnteícos de 

ejes embrionarios germinando en prescncia de FB 1 o esfingallina. La activida.d de estas cinasas 

se puede analizar mediante geles de actividad usando como sustrato la prof(~ílla midina básica 

(0.25 a 0.5 rng/ml) }' ATP marcado (y-J~P_ATP) a temperantra ambiente con un pH 7.6 (Usami 

tI aL. 1995; Suzuki y Shinshi. 1995). Sc ha reportado en maíz la purificación !. caracterización 

de una a MAPK (ZmMEK1) de 39. 874 Da, dqH:ndicnte de Mn2 + que es capaz de 

aurofusforilarse (Hardin y \X/ollliak, 1998). 
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~HRGI'1' 
/'\./'\./\/V\ljuitillasa i 

ARN /'\ /'\ A A A 
~g11IC'Ul:lsa-l.-

PAL~ 

FIf,'lJra IR. Posihle :Icción de la FBl enla gcnninacióll de ejes embri()narios de maíz. !\f¡\PK, prot{'in:\s cinasas 
activadas por mitt'igenos; FT, facwfl's de trallscripClún. 
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VII. CONCLUSIONES 

• Se comprobó que la FB 1 reduce significativamente la elongación radicular de ejes 

embrionarios de maíz. Anterionncllte se había visto este efecto pero en semillas completas 

(Doehlert el aL, 1994). 

• En ejes embrionarios de maíz la FB1 induce la expresión de sulo dos genes de defensa, 

quitinasa, la glucanasa y la J-rRe; P en las primeras horas de germinación, reprime la 

expresión del gen de la glucanasa fLi)t;me a; gen de la PAL durante las primeras horas de la 

gennillación y lo activa en la variedad H-355. 

• No presenta ningún efecto en el gen de la glucanasa. 

• En ejes embrionarios existe una expresión diferencial de los genes relacionados con la 

respuesta de hipersensibilidad (HRGP. PAL, quitil1asa y glucanasa) provocada, indirecta o 

directamente, por la toxina FB1. 

• Los resultados de este trabajo, en conjunto con otros, sugieren que la acción de la FB 1 en 

la inducción y represión de los genes estudi,tdos podría estar dada por intcnnediarios los 

cuales se acumulan poda acción de la toxina. 
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VIII. APÉNDICE 

Cuidados del material para trabajar con ARN 

Las dificultades asociadas a lo largo de la purificación. hace el ARN intnnsecamente 
lábil, debido a la actividad ubicua de la ribunuclcasa. Las AJU\lasas son una f ... milia de enzimas 
t¡ue hidrnlizan moléculas de ARN prescntalldo actividad cndotluclcolltica y IIl:xIlIluclcolírica. 
Estas son enzimas pcqueiias (ARNasa A ~ 14 000 Da.) muy estables, que mantienen su 
confih'"uación terciaria gracias a 4 puentes disulfuro que pcnnitcn su rcnaturalización 
rápidametlte aún después de un tratamiento con mucho desnaturalizan tes, y aún después de 
hervir en una solución por 20 minutos o más. Las ARNasas ticnen cofactores con 
requerimientos mínimos y son activas en un amplio rallbro de pH. Es por In tanto oblig.ltorio 
que el material y los reactivos estén libres de Iluclcasas para el comienzo del experimento 
(FarrclL 1993). 

Para las metodologías usadas en los experimentos trabajando con ARN se tuvieron las 
precauciones que a continuación se mencionan: 

i'daterial de cristalería. El material se lavam pc.~rfectamente con agua corriente y la última 
enjuagada será con agua destilada. Una vez seco se tapara con papel aluminio y se dejam 
durante 15 horas en Ulla esnifa a 1S0ne o bien esterilizar a 1.S Kg/cm 2 durallte una hora. 
Después de esto el material estará listo para usarse (incluyendo los frascos para soluciones). 

Material de plástico. Incluye dos tipos, los que pueden scr esterilizados en el autoclave 
lIna hora a 1.S Kg/cm2 como puntas tapas y wbns eppendorf. El segundo tipo son cámaras de 
clectrof()fcsis y contenedores para lavados de membranas, cste material se lavaba con un 

detergente comercial (RNAsasin~ dejándolo durante toda la noche en una soluci/m (80:20 \'/\' 
agua: detergente) para postcrionnente cnjuah'<l.rlo con a1:,'lla tratada con DEPC (tres lavados). 
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El dietil pirocarbonato (DEPC) es un inhibidor de ribonucleasas que reacciona con la 

histidina del sitio activo de las ARNasas. Sin embargo este es un agente cancerígeno por tanto 

se debe de tomar todas las precauciones necesarias para trabajar con este compllest( l. las cuales 

se mencionan a continuación. 

Agua tratada con DEPe Agua desionizada es esterilizada durante 1 hora. E.sta agua 

posterionnente se le adicionaba el D EPC a una concentración 1: 1000. Esta solución se dejaba 

en agitación durante toda la noche y por ultimo se esterilizaba e1l la autoclave a 1.5 Kg/cm2 

una hora (para desactivar el DEPC). 

Una fuente de ARNasas son las mallos. por eso es de suma importancia utilizar guantes 

desechables durante el tiempo gue dure el experimento. 

Soluciones para trabajar con ARN. Estas soluciones se hacían con agua tratada con 

DEPe usando todo el material esterilizado (cspánlla. vasos de pp, probetas y magnetos) y 

h"1Jalltes, para postcrionnente esterilizarlas. las que debían esterilizarse 20 minutos a 1.5 

Kg/cm 2• 

SOLUCIONES 

Buffer de imbibición. La solución se preparaba con los siguientes reactivos a estas 

concentraciones KCl 50 m.i\1; MgCh 10 m~'l; tris-I-rCI 50 mM; sacarosa 2% y c1oramfenicol 10 

mg/ml (este último se adiciona después de eSlerilizar). 

Buffer MOPS IOX. 

MO!lS (sigma) grado molecular 

Acetato de sodin 

EDTtI 

11.2 M 

0.05 M (se hacia un stock a una 
concentración 3M ajustando el pH a 5.2 COH 

ácido acético 3 M) 

0.01 M (se preparaba una solución stock a 
una cotlcentr,¡óón de O.5M, ajustando el pH a 
X.O con 10 M de NaOH). 
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Buffer de carga glioxal 

Glicerol 

NaxHxPO .. 

Azul de bromofcnol 

Clioxal 

50% (v/v) 

0.01 ~vl (Este buffer ~e hace a partir de dos soluciones 
concentradas. NazHPO .. y Nal-!ZP04 UVI a pH 7) 

0.4% 

6 M (-1.0%) desinnizado 

Normalmcntc el glioxal tienc un pl-[ ácido, para desionizarlo se toma una alícuota 

petjucl1:l (Iml) para ponerla en cotl[acto con resina ¡\G~5()I-Xg (l)) en un matraz estéril de 10 

mI en una razón de 5 g de resina por SO mi dc glioxal. 

Caldo TB (lOO mi) 

Peptona 

Extracto de levadura 

Glicerol 

)(H,I'O, (0.5 i'vl) 

)(,HI'O, (0.5 M) 

Buffer (¡TE 

Tri~ 

Gluc()sa 

EDT/\ 

0.5 M 

0.1 M 

0.5 M 

1.2 g 

24 g 

0.4 mi 

3.4 mi 

14.4 mi 

Buffer 11 PCR lOX para Transcripción reversa 

)(C! 
Tris-HU 

pH 8.3 

Buffer mezcla de random primers 

500 mM 

100 mM 

I-IEPES 0_67 M 

')'m-IICi 0.17 M 

MI"Ch 17 mM 

2-mcrcaptocranol 33 mM 

BS¡\ 1.33 mg/ mi 

Cebadorc~ dcoxiribollucleotidos pH 6.8 18 DO 260 unidades/mI 
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Buffer ReAct B IOX 

"MgClo 
NaC! 

Tri~-HCI 

pH s.o 

So!ucióu CiTE (1m!) 

Tris 0.5 ~I 

ElJT/\ 0.5M 

Glucosa 0.1 M 

:\J..,ttla 

Solución aJcalina (1 mi) 

NaOH 

SDS 20% 

!\gU3 

lOmM 

50mM 

50 mM 

50 mi 

20m! 

SOOm! 

430 m! 

200 mi 

50 m! 

750 mi 
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