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RESUMEN

En las mteracciones planta-patdgeno ocurren un gran niuero de eventos celulares y
moleculares que constituyen la respuesta de la planta al ataque de un microorganismo patogeno
con la finalidad de evitar la invasion. Dentro de estas respuestas se encuentran el refuerzo de la
pared celufar, la nduccidén de genes que codifican para enzimas liticas, sintesis de coOmpuestos
antimicrobianos y generacion de especies reactivas de vxigeno.

Fusartum moniliforme es un hongo patdgeno importante de maiz (Zea mays 1.} debido a su
ubicuidad y su capacidad para infectar varias partes de la planta, reduciendo gran parte de la
produccion del cultivo. Una de las caracteristicas principales de este hongo es su capacidad de
producir micotoxinas, que se han asociado con ciertas enfermedades en plantas asi como cn
animales y bumanos al consumir granos contaminados. Una de las micotoxinas producida por
I monitiforme ¢s la fumonisina B1 que es una cadena larga hidrocarbonada con dos grupos
metilo, tres grupos hidroxilo, dos dcidos propantricarboxilicos y un ETUpO aming; esta toxina
mhibe l ceramida sintasa en la via de biosintesis de esfmgoliptdos resultando en un aumento
en la concentracion de bases esfingoideas libres en la célula.

El objetivo de este trabajo fue estudiar los efectos de la FB1 sobre la expresion de genes
de defensa en ejes embrionarios de dos variedades de maiz durante la germinacion.

Un primer ensayo se realizé para determinar el efecto de la FBI (10 M) madiendo la
clongacidn radicular en la perminacién de cjes embrionarios, donde se observo wna inhibicion
del crecimiento de la radicula en un 68 y 38% para Chalqueiio y el Hibride [F-355
respectvamente. La FBI afectd diferencialmente Ia expresidm de los genes de defensa en las
dos vaniedades de maiz que se probaron. Se encontré induccion de la glicoproteina rica en
hidroxiprolina (HRGP) en la vardedad Chalquefio durante la germinacion abservindose un
maxuno del rranscnito a las 12 horas. En contraste el gen de Ia fentlalanina amonieo lasa (PAL),

una enzima clave en la produccion de fitoalexinas y lignina que se expresa desde las 12 hasta las




48 horas se encontrd una represion de la expresion cn presencia de la FB1. El mismo efecto se
observdy en las primeras 12 horas de germinacién en el maiz hibodo peto a tas 48 horas se
observd una mduccidn causada por FB1. Se encontrd una induceidn en fa expresion del gen de
2 quitinasa tanto en el maiz Chalqueno como en ¢l hibrido, sin embargo, para ¢l gen de la
glucanasa, ¢l cual se ha reportado yue se co-expresa con el de la quitinasa cn varias
interacciones planta-patdgeno no se encontrd una induccion. No se encontrd expresion del
gen de i catalasa en los tiempos estudiados por 1o que no se pudo estudiar o efecto de la
foxima. )

La expresiom diferencial de genes de defensa en ejes embrionarios de maiz genninand
en presencia de FB1 y el modo de accion de Ia toxina sobre el metabolismo de esfingolipidos
sugiere que €stos poddan participar en la regulacion de la expresion pénica. Tanto las bases
esfingoideas, cuya concentracidon celular awmmnenta, como la ceramida que probablemente
disminuye, son regutadores de diversas eventos celulares en mamiferos y levaduras y podrian

asi mismo, tener una funcion regulatoria en células de plantas.
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I. INTRODUCCION

1. MAIZ

1.1. Importancia de la produccién de maiz

Entre las numerosas especies de plantas cultivadas ttiles al hombre, tres son de especial
importancia por el drea cultivada mundialinente y el volumen de produccion. Estas tres
especies pertenecen a la familia de las Poaceae y son trigo, arroz y maiz.

Una de las caracteristicas mas relevantes de la planta de maiz (Zea mays 1) es su gran
capacidad de adaptacion, ya que se cultiva desde el Ecuador a diferentes latitudes hacia el norte
y sur, al mivel del mar y hasta a mas de 3 200 msnm, en suclos y climas muy variables con una
tecnologia muy diversa. Sin embargo, se adapta mejor en suclos himedos y fértiles en reglones
subtropicales templadas y en regiones subtropicales altas, con temperaturas altas durante el dia
y bajas durante la noche (Reyes, 1990).

Las principales regiones en el mundo con mayor productividad de acuerdo a Reyes
{1990} son:

1. El cinturdn o franja maizera en Estados Unidos con localizacion principal en los estados
de [linoss y lowa.

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

Mar Negro.

Las tanuras del Rio Po, en el norte de [talia.

Las llanuras del Norte de China,

Noroeste de Argentina,

Suteste de Brasil.

A

América Central.




8. Noreste de América del Sur.
9. Meéxico.

Los cereales son fa fuente principal de calorias ¥y proteinas en la dieta de la poblacion de
grandes grupos humanos en el mundo. En general, el maiz tiene un alto valor nutritivo comno
fucnte de energia por su alto contenido de arbohidratos, pero s proteinas, tienen un bajo
valor nutricional al carecer de los aminodcidos esenciales bsina y wiprofano. Ademids, su
contenido de la vitamina niacina y minerales es bajo, excepto en México y Centroamérica ya
que ¢l consuma en productos nixtamalizados le aporta calcio e merementa la disponibilidad de
la niacina. in México la cantidad de calorias, proteinas y grasas aportadas por gramo de maiz
es de 1 096, 28.2 gramos y 12.1 gramos respectivamente.

Ademis de utilizarse Ia semillh de maiz dircctamente como alimento, puede ser
industrializado pasando por dos procesos. Une es la molienda en seco donde se utiliza o
germen y la cubierta seminal de la semilla del majz. B germen se utiiza para obtener aceite
comestible de elevada calidad mientras que la cubierta seminal o pericarpio se cmplea
fundamentalinente como alimento, aunque en los dtimos afios ha despertado interés como
fuente de fibra dietética. El segundo proceso, la molienda himeda I cual se utiliza
fundwneniabmente en la aphicacidn industrial del maiz, aungue el procedimiento de coccion en
solucion alealina empleado para elaborar las tortillas también es un ejemplo de operacion de
molienda himeda que s6lo elimina el pericarpio (Bressani, 1990). La molienda hiimeda genera
almiddn y otros subproductos como el gluten, utilizado como ingrediente alimenticio, mientras
que el germen de maiz elaborado para producir aceite da come subproducto harina de germen
que se utiliza como alimento seco para ganado. El aumento de los precios del petrdleo ha
provocado que se intensifique la investigacion sobre la fernentacion del maiz para producir
alcohol combustible, el cual tiene un uso muy difundido en algunas partes de los Estados
Unidos. Por dltimo, también tienen importancia las aplicaciones de los residuos de la planta de
maiz, que se utilizan, entre otras cosas, como alimento para animales y como base para extraer
diversos productos quimicos de las panojas, como por ejemplo, furfural y xilosa. IEstos

residuos también tiencn importancia como elementos para mejorar los suelos (FAQ, 2000).

Usos de las distintas partes de la planta de maiz.




Grano Planta Mazorca
Alimentacion humana Forraje verde Elote (alimento humars)
Alimentacion del ganado Ensilado forraje tosco
Materia prima en la mdustna  Rastrojo, forraje wsco olote (combustible)
Semulla Matenia orgamea al suelo

L vanos paises de Latinoamérica, el maiz se aprovecha directamente como alimento
para humanos en forma de tortiflas. bolos, arepas, elotes, erc.; o como materia pnma cn la
industria alitmentaria para elaboracion de harina, fécula, aceire, mieles y otros productos. Se
estima que mds de 800 articulos comestibles vy no comestibles, contienen algin componente
del maiz. Ejemplos de estos productos son: hilo dental, insecticidas, lubricantes. antibiditicos,
jabones, sopas, velas, cerdmicas, cercales preparados y quesas entre otros (Reyes, 1990).

La Organizacion de Alimentacidn y Agricultura (IFAQ, 2000) de las Naciones Unidas
mformé que el promedio anual de la produccidn de semilla de maiz, en los Gltimos diez afios
(1990-1999), alcanzd un volumen mundial de 5. 500 billones de toneladas, producidas en 122
millones de hectareas (11.4% del area total mundial cultivada). Ea México de 1990 a 1999 la
producciém promedio de maiz fue de 429, 547 millones de roncladas.

La estructura del cousumo hunano del maiz para 1998, en México, se encuenmra en las

tablas 1y 2.

[ Abastecimiento doméstico {toneladas métricas)

Produccion Importaciim Ilxportacidon Toral
18 476 5342 288 22 331

Tabla 1. Abastecimiento de maiz como alimenro para México (FAQ, 1998).

Utilizacion doméstica (toneladas métricas)

Forraje Semilla Pracesados Pérdidas Otros usos Alimento
4500 455 1100 3 862 53 12 381

Tabla 2. Usos domésticos del maiz en México (FAO, 1998).
En resumen de los datos estadisucos sobre la produccion de maiz en México se puede
mndicar lo siguiente:

* Lnmas del 43 % de la superhcie cultivada del pais se sieinbra maiz.




*  Mas del 86% de ia superficie cultivada con maiz es de temporal.

* Por su volumen de produccion, drea cultivada y valor de la produceiin, el maiz es ¢l cultive

mis mportante, en ¢l pais.

* Existe un alto déficit de maiz pam usos induseriales que hace que se unporten grandes

voliunenes.

1.2. Taxonomia del maiz

Al maiz le han asignado varias clasificaciones, en ténninos generales es considerada

dentro de los cercales los cuales son  descritos coma un grupo de plantas anuales.

monocotleddneas de la familia Poaceae que se cultivan normalmente por su forrje o por sus

granos; pero la clasificacion botiniea del maiz es la siguiente:

CATEGORIA EJEMPLO
Reino Vepertal

Diision o Phylum  Tracheophyta

Subdivision Pterapsidae
Clase Angiospermas
Subclase Monocotileddnene
Orden Graminales
Familia Poaceae
Tribu Maydeae
Gé!lel’(‘) Zfﬂ
Especie PIAYS
PONICa
diploperennis
Raza Mas de 300 razas clasificadas; 30

cin México

Varicdad Polinizacion libre V-7, Hibrdos
H-507
Lineas puras 12

CARACTER DISTINTIVO
Planta anual

Sistema vascular

Produccion de flores

Semilta cubierea

Conteddn inico (escutelum)
Tallos con nudos prominentes
Grano-cereal

Flores unisexuales

Unico

maiz comin

Teocinte anual

Teocinte perenne

Adaptadas a regioues bien definidas.
Ejemplo: Tuxpenio tropico,
Chalquetio mesa central

Cluna frio; clima caliente Himedo

[ntervienen todos los hibridus de
clima cabente-lhmimedo de México



1.3. Morfologia de la planta

La morfologia de la planta madura de maiz se muestra en la figura 1.

Raiz. El maiz ticne un sistemna radicular de tres estadios. En el ler estadio, al germinar
la semilla, emergen las raices temporales o embrionales que nacen del primer nudo, las cuales
funcionan durante Ia germinacion y desarrollo de la planwla; 20 estadio. se desarrollan las
raices permancentes que nacen del sepundo nude de la plantula, estas raices son profusamente
ramficadas, alcanzando en conjunto un didmetro de 1.8 metros v mas de 2 metros de
profundidad, las raices permanentes actian como sostén y nutren a la planta en el crecimiento
activo hasta la madurez fisioldgica v en ol 3er estadio, las raices adventicias que emergen de los
nudos basales de la planta sitven también de sostén o anclaje v como medio de absorcidn de
nutrientes {IFigura 1a).

Talle. El tallo (Figura 1b) es una caiia formada por nudas y entrenudos macizos, de
longitud varable, gruesos en la base y de menor grosor en los entrenudos superiores.
nimero de entrenudos es variable con un rango de 8 a 26: ¢n cada entrenudn hay una
depresion que se extiende a 1o largo del entrenudo, en posicion alterna a lo largo del tallo; en 1a
base del entrenudo hay una yema floral que se extiende a lo largo de la depresion (Pocthig,
1994).

Hojas. Las partes de una hoja constan de una vaina que envuelve el entrenudo y cubre
a ln yema floral a lo largo y ancho, tiene una nervadura central bien definida. ¢l haz o parte
supenor presenta pequeiias vellosidades, el envés o parte inferior es liso sin vellosidades; 1a
ligula o lengiteta localizada en 1a base de |a hopa, donde también esta la aurcula que envuelve al
entrenudo. La auricula y Ia ligula como se muesera en la figura 1 c. protegen al entrenudo y
drenan el agua que al llover se destiza sobre el limbo y Ia nervadura central. Las hojs nacen en
los nudos en la parte inferior inmediata a las yemas florales femeninas, su tamaiio, forma ¥
ancho dependeri de la variedad del maiz (Freeling y Lane, 1994).

Flores. IZ] maiz es una planta monoica de flores unisexuales separadas y bien
diferenciadas en la misma planta, las flores que producen los granos de polen, en donde esta el
gameto masculine, se localizan en la inflorescencia terminal cominmente denominada
“panicula”, “panoja”, “espiga” o “maihuat)”, la cual esta estructurada Por un eje central, ramas

laterales primanas, sccundarias y terciarias. Las flores pistiladas se localizan en las yemas




florales que emergen en las axilas de las hojas, agrupindose por pares, distribuyéndose a lo
largo de Ia mflorescencia femenina, gue es una espiga cilindrica: ésta consiste de un raquis
central u olote en donde se insertan, a lo largo, las espiguillas por pares con glumas, lema v
palea rudimentarias; cada espiguilla gene dos lores, una esténl y otra fértil, y forma hileras de
tlores paralelas. Las flores pistiladas ticnen un ovario (nico y en ¢l proceso de su desarrollo se
le denominan: yema flomal pistilada, jilote, elote, elocinde (Figura 1d}.

Fruto. En térmmos botinicos es denominado caridpside, aunque los agricultores o
reconocen como  semilla, se conoce comiunmente como granos de maiz {Figara ie).
Biologmeamente ¢l truto cs el ovario desarrallado v la semilla ¢s ¢l dvulo fecundado,
desarrollado y maduro. En el maiz y en las gramineas superiores, el ovario se desarrolla al igual
que el dvulo hasra alcanzar una sola estructura. El fruto se encuentra insertado en el raquis u
olote constituyendo hileras de granos cuyo conjunto forma la mazorca, espiga cilindrica o
infrutescencia, producte del desarrolio de la yemna foral axilar de la hoja que nace en el nudo.

El mimero de hileras es par y varia de 8 a 30 hileras (Desai e of, 1997}

1.4. Estructura de la semilla

La semilla de maiz es un fruto sinple lamado grano. Este incluye el pericarpio,
aleurona, endospermo y embridn (Figura 2).

El pericarpio (cubterta de la semilla) ¢s la pared del ovario transformada, la cual cubre al
grano y le proporciona proteccion a las partes interiores. El pericarpio es de origen materno v
tene un genotipo déntico al de la planea de la cual nacd. El grosor del pericampio catre
genotipos va desde 25 hasta 140 mm. El peso seco del pericarpio es normalmente menos del
2% del peso total del grano. Su color puede ser rojo o meoloro, y st ocurre esto dltimo,
entonces ¢l color del grano dependerd de la tonalidad de Ia aleurona o del endospermo.

El tejido de la aleurona es una sola capa de células localizada mmediatamente por
debajo del penicarpio y es la epidermis del endospermo toploide (Zuber y Darrah, 1987;
Walbot, 1994). En maiz, la aleurona esta compuesta de una soly capa de células y su contenido
es granular en apariencia, pero los granulos presentes son de proteinas y no de almidon. Las
células de este tejido se caracterizan por ser pequelias, no ticnen cucrpos proteicos

prominentes, no presentan pigmentacion y son ncas en minerales (Walbot, 1994; Bewley y
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Black, 1995; Kiesselbach. 1999). Durante la germinacion la aleurona secreta hidrolasas que
ayudan a la digestion de reservas almacenadas en o interior de las células del endospermo. En
los cereales la enzima responsable de la degradacion def almidon es la ge-amilasa. sin embargo,
esta es secretada micialmente por o escutelo pero en maiz es muy probable que en crapas
posteriores lahidrolisis sea realizada por isoenzimas de la capa de la aleurona. La B-amilasa
también esta mvolucrada en la digestion de almiddn en cereales, ésta puede ser sintetizada de
noro o liberada por ¢l escutelo o en la capa de aleurona y es activada después de la digestidn
wiciada por I c-amilasa. La digestion de la amilopecting, uno de los componentes del
endospermao, es provocada por enzimas que cortan cadenas laterales, sin embargo, se conoce
poco de estas enzimas, asi mismo se cree gque son sintetizadas de #oro en la capa de la aleurona
(Walbot, 1994; Kiessclbach,1999).

El endospermo es ¢ tejido de reserva y forma gran parte del peso y volumen del grano,
normalmente ¢l 80-85% del peso total. Las células del endospermo estan lenas principalmente
de granos de almidén. Un tercio de los cromosomas son del progenitor masculine y dos
tercios del progenitor femenino; el nimero de cromosomas es de 3n. Bl color del endospermo
puede ser amarillo o blanco.

El embnén, constituye aproximadamente ¢l § al 10% del peso total del grano, y se
pucde considerar como una planta de maiz latente joven que se activara ¢ iniciara su
crecimiento bajo ciertas condiciones externas de temperatura y humedad. En un corte
transversal del embrion, las partes rudimentarias de la planta de maiz son evidentes, por
ejemplio, la plimula con ¢l tallo, las hojas y la raiz primania. El escutelo es conocido como la
'lmjn primaria. Sin embargo, su funcidn no ¢s como la de la hoja sino como organo de
almacenamiento (Reyes, 1990).

El pedicelo es un punto de anclaje de la semilla al olote. El tejido conductivo localizado
dentro del pedicelo es referido coma la capa hilar en los granos maduros. Cuando se alcanza la
madurez fisiologica del grano, no ocurre movilizacion postenior de nutrientes. A cste temnpo Ly
capa hilar toma un color café oscuro o casi negro y ¢s referida como la “capa negra”. Esto es

comimmente utilizado como un indicador de la madurez fisioldgica (Zuber y Darrah, 1987).



nervadura central

()
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Figura 1. Morfologia de la planta de maiz. 2) raiz, b} tallo, ¢) hojas, d) flores v ¢} fruto y semilla (Feldman, 1994
Neuffer ef 4/, 1997).




Figura 2. Grano maduro de maiz. Secciones verticales en dos planos, mostrando los organos y tejidos de la

semilla. a) muescas de los estilos, b) percarpio, ¢) aleurona, d) endospermo, ¢) escutelo, f) capa granular del

escutelo, g) coleoptilo, h) plamula con tallo y hojas, i} pmer entrenudo, ) raiz semninal lateral, k) nodo del

escutelo, ) miz primaria, m) coleorriza, n) células basales conductoras del escutelo, o) capa de abscision, p)
pedicelo (Kiesselbach, 1999).




1.5. Embriogénesis

En las angiospermas, la fecundacion es de doble fertilizacidn y requiere los siguientes
pasos: polinizacion, germinacion del grano de polen y doble fertilizacion o singamia. 12 saco
embrionario del maiz es del tipo monosparico. Dependiendo de Ta temperatura y Ia longitud de
espym, la fertilizaciom ocurre entre las 16 v 24 horas después de la polinizacion. Se puede
considerar que la embriogenia del maiz ocurre en tres fases. Durante la primera fase I
asimetria basal apical del embrion es establecida y el embridn es regionatizado en suspensor y
embrion. Durante la segunda fase, Ia asimetria radial aparece. ¢l ¢je embrionario y meristemos
son establecidos y durante la tercera fase las estructuras vegetativas son claboradas (Sheridan y
Clark, 1994).

Fase 1. Los estados tempranos de la cmbri()g’éncsis se caracterizan por presentir
patrones arregulares de division celular. A través de su desarrollo el proembridn ovoide es
radimlmente simétnco a lo largo del ¢je, posterionnente ¢l embridn cambia su forma ovoide
hasta adquirir la forma de garrote. Después del estado de transicion medio, ¢ embridn
permanece radialinente simdétrico.

Fase 2. Alrededor del dia 8 6 9, una regién localizada de gran actividad mitonca surge
bajo la cara anterior del embrion propio, Esta region extendida de gran actividad imeristematica
establece un cje meristemitico. Este eje convierte el brote del meristemo  apical en cl
mernistemo apical de la raiz del eje del embridn en un periodo aproximado entre los 11 2 los 13
dias después de la polinizacién. Simultineamente con la salida de la protuberancia del nuevo
‘meristemno apical del tallo formado, una cordillera de células aparece abajo det meristemo en la
cara anterior del embrion en el estado de transicion, al mismo tiempo, el embrion se extiende,
particularmente en el lado posterior para formar ¢l ongen del escutelo. El embridn ahora posee
un neristemo apical prominente rodeado por un anillo coleoptilar en su superficic anterior y
respaldado por un esentelo, terminando o estado coleoptilar del embridn. En éste estado, el
embrion tiene cerca de 1 mm o mas de longitud (Sheridan y Clark, 1994).

Fase 3, durante el periodo del dia 30 al 40 aparecen los primordios de hoja y raices
adicionales, el escutelo se extiende rodeando estas estructuras. En la madurez, o eje
embrionario estd constituido de una plimula con cinco o seis primordios de hoja encerrados

dentro del coleopulo y de un primordio de raiz primaria con uno 0 mis primordios de raiz
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secundan; ¢l eje esta casi completamente encerrado por ¢l escutelo envolviéndolo con solo fa
punta del coleoptdo vy la coleorriza  sobresaliendo en la parte supenior del boton,
respectivamente. Durante esta fase de la embriogénesis, los productos de alimacenamiento se
acumulan dentro del embridn, particularmente dentro del escutelo v endospermo. Durante la
fase 3 de la embriogénesis la capacidad para resistir la desecacion s adquirida par ¢l embadn,
Fmalmente, la latencia ocurre después de la deshidratacion masiva de las células deb embridn

{Shendan y Clark, 1994).

1.6. Germinacion

La germinacién comienza con la absorcidn del agua por la semilia (imbibicion) y fimaliza
con ¢l comienzo de la elongacion del eje embrionario, usualmente la radicula. Fsto mcluye
numerasos cventos como la hidratacidn de proteinas, cambios estructurales, respiracion,

sintesis macromolecular y elongacion celular {Bewley y Black, 1995).

L6.1. Absorcion del agua

La rehidratacion de I semilla es un paso inicial paea la gennmacion. La cantidad de agua
yue absorbe la semilla es generalmente pequeiia {uo excediendo dos o tres veces el peso seco
de la semilla) dependiendo de su tamaiio y de oteas caracteristicas tales como ol potencial de
agua de la célula y del suelo, el potencial de la matriz y la presion de turgor. La magnitud de
rehidratacidn depende de la fuerza con la cual el agua es retemida en ol suelo v la cantidad de
trabajo que realizari la semilla para adquirirla. En el caso del potencial de agua del suelo, solo Ia
concentracion de solutos juega un papel importante. Las diferencias entre el potencial de agua
de la semila y del suelo es solo uno de los factores mfluyentes en la velocidad del flujo del
agua, que va del suelo a la semilla. Otros factores que influyen son: la resistencia interna de Ia
matriz del suclo, resistencia externa que ¢s el grado de contacto de la semilla con ¢l agua, asi
como la resistencia interna dada por la cubierta de la semilla y los espacios de are (Desai e af,
1997).

Debido a la ripida absorcion de agua, las células se expanden aumentando ¢l tamaiio de
la vacuola hasea que éstas adquieren una gran vacucla central, caracteristica de las células
clongadas. La absorcidn de agua aumenta debido a los cambios del potencial de agua en las

células, el cual, en tumo, es atribuido 2 la disminucion del potencial del soluto.




1.6.2. Respiracién

La respiracidn es uno de los procesos bioquimicos mis importantes que ocurren
durante la germinacion. Tanto las s anaerdbicas como las acrobicas, como son plichlisis, [a
ruta de Ir pentosa fosfato y ¢l ciclo de los acidos tricarboxilicos (ATC), se pensa que son
activados durante la imbibicion de I semilla. Estas rutas oxidativas son respousables de la
produccion de intermedianios claves en el merabolismo celular como son: la energia en forma
de ATP y el poder reductor como los nucledtidos adenina reducidos (NADH y NADPH). La
glicolisis es catalizada por enzimas citoplismicas y es operada bajo condiciones tanto
anacrébicas como aerdbicas para convertir glucosa a piruvato, Ia cual puede ser posteriormente
reducida a etanol (en ausencia de oxigeno) o a lactato s no ocurre la descarboxilacion. Bajo
condictones aerdbicas ¢l piruvato es posteriormente oxidado, dentro de la mitocondria,
después de Ta descarboxilacion de piruvato a coenzima A (accul CoA) y por dldmo es
completamente oxidado a COz y agua a través de del ciclo del ATC, produciendo 28 moléculas
netas de ATP por molécula de glucosa respirada. L poder reductor, NADH, requerido para la
biosintests reductora de lipidos y esteroides es generado y disponible por la ruta de la pentosa
fosfato. Los intermediarios de esta ruta, tales como compuestos de 5 y 7 carbones sirven como
precursores para la sintesis de dcidos nucleicos y compuestos aromaticos (Bewley y Black,
1995; Desai ef af,, 1997).

Experimentalmente se ha demostrado que los requerimientos minimos de oxigeno para
la genninacidn de la semilla son del 20.9%. Il CO:2 a concentraciones mayares del 0.03%
retardan [a genminacién, mientras que el s nitrdgeno no tene influencia alguna. Cuando los
cjes germinando pueden contribuir tan solo o 10% del total de la respiracion de a semilla,
Kolloffel estudi6 el patron de consumo de O en semillas de chicharo en dos fases previas y
dos fases posteriores a la germinacion. La fase | se caracteriza por un awmento marcado en la
resprracion. durando cerca de 10 homs, ko cual es asociado con la activacion e hidratacidm de
cnzimas mitocondrales del cicdo de ATC y la cadena de transporte de elecrrones. la
respiracion durante ésta fase aumenta linealmente con ¢l grado de absorcion de agua en ¢
tejido del cotileddn. La fase I1 es caracterizada por un lag (la anacrobiosis parece ser la posible
causa de la fase lag en la respiracion de algumas, sino es que de todas las semnillag) en la
respiracion entre las 10y 25 hors después de comenzar ta imbibicion. El cociente respiratorio,

que da cerea de 3.0, indica alguna respiracidn anacrobia. En este estado la respiraciin pucde ser
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mpedida por la falta de oxigeno, la cual es restringida por la cubierta de la semilla intacta. La
viptda toma de oxigeno en semillas mtactas {con testa) durante los primeros estados la
unbibicion (fase [) y la restriccion del oxigeno por la testa en la fase 11 no han sido explicadas.
La radicula penctra da testa entre la fase 11 y 111 La fase [11 esta caracterizada por un segundo
mcremento en la tespiracion, atribuido parcialmente a un aumento en la disposicion del
oxigeno a través de una nueva testa agujerada. La actividad de enzimas recién sintetizadas en la
mitocondria y de la respiracion en las células en division del ¢je en crecitiento, también
contribuye al aumento de la respiracidn. La fase [V es marcada por una caida significativa en la
respiracién que coincide con la desintegraciion de los cotiledones, seguida de la disminucion en
las reservas. La duracion de las fases de respiracion en semillas varia entre las especies (Desai ef
al, 1997).

Otros factores que influyen en la germinacion de la semilla incluyen la emperatura,
duracion del dia, edad de la semilla, periodo de imbibicion, temperatura de imbibicion y
temperatura de germinacion (Desai o o/, 1997). La germinacion es un proceso complejo el cual
mvolucra varias reacciones individuales y fases, cada una de las cuales es afectada por la
tempenatura. Este efecto puede ser expresado en términos de temperatura minima, éptima y
méxima en la cual Ja germinacion puede ocurrir. La temperatura minima es alpunas veces dificil
de definir puesto que la germinacidn puede realmente proceder a una velocidad tan lenta que
su determinaciin se detecta frecuentemente antes de que la germinacidn real se complete. La
temperatura optima puede ser definida como la temperatura a la que ocurre o mayor
porcentaje de germinacidn dentro de un tiempo corto. La temperatura mixima estd
determinada por la temperatura a la cual la desnaturalizacion de proteinas importantes para la
germunacion ocurre. En la germinacion del maiz, la temperatura minima es de 10°C, Optima
esta entre 20 y 25°C y la maxima es de 40°C. Hay pocos genotipos de maiz que germinan
satisfactoriamente a 10°C y de hecho temperaturas entre 8° y 12°C retardan Ia germinacion yia
emergencia de las plantulas que son mis susceptibles a dafios ocasionados por organismos en
el suclo (Reyes, 1990; Copeland y McDonald, 1995).

Mientras que la humedad, el oxigeno y la temperatura favorables son esenciales para Ia
germinacion de todas las semillas, ciertas especies requicren de luz. Los mecanismos de control
de la luz son muy similares a otros procesos como la fructificacion, formacion de lag hojas,

floracidn, clongacion del tallo y la germinacién. Tanto la intensidad de la luz {poder luminico)
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coma la calidad de la luz (color o longitud de onda) influyen en la germinacién y varia
enormemente entre especies. La inensidad de luz en la mayona de semillas se encuentra entre
1080 y 2 160 lux de luz indirecta. La influencia de la calidad de la luz es unportante donde la
ayor promocion de la germinacion ocurre en el drea del rojo (660-700 um) seguido con una
zona de mhibicion en ¢l rojo lejano (arriba de 700 nm). Longitudes de onda por debajo de los
290 nm inhiben Ia germinacion. Las semilias de varias CSPECICS MUEStran una respucsta de
germinacion controlada. por cjemplo algunas especies Betwda requicren de dias largos y otras
como Raphanus (ribano) son inhibidas por una irradnadn prolongada y germinan en toral
ausencia de luz {Copeland y McDonald, 1995). El maiz es unma especie de fotoperiodo corto,
ain cuando alnmos autores la consideran de fotoperiodo neutro o insensible. Esta
discrepancia se puede explicar por la gran variacion genética de la especie o a los segregantes
posibles en una poblacidn de plantas {Reyes, 1990).

la sensibilidad a la luz durante la germinacion de la semilla depende de la especie y
variedad, asi como de factores ambientales antes y durante la germmacion. La influencia de la
luz es muy fuerte inmediatamente despucs de almacenar la semilta, disminuye con la edad de la
misma y eventualmente se vuelve insensible. Esto puede ser una razdn de por que difieren las
canudades de requerimientos de luz para las semillas de la misma especie. En el periodo de
imbibicidm generalmente sc requiere dé menos luz paﬁ estimular Ia germmacion de la semitla
cuando se incrementa el tiempo de imbibicion (Copeland y McDonald, 1995).

Temperatura de imbibicion. El incremento de a retnperatura durante ta imbibicidn
acelera los eventos metabdlicos asociados con la EIMINACION y causa un aumento en la
absorcion del agua resultando en una hideatacion  mAas ripida ¢ incrementando asi, la
senstbilidad a Ia luz. La temperatura de genninacion es un efecto que es diverso en general,
podemos encontrar que la respuesta para cada especie algunas veces pucde incrementar,
dissnmuir o cambiar cualitativamente, micntras ue en otros casos no, por ejemplo en algunas
especies como Raplanus si se aumenta la temperatura de germinacion y hay suficiente agua el

proceso de germinacidon es mucho mds ripido (Copeland y McDonald, 1995),

1.6.3. Sintesis de ARNm durante la germinacion

Al micio de la germinacion ocurre I expresion de genes que codifican enzimas

involucradas en la iniciacidn del crecimicento axial y subsiguiente movilizacidn de reservas




{(Bewley v Black, 1995). En embriones sccos de trigo ¢l ARNm sintetizado durante la
embriogénesis es conservado y utilizado par alimentar la sintesis de proteinas inicial durante Ia
geommnaciin. Denrro del embridn o del eje embrionaro se pueden distinguir dos clases de
ARNm: la primera clase son los transcritos residuales singetizados durante ¢l desarrollo de la
semilla y que permanecen intactos durante la maduracion tardia y la desecacion, pero que son
degradados mmediatamente después de la imbibicion; la segunda clase de ARN mensajeros
son conservados durante ¢l desarrollo v estan mmediatamente disponibles cuando se hidrata la
semnilla. Estos pueden ser rapidamente traducidos a proteinas constituyendo una parte integral
de la germinacién y pueden dividirse en transcritos para proteinas csenciales para finalizar la
germinacion per se y enzimas esenciales del metabolismo intermediario {Bewley v Black, 1995).
No sc sabe con exactitud la forma de como los ARNm se encuentran en la semilla seca
y como es que se traducen selectivamente ciertos ARNm en la célula durante la germinacidn.
Las exphcaciones que se han dado son que los transcritos conservados en fa semilla seca estian
protegdos y almacenados en el nicleo durante la maduracion, o bien se encuentran ya
poliadeniados listos para ser traducidos. Estos ARNm almacenados son liberados del nacleo
hacia los sitios de sintesis de proteinas cn d citoplasma. Existe evidencia que en embriones de
algoddm, a localizacion celular de mensajes poliadenilados estd dentro del nicleo. Por otra
parte, s¢ ha defendido la idea de la acumulacion de ARNm en informosomas, que son
complejos constituidos por mensajeros ribonucleoproteicos (MRNDs) asociados a proteinas

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

1.6.4. Sintesis de ARNr y ARNt durante la germinacién

La sintesis de ARN requicre la intervencion de tres polimerasas: la ARN polimerasa |,
que es una poluncrasa nuclear que transcribe genes que codifican para ¢l ARNr 18 y 255; Ia
ARN polimerasa 11, localizada dentro del nucleoplasma y responsable de la transcripcion de los
ARNm y la ARN polimerasa I11, que se encuentra dentro del nucleoplasma, la cual transcribe
genes que codifican el ARNt y ARNr 58, [l micio v la continuacion de la sintesis de ARN son
dependientes de la disponibilidad de precursores ribonucledtidos mfosfatos, sin embargo se
desconoce la naturaleza de los mecanisios de control cuantitativos y cualitativos de la

velocidad de sintesis de ARN (Bewley y Bilack, 1995).




L.6.5. Biosintesis de proteinas

La sintesis de proteinas cotnienza después de que las células de la semilla estin
completamente hidratadas, permiticndo que la subunidad 808 de los dbosomas se asocie con ¢l
ARNm. En embriones de trigo, la sintesis de proteinas se inicia con la union de la unidad
ribosomal 40S al ARNt iniciador (ARNt metiemil). Bl gran complejo de iniciacidn (608) es
establecido en el punto de micio en ef ARNmM para comenzar la sintesis de proteinas. la
formacion del complejo de mniciacion requicre varios factores, incluyendo enzimas, las cuales
estan presentes en el citoplasma de embriones secos de trigo, y ol consumo de energia en
forma de G'TP y ATP. Otras proteinas coma los factores de clongacion y factores de rerming
asi como la organizacién de la cadena polipepidica sintetizada son también esenciales {Bewley
y Black, 1995).

El tempo requerido pam comenzar la sintesis de proteinas después de la imbibicién
varia entr¢ espectes desde unos pocos minutos hasta horas. En embriones de trign los
pohnobosomas son formados en los primeros 15 minutos después de la imbibicidn. Se presume
que los componentes citoplismicos esenciales para la sintesis de proteinas, factores de
iniciacion y de elongacién, ARNt, amino icidos y enzimas (aminoacil- ARNt sinterasa) estan
presentes en la semilla en cantidades suficientes para pennitir la reanudacion de la sintesis de

proteinas de la semilla en imbibicion (Kermode, 1995).
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2. HONGOS FITOPATOGENOS

2.1. Hongos patogenos de la semilla de maiz

Los hongos son organismos heterotrofos que dependen de los autdtrofos o sus
productus comno su fuente de carbono. Si el hongo obtiene su alimento de matera organica
tnuerta s¢ le denomina saprofito; pero si ¢l l:(mgo'pucde obtener su alimento directamente de
otro organismo vive (un hospedero) se le denomina parisito.

Los hongos estin extraordmariamente adaptados para parasitar a las plantas y
constitayen el grupo de microorganismos mds numeroso como fitopatogenos. Los hongos que
se introducen al tejido a través de heridas o aberturas naturales, como estomas, para colonizar
a la planta se les llama pardsitos oportunistas, estas cspecies de hongos se caracterizan por
tener un amplio rango de hospederos pero relatvamente baja virulencia, ésto quiere decir que
solo causan algumos sintomas de la enfermedad. Silos hongos dependen de la planta viva para
crecer, ocasionando enfermedades, pero bajo clerts condiciones o circunstancias pueden vivir
fuera de su hospedero se les lama patdgenos facultativos; varios de los patdgenos importantes
en plantas estan a este mvel y son altamente virulentos teniendo un nimero limitado de
hospederos. Por ulumo, existen los patdgenos obligados, éstos son de una gran complejidad,
para los cuales la planta hospedera viva es un absoluto requisito para completar su ciclo de vida
(Agrios, 1988; Deacon, 1988).

Los patégenos pueden atacar a las plantas en cualquier etapa de su ciclo de vida, la
severidad de la enfermedad dependera de la edad de la planta en el momento de la infeccidn,
asi como de los factores ambientales. De esta manera los patdgenos infectan hojas, talle, fruto,
raiz y semillas, provocando una disminucion en el valor y la produccion del cultivo. En maiz,
todas las partes de la planta son susceptibles a un nimero de enfermedades provocadas por
hongos patdgenos, los cuales reducen la produccion y calidad del cultivo; se estima que la
reduccion mundial en la produccién de seinilla de maiz por estas enfermedades s de un 9.4%
{Shurdeff, 1980).

La mazorca del maiz es muy suscepuible al ataque de hougos, lo que ocasiona la
infeccion de las semillas y por lo tanto se afecta la produccion. Enfermedades en la mazorca

son causadas por una gran diversidad de hongos que producen sintomas distintos. En |a tabla 3
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se muestran las caracteristicas y los hongos causantes de las principales enfermedades en

mazoreas y granos de maiz.

NOMBRE DE LA [ORGANISMO SINTOMAS

| ENFERMEDAD CAUSANTE

Pudncion  de ko | Diplodic  maydis y D La cascara de los granos ticnen la apariencia blanguecana,

nwizorca por Diplodin | macrogpora. rojt o color paja. Si la infeccidn ocure despucs de la
polinizacion, toda 1 nuzorca se toma café grisiceo,
reduciendo su tamafio, su peso ¥ finadmente se pudre. La
mfeccion nommalmente comienza en la base de T mazorea,
moviéndose desde ta parte supenior hasta la parre inferior.

Pudnicion roju de |n | Giberelia geae Un moho rojizo, frecuentemente comienza en la punta de

mazoeca por Ciberell ta mazorca. Fstas pueden pudrirse completmente con las
ciscaras adheridas estrechamente a k1 nvazorea ¥ un moho
de rosado u rojizo creciendo entre la ciscara de la
muzorca; peritecios  bluncos-negros  son algunas  veces
encontrados en la ciscarn y en la punta de ba mazorea,

Pudricion  de  1a| Nigmpora  oryee. El| Los sintomas no son conspicuos hasta que la mazorea cs

mazorca por [estado  perfecto es padmacenada. La caracteristica distintiva es la pulverizacion

Nigrogpora Khuskia orysue de los granos en la mazorca. Los granos pueden mostoir
un micelit gris y estar salpicados de nasas de esporas
pequenias redondas de color negro. Las mizorcas afectadas
son ligeras, con granos delpados blanquecinos o rayados.

Pudricion gris de |a | Boryosphaeria szae, estado | Forma un moho blanco grisiceo en y entre los granos

muzorca asexual Macraphomu seae. | cercn de la base de Ja nazorca. Mazoreas recién infectadas
tienen ciscara estrechamente adhecida y blanquecina. Los
granos severumente infecados tenen nuanchus o bandas
de gris a negras debujo del pericarpio,

Pudricidn de | Peniatllinm  oxolions | La pudricion por Penrallium se presentit principalmente en

Peniellisem chrysogenum, P. glawcam, y | mazorcus dafindas por insectos o mecinicamente. La sedial

P. funicloswm caracteristica es el mwoho verde o verde-azul entre los

grunos, normalmente en ki punta de I mazorca. La
pudricion del “ojo azul” ueuree en los granos admacenados
con alto contenido de humedad.

Pudricidn negra  del | Botryodiplodies theobromae | Durante los primeros estadios de la infeccién, los granos

grano muestran una decoloracion eafé. Durante el progreso de la
enfennedad, los granos se vuctven negros con pequedias
erupciones que pueden contener picnidios. Unu pudricion
secd se desarrolla después,

Pudricion de | Cladosporium  herbarum | La pudricion es identificada por bandas abscuras, negro-

Cladosporium yC. cladosporoides verdosas y manchas  dispersas sobre la mazorca, la

decoloracion aparece primero donde los granos se unen a
la mazorea. Despoés las manchas aparecen hacia arriba
pero mm vez aparecen en  da parte  superior.
Pusteriormente L pudriciin veurre durante el almacemje.
Cuando las mazorcas son colonizadas complerunente son
de color vscuro y ligeras.

Tabla 3. Determinadas enfermedades causadas por hongos patdgenos yue afectan a Ia nuzorea y 1 los
granos de maiz (tomado de Shurtleff, 1984).
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2.2. Fusarium moniliforme

Bl género Fusarinm pertenece a los Hyphomycetes, formalmente clasificado en los
Deuteromyeetes v ahora considerado un género anamérfico asociado con tos Hypocreales
(Ascomycetes). Este género se caracteniza por la produccion de macroconidios septados,
hilinos y cenagosos en forma de canoa, que en muchas especies son producidos en estructuras
de raame llamadas esporodoquias. Ademis de csta camcteristica, algunas especies producen
diferentes conidias en ¢l micelio aéreo frecuentemente referidas come microconidios. La
clasificactdn taxondmica de Fasurimm es sumamente compleja y cl génera se ha dividido en 12
seeciones ue abarcan a distintas especies. Fusarinm monilifarme Sheldon (figura 3) pertencee a la
secaon Liseola y corresponde a una de hs scis especies biologicas (0 poblaciones de
aparcamiento) que forman el telemorfo (estado sexual) Giberella Swiknroi. Dos de estas seis
especies  biologicas  denominadas Ay D, son productoras de  toxinas mportantes
(fumonisinas), que se discutirin mas adelante. Las cepas de poblacidn de apareamiento A
crecen como endofitas en maiz y coustituyen un 90% de las cepas de Fusanum aisladas de
semillas de maiz, ain cuando éstas scan asintomndticas. Es posible disunguir entre las seis
poblaciones utlizando una seric de camcteristicas como  isoenzimas, fertilidad  sexual,
caracteres morfologicos y secuencias de las regiones espaciadoras internas transcritas del ADN
ribosomal.

Fusarinm spp. es un hongo que esta distribuido en todo el mundo en una variedad de
hospederos incluyendo esparragos, plitano, higo, maiz, mango, pino, pifia, arroz, $OIEO v cafia.
Aunque estos hongos son ampliamente diseribuidos en plantas cultivadas y nativas, Frsarinm
montliforme es mis comimmente asociado con b pudricion de tallo v iz, en maiz Y sorgo
(Leslie, 1996,

Un hongo patdgeno que es cominmente aislado del maiz, dondequicra que se haya
cuttivado I planta, es Fusarum moniliforme ¢l cual ¢s capaz de atacar  distintos tejidos de la
pln@ causando grandes pérdidas anuales en varias partes del muade. Este pathgeno, es
causante de la pudricion de tallo, raiz y cspiga en el maz. El tejido de plantas infectadas puede
pudrirse o permanecer asintomdtico debido a que no hay condiciones para la prohferacion del

hongo. La mfeccidn de la semilla puede resultar del crecimiento mterno en las plateas




infectadas, a través de daiios en cf grano producidos por insectos, pajaros o granizo (Leshie,
1996).

Estudios de microscopia electrdnica han mosteado que I mwoniliforme sc localiza en el
pedicedo del prano. Esta localizacion del hongo ha llevado a algunos investgadores a la
tupdtesis de que I moniliforme llega al grano por la via del crecimiento que oeurre en o dentro
de la mazorea v que la infeccion de una mazorca entera puede comenzar en un solo punta de
mfeecion. Sila infeceién es sistémica, entonces las cepas que lleva el grano podran tener una
veniap para infectar cuando la semilla germine al formar una nueva planta. I mwoniliforme
produce macroconidios y abundantes microconidios las cuales se dispersan por ¢l viento en o
campo de maiz. Las microconidios rambién pueden facilitar ¢l movimiento dentro de la planea;
el hongo no produce clamidosporas pero puede producir hifas espesas o grucsas que

aparentemente prolongan su supervivencia.

2.3. Ciclo de vida de Fusarium moniliforme y toxinas

Fusarium  moniliforste es un patogeno  facultativo  comtnmente asociado al maiz
dependiendo en gran medida de la planta viva para completar su ciclo de vida. Fl ciclo de vida
de este hongo presenm dos estados, uno parasitico y ef otro saprofitico. En el estado parasitico
el hongo infecta y coloniza a la planta ya sea via mazorca o iz para posteriormente producir
estructuras de infeccidn asi como de latencia en tejido seco pasando a su estado saprofitico. En
este estado causa Ta pudriciim de materia del tejido sece pama entrar en aclos de comidiacién
(macrocomdios y microconidios) infectando a otras plantas con estas estructums, siendo su
medio de dispersion el aire, iniciando nuevamente el cicls de vida (figura 4). Esee hougo puede
vivir también como saprobio facultativo durante ¢l resto de su ciclo de vida v product
estructuras wfectivas para el establecimiento prunario y secundario de la enfermedad, sieviendo
come estructuras latentes. Solamente durante su estado saprofitico es que la fase anamarfica
de Cosberelia figiknrai ha sido observada. A diferencia de muchos otros patdgenos obligados, ¢l
modu de nutricion de 1) mondiforme cs dificil de estudiar por ol hecho de que un gran
porcentaje de cepas toman sus nutrientes de células hospederas vivas despuds de establecer un

estrecho contacto con eflas. Los sintomas de la enfermedad y la muerte de plantas de maiy
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mfectadas pueden resultar ya sea de la implicacién directa o indirecta de factores bioticos o
abidticos y/o de la reduccion de nutrienges (Bacon y Hinton, 1996).

Ademas de su capacidad como patdgenos, cepas de este grupo de hongos son capaces
de producir una variedad de metabolitos secundarios. Estos compuestos incluyen fusarinas
{CosH0)5) que son mutigenos potentes; moniliformina una portente firoroxma; nepasaring un
pigmento complejo, un grupo de aromticos Imeares; aado fusirico, l-carboxi-4-butano
pindma; beauvericina un depsipéptido ciclico con actividad de wndfore:; fusaroprolifering, un
sesquiterpeno toxico; los tricotecénos: como deoxinivalenol: diacetomacirpenal v la toxing T2,
ast como ¢l estrdgeno zearalenona, Con excepcion de los tricotecenos y I zearalenona. la
toxicidad de la mayoria de cstos metabolitos ha sido Poca estudiada, vy su papel cu la toxicosis
ammal y el nesgo de exposicion en bumanos, si es gue hay alpuno, permanecen inciertos
(Plattner o/ al, 1996). Durante los dltimos diez aios la atencion s ha enfocado en las
fumomsinas una nueva familia de toxinas producidas por £ monilifornre. que tienen un amplio

espectro de actividades sobre animales y vegetales.

Figara 3. Fusarium moniliforme, microconidios {ma), monofialidas (mp) y macroconidios (s¢) (Nelson o af., 1983).
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ffase de sintomas Fase 2 Fase 1 asintomarica
Induccion de la +—— asintomatica +— L
entermedad y muerte Colonizacion Colonizacion
intracetubar intercelular
&

Colonizacion de
teiido seco

Granos infectados

Infeccion de la
Latencia plintula y de la
granos > planta
Fepdo seco .

ESTADO SAPROFITICO

ESTADO SAPROFITICO

Y

Pudricion del

tejido. Liberacion Micro y
hifas y crecimiento | | Subciclos de conidiacion en / macroconidias
de éstas. restduos orginicos del suelo y
microciclo de conudiacidn

Figura 4. Ciclo de vida de Fusarium moniliforme como sapréfito y como patdgeno de maiz. La ruta sistémica de
infeccidn puede resultar en la colonizacion endofinca. 11 portal de mfeccién puede ser por 14 semilly o por la
raiz de la plinmta. (Bacon v Hinton, 1996).
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3. INTERACCION PLANTA-PATOGENO

Las plantas son susceptibles 2 infecciones por un amplio rango de parasitos, ncluyendo
virus, bacterias, hongos, nemdrodos, insectos ¢ incluso otras plantas. Practicamente cualquier
organo de ta planta puede ser invadido durante distintas etapas de su desarrollo y dependiendo
de la sevendad se puede tener una perdida total de la planta (McDowell y Dang]. 2000).

Las bactenas pucden ser patdgenos necrotroficos, que infectan a la planta macerando el
tejido a través de secrecion de enzimas que degradan pectina, causando una pudricion blanda
en varios  tefidos. Muchas  bacterias  (Pseudomonadaceae vy Enterobacteriaceae)  son
colonzadoras y permanceen en la pared celular; las especies que son itracelulares en los
diferentes Grganos de la planta causan la muerte de las células donde se encuentran (Jackson y
Taylor, 1996; Alfano y Collmer, 1996).

En el caso de los hongos tanto los inferiores (Plasmodiophoromycetes, Chitridomycetes
y Oomicetes) como los hongos superiores (Ascomicetos, Basidiomicetos y Deuteromicetos),
son patgenos de las plantas. Estos presentan varias formas de vida, desde parasitos obligados
hasta parasitos facultativos que son capaces de atacar a las plantas solo bajo ciertas condiciones
ambicntales (Jackson y Taylor, 1996). Por otro lado, los nemitodos pucden mambién tener
profundos efectos en el metabolismo de la planta y en algunos casos pueden afectar la
arquitectura. de la raiz. Todos los nemdtodos son parisitos obligados que obtienen los
nutrientes del citoplasma de las células vivas de la planta. Algunos nemitodos son
ectopardsitos que viven fuera del hospedero y al infectar causan severos dafios a la iz ¥

“pueden ser importantes vectores de virus. Otras especies son endopardsitas las cuales se
mueven a traves de fa raiz causando una necrosis celular masiva (Williamson y Hussey, 1996;
Jackson y Taylor, 1996).

A pesar de que las plantas estin expuestas a todo tipo de patdgenos, muchas resisten a
la invasion de microorganismos ya cue pueden detectar la llegada de éstos y responder al
ataque medinte una serie de eventos bioquimicos intracelulares inducidos como la produccion
de especies reactivas de oxigeno (EROs), refuerzo de la pared celular, producciion de proteinas
RP y preduccion de compuestos antimicrobinos que restringen ¢l paso bacia las demds

células. Todos estos eventos conforman o que se les denomina respuesta de hipersensibilidad.




3.1. Reconocimiento planta-patégeno

Las plantas son capaces de responder a la presencia de un microorganisma patdgeno
cuando éste secreta algin compuesto o genera una herida en o tejido. Bstas seales quimicas
que genera el patdgeno o la planta en respuesta a gsee, se denomman elicitores. Se cree yue
algunos clicitores interactian con receptores por unidm especifica intciando la transmision de la
sefial meeacelular. La conversitn de esta sciial a través de una cascada de transduccion, resulta
en la induccidn de una respucsta celular caracrerizada por la actvacion transcnpeional de
vanns genes de defensa. Se ha demostrado la presencia de receptores de alta afinidad cn la
membrana plasmadtica de la célula vegetal que se unen a varios tipos de elicitores derivados de
hongos fitopatogenos. Algunos de los eventos intracelulares (ue se generan en respuesta son
cambios en la permeabilidad de fa membrana plasmitica, generacion de especies reactivas de
oxigeno y alteraciones en el estado de fosforilacion de varias protefnas (Boller, 1995).

La naturaleza quimica de los clicitores es muy diversa ¥ se han caractetizado
oligosaciridos, proteinas, glicoproteinas, lipidos como el dcido araquidénico y cercbrosidos, o
compuestos lipofilicos (nistatina, amFfotericina b y digitonina). Dentro de los oligosacinidos se
han identificado oligoglucanaos, oligoquitina y oligoquitosan de hongos y obigogmlacurdnidos
de origen vegetal. Los elicitores glucanos son compuestas de residuos de 3-, 6- y 3.6-uniones
de B-glucosil. Los B-glucanos de composicion similar, son de los principales componentes de
la pared celular de varios hongos filamentosos y también han sido aislados de extracto de
levaduras (Ebet, 1998).

Las glicoproteinas o glicopéptidos de hongos que actian comu elicitores presentan una
actividad que radica en sus cadenas laterales de carbohidratos y no en la secucncia de sus
ammoacidos. Los glicopéptidos que presentan cadenas laterales de las cuales contienen ocho
residuos de manosil presentan poca actividad como dicitores, pero los que presentan cadenas
laterales de 9 a 11 residuos de manosil son potentes (izbel, 1998},

Existe un gran nimero de elicitores proteinicos que son denvados de diferentes
fitopatogenos, como las clicitinas aisladas del oomyceto Phytgphtora sp. las cuales inducen
necrosis en tabaco a una concentracion de ~2x109 M v las xilanasas de Trehaderma riride.
También bacterias del género Prendomonas, Xanthamanas y Enwinia producen dicitores de origen

peptidico siendo la mis comin y abundante las harpinas. Algunos polipépudos producidos por
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hongos fitopatogénicos producen una respuesta hipersensible sélo en cultivos espedficos de
planmas. El péptido NIPI {necrosis-inducing peptides) producido por Rbynchasporinm  secalis
(deuteromiceto) induce una reaccion de defensa en cebada y lox pépndos AVR en la
mteraccion de Chadosperium Julvwn con la planta de tomate. En ambas interacciones se produce
uecrosis (Baller, 1995).

Las sustancias lipofilicas pueden acwnularse en membranas y afectar el membohsmo v,
ademas pucden ser percibidas Por un mecanisme especifico quimiosensorio. La nistatina,
anfotericina B y digitonina a concentraciones ~1X10% M. inducen fluj de iones, produccidn
de fitoalexinas y otras respuestas de defensa. Sin embargo, ciertas sustancias lipofiticas parecen
ser percibidas de una manera selectiva y especifica, comao por ejemplo ol dcido araguiddnico o
cual es una dcido graso importante en lipidos de Phyraphthora infestans, un patdgeno de papa,
chicita Ia acumulacion de fitoalexinas en ¢l tejido del tubérenlo de la papa. posiblemente la sefial
percibida por ia planta no es el dcido araquiddnico por si mismo sino un metabolito generado
por la Iipooxigenasa; entre otras sustancias lipofilicas se encuentran los siringolidos y ¢l
ergosterol  (Boller, 1995). Recientemente. se ha encontmado que ciertos  esfingolipidos
(cerebrosido A y cerebrosido B) tienen actividad elicitora, Listos esfingolipidos son secretados
por un hongo patdyena de arroz, Mugnuporthe grivea, provocando la produccion de fitoalexinas y
muerte celular en hojas de la planta. Estos compuestos contienen un grupo metilo en el C-9 ¥
un doble enlace en la nitad de la base esfingoidea tanto para el cerebrosido A como para ¢l

cerebrosido B, los cuales son elementos claves que determinan su actividad como clicitores

{Koga ef af, 1998).

3.2. Mecanismos de Defensa

3.2.1. Respuesta Hipersensible

Las respuestas incompatibles son  frecuentemente asociadas con la aparicion  de
mauchas neerdicas contenidas en células muertas de la planta, en sitios donde o patogeno
intenté penetrar. Clisicamente esta respuesta hipersensible (RH) es definida como la muerte de
células hospederas dentre de unas pocas horas del contcto con ol patGgena, pero s
fenotipicamente muy diversa, y s¢ observa desde una sola célula hasta dreas necroticas mis

prandes que delimitan 1a colonizacion del patdgeno.
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La RH s un proceso intrinseco programado. Sin embargo, por nimero de eventos que
provoca y morfologias de la muerte celular, existen probablemente varias vias por las cuales la
célula puede morir. La célula atacada y las vecinas probablemente no reciben la misma sedal
tanto en cantidad como en calidad. En animales In severidad de la sefial inicial puede
determinar si'Tas células entran a necrosis o apoptosis ¥ lo mismo puede ser verdad cu ¢ caso
dela RH. Asi, tanto apoptosis como necrosis pueden presentarse en una sola region de RH. La
RH también resulta de un conjunto intemo de seiiales tanto de la planta como del patbgeno.

Se ha propuesto que la RH juega un papel causal en la resistencia a las enfermedades.
S embargo, existen algunos ejemplos donde Ia RH no es causal para la resistencia. in la
mteraccidn con patdgenos biotrdficos obligados que forman asociaciones haustonales intimas
con células hospederas, la muerte celular puede privar al patdgeno ol acceso a los demas
uutrientes. Bioquimicamente, la RH involucra la activacién coordinada de eventos compiejos;
uno de los eventos detectados en los primeros minutos ¢s la generacion de especics reactivas
de oxigeno que incluyen peroxido de hidrdgeno (H202), anion superoxido (027 y radical
hidroperoxil (HO2"). Se cree que éstos dirigen las siguicnies respuestas: entrecruzamiento
oxidativo de la pared celular, acumulacidn de compuestos fendlicos y fitoalexinas, inducciéin de
un amplio rango de proteinas relacionadas cont la patogénesis y la activacion de proteasas ¢
inhibidores de proteasas dando como consecuencia final la muerte de una o un grupo de

células hospederas en el sitier de infeccidn (Piffanelli er wf, 1999).

3.2.2. Especies reactivas de oxigeno

La praduccion de EROs probablemente juega un papel clave en la defensa de la planta.
Frecuentemente es la primera respuesta activada en muchas de las interacciones incompatibles
y ¢sto puede provocar que se micie la RH. Se ha demostrado que las plantas tienen un
mecanismo para la produccion de 02" que involuera un homélogo de la NADPH oxidasa de
mamiferos. El 02" generado es rapidamente dismutado, ya sea por una via 1o enzimatca o
por la accion de la superdxido dismutasa generando HzO2 Debido a que o Ha0: no tiene
clectrones desapareados, puede cruzar la membrana plasmitica ficilmente, mientras que las
especies On'” cargadas lo hacen muy lentamente (Wojtaszek, 1997).

Tanto el HF2O2 como el O2" son moderadamente reactivos, sin embargo, ¢l dafio celular

por EROs parece ser debido a su conversion a especies mas reactivas, La protonacion de 0,
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favorecida a pH bajo, produce HO:", que es menos polar que el O2™" por lo tanto capaz de
cruzar membranas biologicas. A diferencia del Q.. ol HO- puede reaccionar con los acidos
grasos directamente y se ha mostrado que es capaz de peroxidar a los dcidos linolénico,
limoleico y araquidénico. Asi, bajo condiciones apropiadas, la genencion de (07, lleva a la
formacién de HOz" que resulta en el dafio de fa membrana ¥ la formacion de un arreglo de
lipidos peroxidados como moléculas sefia) (Wojtaszek. 1997).

En presencta de Fer, el H20: entra a Ia reaccion de Fenton generando MO, o cual s
extremadamente desoructive, ¥ puede imciar la peroxidacion autoperpetuante de lipidos. St ¢l
F202 que entra al citoplasima de la célula permanece a2 una concentraciaon suficiente para
enriquecer el nitcleo del patogeno o de la planta, éste puede reaccionar con iones metilicos
intracclulares para producic HO:', éste puede fragmentar al ADN por un ataque sitio
especifico. Asi la produccién de EROs puede resultar en un daiio considerable tanto para ¢l
hospedero como para ¢l patogeno y es requerido por las células de la planea para activar una
serie de mecanismos de proteccion (Dat ef of, 2000).

Se han propuesto diversas funciones de los EROs en la defensa de la planta. Por
ejemplo, el F20: puede ser dircctamente toxico a microbios a niveles gue se producen en los
tejidos vegetales y también puede contribuir al reforzamiento de la pared celular de la planta.
El H20z es esencial para la formacion de precursores del polimero de lignina via actividad
peroxidasa y se ha demostrado que plicoproteinas ricas en hiroxiproling o prolina son
ripidamente oxidadas en pared celular después del traminiento con dlicitores de hongos. Un
papel en la seiializacion de algunos EROs también es posible; ¢l Ha0s incrementa la actividad
cnzimatica de la 2-dcido benzoico hidroxilasa (BA2-H), la cual es requerida en la biosintesis de
acdo salicilico (Hammond-Kosack y Jones, 1996).

3.2.3. Refuerzo de la pared celular

Los patigenos pueden atravesar la cuticula y/o la pared celular de la planta para llegar al

interior de fa célula, aungue a veces la penctracién ocurre a través de una apertura narural

hecha por algin daio mecinico. El refuerzo de ha pared celular de la planta puede aumentar la

resistencia de varias maneras, por ejemplo, para bidtrofos” extracelulares, el sellado de la pared

" Aplicase al pardsito que se nutre a expensas de s células vivas del hospedante.
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puede impedir la salida de contenido citoplasmico, de ese modo reducen fa disponibilidad de
nutnentes para el patégeno (Cassab, 1998).

Los patogenos producen cutinasas y enzunas hidroliticas, tales como pectinasas,
celulasas. xilanasas y poligalacturonasas que atacan varios de los polimeros de pared cetular del
hospedero. La presion mecanica también puede facilitar la entrada del microbio. Ninguna de
las enzimas anteriommente mencionadas, por si solas, son cruciales para la patogénesis, pero su
actividad produce fragmentos de la  pared celular (oligémeros de acido galacrurdnico) los
cuales pueden inducir respuestas de defensa adicionales o amplificar la original,

Dentro de los mecanismos de refucrzo de pared celular se encuentran la produccién de
papilas, produccion de calosa, sintesis de proteinas nicas en hidroxiprolina y produccidn de
lignina. Las papilas se forman inmediatamente por debajo del sitio de penetracion y son
heterogéneas en composicion (compuestas principalmente de calosa y lignina); se piensa que
¢stas bloquean fisicamente la penetracion del hongo a las células hospederas. Sin embargo
también es posible que su formacidén sea requerida para proporcionar un soporte adecuado
para el subsiguiente desarrollo del haustorio, en tal caso éstas podrian ser csenciales para ia
patogenesis.

La ripida depasiciém de calosa en pared celular esti frecuentemente asociada a sitios de
incompatibilidad del patdgeno. La deposicion de calosa se ha ohservado en cultivos celulares
de plantas expuestos a elicitores derivados de patdgenos, o cuando el tejido de la planta es
dafiado mecinicamente asi como en la infeccién de plantas completas. La enzima sintasa de
calosa constitutiva estd localizada en la nembrana plasmatica y cambiza la formacion dcl
polimero $-13-glucano y requiere niveles clevados tanto del echador B-furfuril-B-glucosido
como de Ca?* para su acuvidad, Ll bloqueo de los plasmodesmata con la calosa s un
componente csencial de la respuesta de defensa requerida para impedir ¢l movimiento de virus
de célula a célula. Se piensa que las glicoproteinas ricas en hidroxiprolina basica juegan un
papel clave en la organizacidn de la arquitcctura primaria de la pared celular y que pueden
actuar como el foco para la iniciacion de la polimerizacion de la lignina. Un grupo de genes de
HRGP son también lentamente inducidos en respuesta a la invasibn de un patdgeno
mcompatible, indicando que la sintesis ¢ #oro de FIRGP es una respuesta relativamente tardia.
En contraste, el entrecruzamiento oxidativo rapido de proteinas HRGPs y RP por las uniones

inter o intramoleculares de isoditirosina pueden constituir una de las respuestas de defensa
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tempranas acompaiiada de la explosién oxidativa. Las extensinas pueden también servir como
un tipo de cstructuras atrayentes de pared celular, capaces de inmovilizar ciertos patégenos de
plantas. Un mecanismo adicional pero lento que hace a la pared celular mas impermeable es ¢l

aumento del contenido de lignina local (Hammond-Kosack y Jones, 1996).

3.2.4. Proteinas RP y otras proteinas relacionadas con la defensa

El ténino proteinas RP (relacionadas con la patogénesis) fue usado en un principio
para describir numerosas proteinas extracelulares acumuladas en respuesta a la infeccion por el
virus del mosaico del tabaco en un genotpo  susceptible. Subsecuentemente en las
interacciones planta-patdgeno se encontrd una ripida induccidn de diferentes genes RP
asociados con la incompatibilidad. Mas recientemente, la definicion de proteinas RP se ha
extendido para incluir proteinas localizadas intra y extracelularmente que se acumulan en tejido
miacto de plantas o en cultivo de células después del ataque del patdgeno o del tratuniento
con algim elicitor (Kirajima y Sato, 1999).

Varas proteinas RP poseen actividad antifingica o antibacterial 7n ritro y ahora se
conoce la identidad de algunas de clias como quitinasas, glucanasas o de union a quitina. La
degradacién de polisaciridos estructurales, o la alteracion de la arquitectura de la pared celular
de hongos puede impedir o reducir severamente el crecimicento de éstos. Se ha reportado que
ias proteinas RP basicas, encontradas en la vacuola, presentan una actividad antifiingica mas
efectiva que las proteinas RP acidicas las cuales son secretadas por la célula de ka planta. Todo
esto sugiere que la actividad coordinada de varios genes RP es necesaria para la resistencia

(Hammond-Kosack y Jones, 1996).

3.2.5. Fitoalexinas

Las fitoalexinas son compuestos antimicrobianos, lipofilicos, de bajo peso molecular
que sc acumulan ripidamente en los sitios alrededor de infecciones de patégenos
incompatibles y en respuesta a una gran vanedad de clicitores bidticos y abidticos. La
biosintesis de fitoalexinas puede ocurrir a partir de tres rutas metabolicas: la ruta de acetato-
malonato, la de acetato-mevalonato y la ruta de acido shiquimico. Esta diversificacion proviene
de la induccion de nono de enzimas tales como Ia fenilalanina amonio liasa (PAL), que controlan
puntos claves de ramificacién en la ruta biosintética. Sin embargo, debido a que la sintesis de

muchas fitoalexinas requiere de la actividad de numerasas enziinas, los eventos de sefinlizacion
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altamente coordinadoes son necesarios para que en las células atacadas puedan establecer
cxitosamente este tipo de respuesta.
Las fitoalexinas son compuestos que no se les ha asignado un papel espedfico de entre
ser un compuesto de defensa o ser solo una respuesta a Ia infeccion. Sin embargo, de acuerdo 4
Hammerschmide (1999) existen varias lineas de evidencia que apoyan el papel de las
fitoalexinas en la resistencia a la enfermedad y éstas son:
. La localizacion y tiempo de acumulacidn en el tejido infectado con relacion al desarrollo
del patgeno.
2. La fuerte correlacion positiva de la produccidn répida del fitoalexinas con las interacciones
incompatibles en sistemas de planra-pathgenc gen pot gen.
3. La asociacidn de la acumulacion ripida de fitoalexinas con genes de resistencia que
determinan la restriccion ripida del desarrollo del patogeno.
4. El uso de mhibidores metabdlicos que blogquean la produccién de fitoalexinas ¢
mcrementan la susceptibilidad al patageno.
5. La capacidad de algunos patogenos de metabolizar fitealexinas, incrementa su virulencia,
6. Cuando se estimula la produccién de fitoalexinas en el tejido de la planta antes de inocular
al patdgeno, este tejido incrementa su resistencia.
No obstante, aun con todos estos datos, todavia no esta claro el papel que puedan tener
las fitoalexinas y mas estudios definitivos son necesarios para determinar ¢l papel de éstas en la

defensa de la planta.

3.3. Mecanismos de seiializacion

Dentro de los eventos de respuesta a patdgenos, un aspecto importante son los
mecanismos de sefializacion que transmitirin la seiial inicial de percepcion del patgeno hasta
la activacién de genes especificos, donde estin involucradas moléculas con funcion de
segundos mensajeros o molécuias clave yue forman parte en las rutas de seializacién

especificas para activar a los diferentes genes de respuesta a parigenos.

3.3.1. MAPKSs en la transduccion de sefiales
Las proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPKSs) son encontradas en todos los

cucariontes y su activacion se basa cen la fosforlacion por otra MAPK cinasa, denominada
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MAPKK. de residuos de treonina y tirosina conservadas. Solo una MAPKK puede activar a
una MAPK especihca, Asimisino, una MAPKK es acdvada por fosforilacién a mavés de una
cinasa que pertenece a una clase de proteinas MAPKK cmasa (MAPKKK). Este grupo de res
Proteinas cinasas funcionalmente nterconecradas (MAPK, MAPKK, MAPKKER) consttuye ¢
modulo de la ruta de las MAPKs. En el Glimo paso de la actuvacion MAPK citoplismica se
mduce la traslocacion de la MADPK hacia el niclen, donde ta cinasa activa cierto grupo de genes
a través de fosforilar factores de ranscripeion espedificos. Iin otros casos las cinasas pueden
translocarse a otros siios en o citoplasma para fosfonlar enzimas especificas  (lipasas,
fosfarasas) o componentes del atoesqueleto. Por una estrecha regulacion entre la focalizacién
de MAPK y a través de la expresion de ciertos componentes de sealizacion y sustratos en
células, tejidos y drganos en particular, las rumas de MAPK pueden mediar la sciializacion de
una multicud de estimulos extracelulares y provocar una variedad de repuestas especificas
(Jonak e/ al, 1999).

La fosforilacion y desfosforilacién de proteinas en las plantas se ba implicado en la
activacion de respuestas de defensa, donde se ha demnstrado que en células de tabaco
expuestas a un elicitor se activa una proteina cinasa con caracteristicas de MAPK, que es
idéntica a SIPK, una MAPK que fue previumente identificada y la cual se activa con dcido
salicilico (Jonak ef af, 1999; Klessig ef wl, 2000). in células de perejit un elicitor activa a ERMK
(MAPK regulada por un elicitor), esta cinasa es ripidamente translocada hacia nicleo después
del tratamiento con el elicitor, suginiendo un papel directo de ERMK en Ia regulacion de la

transcripcion de genes inducidos por elicitores (Jonak ef af, 1999).

3.3.2. Acido salicilico

Los patogenos incompatibles como hongos, virus o bacterias frecuentemente provocan
la acumulacién de concentraciones muy aleas en la vecindad inmediata del sitio de infeceion
tanto de acido salicilico (AS) como de aado benzoico (AB) y sus respectivos glucdsidos
conjugados. La nduccidn de estos compuestos es cominmente asociada con la RFL La ruta
broquimica responsable de la biosintesis de éstos compuestos durante la respuesta de defensa
estd relativamente bien establecida, pero su regulacion puede diferir entre especies de plantas.
El AS es derivado de la rura de los fenilpropanoides pero al parecer la sintesis de éste no es

regulada a nivel de la transcripaidn de PAL. En lugar de eso, la liberacidn de AB a partir de
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conjugados preformados de AB induce a la citocromo P430 monoxigenasa (BA2-H) soluble
que convierte AB en AS. La actividad enzimarica es fuertemente inducida antes de la aparicion
de la RIM. Sin embargo. en plantas como Arabidopsis sp. por ciemplo, el conjugado AR
preexistente puede estar ausente. En estos casos, los nivdles de AS requicren merementos de
actrvidad de PAL (Fammond-Kosack ¥ Jones, 1996).

No esti claro si la biosintesis de AS es causa o consecuencia de R, pero ambas
hipdresis pueden ser validas. Por ¢jemplo, a altas concentraciones, of AS se ha reportado que
whibe la actividad de la catalasa. Esto puede exacerbar ¢l estrés oxidativo como resultado del
mcremento de la sintesis de EROzs. Sin embargo, las interacciones entre el AS v ia catalasa v/o
ascorbato peroxidasa pueden provocar dadio por el racheal libre de AS. La inhibicidn de
catalasa por AS se piensa que ocurre via incremento de un intermediario de catalasa a parur de
una rapida reaccion de reciclaje. la cual restaura la funcion de la enzima, dentro de muchas de
las reacciones lentas de peroxidacion del ciclo, 1o cual resulta en atrapar a la catalasa en un
estado mactivo y parcialmente reducido. Como el AS dona un clectron al compuesto | de
catalasa, éste se convierte en una forma oxidada, AS-. Este radical libre de AS puede iniciar la
peroxidacion de lipidos y puede modificar otras macromoléculas. Sin embargo. ol radical libre
de AS no inhibe a las peroxidasas involucradas en la biogénesis de lignina (Ryals ef 4/, 1996:
Kiessig ef al, 2000).

Orro papel para el AS en la defensa de la planga, s que puede ser un COMpPUEsto
antimicrobmno. Ademis, la aplicacion exdgena de AS induce l coordinacion de la exXpresion
de un grupo de genes RP en numerosas cspecies de plantas. Los niveles elevados de AS
pueden también inhibir Ia expresion de genes inducidos por daiie, blogueando la biosintesis de
acido jasmonico {A]). Asi, en sitios de incompatibilidad microbiana mediada por genes R-Avr,
niveles clevados de AS deben asegurar que la respuesta de defensa requerida para fa detencidn
del crecimiento microbiano es activada, micntras aquelias conera las mordidas de insectes v la
migracion de nemidtedos no sean inducidas innecesariamente (Hammond-Kosack v Joncs,
1996).

Durante Ta dltima década. mucha de la mvestgacion en las interacciones de planta-
patogeno se ha enfocado en determinar ¢l papel del AS como molécula de sefializacion en la
activacion de varas respuestas de defensa en la planta. Estas respuestas incluyen la induccidn

local vy sistémica de resistencia en la enfermedad y la activacion de la muerte celular
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programada. Los mecanismos a través de los cuales el AS media cste efecto son vanados ¢
involucra cambios en la actividad o sintesis de clertas enzimas. incrementando la expresion de
genes de defensa y la potenciaciin de varias respuestas de defensa (Hanmond-Kosack y Jones.

1996).




4. PROTEINAS INVOLUCRADAS EN LA
RESPUESTA DE DEFENSA A PATOGENOS

La actvacion de ciertas enzimas en éstos eventos de seializacion s importante v
caracteristica para la defensa en phnes. Algunas de estms proteinas son claves en o
metabolismo activado duranre una interaccion plant-patdgeno como por eemplo 1)
tenilalanina amonio liasa. enzima clave en la rua de fenil propanodes. 2) Ia catalasa la cual
tene un papel importante en ¢l estrés oxidativo, ¥ por otra parte 3) enzimas v protemas que
son secretadas para la defensa directa de la planta como la proteina rica en hidroxiprolina que
refuerza la pared celular, las quitinasas y glucansas, enzinas Lticas yue degradan ta pared celular

de los hongos.

4.1. Glicoproteinas ricas en hidroxiprolina

La pared celular es una entidad moleeular compleja compuesta de polisaciridos, lignina,
subenna, ceras, proteinas, enzumas, calcio, baro ¥y oagua que tenen la habilidad de
autoensamblarse. Su complejidad es ndispensable para la adapmcion de las plantas a los
diversos ambicntes ya que protege a las células del ataque de patdgenos y les proporciona
rigidez. La superestructura de la pared celular también tienen propiedades de asociacion con el
sistema nicleo-citoplismico  via plhsmodesmos,  membrana  plsmitica v citoesyucleto
estableciendo una comunicacion del medio externo con el interno (Cassab, 1998),

Durante los periodos de erecimicnto y desarrollo o por efectos de estrés ambiental y/o
infeccion, la pared celular se modifica continuamente por accidn enzimidtca. Las proteinas
localizadas en la pared celular son ubicuas y telativamente abundantes en plnas v en algas
verdes. Lstas proteinas son ricas en uno o dos aminoacidos, dependiendo de b familia, tienen
dominios de secuencuas altamente repetitivos y algunas de ellas se encuentran glicosiladas.
Entre tas proteinas mas abundantes se encuentran las glicoproteinas ricas en hideoxiprolina
(HRGP: hydroxyproline-rich gheoproteins) o extensinas, las proteinas arabinogabctanos, las
proteinas ricas en glicina, las proteinas ricas en prohm, y las proteinas quimdricas que

contienen dominios parecidos a las extensinas (McNetl er al, 1984).
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La secuencia de las HRGPs esta coustituida por elementos altamente repetidos, ue cn
las diconledbneas tienen la secuencia: SPPPP, donde los residuos de prolina se modifican a
hidroxiprolina y son codificadas por una familia multigénica. En contraste, para maiz, las
HMRGPs son codificadas por un solo gen y la principal parte de la secuencia de su proteina nene
una estructura repetitiva formada por el hexapépudo (PPIYTP) seguido por otros dos o tres
pentapéptidos (SPRPP-TPKPT o SPRKPP-ATKPP-TPRKIT, respectivamente). La secuencia
del ADNc de la HRGP de maiz abarca 1.8 Kb. Hacia ¢l extremo 5 de la caja TATA, se
encuentran varias secuencias repetitivas y segmentos de polipurina-polipirimidina. La regiom 5
no es meerrumpida por mtrones, sin embargo un intron esta presente en la region 3 no
traducible (Raz er #f, 1992). La estructura primaria de la proteina deducida a partr de la
secuencia de nucledtidos incluye varios bloques que pucden tener diferentes funciones
estructurales en la pared. Una secuencia seiial hidrofdbica estd presente en ol extremo amino y
ausente en la proteina madura, presumiblemente debido a un procesamicnto durante su paso
del reticulo endoplismico hacia la pared. la proteina madura comienza con una region de
ocho aminodcidos ricos en glicina y tirosina (Stiefel ef af, 1990).

Las HRGPs muestran un alto grado de conservacion entre todos los elementos
repenidos a lo largo de su secuencia. Kstas secuencias varian entre especies de dicotiledoneas y
mounocotledoneas, y/o a gimnospermas, y/o algas verdes, aunque existen notables similitudes
entre ellas. Sin embargo, todas las extensinas son ricas en Hyp y Ser y en alguna combinacidn
de los aminodcidos Val, Tyr, Lys e His; muchos de los restduos de Hyp son glicosilados de uno
a cuatro residuos y presentan uniones covalentes con otras proteinas de pared a través de una
unidm de isodidrosina (Cassab, 1998).

Las extensinas parccen contribuir a la defensa de la planta, ayudando a protegerla contra
el ataque de los patégenos, clicitacién, o daiio mecanico. Estudios inmunoquimicos han
mostrado que las extensinas se acumulan en la pared celular cerca de los sitios donde ¢l
crecimiento microbiano es restringido por la planta. Existen evidencias que muestran que las
extensinas actian como barreras fisicas impenetrables o quiza immovilizando a los patdgenos
por umion a sus superficies; esto dltimo probablemente resulta de la interaccion idnica de las
moléculas de extensinas cargadas positivamente con las superficies de los patdgenos cargados
negativamente. Ademis, se ha demostrado que cuando se incuba pared celular con elicitores

Ringicos por 30 minutos, su estructura se modifica y presentan una mayor refraccion a enzimas
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de digestion. Elicitores y supresores que s¢ acumulan de las extensinas son degradados de la
pated cclular por la endopoligalacturonasa purificada de patogenos. También los pequeiios
galacturénidos pueden provocar la expresion de genes de extensinas y elicitan un incremento
del 40 al 70% en el contenido de Hyp de la pared celular. En contrasee, fragmentos pépticos de
alte peso molecular, compuestos de dcido galacturdnica, con pocos constituyentes de RG I,
nenen la habilidad de suprimir la deposicion de Hyp en ka pared celular y la expresion de penes
de extensinas. Ademids de la defensa, fragmentos pépticos. probablemente juegan un papel
importante durante el desarrollo de la planta en situaciones donde la célula necesita ser
distendida o reforzada, por cjemplo en la germinacién del polen, la maduracidn de la fruta, la
clongacion celular y respucstas al dafio mecinico. La regulacién de las extensinas por
supresores enddgenos cn ciertos estados del crecitmiento celular y en o desarrollo puede
explicar la relacidn inversa amplamente reportada entre los niveles de extensina en la pared
celular y el alcance de la elongacion celular. Asi, Ia pared celular lteva su propia infornacion,

por ejemplo sefiales que regulan su propia biogénesis (McNeil e al, 1984, Cassab, 1998).

4.2, Fenilalanina amonio liasa

Los fenil propanoides son sintetizados durante ¢l proceso normal del desarrollo y
también bajo ciertas condiciones de estrés tales como radincién UV, heridas ecinicas y
ataque por patogenos (Dixon y Lamb, 1990). Una enzima clave en esta ruta es la fenilalanina
amonio liasa (PAL) que cataliza la eliminacion de amonio de Ia fenilalanina para producir dcido
{E)-cindmico cn el primer paso en la ruta de los fenilpropanoides (Orr e al, 1993). Los
productos intermediarios de esta ruta biosintética sirven también como precursores de un gran
nimero de compuestos fendlicos que incluyen lignina, compuestos aromdticos, pigmentos
flavonoides, protectores de UV, furanocumarinas. fitoalexinas isoflavonoides y ésteres de acido
hulroxicinamico (Hahibrock y Grisebach, 1975; Diallinas y Kanellis, 1994). Por mucho tiempo
se penso que la PAL desplegaba una cooperatividad negativa, atribuida a cfectos alostéricos del
sustrato en la enzima tetramérica pero. cuando se punfico la enzima de cultivo de células en
suspension de frijol y alfalfa se demostrd que estas espectes expresan maltiples formas de PAL
con diferentes propiedades cinéticas. Una isocnzima PAL sola despliega una cinética Michaclis-

Menten, pero la mezcla de isoenzimas muestran una cooperatividad negativa caractenstica de
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PAL previamente considerada. Las subunidades de PAL son tipicamente codificadas por una
familia multigénica en angiospermas, de dos a cuarenta diferentes miembros dependiendo de la
especie. Los penes que codifican diferentes subunidades de PAL muestran patrones de
expresion tepdo-especificos en varias angiospermas (Pellegring ef af, 1994).

La PAL de monocotiledéneas, ademas de urllizar fenilalanina también utiliza tirosina
(actividad ‘TAL), micntras que en dicotledéueas solo utilizan eficientemente fenilalaning
(Rosler ef al, 1997). Los valores de K de la PAL purificada de maiz son 270 pM para Phe y
29 uM para Tyr. La enzima en esta especie esth codificada por un solo gen (Résler ef wf, 1997).

la acovidad de PAL responde a varios estimulos externos come son luz, heridas,
presencia de un elicitor fingico e infeccion de microorganismos patdgenos asi como de los
requenmientos en ¢l desarrollo de la planta (Diallinas y Kancllis, 1994). La enzima activa de
maiz parece estar compuesta de un homoteirimero, cada uno con un sito activo. La
dehidroalanina fue identificada como un constituyente csencial del centro catalitico. Se ha
demostrado que estas enzimas no requicren de cofactores, sin embargo, s¢ ha encontrado que

un tiol libre en el sitio actvo es esencial en algunos casos. (Hahibrock y Grisebach, 1975).

4.3. Catalasas

Las plantas tienen distintas enzimas y wetabolitos antioxidantes localizados en
diferentes compartimientos celulares de la planta; los principales son: la superdxido dismutasa
(SOD), yue pertenece a una familia de metaloproteinas que caralizan la dismutacion de 02" a

-H20z; hs caralasas (CATs) son hemoprotinas que catalizan la remocion de Ha0s, v los
componentes del ciclo del glutattion ascorbato {enzimas y metabolitos), los cuales estan
mvolucrados en la eliminacion de [0z, Estas dltimas son las mis importantes en la remocién
del Hz0:. Aunque las propicdades y requerimientos son diferentes, estas proteinas funcionan
efectivamente en paralelo. La catalasa no requiere de poder reductor y tiene una alta velocidad
de reaccion pero una baja afinidad por e H:0O: de tal modo que solo lo elimina crando hay
una concentracion alta. La capacidad antioxidante cs entonces dependiente de la severidad del
estrés, asi como de la especie vegetal y su estado de desarrollo, La mayoria de estas enzimas se
han eucontrado en cloroplasto, citosol, mitocondnas y peroxisomas (Bohwell y Wojtaszek,

1997).
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Existen tres isoformas principales de catalasas caracterizadas en varias especies de
plantas; las caralasas clase 1 incluyen Ia SU2 de algoddn, Catl de Nicotiana plumbaginifolia, v
CAT-2 de Zew mays. Su nivel de expresion es muy alto en hojas, son dependientes de luz y estin
mvolucradas en la remocion de HaO» durante la fotorespiracion. Las catalasas clase 11 incluyen
la Cat2 de N. plumbagnifolia, CAT2 de frijol, CAT3 de maiz, una catahisa de tomate, Cat2St de
papa y CAT1 de Arabidopsis thaliana.; cstas protelnas se encuentran principalmente en tejido
vascular. Fmalmente, las catalasas clase 111 incluyen SUI de algoddn, Cat3 de N. plumbaginifolia,
CATI de fdjol, CAT-1 de maiz y CAT3 de A. thabana y estan involucradas principalmente en
la remocion de HzOz de glioxisomas v son muy abundantes en semillas y plantas jovenes. La
expresion de los genes de catalasa se regulan durante ¢l desarrollo pero también son
fotoactivadas por luz moderada y las diferentes catalasas responden a estrés por temperatura.
Se ha reportado que las catalasas responden 2 otros tipos de estrés, como el ataque de
patdgenos. En maiz, CAT3 es mas sensible a la temperatura que CATI. Generalmente, la
actividad de catalasa es inhibida a temperatura baja y durante el estrés por calor (Dat o of,
20083).

En maiz, tres genes estructurales no relacionados, Carl, Cat? y Car3 codifican para tres
isoenzimas bioquiniicamente distintas, CAT1, CAT?2 y CAT3. Cada uno de los genes Car tiene
un patrédn de expresion temporal y espacial, especifico y cada una de estas proteinas responde
diferencialmente a varios esimulos ambientales. Ademas, las isvenzimas catalasas muestran
especificidad celular y de organelos. Por cjemplo la CAT-2 primero aparece durante el
desarrollo tardio del grano ¢ incrementa dramaticamente en el escutelo después de la
germinacion. CA'T-2 estd ausente en hojas etioladas pero ripidamente se sintetiza cuando se
sobreexpone a la luz debido a un incremento en la acumulacion y traduccidn del mensaje de
Car2. Asi, a diferencia de Car! la cual no responde a la luz y la Car3 I cual es controlada por un
reloj circadiano, Cur2 es positivamente regulada por la luz de manera especifica para cada tejido
{Guarn e/ af, 1996).

Existe solo una copia del gen Cat2 en el genoma de maiz. La region codificante del gen
de Cat2 contiene 5 intrones cortos (78 a 113 pb) que poscen el sitio consenso para ¢l corte y
empalme (GT 5" donador y AG 3 aceptor). La regiom codificante de Cat2 tene un tamafio de
1532 pb y el codon de iniciacion, AGT, estd a 53 pb del sito +1. Una caja TATA (—43) y las

secuencias (GCGCGG a -114, GGGCAG a -570), las cuales son homdlogas a las secuencias

‘38



consenso de union a Sp1 {caja GC). Una caja de pirmidina (CCTTT) y una caja I (GCAGTG)
las cuales son parte de la respuesta a AG se localizan en -280 y —256. Dos secuencias de 8 pb
(CACGTCGC, CACGTAAC) las cuales son similares 2 un elemento de repuesta a ABA
(ABRE, CACGTGGC) se encuentran en —308 y -648. La secuencia ceneral del elemento de
respuesta a2 ABA (ACGT) es o sito de unidn a ol zippet. basico de leucina del factor
transcripcional o factores regulatonios de pla-nms (CPRFs). Un clemento similar a CEL es
localizado cerea del segundo ABRE a —636. Uuna sccuencia repetida de 6 pb invertida
{CGGCGE, GCGCCEG). Un elemento de 11 pb cerca del sitio +1 (GGTGACCTTG) ¢l cual
es idéntico a un elemento de respuesta antioxidante (ARE, PGTGACNNNGC) de la
subunidad “Ya” de Ia glutation S-transferasa. ] ARE podria ser un clemento que activa genes

que protegen a las células eucariotes contra el estrés oxidativo {Guan ef af, 1996).

4.4. Proteinas relacionadas con la patogénesis

Las plantas responden ai ataque de un patdgeno con una seric de mecanismos
acompafiados por la induccién de proteinas denominadas “proteinas relacionadas con la
patogénests”. Estas fueron encontradas originalimente en hojas de tabaco pero desde entonces

se han deserito en varias plantas como jitomate, papa, maiz, cebada, fiijol y perejil. La

expresion de estas proteinas puede ser inducida por varins agentes infecciosos como viru
hongos, viroides y bacterias, por productos derivados de éstos (clicitores) o por agentes
quimicos como denivados del cido benzoico o nitrato de plata, acido poliacdlico o por
hormonas. Sin cmbargo también se ha reportado en tejidos espedificos durante ¢ desarrollo en
ausencia de un patégeno (Van Loon y Van Strien, 1999).

En maiz, las proteinas RP se han clasificado en tres famalias: las endoquitinasas, las
endoglucanasas y una familia, incluyendo la PRm2, la cual presenta similitudes con el grupo

PR1 de tabaco de acuerdo a pruebas seroldgicas y las propiedades de la proteina (Casacuberta

e al, 1991).

4.4.1. Quitinasas
La quitina es ol segundo polimero mds abundante en CICILOS OIFANISIINS COMG MSeECtos,
crusticeos y en varios hongos (3-60%), 1os cuales incluyen importantes patogenos de plantas.

Las planmas por su parte responden al ataque de microorganismos patogénicos induciendo la
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expresion de un gran nimero de genes dentro de los cuales se encuentran las quitinasas que
son enzimas que catalizan la hidrolisis de quitina, un poli-B-1.4-N-acetilglucosamina (GleNAc),
un homopolimero linear de residuos N-acetlglucosamina con uniones B-14 (GHeNAQ);
substratos alternativos son peptidoglicanos de bacterias, la quitna soluble derivado de gheol
quitina y en algunos casos quitosan. Las quitinasas normalmente tienen un amplio rango de pH
al cual actian pero tenen actividad maxima a pH 6 y son estables a temperaturas por arriba de
5()“(,'. Se ha repormado la glicosdacién para quitinasas dcidas de toloache, fajol v zanahora
(Collinge ef al, 1993).

Las quitinasas pueden ser clasificadas en dos categorias principales las endoquitinasas y
exoquitinasas; las endoquitinasas las cuales hidrolizan a la quitina en sitios internos al azar
generando multimeros de GlcNac de bajo peso molecular (quitotetraosa, uitotrivsa y el
dimero di-acctilquitobiosa). Las endoquitinasas de plantas son proteinas con un peso molecular
que varia de 25 a 35 KDa dependiendo de la especie, eStas Profeinas s¢ presentan como
monémeros v tienen puntos isocléctricos extremos, tanto en el rango acido como basico. Las
exoquitinasas pueden ser divididas en dos subcategorias: las quitobiosidasas, las cuales catalizan
la hberacion progresiva de diacetilquitobiosa comenzando en el extremo reductor de la
microfibrilla de quiting; y la 1-4-B-N-acetidglucosaminidasa, la cual corta los productos
oligoméricos de las endoquitinasas y quitobiosidasas generando mondmeros de GleN Ac,

Las quirinasas de vanios organismos presentan similitudes eon su secuencia de
ammodcidos, y basindose en estas similitudes se han propuesto 5 clases agrupadas en dos
familias de glicosil hidrolasas. la familia 18 y la familia 19, Esta dltima estd formada por las
quitinasas de las clases L, 11 y IV que son de origen vegetal y forman las glicosil hidrolasas.
Estas quitimasas presentan un dominio catalitico homologo, ademds del péptido seial
encontrado en todas estas enzimas. La clase | de quitinasas presenta un dominio amino
terminal rico en cisteinas unido al dominio catalitico por una regidon corta rica en
glicina/prolina (péptido senal). El dominio rico en cisteinas (ambién referido como ¢l dominio
aglutmnina de germen de trigo) es importante para la unién de quitina pero no para la actividad
catalitica. Muchas de las quitinasas clase | tienen un péptido sefial en el extremo carboxilo
terminal que es esencial para dingir a la proteina hacia la vacuola, por lo fanto se encuentran en

vacuola pero algunas otras se encuentran en el apoplasto. Las quitinasas clase 11 se encucntran
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principalmente en dicotiledéneas, pierden el dominio rico en cisteinas y la sefial que las dirge
hacia la vacuola cn el extremo carboxilo tenninal, indicando que estas quitinasas 1o Se unen a
quitna y son secretadas al apoplasto. Las quitinasas clase IV también se han identificado
prncipalmente en  dicotiledéneas, comprende un grupo de quitinasas extracelulares que
presentan del 41-47% de identidad con las quitinasas clase 1 de un 41-47% en el dominio
catalitico y también presentan regiones ricas en cisteina semejantes a los dommios de union a
quitina; sin embargo, las quitinasas de la clase 1V son muy pequenas por las deleciones en
ambos dommios. Los estudios filogenéticos de las quitinasas de clase 1, 1] y IV sugieren una
gran distancia evolutiva entre las quitinasas de clase 1V y la clase 1 y I, sugiriendo una
divergenca remota (Cohen-Kupice y Chet, 1998).

Los genes de quitinasas de plantas son inducidos en respuesta a la nvasidn de
patdgenos, tratamientos con clicitores, metales pesados y condiciones de esteés tales como
exposicion a la hormona etileno. Ademds, las quitmasas de plantas, ya sea solas o en
combmacion con la B-1.3-glucanasa inhiben el crecimiento micelial de un gran ndmero de
hongos. La expresion de quitinasas estd también bajo control del desarrollo en ciertos tejidos ¥
organos incluyendo flores, raices y hofas vicjas de Arabidgpsis y tabaco; en vainas de frdjol y en
granos de cercales (Colhinge e af, 1993; Cohen-Kupiec y Chet, 1998).

En maiz se han caracterizado de hojas dos diferentes clonas de ADNc. Basandose en la
secucncia de nuclebtidos, se obtuvo la secuencia de aminodcidos a partir de dos clonas las
cuales aparentemente codifican para la clase | de las quitinasas y presentan las siguicntes
caracteristicas: (1) una sefial hidrofébica; un dominio rico en cisteina de 40 aminoicidos
{dominio de heveina); (¢) un dominio bisagra de 24 aminoacidos con una region rica en prolina
y en glicina y (d) un dominio catalitico (Wu et al, 1994a).

En muchas plantas las isoformas acidicas y bisicas de las quitinasas son codificadas por
una familia multigénica. Lstos genes son expresados diferencialmente durante el desarrollo ¥
sen mducidos por una variedad de estimulos ambicntales y relacionados con la defensa (Huynh

ef al, 1992).

4.4.2. Glucanasas

Las endo-B-1,3-glucanasas (BGlu) son proteinas abundantes y ampliamente distribuidas

en semillas de varias especies de plantas. Estas enzimas hidrolizan B—glucanos de hongos

4]



fitopatdgenos. Se ha reportado que las glucanasas en presencia de guitinasas pueden causar un
rompimiento masivo de la pared celular de hongos fitopatogenos (Dixon y Lamb, 1990).
Ademas, estas enzimas han sido implicadas en varios procesos fisiologicos y del desarrollo
como division celular, microsporogénesis, germinacion del polen. fertilizacion y germinacion
de la semilla (Beffa y Meins Jr., 1996). Las isoformas de estas enzimas muestran una regulacion
compleja hormonal, del desarrollo y relacionada a la patogénesis a nivel de ARNm. Son
acumuladas a altas concentraciones en raiz y epidermis de hojas basales de plantas saludables,
pero no en hojas jovenes (cerca de la parte superior de la planta), son inducidas en hojas
mfectadas por patdgenos, cuando las plantas son traradas con etileno v ozono y en células en
cultivo son reguladas por combinacién de citoquinina y auxinas. En tabaco, ta B-1.3-glicanasa
cs regulada al menos en parte a nivel de transcripcidn (Vogeh-Lange er af, 1994).

Las BGlu han sido clasificadas en tres clases estructurales (tabaco) que dificren en su
secuencia en aproximadamente 40-50% (Beffa y Meins, 1996). La clase | incluye al menos 3
isoformas basicas que se acumulan predominantemente en la vacuola y presentan una
secuencia en el extremo carboxilo terminal que las dirige hacia la vacuola; la clase 11 incluye
isoformas acidicas que se acumulan principalmente en el apoplasto; Ia clase 1, incluye solo
una isoforma acidica que se localiza en apoplasto con una diferencia en su secuencia del 43%
comparindola con la clase Iy Il (Payne ef ¢/, 1990). En maiz Ia clase 11 de BGlu se localiza

extracelularmente (35 KDa) (Wu ef o/, 1994b).
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II. ANTECEDENTES

1. FUMONISINA B1

1.1. Caracteristicas de la molécula

Las micotoxinas fumonisinas, son producidas por vatias ¢species del genero Fusarium,
del cual F. moniliforme y F. profiferatury son los mas unportantes productores por la cantidad que
producen y por su ubicuidad. Existe un gran nimero de andlogos de las fumonisinas, pero los
mis abundantes encontrados naruralmente en maiz son las fumonisinas de la seric B (figura 5).
De acuerdo 2 la nomenclatura de 1la IUPAC la FBt es un diéster de propano 1,23-acido
tricarboxilico de 2 amino-12,16 dimetl-3,5,10,14,15-pentahidrosicosano. Es una moléeula
anfipatica con una regidn no polar conferida por la cadena alifitica de 20 carbonos peto con
cuatro grupos carboxilos que le confieren una alta polaridad y solubilidad en agua. La
diferencia entre cada una de Ias fumonisinas es el ndmero y posicion de grupos hidroxilo, asi
como st el grupo amino se encuentra libre o esterificado (Figura 5B). El peso molecular de la
FBI es de 721 Da y es una molécula de baja volatilidad, debido a los icidos carboxilicos que
tienen Ia capacidad de formar puentes de hidrogeno cuando esti en solucion acuosa (Wilkes e/
al, 1996). Los grupos funcionales en la estructura de FB1 que son relevantes tanto para su
accién biologica como para su analisis son: la amina primana y los dcidos tricarboxilicos
esterificados. Los métodos analiticos para la cuantificacion de la molécula involecran ta
determinacion de un derivado del amino primario o la masa de la cadena alifitica (Murphy et
al, 1996).

Aunque las fumonisinas se describieron inicialmente como los agentes causales de la
degeneracién encefilica en equinos alimentados con maiz mohoso (Gelderblom, 1988), sc ha

obscervado que también tiene actividad toxica en otros organismos.
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1.2. Efectos de la FB1 a nivel molecular en células animales

Wang e al (1991) reportaron que las fumonisinas causan la acumulacion de bases
esfingoideas (esfingosina y esfinganing) en hepatocitos de rata ¢ inhiben la actividad de la
ceramida smtasa con un [Cso de 0.1 UM, Esta enzima es la responsable de condensar 2 ia
esfinganina con acil CoA para formar ceramida,

A mivel celular s¢ ha encontrado que FBY induce apoptosis en varios tpos de células
@anto ix wifre como in wire aunque los mecanismos todavia no son claros. ya que la
susceptibilidad y tipo de respuesta vadan de célula a célula, Tolleson y colaboradores (1996)
han reportado que Ia FBI es antiproliferativa en un gran nimero de tipos celulares humanos.
En estudios usando una linea celular epitehal de dfion (LLPCPK) Yoo ef al (1992, 1996)
encontraron una fuerte asociacion  entre la inhibicidn de Ja binsintesis de esfingolipidos por
FB1 (50 uM) y fa inhibicién del crecimiento celular asi como cambios morfolgicos e
incremento en la muerte celulaz. En células (V-1 {rifibn de mono Afnicana), la FB1 inhibe la
actividad de proteina cmasa C y disminuye la actividad de otras proteinas cinasas, a una
concentracidn entre 1 y 5 pM {(Huang ef al, 1995). También, s¢ ha observado que en estas
células detiene el avance del ciclo celular, provoca muerte celular, induce la desfosforitacidn de
Ia proteina de retinoblastoma y teprime Ia actividad de cinasas dependientes de ciclinas a una
concentracion de 5 pM (Ciacci-Zanella ef af, 1998). Entre otros efectos la FB1 altera la
morfologia celular asi como la interaccion célula-célula, el compormmiento de proteinas de
superficie celular y altera la regeneracidn y viabilidad celular en cdlulas LLC-PK1 (Merrill ef af,
1997). En fibroblastos Swiss 3T3, h FB1 (75 uM) estimula la muogénesis y activa
transitoriamente a las isoformas de 44 y 42 KDa de la MAPK (Wattenberg e al, 1996). [in
agregados de cultivo celular de teloencéfalo de rara feral, In FB1 (3, 10 v 40 uM) afecta
selectivamente células de la glia, retarda el desarrollo de oligodendrocitos y altera la formacion
y deposicion de mielina in vitro (Monnet-Tschudi ef al., 1999).

En macréfagos de pollo la FBI1 induce la actividad fagocitica, mientras que cn
tunotnicitos de raton disminuye la expresién de receptores CD3 i viv e in ritro (Dugyala ef f.

1998). En higado de ratones machos expuestos a FB1 (250 mg/Kg) se observa un incremento

en ln expresion de TGFB1 y c-myc. La sobre expresion de TGFB1 puede relacionarse con la
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inminente apoptosis y fibrosis vista por el dafio inducido por FB1 en higado; c-myc puede ser
mvolucrado en los efecros promotores de cincer por FB1 (Lemmer e ol 1999).

La proteina p21, que esta involucrada en la detencion del progreso del ciclo celular al
mhibir Ia actividad de complejo CDK4-ciclina D, aumenta su expresion en presencia de FB1
(3 uM) en células CV-1. Esta activacion del promotor del gen estd mediada por los clementos a
Spl con la siguiente secuencia ATICGATCGGGGCGGGGCGAG con un hesanudedtido

GGGGCG 0 CCCCGEC como nicleo (Zhang er uf. 1999).

1.3. Efectos de la FB1 en animales y humanos

La presencia de Ia FBT se ha asociadn epidemioldgicamente con una alm incidencia de
cancer esofagico (CE) en Transkei, Sudafrica. donde la rasa de este carcmoma es de 30 casos
por cada 100 000 habitances, pero puede ser tan alto  como 2007100 000 mmparado  con
otras partes  del mundo, donde ia tasa es menor a 5/100 000 (Nair, 1998). En muestras de
maiz crecido en esta drea, granos visiblemente saludables contenian 44 mg/g de FB1 mientras
que granos evidentemente infectados con F. moniliforme contenian 83 mg/g de la toxina. Asi, la
FB1 estd presente naturalmente en altas concentraciones en las muestras de comida e
consume la gente de este lugar (Sydenhaun ef wf, 1990). Cuando se ha cmpleado el maiz de csta
arca para alimento en ratas de laboratorio se induce tumores en cl higado ¢ hiperplasia de
células basales del esofago. Por lo tanto las fumonisinas han sido unplicadas como posibles

causantes o como factores contribuyentes en el cincer esofigico (Nair, 1998),
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Figura 5. A, Configuracidn absoluta de FB1. B, estructuca de FBI y de otras fumomisos.
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1.4. Efectos fitotéxicos de la fumonisina B1

Aunque los efectos de la fumonisina B1 se han caracterizado ampliamente en sistemas
animales, también tiene efectos fotdxicos en varias especies de plantas. Puede causar la
formacidn de lesiones necroticas en hojas de tomate (Mirocha er w/, 1990}, Lin hojas de
toloache (Datura Stramoniind) la fumonisina 31 (#.1 a 1388 uM) causa ruptura de los
cloroplastos, salida de electrolitos, autélisis y clorosis, efectos que son potenciados en
presencia de luz (Abbas e of, 1992). Abbas e al (1995). utlizaron analogos de FB1 v
demostraron que la fitotoxicidad de 12 fumonising depende del grupo amine libre. n hojas de
tomate los efectos causados por la toxina, a una concentracion de 1 uM, es la salida de
electrolitos y la pérdida de clorofila (Abbas y Vesonder, 1993). También se ha reportado que
en céulas de tomate, la FB1 causa muerte celular mostrando  marcadores tipicos de la
apoptosis como células TUNEL positivas, escalera de ADN. corte de ADN nucleosomal
acnvado por calcio y la formacion de cuerpos apoptoticos (Wang ef w/, 1996). La I'B1 causa un
mncremento marcado en los niveles de fitoestingosina y esfinganina en callo de tabaco, en
lenteja de agua y en hojas de tomate a diferentes concentraciones, 1 uM, 5-70 uM y 14 uM
respectivamente (Abbas e/ a/, 1994), Se ha comprobado que Ia FB1 es un potente inhibidor de
la esfinganina N-acil-transferasa en retofios de maiz (ICso = 4 nM) y en hipocitilos de frijol
(1Cso = 30 nM) (Lynch, 2000).

En maiz sc ha observado que la fumonisinas causan reduccion en el crecimiento de la
raiz y de los retofios, también seca la mayor parte de plantulas en maiz y tomate (Lampreche ef
ef, 1994). En callos de maiz se ha demostrado que la FB1 (1.3 puM) causa una inhibicion
significativa del crecimiento (50%) (Van Asch ¢ a/, 1992). En embriones de maiz, la FBI causa
un incremento en Ia fuga de electrolitos ¢ inhibe la hidrolisis de A'TP de la ATPasa de H* tanto
#H PifFO COMG 7n pive a una concentracion de 10 y 20 uM (Gutiérrez, 1999).

Recientemente se ha reportado en Arabidgpsis que ta FBL (10 pM), anto en hojas
infiltradas como embebidas con la toxina, induce repuestas como In generacion de especies
reactivas de oxigeno, deposicion de compucstos fendlicos y calosa, acamulacion de froalexinas
y expresion de genes RP (Stone ef f, 2000). En protoplastos de esta misma especte causa
muerte celular dependiente de luz doude las rutas de sefializacion requicren de dcido salicilico,

jasmonato y etileno (Asai ef af, 2000).
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1.5. Incidencia de Fumonisina B1 en maiz

La media del porcentaje de maiz infectado por F. momiliforme es muy variable y su
presencia depende tanto de factores ambientales como de los genotipos de maiz. En . UL A,
el porcentaje de la presencia de este hongo estd en un rango de 8.4% al 36.2%, de las muestras
analizadas en maiz blanco en 1992 (Bullerman, 1996). En este mismo afio se encontraron
mveles altos de . monidiforme en otros tipos de maiz como maiz dulce fresco. maiz molido y
maiz amarilo. En otras partes del mundo como lmlia, Portugal y Zambia se ha aislado F.
moniliforme en el 100% de las semillas de maiz hibrido micntras que en otras regiones como
Croacta, Poloni y Rumania tuvieron bajos niveles de mcidencia (Viscont, 1996).

Se han realizados muchos estudios para determinar los niveles de FB1 que se presentan
en los granos de maiz; por ejemplo en 1993 en muestras de maiz de Argentina presentaban
niveles bajos de fumonisinas, 2.0 pg/g, hasta niveles muy altos en un rango de 6.0 a 10.0 pg/g.
In Tralia (1994) se reportd que muestras de maiz comercial y maiz para sembrar contenfan
niveles de fumonisinas (FB1 + I'B2) que estaban entre 0.1 y 6.8 pg/g. De las muestras de maiz
comercial estudiadas, todas presentaban niveles bajos de fumonisinas, vy solamente seis
muestras tenian concentraciones mayores de 2.0 pe/g. En diez condados de Minnesota se
reporto que las mazoreas estaban infectadas con 5 especies de Fusarium donde ¢l 20% de los
aislados pertenecian a usarium moniliformee (Abbas ef af, 1988). En E. U. A. los niveles varian
dependiendo del aiio del cultivo pero estan en un rango de 0 a 37.9 pg/g (Bullerman, 1996).

En México se ha reportado que F. moniliforme puede recuperarse en un 61% de semillas
‘de maiz de mazoreas colectadas de cultivos del Noreste del pais, estas cepas del hongo son
productoras principalmente de IFB1 en concentraciones de 10 a 5810 pg/g (Desjarding o o/,
1994). Los niveles de cidencia natural de la FB1 son relativamente altos si se compara con los
de otras micotoxinas. Mientras que es comiin encontrar a la FB1 en concentraciones mayores a
1 pg/g, las aflatoxinas y tricocenos se encuentran en concentraciones de alrededor de 10 ng/g,

es dectr dos ordenes de magnitud menor.
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II1. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL: Estudiar los efectos de la fumenisina Bl sobre la expresion
de genes de defensa en ¢jes embrionarios de dos variedades de maiz durante la genninacion,
OBJETIVOS PARTICULARES:

* Determinar el cfecto de la fumonisima B1 sobre la transcripcion de genes de defensa a
patogenos que representan los siguientes upos de respuesta: reforzamiento de pared celular
{glicoproteina rica en hidroxiprolina); secrecion de enzimas hidroliticas {glucanasas y
quitinasas); metabolismo de fenilpropanoides (fenidalanina amonio liasa); metabolismao
oxidativey (catalasa).

¢ Comparar los efectos de la toxina en las variedades de maiz: Chalquenio que es una variedad

de polinizacin abierta y el hibrido I-355.
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IV. HIPOTESIS

Si la fumonisina B1 es una toxina producida en cantidades considerables por muchas
cepas de Fusanum montlifarme, ésta podra tener un efecto en la infeccion por lo que activaria
varias de las respucstas caracteristicas de las interacaiones planta-patogeno, como la induccién

de genes asociados a la respuesta de hipersensibilidad.
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V. MATERIAL Y
METODOS

Material Biol6gico

Ll material biologico empleado en este trabajo fucron ejes embrionarios obtenidos por

la diseccidn manual de semillas secas de maiz vadedad Chalqueiio y H-355 del valle de Chalco.

Imbibicién

Los ejes embrionarios de maiz 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
petti de 5 em de didmetro con 1 ml de solucién de imbibicion. La solucion de imbibicion

estaba compuesta de amortiguador de imbibicién, agua y FB1 en las siguientes proporciones:

Control I°B1
Agua 500 pl 490
Amortiguador de imbibicién 2X (KCI 50 mM; 50 ni 500
MgCl 10 mM; tris-FHCl 5¢ mM; sacarosa 2% y
cloratnfenicol 10 mg/ml este se adiciona después
de esterilizar)
Fumonisina B1 (disuelta en agua, I mM) 0 10 pd (concentracidn

final de 10 pM)

Extraccion de ARN

Para extraer el ARN de los cjes embebidos y ejes secos se urlizd el reactivo TRIzol
{GIBCOQ) y el protocolo recomendado, con una modificacion introducida para la extraccidn

de ARN de tejidos vegetales, como se describe acotinuacion:



w

0.

10.
11.

12.

Moler los ejes de maiz (100 mg) en un mortero con nitrgenc liquido hasta obtener un
polve muy fmo.

Pasar el polvo a un wbo eppendorf de 1.5 ml y homogeneizar ¢ tejido con 1 ml de TRIzol
{se recomienda una relacidn de aproximadamente 1ml de TRizol por 100 mg de tejido).
Centrifugar a 12 000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C para separar membrana, polisacindos y
ADN de alto peso molecular, algunas veces en la parte superior se deposita una capa de
grasa, csta puede ser removida con una micropipeta.

Pasar la fase acuosa a un tubo lmpio y anadir 10 ul de DEPC, mezelar bien. Incubar las
muestras por 2.5 minutos a temperatura amhiente,

Adicionar 200 pl de cloroformo a cada rubo, taparlo y agitar fuertemente con la mano por
15 segundos e incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

Centrifugar las muestras a 12 000 r.p.m. por 15 minutos a 4°C.

Transferir la fase acuosa (superior) a un tubo limpio.

Adiadir 0.5 ! de isopropanol e incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

Centnfugar a 12 000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C.

Remover el sobrenadante, adicionar 1 ml de etanol 75% y agitar en vortex unos segundos.
Ceatrifugar a 6 400 r.p.m. por 5 minutos a 4°C.

Eliminar el alcohol y disolver la pastilla en 150 pl de agua tratada con DEPC,

Almacenar ¢l ARN a -70°C.

Cuantificacion espectrofotométrica de ARN

La cuantificacién de muestras de dcidos nucleicos se basa en que éstos absorben luz con

longitud de onda de 260 nm. Esta medicién permite calcular directamente la concentracion de

ARN en [a muestra:

Se utihiza la sipuiente relacion ARN pg/ml = Ao x 44.19 x factor de diluciim
Aso= absorbancia {en densidad dptica) a 260 nm
dilucién = factor de dilucion (1:1000)

4419 = cocficiente de extincidn de ARN (Farrell, 1993)
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Integridad y Calibracién del ARN

La mtegnidad del ARN exemido se detenina por dlectroforesis horizonral nativa en un

mmigel en de agarosa (1%) de la siguiente manera:

1. Preparar una solucion al 1% de agarosa. Cuando la solucion se eucuentra entre 50 y 60°C
verterla en una camara Gibeo BRL Horizon® 58. para que se solidifique.

2. Mezclar 1 ng de ARN (en un volumen méiximo de 3 M) con | ml de amortiguador de
carga a cada muestra (glicerol 50%, IEDTA 1 KM, azul de bromofenol 0.4%4) y cargar en
gel (Farrell, 1993),

3. Correr el gel en una cimara de electroforesis horizontal 2 75-100 V hasta que el colorante
haya recorrido por lo menos dos terceras partes la longitud del gel.

4. Teiir el gel por 5 minutos en una solucidn de bromuro de ctidio {5 pg/mt cn agua).

5. Observar en un transiluminador de luz UV para observar dos bandas que corresponden a
las dos subunidades de los ribosomas.

6. Como fuwira referencia es importante el obtener una foto de las muestras cuando su
calidad es buena.

Cada una de nuestras muesteas se midieron por estos dos métodos.

Deteccion de ARN por método no radiactivo (Random Primer

Fluorescein labeling kit with antifluorescein-HRP, Dupont
NEN, NEL201)

Con el objetivo de afinar la calibracion del ARN, asi eomo la cficiencia de wransferencia
en un ensayo de northern blot, se hizo una hibridacion con una sonda de ADNc de ARN
rbosomales, de maiz.

Se hizo un gel de glioxat (descrito e la seccién Geles de Glioxal) cargando 3 ug de
ARN de cada una de las muestras para posteriotmente hacer la rransferencia (ver abajes).

Marcaje de la sonda de ADNe: Se desnaturalizé 1 Hg del ADN complementario en un
volumen de 19 mL a 95°C por 5 minutos ¢ inmediatamente despucs se paso a hiclo por 5
Minutos.

Adicionar los siguientes componentes en I siguiente sccuencia;

Cebadores al azar y amortiguador de mezda de reaccion 5 pl

o
(3]




Mezcla de nudeotidos con fluoresceina 5u

Fragmento Klenow 1 ul

Para un volumen rotal de 30 pl.

Centrifugar por 5 segundos ¢ mcubar la mezcla 1 hora a 37°C.
Prehibridacton e hibridacidn: Preparar amortiguador de prehibodacion

Amaortiguador de Prehibridacion

amortiguador de fosfatos  (15M (Na:H PO 50 % v/v; NalLPO, 50% v/v)

albumina 1%
SDS 7%
EDTA 1 mM

L. Mojar la membrana de nylon cargada positivamente con agua esterilizada unos minutos.

2. Equilibrar la membrana en S8C 2X, asegurindose de que la membrana esté mojada antes
de proseguir.

3. Inserar [a membrana en un tubo de hibridacion, asegurindose que no queden burbujas
entre las paredes del tubo y Ia membrana. Adicionar el amortiguador de prehibridacion.

4. Incubar a 65°C en un horno con movimiento rotatorio al menos por una hora.

5. Combinar la sonda con 200-300 pl de amortiguador de hibridacion. Calentar a 95°C por
3-5 minutos ¢ inmediatamente ponerlo en hiclo por 5 minutos.

6. Vadar la sonda al tubo de hibridacion en donde se encuentra la membrana.

7. Hibridar durante toda la noche a 65°C.

-Procedimiento de lavados astringentes:

Amortiguador de lavado #1 Amortiguador de lavado #2

NaH.PO4 pH 7.2 125 mM 25 mM
EDTA 0.05 mM 0.01 mM
SDS 2.5% (L5%

1. Sacar Ia membrana del tubo de hibridacién v lavar dos veces con amortiguador 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 ambicnte,
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Deteccion de dcidos nucleicos con el reactivo de quimiolumi-nisencia:

Preparar las siguientes soluciones:

Amortiguador 1 Amortiguador 2 Solucion  de  anticuerpo
conjugado

Tos-HCIpH 7.5 010 M Trs-HCI pH75 0.10M Tos-HClpH 7.5 0.10 M

NaCl 0.15 M NaCl (115 M Nal .15 M

Para mmnimizar el fondo Para minimizar el fondo pasar la Reactivo bloqueador  0.5%
pasar la solucién a tavés solucion a través de un filtro del # (p/v).Antifluoresceina FIRP
de un filero del # 0.22 mun 1.22 mm. Reactivo bloqueador 0.5 conjugada 11000 (v/v)
antes de usarse. Yo (p/v) Adiciomarse después de

fltrar.

1. Sumergir la membrana en el amortiguador 1 y agitar vigorosamente por 5 minutos. Usar al
menos 1 ml de amortiguador por cm? de membrana. Asegurarse que todo el SID§ 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 agitacion suave (usar al menos 1
ml por cm® de membrana).

3. Pasar la membrana a la solucion de anticuerpo conjugado ¢ incubar por una hora en
agitacion suave.

4. Lavar vigorosamente la membrana 4 veces por 5 minutos con el amortiguador 1.

Incubacién de la membrana con el sustrato de quimioluminisencia:

L lnmediatamente antes de usar, mezclar en voldmenes yuales ¢l reactivoe “Enhanced
luminol” y ¢l reactivo oxidante (6 ml para una membrana de 7 x 6 cm). Usar al menos
0.125 ml de reactivo por em? de membrana.

2. Transferir la membrana de la solucién de lavado del anticuerpo  conjugado a un
contenedor  limpio.  Inmediatamente  agregar  la mezela  de  los  reactivos  de
quimioluminisencia en la membrana.

3. Agitar suavemente por un minuto asegurindose que la membrana este totalmente cubicrra
con ka solucion.

4. Remover Ta membrana y quitar el exceso de la solucion poniéndola encima de un papel
Wharman 3 MM.

5 Colocar la membrana entre dos hojas protectoras (acetatos cubiertos con plistico

cgapack).
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Exposicidén con la pelicula: Poner la membrana en el cassette y una pelicula para
exponerla durante 5 minutos. Pasado el tempo revelar la pelicula. Varar ¢f tempo de

eXpOSICIOn segin sea necesano, para obtener serial de la libridacidn sin fondo.

Geles con glioxal

{Sambrook ¢f «f, 1989; Ausubel & of, 1992)
1. Usar guantes (ver apéndice)
2. Dwolver la agarosa en un volumen apropiado de MOPS IX, para que quede a una
concentracion final de 1.2%.
3. Cuando la agarosa este a una temperatura entre 55-60°C vaciarla en una cdmar de
electroforesis horizontal (Gibco BRL Horizon® 11-14) y esperar a que solidifique.
Nowr: No adicionar bromure de etdio a los geles de glioxal por que €l colomnte puede
reaccicnar con el glioxal.

4. Desnaturalizar ¢l ARN (20 pg) en un tubo de microcentrifuga adicionando log siguientes

reactivos:
Reactivo Concentracion Volumen Concentracion final
glioxal 6 M 6.6 pl iM
DMSO - 225u 50%
MODPS 10X 4.5 pl 1X

5. Cerrar los tubos ¢ incubar la mezcla a 30°C por una hora.

6. Dunante la mcubacon del ARN y una vez que el gel ha solidificade, sumergir ésie en
amortiguador de corrida (amortiguador MODS 1X).
Noty. Ascgurarse de usar Gnicamente la cantidad necesaria de amortiguador para cubrir
completamente ¢l gel. Cubrir el gel con amortiguador antes de remover ¢l peine para
disminuir ¢l efecto de vacio creado cuande el pewne es jalado y evitar que el gel se rompa.
Remover cuidadosamente el peme jalando hacia amba con suavidad.

7. Cuando concluya el periodo de incubacién, enfriar la muestra y adicionar ¢ mL de
amortiguador de carga (glicerol 50%; Na;H:PO 10 mM, pH 7; azul de bromofenol 0.4%).
St es necesario, dar un pulso en la centrifuga para bajar toda la muestra vy pueda ser

colectada en ¢l fondo del tubo.




8.
9.

Inmediatamente cargar la muestra en el gel.

Correr el gel 2 3-4 V/em de la longitud det gel. La electroforesis puede continuar hasta que
el azul de bromofenal llegue aproximadamente un 80% de la longitud del gel.
Es especialmente impormante parar la electroforesis en este punte si se estin evaluando

ARN de tamafios desconocidos.

10. Al concluir la electroforesis, el gel se tine en una solucion de 0.5 pg/ml de bromuro de

etidio y postenormente se hacen 3 lavados con agua tratada con DEPC por 13 minutos y
por ilumo se deja en agua tratada con DEPC durante toda la noche a 4°C para sacar todo

el bromuro de etidio,

Geles con Formaldehido

{IFarrell, 1993)

Usar guantes.
Para preparar 110 mi de solucidn de agarosa disuelta, disolver 1.65 gramos de agarosa en
79.5 ml de agua desionizada en un homo de microondas. Ascgurarse de que la agarosa
esta disuelta completamente antes de proceder al sigutente paso. Cuando la agarosa se haya
enfriido a 60°C, adicionar 11 ml de amortiguador MOPS 10X precalentade, 19.8 ml de
formaldehido precalentado y 4 ml. de bromuro de etidio (500 pg/mly. Esto producird una
solucton de agarosa 1.5% en amortiguador MOPS 1X y formaldehido 0.66 M. Guardar
esta solucidn de agarosa disuelta en un baiio de agua a 60°C hasta tener lista la cimara de
clectroforesis.
Verter el gel en la cdmara y asegurarse de hacerlo en ha cunpana de extraccidn para
minumizar la exposicion a los vapores del formaldehido.
Preparar las muestras de ARN para la electroforesis mezclando los siguientes clementos en
un tubo de microfuga:

20 pg de ARN

14.0 pl de amortiguador MOPS 5X

8.0 pl de formamida

Asegurarse que todos los componentes sean mezclados en el fondo del tubo.

Notar no exceder 20 pg de ARN por carrl ya quc al sobrecargar se puede perder resolucion.
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5. Desnaturalizar las muestras calentando a 55°C port 15 minutos.

6. Una vez que el gel ha solidificado, sumergirlo en amortiguador de corrida (MODPS 1X).

7. Segudo de la desnaturalizacion, adicionar 2 pl de amortiguador de carga 10X (50% de
gheerol; 1 mM EDTA, pH 8.0; 0.4% de azul de bromofenol) a las muestras v mezclar
completamente con una micropipeta. Cargar las muestras inmediatamente,

Nota: Debido a que una condensacidn se puede formar en el interior del tubo durante el
periodo de incubacion de desnaturalizacion, se debe asegurar de mucrocentnfugar
brevemente el tubo justo antes de adicionar el amortiguador de carga.

8. Correr las muestras 2 un mdximo de 5 V por centimetro de longitud del gel. Continuar la
electroforesis hasta que el frente del colorante migre cerca del 80% de longitud del gel. Es
especialmente importante parar la clectroforesis en este punto si se estd evaluando
especies de ARN de tamafio desconocido. Recircular el amortiguador de corrida.

9. Lavar el gel para remover ol formaldehido con amortiguador MOPS 1X (ver seccidn de

transferencia).

Transferencia de ARN por capilaridad de difusion pasiva

1. Usar guantes durante todo el procedimiento. Como con todas las técnicas de ARN, es
imperative ¢l prevenir la contaminacién de nucleasas en cada paso. Recordar que los
ARNs son susceptibles a la degradacion por nucleasas hasta que ellos han sido
mmoviizados (por entrecruzamiento con luz UV) en una membrana.

2. Los geles que han sido tenidos o que contienen formaldehido pucden ser destefidos antes
de ponerlos a transferir. E evitar estos pasos pucede resultar en una transferencia altamente
incficiente y pérdida de la muestra.

Nota: Una espatula es lo mas conveniente para transferir el gel de una solucion a otra. Los
geles de formaldehido son especialmente resbalosos y deben ser manejados con cuidado.
Geles de formaldehido: Sumergir ¢l gel tres veces por 15 minutos cada vez en S5C 20X para
remover el formaldehido. Si el gel contiene también bromuro de ctidio éste también puede ser

removido del gel durante este proceso.

Geles de plioxal: se debe transferir inmediatamente después de la electroforesis sin lavados

previos.




G.

10.

12.

Cortar una pieza de membrana de Nylon (Hybond™-N.. Amersham) del tamaiio del gel.
Nunca manipular la membrana sin guantes. Cortar otras hojas de papel filtro del amafio
del gel. ponerlos en un recipiente limpio y seco.

Sumergir las membranas en agua-DEPC {libre de RN Asas) por 3 minutos,

Después de mojar la membrana cquilibrar en amortiguador de transferencia (SSC 20X)
hasta que ¢sta sea usada.

Cortar una hoja de papel Whatman 3 MM aproximadamente | cm mis amplio y al menos
15 cm mas largo que el gel. Esta es la mecha ¥ achia como contacto entre ¢l amortiguador
de transferencia reservorio y el gel mismo,

Saturar la mecha en amortiguador de transferencia {1t segundos es tiempo mas que
suficiente) y colocarla sobre vidrios soportados por una caja petr grande o un implemento
sunilar.

Llenar el recipiente con suficiente amortiguador SSC 20X hasta un minimo de 2-3 cm
desde el final. La mecha es sumergida en el amortiguador de transferencia.

Cualquier burbuja de aire atrapada debajo de la mecha se remueve facilmente con una
pipeta estéril. Sino se eliminan todas las burbujas se reduce la cficiencia de transferencia.
Poner ¢l gel, en medio de Ia mecha y remover cualquier burbuja atrapada entee el gel y ta
mecha, Cubrir el drea alrededor del gel con papel parahlm para prevenir un cortocircuito
del sistema durante la transferencia,

Cuidadosamente poner la membrana encima del gel y remover cualquier burbuja atrapada
entre éstos,

Cortar 3 hojas de papel Whatman 3 MM del misto amaiio que el gel. Pre-humedecer una
de estas hojas en amortiguador de transferencia.

Poner Ia hoja de papel Whatman cencima de la membrana y climmar Ias burbujas de aire;
pouer las piezas secas encima de la anterior.

Cortar un pila de rtoallas de papel absorbente o papel absorbente comercialmente
dispouiblc.del tamafio del gel. Poner las toallas de papel encima del papel Whatinan v
colocar encima de la pita un peso de 500 g

La transferencia puede levarse acabo por un mimmo de 6 horas, pero es mejor dejarto

toda la noche, de 12 a 14 horas.




14. Cuando termimne el periodo de transferencia separar, cuidadosamente, ia membrana del gel
con una pinza. Ascgurarse de marcar l]a membrana para indicar la orentacién de la
wransferencia y del primer pozo.

15, Seguir con los lavados post-transferencia. La membrana se lava brevemente (30 segundos)
en 3X 55C (lavar en el mismo tpo de amortiguador que fue usado para la transferencia) y
secar con papel Whatman 3MM.

Nota: €l breve lavado post-transferencia del filtro remueve cualquier pieza de agarosa que
pudo haber quedado en el filtro asi como cualquier otro residuo que puede interferir con la
mmovihzacion de las muestras y/o especificidad de hibridacion.

16. Exponer la membrava por 2 mmutos en un aparato de entrecruzamiento UVC 500
Ultraviolet Crosslinker HSI HOEFER por luz ultravioleta para fijar los dcidos nucleicos.

Guardar la membrana humeda a -20°C.

Obtencidén de sondas

La transformacion de las células y preparacion de ADN de plismidos se hizo parma
obtener los ADNc de quitinasa, catalasa, HGRP y glucanasa excepto para la fenilalanina

amonio liasa que se obtuvo por RT- PCR.

ADNc PLASMIDO TAMANO DEL [ENZIMA D [DONADOR O
INSERTO RESTRICCION [REFLERENCIA

HRGDP PF2 660 pb LEeo RI y Hind Raz e al, 1992

I

(Juitinasa pCh2 1128 pb Eco RI Wu ef af, 1994

Glucanasa pGlu 1265 pb Eco RI Wu e al, 1994

Catalasa pCat 2.1 1800 pb Eco RI Scandalios, 1996

PAL Se obtuvo por RT-PCR

Tabla 4. Caracteristicas de las sondas undizadas,
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Protocolo para Transcripcion Reversa de ARN y la
amplificacion de ADNc por PCR

A parur de la secuencia de la PAL reportada por Résler ef 4l (1997) para maiz que s¢
presenta abajo, se hicieron dos cebadores para poder hacer el RT-PCR y obtener la sonda de la

PAL.

PALIL
1201 gcgaggtcaactccgtgaacqécaacccggtcatcgacgtccaccgcggcaaggchCgc

1261 acggcggcaacttcocagggcaccceccateggegtgocatggaacaacgeccgoctegeca

Sstl
1321 tcgccaacatcggeaagcteatgticgegeagtteteégagetipgtcaacgagttctaca

138¢ acaacgggctcacctccaacctggccggcagccqcaaccccagcctggactacggcttca}420
. pb
1441 agqgcaccqagatcgccatggcctcctactqctccgagctccagtacctgggcaacccca

1501 tcaccaaccacgtgcagagcgcggacgagcacaaccaggacgtgaactccctgggcctcg

1561 tctcggccaggaagaccgccgaggcgatcgacatcctgéagctcatgtcgtccacctaca
) PAL2
1621 tcgtggcgctgtgccaggccgtggacctgcgccacctcgaggagaacatcaaggcgtcgg

Sccuencia del oligonucledtido PAL 1: 9-GAG-GTC-AAC-TCC-GTG-AAC-GAC-3
Secuencia del oligonucledtido PAL 20 5 TGT-AGG-TGG-ACG-ACA-TGA-GCT-T-%
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Transcripcion  Reversa (este protocolo es tomado de

GeneAmp®, Perkin Elmer).

Preparar la mezcla de  reaccion pama la transcripcion  reversa  adicionando  los

componentes en orden y proporciones indicadas abajo.

Componentes Volumen Concentracion final
Solucion de MgCly 25 mM 4 5 miM
Amornguador IT PCR 10X 2 ut X
Agua tratada con DEPC * -
dGTP (10 mM) 2l L mM
dATTP (10 mM) 2l 1 mM
dCTP (10 mMM) 2l 1 mM
dTTP (10 mM) 2ul i mM
Inhibidor de RNasa (20 U/l 1Tl 1 U/l
Transcriptasa Reversa Mul .V (50 U/ pl) 1 ul 25U/u
Oligo d(T)us (50 pM) 1 2.5 pM

* Este volumen dependeri de ta canddad de ARN rtoral que se use para dar un volumen toral de 20 ).

Incubar 1 mg (0.5 pl) de ARN total (de cjes embrionarios de maiz embebidos 24 horas)
mis 3.5 ml de agua por 5 minutos a 65°C,

Adicionar la mezcla de reaccion, el oligo d{Ti y mezclar bien (para obtener un
volumen fial de 20 ).

Incubar 2 42°C por 45 minutos. Guardar las muestras a -20"C. hasta gue se empleen.

Protocolo de PCR: Para cada muestra preparar una mezcla como a continuacion

se indica:

Componentes Volumen Concentracion final
MgClz 25 mM 4 pl 2mM
Amortiguador PCR 10X 4l 1N

IDINTPs (10 M) 32l

Oligonucledtido PAL 1 (10 puM) 1.2 ul 0.6 uid
Oligonucledtido PAL 2 (10 puM) 1.2 ul 0.6 pM

"Taq ADN polimerasa (5 U/ply 0.5 pl 25 U/100 pl
ADNc 4 pl
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En tbos de PCR poner 4 ul de ADNc de 24 horas. Adiadic 16 mi de la mezcla que
anteriormente s¢ hizo para obtener un volumen total de 20 pl.

Después se puso en ol aparato de GeneAmp PCR System 9700 con o siguiente
programa:

94°C por 4 minutos 1 ciclo

H°C por 40 segundos

58°C por 40 segundos 30 ciclos

72°C por 40 segundos

El andlisis de los productos de PCR se realizd pot separacion en un minigel de agarosa
al 1.5% en electroforesis horizontal y los productos resultantes se visualizaron con un

transtluminador de luz UV,

Obtencion de los plasmidos (método alcalino)

Para obtener suficiente cantidad de inserto, las células que contenian el plismido se
depron crecer durante 15 horas en medio TB para posteriormente seguir con la siguiente

metodologia:

1. Centrifugar 1.5 ml de cultivo crecido en caldo TB por un minuto.

2. Elminar el sobrenadante por aspiracion. Volver a centrifugar 1.5 ml de cultivo en el
mismo tubo, dejar la pastilla bien seca.

3. Resuspender Ia pastilla en 200 #l de buffer GTE pipeteando de arriba hacia abajo e
incubar 5 minutos a femperatura ambiente.

4. Agregar 300 pl de NaQH 0.2N/SDS 1% (solucién recién preparada) y imezclar ¢l wbo por
inversion. NO AGITAR EN VORTEX, Incubar en hiclo por 5 minutos.

5 Agregar 300 pl de acetato de potasio 3M, pH 4.8. Mezclar por inversion. NO AGITAR
EN VORTEX. Incubar en hicle por 5 minuros,

6. Centrifugar por 10 minutos a 4°C y transferir el sobrenadante a un tubo nuevo,

7. Agregar 30 pl de ARNasa A (10 mg/ml} e incubar a 37°C por lo menos 30 minutos,

8. Hacer uma extraccién con 400 pl de fenol-cdoroformo (1:1 v/v) y mexclar las fases sin usar

vortex. Centrifugar por 5 minutos para separar las fases y pasar [a fase acuosa (superior) a

un tuba limpico.
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11.

12.

Hacer una extraccidn con 400 pl de doroformo-alcohol isoamilico (24:1, v/v) v agitar sin
usar €l vortex. Centrifugar por 1 minuto para separar las fases y pasar la fase acuosa
{superior) a un tubo limpio.

Precipitar ef ADN agregando un volumen igual de isopropanol, mezclar por mversion y
colocar ¢l tubo a -20°C por 1o menos 20 minutos,

Recolectar el precipitado de ADN centrifugando por 15 minutos a 4°C. Eliminar ¢l
sobrenadante y enjuagar Ia pastilla con 1 ml de etanol al 70%, centrifugar por 3 minutos a
4°C.

Decantar ¢l sobrenadante, dejar el mbo invertido y luego dejar evaporar el resto del

solvente. Disolver la pastilla en 20 pl de agua estéril o TE.

Purificacion de un fragmento de ADN para usar como sonda

Digestion de un plismido.

Una vez que se mvo suficiente plasmido con el AIDNc se hizo una digestion con las

enzimas correspondientes para obtener cada inserto de ADN.

Los plasmidos de diferentes clonas se cortaron con enzimas de restriccion para obtener

¢l fragmento de ADN correspondiente, segin el siguiente protocolo:

1.

Poner a digerir con enzima de restriccidn comao a continuacion se indica:

10 pl de ADN plasmidico (aproximadamente 8 pig)

2 W de amortiguador ReAct B 10X

1 pl de enzima (10 U/pl)

H20 a un volumen final de 20

Incubar una hora a 37°C.
Después de la digestion, adicionar 5 pi de amortiguador de carga para ADN. Cargar 25 pi
en cada uno de dos pozos en un gel de agarosa al (L8% (TAE, con EtBr 0.4 pg/ml) verter

CIl una camara.

Correr ¢l 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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Visualizar ¢l fragmento de ADN con luz ultravioleta.
Cortar la banda deseada con una navaja de bisturd, tomar solo la banda de ADN con una

minima cantidad de agarosa rodeindolo. Pasar la banda de ADN 2 un tubo cppendort.

Purificacidon del inserto.

10,
11.
12.

13.

14.

Usando una espatula, transferir el pedazo de agarosa a una balanza tarada para determinar
el peso, el cual se aproxima al volumen {asumiéndose 1 ml por gramo).

Cortar la agarosa en pequefios fragmentos (aproximadamente 4) y transfenr a un
microtubo de 1.5 ml.

Adicionar 4.5 volimenes de una solucian de Nal, 6 M.

Poner el tubo en un baiio a 50°C para disolver la agarosa, Agitar a intervalos de 2 minutos
(la agarosa puede ser disuelta después de 5 minutos).

Adicionar 5 pl de suspensidn Glassmilk (matriz), mezclar bien e incubar en hiclo por 10
minutos, mezclando a intervalos de 2 minutos.

Centrifugar la matriz por 5 segundos en un microfuga a 14 000 r.p.m.

Desechar ¢l sobrenadante y entonces volver a centrifugar unos scgundos. Remover toda la
solucion remanente con una micropipeta.

Lavar la pastilla tres veces con 250 Pl de solucidén NEW-WASH fria (-20°C): Adicionar
250 pi de NEW-WASH, resuspender la pastilla completamente, centrifugar por 5
segundos, remover el sobrenadante y repetir para dar un total de 3 lavados.

Después de la dltima lavada asegurarse de remover completamente cualquier remanente
del sobrenadante con una micropipeta.

Resuspender la pastilla final en 20 pt de agua.

Incubar el tubo a 50°C por 2 minutos para cluir el ADN de a matriz.

Centrifugar 30 segundos para bajar la matriz

Pasar ¢l sobrenadante a un tubo nuevo y se redisuelve la pastilla en 5 pl de agua repitiendo
los pasos 15y 16.

Combinar los dos cluidos en un tubo, remover una alicuota pata checar la recuperacién en
un minigel.

La muestra sobrante se guarda a 4°C para su uso posterior.




Marcaje de sondas de ADN con dCTP radiactivo por el
método de cebadores al azar (Random Primer, Life
Technologies, Gibco)

. Desnaturalizar 25 ng de ADN y disolverlo en 5-20 pl de agua destilada en un tubo de
ticrocentrifuga y calentar por 5 minutos en un baiio de agua hirviendo, pasado ¢l dempo
mmnediatamente colocar en hiclo.

2. Adicionar los siguientes clementos en hielo,

solucidm de dATP (0.5 mM) 2 ul
solucion de dGTP (0.5 mM) 2 pi
solucién de dTTP (0.5 mM) 2u
Amortiguador mezcla de random prmers 15l
la-2PIdCTP, 6000 Ci/mmaol 20 pCi/ml, 251

Agua a un volumen total de 49 Wy mezclar suavemente.

3. Adicionar 1 pl de fragmento Klenow de la DNA Pol | de E. coli. mezclar svavemente pero
bien y centrifugar unos segundos.

4. Incubar a 25°C por 1 hora.

5 Adicionar 5 ul de amortiguador EDTA (0.5 M. pH 8.0) para detener Ia reaccion.

6. Lampiar la sonda pasindola a través de una columna de exclusion molecular empacada en
un cilindro de 1 ml con sephadex G-25, equilibrada con amortiguador TE.

7. Medir 1 pl de la sonda en un eontados de centelleo para determinar la cantidad de sonda

marcada 2 usar.

Prehibridacién

Pre-humedecer la membrana en 5X SSC por 30 minutos.
Prehibrdar la mnembrana por 2 horas a 62°C en un volumen excedente (250-1000 pl/cm?) de
amortiguador de prehibridacion:
Amortiguador de prehibridacion {15 mD)
amortiguador de fosfatos 0.5 M (NaH POy 50 % v/v; NaHaQ4 50% v/v)
albamina 1%
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SDS 7%
EDTA 1 mM
Desnaturalizacion de la sonda: Las sondas se desnaturalizan antes de usarse, mcubando

e un banio & punto de cbullicion por 5 minutos y enfriando inmediatamente en hiclko.

Hibridacion

1. Adicionar la sonda al amortiguador de hibridacion ¢ hibridar por 12-16 horas (roda la
noche) a 62°C.
Nota: Para ka deteccion de ARNm o genes de una sola copia se recomicnda usar 3-2(0 ng

de sonda por mililitro de amortiguador de hibridacion o 1-5 x 106 cpm/ml

Lavados Post-hibridacién

Dependiendo de la naturaleza y longitud de la sonda, asi como de la cstabilidad del
hibrido ADN-ARN, pueden ajustarse las condiciones de los lavados posthibridacion. Es muy
importante considerar que en los lavados postlibridacion, la astringencia ¢sta una funcion de la
fuerza 16nica, temperatura y tiempo.

L Al terminar el periodo de hibridacién, desechar el amortiguador de hibridacion en un
tecipiente correctamente etiquetado y lavar los filtros para remover todas las moléculas de
la sonda que no participan en la formacion de hibridos, especificos ADN-ARN,

2. lavarlos filtros por 15 minutos en una solucién de SSC 2X/8DS 0.1% (250 ml) dos veces
a temperatura ambiente para remover la sonda remanente en la membrana,

Noter 51 el fondo es muy alto lavar en 0.1X de SSC a 42°-50°C.
Es mmportante no dejar secar la membrana en ningin momento.

3. Cubrir la membrana en plistico y exponerla a una pelicula.

Nota asegurarse de mantener himeda la membrana si planea el remover la sonda después
de la autoradiografia para hibridar con otras sondas.

Como con todos los experimentos que mvolucran SOIOPOS, OMAT en cuenta todas las
recomendaciones, por los propios contaminantes del marerial, y todas las reglas de seguridad
para minimizar el riesgo potencial de contaminacién.

1. Al finalizar todos los lavados de astringencia posthibridacion tomar la membrana con una

pinza y colocar encima de un soporte {(acetato).
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Envolver 1a membrana en plistico, teniendo cuidado de evitar arrugar el lado de la
membrana y estar seguro de que ¢l plstico encima de la membrana sea suficiente de tal
manera que la pelicula no s¢ humedezca o moje.

Poner un contador Geiger aproxtmadamente 6 cm arriba de la superficie de la capa de
plistico que cubre la membrana, para estimar el tiempo requerido para la autoradiografia.
Una actvidad alta s¢ puede encontrar en la region de la membrana correspondiente al
tamatio de los marcadores, s1 éstos fueron usados para hibridar a la sonda. Una actividad
extremadamente alta sobre la superficie de esta membrana puede sugenir un fondo muy

alto.

Autoradiografia

Exponer la membrana con una peliculs y una pantalla intensificadora, Guardar a -70°C
toda la noche.

Sacar ol cassete para descongelar a temperatura ambicnte y entonces revelar la pelicula. Si
la sefial es poco evidente en la pelicula entonces no se tendrd fondo. Si el fondo es tnuy
alto, usualmente es detectado por la aparicién de una linea a lo largo de la pelicula, sin la
aparicion de bandas, entonces se saca la membrana para lavarla con soluciones mis
astringentes. Una alta astringencia se puede lograr lavando en una solucion de SSC 0.1X,

SIS 1% a 55-60°C por 15 minutos.

68




V. RESULTADOS

Con basc en nuestros objetivos se midio la elongacion radicular como parimerro
fisiologico para estudiar los efectos firotdxicos de la FB1 en la germinacion. Esm se midio
durante la germinacién (6, 12, 24 y 48 horas) en ejes embrionarios germinando en ausencia y
presencia de FBI (10 pM) en dos variedades de maiz, Chalqueiio y H-355, (ver material y
métados). Los efectos de la toxin en la clongacion radicular se muestran en la tabla 5 donde se
observa una respuesta diferencial de las dos variedades de maiz a Ia FB1 a las 48 horas de ia
germmacion. En el maiz Chalqueno la FB1 inhibe 1a elongacion radicular en un 67.3% y en el
maiz hibndo 38.2%. A ls 6, 12 y 24 horas no se tienen datos de las mediciones debido a que
en ¢stos tempos no hay cambios cn la elongacion radicular tanto en los controles como con la

toxina (datos no mostrados) en las dos variedades de maiz.

CHALQUENOQ 48 HORAS F-355 48 HORAS
Control 327 mm 0.9 6.08 mm t 1.0
FBi LO7 mm *+ 0.3 375 mm £ 09
% de inhibicidn 67.3% 38.2%

Tabla 5. Efecto de FB1 sobre la elongracion radicular de ejes embrionarios de maiz. Dicz ejes
embrionarios de dos variedades de muiz {Chalquedio y H-355) fueron embebidos durante difeeentes horas en
ausencia o presencia FB1 (10 pM). A las 48 horas se midié la radicula de cada embridn tumo en controles como
aquellos embebidos con la twxina. Las diferencias entre los tratamientas ¥ controles fueron siguficativas con un
grado de confianza p< 0005,
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EFECTO DE LA FB1 EN LA TRANSCRIPCION DE
GENES RELACIONADOS CON LA DEFENSA

Para estudiar el efecto de la toxina en la expresion de estos genes nos enfocamos
primeramente a obtener todos los ADNe de los genes 2 estudiar, para utilizarlos comao sondas,
los cuales fueron donados por diferentes mvestigadores (en material y mérados se muestran las
caracteristicas da cada ADNc, tabla 4). La dltima sonda que era de la fenil-alanina amonio lasa
s¢ obtuvo por RT-PCR (detalles en matenial y métodos). En la figura G se muestra el producto
de RT-PCR, obtenido a partir de ARN total de cjes embrionarios de maiz Chalqueiio
embebidos durante 12 y 24 horas. De las dos reacciones de RT-PCR, sélo en la muestra de 24
loras encontramos un producto de aproximadamente 420 pares de bases. Para confirmar que
este fragmento de ADNc correspondia a PAL, df ADNc purificado se digirio con la enzima de
restriccion Sstl segln la secuencia reportada (Résler, 1997) y se obtuvieron dos fragmentos,
uno de: 169 y otro de 251 pares de bases, de acuerdo a la prediccidn de la secuencia reportada,
Con estos datos confirmamos que el fragmento que se obruvo del RT-PCR correspondit a la
fenil amonio liasa, la cual se utilizé como sonda para los estudios pertinentes.

Con la obtencion de la ditima sonda procedimos a seguir con el estudio de Ia expresion
de algunos genes involucrados en Ia patogénesis (glucanasa, quitinasa, catalasa y HRGIP).

Una de las respuestas de las plantas frente a la infeccion PO MICTOOIEANISMOS
patogenos o al percibir alguna sefial quimica secretada por éstos, es ¢l reforzamiento de la
pared celular. Un mecanismo para lograr este refucrzo es la sintesis de gheoproteinas ticas en
hidroxiprolina (HRGP) que se localizan en la pared celular. En este trabajo se estudit si la
toxina (FB1) inducia la expresidn de este gen, en cjes embrionarios durante I germinacion. En
fa figura 7 se mucesira que el transcrito de la HRGP se expresa durante la germinacion en cjes
control siendo detectable desde las 12 horas y en tiempos posteriores también; pero cuando los
tjes embrionarios de maiz Chalquefio son expuestos a FB1 (10 uM), la expresion es inducida y
se observa el transcrito desde las 6 horas. Esta induccién cs continua e incrementa con forme
pasa el uempo de imbibicidn con la toxina. Bl transcrito de la HRGP parece tener un recambio
muy ripido ya que a partic de las 24 horas se observa un barrido yue se obtuvo
consistentemente cuando se analizd este gen pero no para otrog, ademds de que siempre se

verificaba la integridad del ARN total. Al analizar por densitometria ia intensidad de fas bandas
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{figura 11A) se enconué que el miximo de induccion de pot lo menos 5 veces a las 6 horas, de
3 v 2 veces para 24 v 48 horas respectivamente, tomando en cuenta que el analisis

densitométrico tende a subestimar la intensidad de la senal.

Figura 6. Obtencién de la sonda PAL. ARN total de maiz Chalquefio de 12 y 24 horas de germinacion se
sometié a la metodologia de RT-PCR para obtener el ADN pana utilizarlo como sonda. Productos de R1-PCR,
carril | marcador de 100 pares de bases, carril 2 producto de RT-PCR de ejes embronarios de maiz durante 12

horas de germinacion, carril 3 producto de PCR de ejes embrionarios de maiz 24 horas de germinacidn.
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FB1

Figura 7. Induecién de los transcritos de FIRGP en ejes embrionarios de maiz Chalquefio durante la
germinacion en ausencia () o presencia {(+) de FB1 (10 pM). ARN total (20 pg por carmil) s¢ extmjo en cada
tiempo indicado para hacer el analisis de northern blot R, nbosomales.
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Las enzimas hidroliticas quitinasas y glucanasas también estin involucradas en las
mteracciones planta-patogeno v la expresion de sus genes es muy rapida en presencia del
patogeno o alguno de sus productos. Se ha propuesto que las quitinasas en conjunto con las
glucanasas mhiben el crecimiento micelial de muchos hongos trabajando de manera smergisuca
para poder hidrolizar con gran efectividad I quinina.

En ¢jes embrionarios de maiz ¢l gen de la quitinasa se expresa constitutivamente
durante la germinacion a niveles bajos (figura 8), pero la transcripcion aumenta en presencia de
fa FB1 desde las 6 horas y hasta las 24 horas de la germinacion. A las 48 horas ya no se detecta
este transcrito. Durante las primeras 24 horas de germinacion la FB1 tiene un cfecto de
induccion en este gen. El andlisis densitométrico (figura 11B) muestra que a las 6 horas la
futnowisina BY induce el transcrito por lo menos § veces con respecto al control, mientras que
a las 12 horas hay unn incremento de 1.3 veees y a las 24 horas éste es de aproximadamente 2
veces.

En contraste el gen de la glucanasa se expresa en niveles muy bajos durante Ia
germinacion siendo apenas detectable a las 24 horas y teniendo un maximo a las 48 horas
(figura 9} . Cuando los ejes embtionarios germinan en presencia de la FB1, la expresion de este
gen se ve reprimida a las 24 y 48 horas. El analisis densitométrico (figura 11C) muestra que a
las 24 horas con FB1 por lo menos hay una represion de dos veces con respecta al control,
mientras que a las 48 horas la represion por la FB1 es de 3 veces con respecto al control. Estos
datos nos indican que la FB1 reprime la expresion de los transcritos; quiza siguicndo esta

tendencia en las siguientes horas del desarrolle.

73



R

FB1

Figura 8. Induccién de los transcritos de quitinasa en ejes embrionarios de mafz Chalqueiio durante la
germinacién en ausencia (-) o presencia (+) de FB1 (10 uM), ARN total (20 Mg por carril) se extrajo en cada
tempo indicado para hacer el anilisis de northern blot; R, dbosomales.
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Figura 9. Induccién de los transcritos de glucanasa en ejes embrionarics de maiz Chalquedio durante la
- germinacién en ausencia (-) o presencia (+) de FB1 (10 pM). ARN total (20 pg por caril) se extrajo en cada
tiempo indicado para hacer ¢! andlisis de northem blot. R, ribosomales.
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La ruta biosintética de los fenil propanoides proporciona a la célula vegeeal de
precursores de hgnina, fitoalexinas y otros compuestos fenodlicos, que son componentes
inportantes en la defensa de la planta asi como en el desarrollo normal. Una enzima clave en
esta ruta metabolica es la (enil-alanina amonio liasa {PAL) que actia en la primera rezccion de
la ruta por lo que su control a nivel transcripeional es relevante ya que la expresion del gen es
afectada por distintos agentes bidticos y abiducos. Zn la figura 10 s¢ muestra la expresion del
gen de la PAL durante Ia germinacion y se observa al transcrito desde las 12 horas con una
disminucidn notable a las 48 horas. Cuando los cjes embrionarios de maiz perminan en
presencia de la toxina se observa una represion en la expresion de este gen a las 24 horas que
sc mantiene a las 48 horas de germinacion. El anilisis densitométrico (figura 11D} indica que
en presencia de la fumonisina B1 la expresién del gen de PAL se reduce aproximadamente a la
mitad a las 24 y 48 horas.

Orro evento que forma parte de la respuesta de la planta al ataque por patdgenos s la
produccidn de especies reactivas de axigeno (EROs) las cuales ticnen un doble papel, uno es ¢
ser moléculas de sefializacién y el segundo como moléculas que afectan el crecimiento ¢
invasion 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 hidrogeno en agua y oxigeno. Con cstos antecedentes era unportante saber el
efecto de FB1 en la expresion del gen de la catalasa. Sin embargo no se detecto la expresion de

este gen durante la germinacidn o en ausencia ni en presencia de la toxina.
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Figura 10. Induccién de los transcdtos de PAL en ¢jes embrionarios de maiz Chalquefio durante la germinacion

en ausendia (-) o presencia (+) de FB1 (10 uM). ARN total (20 pg por carril) se extrajo en cada tempo indicado
para hacer ¢l andlisis de norther blot; R, ribosomales.
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Figuea 11, Andlisis densitoméirico de 1a expresion de los genes de la HRGP (&), quitinasa (13}, glucanasa (Q) ¥
PAL (D) de maiz Chalgueiio; las unidades estan dadas en pixeles.
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EXPRESION DE GENES PR Y PAL EN EJES
EMBRIONARIOS DE MAIZ H-355

Parte del objetivo.era la comparacion del efecto de la FB1 en la expresion de los genes
de defensa en dos variedades de maiz. ln la variedad del hibrido H-355 se estudiaron 3 de los
4 genes que se expresan durante la germinacion en ol maiz Chalquedio.

La expresion del gen de PAL en el maiz hibrido (figura 12) es constitutiva durante la
genminacidn y se observa el transerito desde las 6 horas de imbibicién, con un maximo de
expresion a las 24 horas. La expresion 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 12y 24
horas (figura 12).

Sin embargo a estos tiempos ¢l efecto de represion del gen causado por FB1 es de por
Io menos 23 y 0.5 veces respectivamente, lo cual nos indica que desde e inicio de la
germinacion hasta las 24 horas, Ia FB1 reprime diferencialmente la expresion de este gen. Fn
contraste, a las 48 horas cuando los ejes fueron embebidos con FB1 la expresion de PAL
aumento con respecto al control. Esta induccion fue de aproximadamente 2 veees (figura 15A).

En la figura 15 se muestra las densitometrias, las cuales solo nos dan una idea
cuantitativa de los efectos de la toxina en la activacién o represion de la expresion de los genes,
ya que esta tiene ciertas restricciones en la cuantificacion dando datos que no representan

fielmenic lo observado en las figuras de los northern blots.

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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Figura 12. Inducdién de los ransctitos de PAL en ejes embrionarios de maiz H-355 durante la germinacién en
ausencia (-) o presencia {+) de FBI (10 pM}. El ARN 1otal (20 pg por carril) se extrajo en cada tiempo indicado
para hacer ¢l anilisis de northern blot.
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El analisis de la expresion de la quitinasa en esta variedad de maiz (figura 13) mostrd
que hay una expresion del transcrito en ejes control desde las 6 horas con un maximo a las 24
horas de la germinacion. La exposicion de los ejes a fa FB1 causa una ligera induccién del
transcrito que se observa a las 24 horas y con mayor claridad a las 48 horas. La induccion del
transcrito a las 48 horas, es de cerca de § veces con respecto al control {fyura 15B). La
induccion del gen de la quitinasa es dependiente del tiempo observindose un maximo a las 48
homs. Estos datos nos muestran que, para este gen, la FB1 induce lentamente la expresion en
las primeras horas de la germinacion; pero una vez que los eventos en ha germinacion estan
bien establecidos esta induccidn se incrementa sustancialmente.

Los resultados para el gen de la glucanasa sc muestran en la figura 14 en la cual
se observa que la expresion de los transcritos se da desde las 6 horas de la germinacidn con un
maximo a las 24 horas. Al incubar los ejes embrionarios del maiz con FB1, la expresion de fste
se ve reprimida marcadamente a las 24 y 48 horas.

En la figura 16 podemos observar que el gen de la glucanasa presenta un
c:')tnp:t)rtam;eilto muy similar en las dos variedades de maiz, en cambio para el gen de la
quitinasa el comportamiento entre las dos varicdades es muy diferente, en el Chalquefio se da
una induccidn transitoria. Pam el gen de la PAL se observa una represion, si lo comparamos
con los datos de los controles, tanto en el maiz Chalqueiio como en el H-355, esta represion se
observa hasta las 48 horas en el mafz Chalgueiio y en el H-355 hasta las 12 horas después de
este tiempo en el maiz H-355 Ia represion se revierte y se observa una induccién hasta las 48
horas.

Iin resumen, retomando todos los datos podemos observar que los principales
efectos de la FB1 es la de inducir la expresion de gen de lan HRGP y de la quitinasa desde las
primeras horas de la germinacién (6 y 12 horas respectivamente) con un miximo en las
siguientes horas (24 y 48 horas) y por otra parte la de reprimir genes tales como ¢ de DA, ycl

de glucanasa.

81




Figura 13. Induccion del transcrito de Quitinasa por FB1 en ejes embrionarios de maiz H-355 durante la
germinacion. 11 ARN total de ¢jes embrionarios crecides en medio con (+} y sin (-) fumoenisina Bl a diferentes
tiempos se sometieron a un analisis de northern blog, R, Abosomales.
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Figura 14. Inducdon de los transcritos de glucanasa en ¢jes embrionarios de maiz 1H-355 durante la germinacion

en ausencia (-} o presencia (+) de FB1 (10 pM). EI ARN total (20 pg por carril) se extrajo en cada dempo
indicado para hacer ¢} analisis de northem blot.
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VII. DISCUSION

La elongacion radicular es un evento lmitante que se reflejara en la gernminacion, el
desarrollo y establecimiento de la plintula nueva que se origing ¥ en este estado [a semilla es
muy susceptible a factores bidticos y abioticos. Fn este trabajo se demostré que la FB1 a una
concentracion de 10 pM afecta ha elongacion radicular de ¢jes embrionarios de maiz sin abolir
la germinacién de éstos. En un trabajo anterior, Dochlert y colaboradores (1994) demostraron
que la FBI tenia el mismo efecto en semillas compleras de maiz con un 50% de inhibicidn de
la clongacién a una concentracion de 0.068 mg/ml (94 pM). El mismo cfecto hemos
observado en ¢jes embrionarios o embriones completos de semilla de nafz. Aunque la
fumonisina B1, a éstas dosis (10 1M) permite la germinacion, afecta gravemente la elongacion
lo que podra comprometer seriamente el establecimicnto de la plintula, ya que el hongo puede
fectar a la semilla de dos maneras, una cuando llega a la mazorca de una planta madura ¢
infecta a la semilla provocando b pudricién en ambas estructuras y la segunda cuando el hongo
esta presente en la semilla seca debajo  del pericarpio y al germmar puede infectar
sistematicamente a la plintula en desarrolio. Recientemente Desjardins y Plattner (2000)
TEPOTLAron (ue esta toxina no es un factor determinante en fa patogénesis del hongo, pero en
general se observan sintomas mds SEVETOs, Como un menor porcentaje de emergencia de
plantulas y tallos mis cortos cuando las semillas son moculadas con cepas que producen aleas
cantidades de fumonisinas en un rango de 10 2 9 000 pug/g (Desjardins 7 of, 1995).

En este trabajo se estudié el efecto de 1a FBY en la expresion de genes de defensa que
representan la produccién de enzimas liticas, el reforzamiento de la pared celular, la singesis de
fenilpropanoides y la generacidn de espectes reactivas de oxigeno ya que éstas respuestas son
las mds significativas que se inducen en la célula vegetal cuando estan en presencia de algin
microotganisino patdgeno o alguna moléeula (clicitor) producida por éste. Se observe, (ue

algunos de estos genes se expresaron durante la germinacion normal pero la FBU alterd su
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paton de expresion. La mayoria de los reportes donde se ha estudiado Ia expresion de éstos
genes han utilizado tefidos como hoja, tallo o bien células en cultivo pero hay pocos reportes
durante la germinacidn de las semillas,

El efecto de la FB1 (10 pM) sobre la Chalquenio como en ¢l H-355 se realizd durante Ia
genminacion de los cjes embrionarios. El patron de expresion de este gen es diferente en las
dos varicdades; en ¢l maiz Chalqueiio se inicia a las 12 horas y en el H-355 cs hasta las 24
horas, éstos ultimos datos concuerdan con los datos de Wu e af (1994a) donde reportan que
estl quitiiasa se expresa en embriones de maiz durante ta germinacion desde las 24 horas y
hasta las 72 horas después de las cuales decaen los niveles del manscrito, Este gen también se
expresa en semillas de maiz completas embebidas durante dos dias, asi como en raz y tallo
(Huynh e af, 1992). LEn otras especies de plantas se ha reportado la expresion de quitinasas,
por ejemplo en arroz se expresa en niveles muy bajos durante la germinacion y en callos
(Takakura ef af, 2000), en semillas de cebada, en el tejido de la aleurona, Ia expresién es muy
alta (Leah er af, 1991). Estos datos indican que la expresion de quitinasas es muy variable ¥
depende de diversos factores. Otro factor que puede mfluir en el patrdn de expresion
observado es la variedad del maiz, mientras que en la vartedad Chalqueiio la expresion del gen
se detecté desde las 12 horas, para la variedad H-355 se observo a partir de las 24 horas de
genminacion.

En este estudio se encontrd que el gen de la quitinasa es inducido por la toxing FB1
durante la germinacion de los ejes embrionarios de maiz Chalqueiio y la expresion maxima se
observo a las 12 horms y a las 48 horas no sc observa ningim efecto, pero esta induccion fue
solo transitoria. En el maiz H-355 la induccién se observé a las 24 conservindose hasta las 48
horas. La mduccion de este gen presenta un patrén muy similar entre las dos variedades dentro
de las 48 horas de la germinacidn pero hay un desfasamiento de 12 horas, en maiz Chalquetio
la expresidn en ejes control e induccion es a las 12 horas y posteriormente (24 horas) decae la
expresion y fa induccién, el mismo pairén se observé para ejes embrionarios del maiz 1-355
peto a las 24 y 48 horas respectivamente. En general en las dos variedades se observé una
induccidon del gen lo cuat confirma que este gen es inducido por la FBL. con tiempos
desfasados, indicindonos que existen diferencias dadas por caracteristicas propias de cada

genoupo.

87




Se ha reportado que en las interacciones planta-patégeno las quitinasas son inducidas en
varios tejidos, En semillas de maiz infectadas con F, mrontfzforme hay una induccion de una
proteina RI” basica (Casacuberta ef a/, 1991} que si bien no es una quitinasa, pertenecen a la
misma familia, cuya caracteristica coman es la inducibilidad durante distinto tipos de
nteracciones planta-patdgeno. Esto asienta que el gen de esta enzima es activado cuando hay
un clicitor y que muy probablemente se activa cuando se da la infeccion por el patogeno
durante la germinacion -del maiz. En otras plantas se ha reportado que este gen es inducido
cuando estd presente ¢l patdgeno, como por ejemplo en hojas de frijol en presencia de
Psendoronas syringae (Mcier ef al, 1993), en hojas de papa con Phytophihora infestans (Beerhues y
Kombrink, 1994) y en tomate cuando es nfectado por Cladosporium fudvum (Danhash ef af,
1993). Sin embargo, existen muy pocos cstudios en semillas dumante la genminacion en
presenciy de un elicitor, donde se reporte los efectos en la expresion de este gen. En conjunto
los datos sugieren que la repuesta de Ja quitinasa en la germinacién es un evento que se da
durante las primeras horas. La actividad hidrolitica de las quitinasas sobre pared celular de
hongos patdgenos constituye un mecanismo de defensa de Ia planta (Huynh e af, 1992).

La glucanasa y la quitinasa forman parte de la familia de proteinas PR y en varos
sistemas se ha observado la expresion conjunta de ambos genes. En hojas de tomate infecradas
pot ¢l hougo Cladesporium fulvam se activa ia induccién conjunta de los gencs de cstas enzimas
(Benhamou ef o/, 1990). Scla-Buurlage ¢ «/ (1993) en un ensayo in vitro encontraron que la
quitinasa y glucanasa de tabaco lisan las puntas de hifas de Fusarium sofani inhibiendo el
crecimicnto del honge. En hojas de papa tratadas con el hongo Phytaphthora infestans con una
preparacion cruda de éste se observa un incremento fuerte en la actividad de quitinasa y
glucanasa (Beerhues y Kombrink, 1994).

En este trabajo se observd la represion del gen de la glucanasa tanto para el maiz
Chalquesio como para e [-355. En ¢l maiz Chalqueiio se observé fa expresion del gen a partir
de fas 48 horas de germinacidn control y na se observé cuando se imbibieron en presencia de
FBI. En Ia variedad de maiz H-355 la expresion de este mismo gen se detecta desde las 6 horas
y a las 24 horas claramente se detecta quc la FB1 reprime su expresion.

La activacién del gen de la glucanasa se ha reportado en diferentes especics de plantas
aun bajo estimulos distintos al de un patégeno. Ea tabaco, el etileno y el ozono inducen la

expresién de este gen (Végeli-Lange er k., 1994); en plantulas de maiz la activacion del gen se
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induce por dcido salicllico, el etefon, generador de etileno, cloruro merclirico, infeccién con
Aspergiflus flavus v cicloheximida; en semillas se ha detectado la activacién del gen de la
glucanasa en presencia de A. flavus solo en la capa de Ia aleurona, pero en semillas coatrol no
hay expresion; en embriones germinando no se ha observado la expresion de la glucanasa m
aun infectando con A. flavus (Wu ef al., 1994b). Stone ef al (2000) reporta la induccibn de Iz
glucanasa (PR2) en plantulas de Arabidapsis expuestas a FB1 (1 uM) por cuatro dias, pero no
hay estudios de la expresién del gen a tiempos mis cortos. Nuestro estudio se acotd a la
expresion en el eje embrionario germmnando durante 48 horas.

No se observd la induccion conjunea de los dos genes por ¢l tratamiento con FB1, lo
que se sugiere una expresion diferencial a ciertos estimulos, cuando se emplean compuestos
aislados del patogeno en fonma pura ya que la mayoria de los trabajos hechos con elicitores ha
empleado preparaciones crudas de pared celular del hongo. Otro trabajo que reporta una
expresion diferencial es en hojas de tomate expuestas a pared celular de P. infestans donde las
glucanasas de Ia clase 1 no son inducidas pero la quitinasa si (Hrmova e af, 1995). Por lo
menos para estas dos enzimas, que si bien exhiben una alta actividad antifingica en
combinacién, no responden de igual manera a todos los estimulos y ésta expresion también
dependera del tipo de tejido y estado de desarrollo de que se trate.

Otro de los genes estudiados fue el de ia PAL, cuya transcripeion se activa en respuesta
a vanos cestimulos externos. En hojas de arroz se induce la expresion del gen por luz, dafio
mecanico o moculacion con un extracto de pared celular del hongo patégeno Mugnaportha grisea
(Zhu er af, 1995). En tabaco, el tmtamiento con megaspermina, un elicitor, induce a este gen
en forma ripida y transitoria en hojas y tallos (Pellegrini ef o/, 1994), asi como cuando el virus
del mosaico de tabaco infecta en hojas, pero este efecto se observa 38 horas después de
iniciada la nfecadn (Pellegrini ¢f af, 1994). Este gen también sc expresa durante el desarrollo
de la planta, por ejemplo en meldn, la expresion de PAL se incrementa en la maduracion del
fruto (Diallinas y Kanellis, 1994); en perejil se expresa en raiz, talio, hojs y flures, siendo muy
baja Ia expresion en tejido vicjo comparado con tejidos mas jovenes (Appert ef af, 1994). En
Arabidopuis thaliana se expresa en hojas, inflorescencia, raiz y plintulas en diferentes estados de
desarrollo (Wanner e af, 1995) y en hojas, de esta misma especte, se ha observado la induccién
del gen en respuesta a la mfeccidén por especies patogénicas de Pewdomonas (Wanner e al,

1995). Normalmente este gen se expresa en varios tejidos. Si bien no existen trabajos donde se
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haya estudiado Ta expresién de PAL en semillas, si se ha descrito que este gen es expresado en
tejido en desarrollo o joven (Appert er af, 1994; Osakabe ¢f al. 1993).

El efecto de la FB1 sobre la expresion del gen de la PAL es de represion durante las
primeras 24 horas en ambas variedades del maiz. Sin embargo, en la variedad H-335 después
de la represiom a las 24 horas, se observa una induccion, a las 48 horas, con lo cual poddamos
hipotetizar que al seguir durante mas tiempo el ensayo se encontrara una induccidon del
transcrito de PAL y esto implicaria que la induccion de PAL sera una respuesta rardia en los
eventos de sefializacion de la respuesta a un elicitor por parte del eje embrionario de maiz.
Estos datos también sugieren que en ¢l proceso de nfeccion, la toxina podrda funcinnar como
represor de las repuestas para facilitar la infeccion.

Se ha demostrado que el gen de la PAL es inducido en respuesta a radiaciom UV en
células de perejtl y en frijol. El promotor de este gen en éstas especies s¢ ha demostrado que
presenta secuencias conservadas en su region promotora las cuales responden a éste esimulo
(Lois ef ak, 1989). En percjil éstas secuencias también estin involucradas en respuesta a un
clicitor. Asi, se podria pensar que en la sccuencia del gen de la PAL podra encontrarse
secuencms parecidas que regularan la activacidn del gen en maiz ya que se reporta que para
varias especies €stas secuencias son conservadas y son estmuladas tanto con luz UV como con
un elicitor por ejemplo la chalcon sintasa, presenta una activacién de su expresion ante estos
dos estimulos en maiz, Arabidapsis y frijol, asi como la PAL de Petraselinum erispum (Lois ef al,
1989). Durante la imbibicion los ejes germinan en oscuridad pér lo que podda pensarse que
cste gen requiere de luz para su induccion.

La arquitectura de la pared celular es parte importante en Tas células de la planta y entre
los componentes se encuentran proteinas como la HRGP. Existen varios teportes en los cudles
la expresion del gen de esta proteina se observa en varios tejidos en dicotiledoneas, por
cjemplo en tallos y peciolos de frijol (Wycoff ef af, 1995); en tallos de soya (Ye y Varner, 1991);
en tallos v hojas de tabaco (lieé ef wl, 1994). En monocotileddneas, se ha observado
expresion en hoja, embriones, coleoptilos, plimula y raiz de maiz (Stiefel e a/., 1990), asi como
en niz de arroz (Guo ef o/, 1994). Este gen también es inducido por varios factores tanto
abiOticos como bidticos; en hojas, tallos y peciolos de frijol con dafio mecanico (Wycoff er al,
1995); en hojas y tallo de tabaco cuando hay una infeccién, dafio mecinico o en presencia de

dcido salicilico (Tieé ef af, 1994); en hojas de arroz cuando hay daiic mecinico o en presencia
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de acido abscisico 0 CaClz se da la induccién (Guo o of, 1994); en coleoptilos, embriones,
hojas . plamula, hipoconlo y raiz de maiz el gen se mnduce al provocar dafic mecinico o en
presencia de etileno. En cultive de células en suspension de maiz se ha mostrado que hay una
mduccion del transcrito en presencia de micelio de . motitliformre, asi como en la embriogénesis,
¥ en las prinenas horas de germinacién por varios tipos de estrés (Garcia-Muniz ef of, 1998;
Jose-Estanyol y Puigdoménech, 1998).

La fumonisina B1 indujo Ia expresion del gen de HRGP en la variedad de maiz
Chalquenio. Este transcrito se expresa desde las primeras horas de da germinacion en los
controles y se ba reportado que es de suma unportancia para reforzar la pared celular y que
ademas es activado en las primeras horas de la germinacion (Stiefel ef ad, 1990).

In Ia linea celular CV1 de nfidn de mono se ha reportado que la toxina FBI induce la
expresion de la proteina p21, un mhibidor de las cinasas de ciclinas. El andlisis detallado del
promotor del gen de esta proteina por expetimentos de cambio de movilidad y “foorprnung”
determiné que los elementos Spl con las siguientes sccuencias centrales GGGCG o CCCGC
son los responsables de esta activacion (Zhang e af, 1999). El anilisis de la secuencia
promotora del gen de HRGP de maiz (Raz e af. 1992) mostr6d dos clementos iguales 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 atagque por patogenos es la
produccion de EROs acompafiado de enzimas para evitar ¢l daiio que podrian causar las
EROs. La expresion de la mayoria de las catalasas, en maiz, responde diferencialmente a
seiales de luz (Polidoros y Scandalios, 1997) y otros tipos de esteés aunque también se
expresan en condiciones normales en diferentes plantas. Las catalasas también responden a
cambios de temperatura (Dat ef o, 2000). En la semilla de la plana de ricino el ARNm de eatl
esta presente abundantemente eu el endospermo, cotledones ¥y solo una pequefa canudad en
raices, pero o ARNm de car2 es mds abundante en hipochtlos y en raiz mientras que
endospermo y cotiledones contienen solo pequeiias cantidades de este transerito. FI ARNm no
se encuentra en semillas secas pero durante ia germinacion hay una acumulacion temporal en ¢l
endospenno en repuesta (Suzuki ef 2/, 1994). La induccidn de cat2 en hojas de papa estd dada
por bacterias y por nemitodos (Nichel ef @/, 1995). En hojas de papa hay una mduccion de
ct2 cuando se exponen al dcido amquidonico, un elicitor del hongo Phythopiora infestans.

Recientemente se reportd que la sobre expresion del gen de cat2 de tabaco en plantas de papa
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transgénicas induce una expresion constitutiva del gen enddgeno de la catalasa y esto se ha

asociado 2 un incremento en la resistencia a P. infestans (Yu et al., 1999),

A

-1537 GCTCCGCGCTGGGCAGCCAGGAAGCCTGGGCECCGGGGAGGGUGGTCCLGGGLUGLGCG
CGAGGCGCGACCCGTCGGTCCTTCGGACCCGEGGCCCCTCCCGCCAGGGLCCGUCGCGT

—-100 GTGGGCCGAGCGCGGGTCCCGCCTCCTTGAGHECGEGCCCGGGCEGGGLGGTTGTATAT
CACCCGGLCTUGCGCLCAGEECGEAGGARCTCEGCCCGGGCCCGCCCCGCCARCATATA

B

403 TAACGTGAGTATTGTGGGAACTACTIGTAGATGCAAACGATGTAAATCCACCTGTGOCCGCCOGGE
-337 TCTATCCATTCCATTCGTCAACACGCAAGTTCAGACTGGACCAGTGAGCGGTGCCGGTGAACCCAG
-2 CCCAAGCGAGTGACCATCGGGGAAGCCTCCCGTGCTGCCCCCACATGGCTTGCCTGAATGCCTCTE
-205 GCCGCAGTGCCCTCTCTCCTCCTCTCCGTCGAAGGGCG TCACGAGAGCCCAGAGCGGATCCGAGGT
-139 CCCCACCCCACCCOCTTCCTCCGTGTATATAAGCAGTGGCAGGGTGAGCG TCTCTCCTCAGACCACCA
=72 CTGCGCCATTGGCCAGCTAGAGCCAACCAGAAGAGCTTCGAGTITACTGAGAGTGTGTGTGAGAGA
STGAGGATG

Figura 17. Los elementos Spl se muestran encerrados en ¢l rectingulo y la secuencias central subrayada. A,
Secuencia de la regién promotora del gen humano p21 (-157 2 —42). B, Secuencia del promotor del gen de
HRGP de maiz (mimero de wccesa X63134 en AMBL/GenBank Database). Los elementos Sp1 identificados se
encuentran subrayados con una linea sencilla. La caja TATA se distingue por una doble linea debajo de la
secuencia y la linea punteads indica ef sitio de inicio de la transeripeion.

En maiz el transcnito de cat2 aparece durante el desarrollo tardio del grano e incrementa
dramaticamente en escutelo después del 4° dia de imbibicidn, esta ausente en hojas eholadas
pero se acumula ripidamente por exposicion a la luz. En embriones tratados con icido
giberélico (AG), dcido abscisico (ABA) y acido salicilico (AS). con diferentes dias de
exposicion, el gen es inducido diferencialmente. El patron de expresion de cat2 no cambia bajo
el cfecto del AG, sin cmbargo, los transcritos incrementan dramaticamente con ABA y
ligecramente con un tratamiento de AS (Guan e af, 1996). Ca2 responde a la toxina
cercosponna diferencialmente en dos estadios del desarrollo embrionario en presencia de 10

MM de cercosporina incrementa el transcrito y en germinacion hay induccidn creciente con un

Mixino a una concentracion de 20 pM; Cat2 también responde a AS diferencialmente en estos
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dos esmdos (Williamson y Scandalios, 1993). En plintulas de maiz expuestas a ozono, ¢l nivel
de los ranscritos de car2 decae (Ruzsa ef ol 1999).

En este trabajo, no se encontrd expresion del gen cat2 en los nempos estudiados en gjes
embronarios de maiz, a diferencia del reporte de Guan e a (1996) en ¢l cual trabajan con
ARNm de escutelo separado de semillas después que fueron tratadas con  diferentes
compuestos (ABA. GA3 y AS) asi como de semillas control. Asimismo tampoco se pudo
detectar la producaién de perdxido de hidrogeno en este tejido (datos no pubhcados), que es
un inductor de la sintesis de catalasa. Recientemnente , se ha reportado que en plantas de
Arabidspsis thaliana expuestas por cuatro dias 2 FB1 (1 uM) se acumulan especies reactivas de
axigeno en las hojas, lo que indica la activacion de metabolismo oxidativo (Stone ef af, 2000).
Esta discrepancia con nuestros resultados podrda deberse al tiempo de exposicion con la
toxina, al tejido empleado y a la diferencia de susceptibilidad entre Zew ways ¥ Arabidopsis
thaliame.

Los resultados mostraron que la FB1 indujo una expresion diferencial de los genes
estudiados durante la germinacion de ejes embrionarios de maiz; mienrras que la HRGP y la
quitineasa fueron inducidos, el gen de la glucanasa fuc reprimido en ambas varicdades de maiz.
Ll gen de la PAL en el maiz Chalquedio es reprimido pero en o maiz H-335 se enconted
represion durante las primeras horas de la germinacion pero a las 48 horas se observé una clara
induccton, aungue ya no se continuo el estudio en ticmpos posteriores.

Hay poces teportes sobre la expresion de genes de defensa durante la germmacidn, que
es un estadho previo al establecimicnto de la plintula y en el cual hay una alta susceptbilidad a
patogenos. Este es uno de los primeros trabajos donde se estudio la expresion de genes claves
de diferentes rutas metabdlicas involucradas en la respuesta de defensa de la planta ante una
molécula fitotdxica producida por el patdgeno.

El efecto diferencial de la toxina en la expresion de estos genes de defensa que se
ohservd se podra explicar por ol modo de accién molecular de la FB1 quc mejor se ha
caracterizado. En sistemas amimales (Yoo ef af, 1992, 1996) y vegetales (Abbas o «f, 1994) se
ha encontrado que la FB1 inhibe la acrividad de esfinganina Neaciltransferasa. la cual condensa
una molécula de esfinganina con acetil CoA para producir ceramida (Lynch, 2000). La
inhibicién competitiva de esta enzima causa la acumulacion de esfinganina, fitoesfingosina y

reduce los niveles de ceramida en la célula. En células animales la acumulacion de esfinganina y
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esfmgosma pueden tener muchos efecros como la nhibicion del crecimiento, cambios
maorfolégieos vy muerte celular en varios tpos de célutas (Merrill e af, 1997). A su vez. éstas
bases esfingoideas pueden actuar sobre otros blancos como son las proteinas cinasas o MAP
cinasas que estin involucradas en la rransduccién de sefiales. La cascada de la proteinas cinasas
activadas por mitdgenos (MAPK) involucra la actividad coordinada y secuencil de tres
familias de proteinas conocidas chmo MAPK, MAPKK v MAPKKK. La actividad de estas
MAPK es positivamente regulada por fosforilacion en aminoacidos especificos, Las MAPKKK
v I MAPKK son proteinas citoplismicas que fosforilan dnicamente MAPKK y MAPK
respecuivamente, pero la MAPK activa puede fosforilar numerosas SUSLratos, comn proteinas
crtoplismicas, de citoesyueleto, de membrana y de nicleo incluyendo facrores de transcripcion
qQue coordinan cambios en la expresion de gencs en respuesta a un estimudo inicial (Jonak ef af,
1999).

Se ha reportado que la FB1 en células animales modula I actividad de MAP cinasas y
(e es una respucsta temprana. En fibroblastos Swiss 3T3 la FBI (75 uM) modula la actividad
de dos MAPK, observindose en los primeros minutos un incremento cn la actividad
(Wattenberg e o/, 1996). En estas mismas células se ha observado la acumulacion de
esfinganina y esfingosina en presencia de FB1 después de tres horas, Sin embargo, falta el
determinar si en los primeros minutos se acumulan estingosina y esfinganina y si los niveles
son suficientes para la activacion de MAPE. En plantas, se ha reportado la activacion de
modulos de MAP cinasas en presencia de elicitores como pared celular de hongos y proteinas
dertvadas de pared celular de los mismos (Klessig ef al, 2000). En perejil estas enzimas, son
translocadas a nicleo sugiriendo un papel de regulacion en genes inducidos por elicitores
(fomak et al, 1999). En el laboratorio ya se ha demostrado que la FB1 (10 pM) induce la
acumulacion de esfinganina en cjes embrionarios de maiz (ue se encuentra en una
concentracion hasta de 10 veces mis alta que en los tejidos control a las 24 horas (Rivas San
Vicente, comunicacion persanal).

En sistemas animales la acumulacion de esfinganina y esfmgosina mhiben a la proteina
cinasa C, estimula fosfolipasa D y causa movilizacion de Cz 3. en cambio la ceramida activa
proteinas cinasas, fosfatasas y MAPK pero mhibe a la fosfolipasa D. En plantas no se han
estudiado los efectos que producen estas bases esfingoideas, pero podra especularse que la

acumulacion de esfinganina por FB1 promueva ta movilizacion de Ca® via fosfolipasa 1D para
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activar MAPK y desencadenar la cascada de éstas enzimas activando el gen de la quitinasa y
HRGP por la fosforlacidn de factores de transcripcién. Sin embargo, la esfingamna podria
también inhibir a una proteina cinasa involucrada en la ruta de MAPK evitando fa activacion
de genes como la PAL y la glucanasa. Asimismo, si efectivamente se reducen los niveles de
ceramida y esta molécula estd involucrada en la activacién de ciertas cinasas, se podria explicar
Ia inhibicién de fa transcripeion de genes como podtian ser glucanasa y PAL.

En la ruta de sefalizacion ol dcido salicflico (AS) y el 4cido jasmonico (A]) son
hormonas importantes yue han sido mmplicadas en amplificar la sefial inicial ¢ incrementar la
expresion de varios genes que responden a patogenos. Los diferentes patrones de expresion
son el resultado de la estructura de las regiones promotoras de los genes, las cuales presentan
diferentes clementos que representan el Gltimo aceptor de toda la ruma de seializacién, como
por ejemplo, en el caso de la transduccidn de senales por via de ln MAPK es importante la
activacion por  fosforilaciéon de factores de transcripcién  para activar ciertos gencs.
Rectentemente se ha reportado que existen proteinas de unién a DNA las cuales se unen a
ciertas regiones de la secuencia promotora de genes para activar su transcripcién y cuya
presencia estd asociada con incremento en los niveles de AS, AJ y ABA. Por ¢jemplo la caja W,
con una secuencia TYGACC, donde se unen proteinas WRKY a la region promotora de genes
de PR1 y PR2 en perejil (Rushton y Somssich, 1998). Con estos antecedentes podria pensarse
yue probablemente la regidn promotora de los genes reportados en este trabajo presente
secuencias especificas que sean activadas por proteinas pertenecientes a la transduccién de
sefiales en la que participan esfingolipidos cuyos niveles se alterarian por la FB1.

Con todos estos datos se pueden sugerir dos hipotesis: una en la que la 781 pueda estar
afectando la actividad de la N-acil-transferasa, provocando la acumulacidm de  bases
esfingoideas (esfinganina) y que éstas a su vez actien sobre intermediarios como podrian ser
proteinas cinasas o fosfatasas que activen factores de transcripeion que leguen hasta el nicleo
para activar o repritmir los genes de defensa; y la segunda es que la fumonising B esté
actuando directamente sobre una MAP anasa o indirectamente, via esfingolipidos por
ceramida o esfingosina, para activar un modulo de MAP cinasas interviniendo en la cascada de
seflalizacion para activar algunos de los genes estudiados (figura 18).

Una estrategia para analizar si efectivamente los niveles de bases esfingoideas estan

participando en ka ruta de sefializacion involucrada en la induccion de genes de defensa, seda la



adicion exdgena de esfinganina y fitoesfingosina a ejes embrionarios durante la germinacién y
estudiar la expresién de estos genes. Si la esfinganina provoca un efecto similar a la FB1 la
siguicnte pregunta sena probar si en esta cascada de transduccion de sefiales participan MAPK,
Para comprobar ésto. se puede determinar la actividad de Tas MAPK en extractos proteicos de
ejes embrionanios germinando en presencia de FB1 o esfinganina, La actividad de estas cinasas
s¢ puede analizar mediante geles de actividad usando como sustrato la proteina miclina basica
(©.25 a 0.5 mg/ml) y ATP marcado (y-*1-ATP) a temperatura ambiente con un pH 7.6 (Usami
ef ol 1995; Suzuki y Shinshi, 1995). Se ha reportado en maiz la purficacion v caracterizacion
de una  a MAPK (ZmMEK1) de 39, 874 Da, dependiente de Mn?* que es capaz de
autofosforilarse (Hardin y Wolniak, 1998).
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VII. CONCLUSIONES

Se comprobd que la FB1 reduce significativamente la clongacién radicular de ejes
embrionarios de maiz. Anteriormente sc habia visto este efecto pero en semillas completas
{Daoehlert er al, 1994).

En ¢jes embrionanios de maiz la FB1 induce la expresion de solo dos genes de defensa,
quitinasa, la glucanasa y la HRGP en las primeras horas de germinacion, reprime la
expresion del gen de la glucanasa reprime a; gen de la PAL durante las primeras horas de la
germmacion y lo activa en la variedad H-355,

No presenta ningan efecto en el gen de la glucanasa.

En cjes embrionarios existe una expresion diferencial de los genes relacionados con la
respuesta de hipersensibilidad (HRGP, PAL, quitinasa y glucanasa) provocada, indirecta o
directamente, por la toxina FB1.

Los resultados de este trabajo, en conjunto con otros, sugieren que la accion de la [FB1 en
la mduccton y represidon de los genes estudiados podria estar dada por intermediarios los

cuales se acumulan por la accidn de la toxina.
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VIII. APENDICE

Cuidados del material para trabajar con ARN

Las dificultades asociadas a lo largo de la punficacion, hace ¢l ARN intrinsecamente
labil, debido a la actividad ubicua de la nbonucleasa. Las ARNasas son una familia de enzimas
que hidrolizan moléculas de ARN presentando actividad endonucleolitica y hexonucleolitica,
Estas son cuzimas pequeiias (ARNasa A = 14 000 Da) muy estables, que manticnen su
configuracion  terciania gracias a 4 puentes disulfuro que permiten su renaturalizacion
rapidamente aun después de un tratamiento con mucho desnaturalizantes, y ain despucs de
hervir en una solucion por 20 minutos o mis. Las ARNasas tienen cofactores con
requerimientos minimos y son activas en un amplio rango de pH. Es por o tanto obligatorio
que ¢l material y los reactivos estén libres de nucleasas para ¢l comienzo del experimento
(Farrell, 1993).

Para las metodologias usadas en los experimentos trabajando con ARN se tuvieron las
precauciones que a contimpcion se mencionan:

Matenal de cristaleria. Fl material se lavara perfectamente con agua corriente y la tltima
enjuagada serd con agua destlada. Una vez scco se tapara con papel alumtnio y se dejara
durante 15 horas en una estufa a 150°C o bien esterilizar a 1.5 Kg/cm? durante una hor,
Después de esto ¢ material estara listo para usarse (incluyendo los frascos para soluciones),

Material de plastico. Incluye dos tpos, los que pueden ser esterilizados en o autoclave
una hora 2 1.5 Kg/cm? como puntas tapas y tubos eppendorf. Bl segundo tipe som camaras de
electroforesis y contenedores para lavados de membranas, este material se lavaba con un
detergente comercial (RNAsasin®) dejandoto durante toda la noche en una solucion {80:20 v/v

agua: derergente) para posteriormente enjuagarlo con agua tratada con DEPC (tres lavados),
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El dienl pirocarbonato (DEPC) es un inhibidor de ribonucleasas que reacciona con ia
hrsadina del sitio activo de las ARNasas. Sin embargo este es un agente cancerigeno por tanto
se debe de tomar teddas Tas precauciones necesarias para trabajar con este compuesto, las cuales
$C¢ MEncionan a contnuacion.

Agua tratada con DEPC. Agua desionizada es esterilizada durante 1 hom. Fsta agua
posteriormente se le adicionaba ¢l DEPC a una concentracion 1:1000. Esta solucion se dejaba
en agitacon durante toda la noche y por ultimo se esterilizaba en la autoclave a 1.5 Kg/cm?
una hora (para desacrivar el DEPC).

Una fuente de ARNasas son las manos, por eso es de suma importancia utilizar guantes
desechables durante el tiempo gue dure ¢l expenimento.

Soluciones para trabajar con ARN. Estas soluciones se hacian con agua rratada con
DEPC vsando todo el material estenlizado {esparula, vasos de pp, probetas y magnetos) y
guantes, para posteriormente esterilizarlas, las que debfan esterilizarse 20 minutos a 1.5

Kg/em?,

SOLUCIONES

Buffer de imbibicién. La solucion sc preparaba con los siguicntes Teactivos a estas
concentraciones K1 50 mM; MgClz 10 mM; tris-HCl 50 1M; sacarosa 2% y cloramfenicol 10

mg/ml (este dtimo sc adiciona después de cstenilizar).

Buffer MOPS 10X,
MOPS (signa) grado molecular 0.2M

Acctato de sodio 0.05 M (se hacia un stock a una
concentracion 3M ajustando el pH a 5.2 con
acido acético 3 M)

EDTA 0.01 M (se preparaba una solucion stock a

una concentraciim de 0.5M, apstando ¢l pHa
8.0 con 10 M de NaQH).
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Buffer de carga glioxal

Glicerol 50% {v/v)

Na MOy (101 M (Este buffer se hace a partir de dos soluciones
concentradas, NazHPOs y Nal-LPOy 1M a pH 7)

Azul de bromofenol 0.4%

Gilioxal 6 M (40%0) desionizado

Normalimente o ghoxal tiene un pH dcido, para desionizarlo se toma una alicuota
- . W) . -
pequeina (Iml) para ponerla en contacto con resina AG™501-X8 (1) en un matraz estéril de 10

ml en una razon de 5 g de resima por 50 ml de glioxal.

Caldo "I (100 ml)

Peptona 12¢
Extracto de levadura 24p
Glicerol 0.4 ml
KH:PO, (0.5 M) 3.4 ml
KzHPO (0.5 M) 14.4 ml

Buffer G'TE

Tris 05 M
Glucosa 01 M
EDTA 05 M

Buffer I PCR 10X para Transcripcion reversa

KC 500 mM
Trns-H(C 100 mM
pH 8.3

Buffer mezcia de random primers

HIEPES 67T M
I'ris- 1) 017 M
MgCla 17 mM
2-mercaproctanol 33 mM
BSA 1.33 mg/ml

Cebadores deoxiribonudeotdos pH 6.8 18 DO 260 umdades/ml
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Buffer ReAct B 10X
? f\‘lgCl:

NaCl

Tos-HCE

pH 8.0

Solucion GTE (1ml)
Tris 0.5 M

EDTA 0.5M
Glucosa 0.1 M

Agua

Solucién alcalina (1ml)
NaOH

SDS 20%

Agua

10 mM
50 mM
530 mM

50 ml
20 ml
500 ml
430 ml

200 ml
50 ml
750 ml
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