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RESUMEN

Fusarium moniliforme es uno de los hongos mis asociados a la contaminacion de alimentos
de la dieta basica humana y animal. Las toxinas producidas por este hongo son acido
fusarico. moniliforminas ¥ fumonisinas (Nelson 1992). De las fumonisinus. la B; es la mas
abundante y téxica. de ahi que se hayan realizado muchos estudios referentes a su deteccion
v estabilidad en granos contaminados y en sus productos derivados. asi como a aspectos
toxicologicos y patoldgicos en especies animales y en humanos. La fumonisina B, (FB,)
también tiene efectos toxicos en plantas de diferentes especies. afectando su crecimiento y
llegando a producir putrefaccion de hojas, frutos y plantas enteras (Abbas er al.. 1992,
Dochlert er al.. 1994, Nelson 1992). 4
En células vegetales. como en células animales, la FB, inhibe a la ceramida sintetgsa._
enzima clave en la sintesis de esfingolipidos. Como resultado de esta inhibicion. la célula .
acumula bases esfingoideas como fitoesfingosina yﬂ esfinganina. Estas bases han sido
sceilaladas como moléculas que participan como segundos mensajeros en sistemas de
ransduccion de sefales externas contra las que la célula tiene que reaccionar (Huwiler e/
/.. 2000. Ng e7 al.. 2001). Los elementos iniciales de las vias de transduccion de seiiales se
localizan generalmente en la membrana plasmatica. Entre estos elementos se encuentran las
cinasas. enzimas que transfieren un grupo fosfato a sus substratos (proteinas).
La estructura anfipitica de 1a fumonisina sugiere que se puede intercalar en la membrana
plasmatica (Riley ¢r al.. 1994, Abbas ¢r al.. 1994). y se ha encontrado que la FB, estimula
1a fosforilacion de proteinas de la membrana plasmitica de embriores de mair por cinasac
de calcio (Zomosa. 2000). : '
En el presente trabajo. se utiliza un sistema rnodelo basado en In mteraccnon FB. —

membrana plasmatica de cé€lulas embrionarias de mmz para'emcndcr cl efeclo que la FB. b
roteinas de la® membrana

las bases esfingoideas pueden tener en la’ fosfonlacxé

plasmatica. Se encontrd que tanto la FB, como. Ia esfng ni esumulan la fosl’onlacmn de

6 ¥ 11 proteinas membranales’ respectxvamenle‘ La |dentnf'cacton de¢ eslos pchpepudos
dc 1a-tos na produmda por.su

puede a)udar a conocer el modo molecular de’ accié

patogeno v las reacciones de defensa producidas por la célula vegelal huésped y en las que

estan involucradas las bases esfingoideas.
,
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INTRODUCCION

A) INFECCION DE PLANTAS POR PATOGENOS.

Las plantas constituyen uno de los grupos taxondmicos mas importantes por su
abundancia en el plancta. directa o indirectamente son fuente alimenticia de humanos y»
animales. siendo ésta la principal razén del estudio de sus enfermedades, ya que tienen
gran impacto en la economia y salud mundiales.

De todos los seres vivos existentes en la Tierra. s6lo una minoria tiene la capacidad de

parasitar a las plantas. Estos palégenos pertenccen a. grupos taxonémlcos diferentes.
nemélodos ¥ plantas

entre los que podemos citar: V|rus. bactenas. protozoarlos. hongos.

superlores parasuarlas‘

mfecclén. colomzacxon (mvnsnon)

ecnmlcmo dc la

¥ que

puede llegar a resuhar en‘su enfermedad pero esto depg.nde dL vanos factores como

serian la concemracmn mlmma Acnnca del palégeno mocu]ado. las ' condiciones

ambientales,’ la 5lncepub|l dad de a nlama v lo< mecamcmns rap:dns de defensa de la

misma. entre Oll’OS‘

Penetracién

Todos los patégenos en su estado vegelativo son capaces de iniciar inmediatamente una
infeccién. Sin embargo. las esporas micéticas y las semillas de plantas superiores
parasitarias requieren germinar primeramente. para lo que requieren de ciertas
condiciones ambientales especificas. como son temperatura. Juz. humedad. etc.

Los factores que dcterminan el reconocimiento entre el hospedero y el patdgeno,

todavia no son muy claros. Se asume quc cuando el patégeno entra en contacto con el
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hospedero. surge una secric de eventos que disparan una respuesta pronta en el
organismo involucrado. que pueden resultar en el desarrollo del patoégeno y tal vez de la
enfermedad o bien ¢n un proceso de resistencia. Se desconocen 1odos los eventos. pero
se cree que estdn involucradas varias vias. estructuras y sustancias bioquimicas. Estas
pueden  incluir estructuras o componentes seiales especificas del hospedero. o
moléculas evocadoras especificas del patégeno. y cualquiera de ellos puede inducir
acciones especificas o la formacion de productos especificos en el otro organismo.

Los patégenos contactan la superficie de las plantas por penetracion directa. a través de
aperturas naturales o a través de heridas. La penetracién no siempre conduce a la
infeccion. Algunos organismos que penetran células de la planta que no son susceptibles
a éstos. no desarrollan la enfermedad y al no poder proceder mas alla de la etapa de
penetracién mueren sin producir la enfermedad.

Penetracién directa.

Es probablemente el tipo mas comun de penctracién de hongos y nemitodos y el tnico

para plantas superiores parasitarias. las bacterias nunca utilizan esta via de penetraciéon
(Agrios. 1997). Los hongos constituyen un gruvpo altamente versitil. son organismos
cucaridticos carbono — heterotréfos y han ocupado con éxito la rﬁayor’ parte de los
habitats naturales. La gran mayoria de los hongos son saproéfitos estrictos,’ menos del -
10% de las 100 000 especics hasta ahora descritas son capaces de col_oniiér plantas, ¥
solo una fraccién pequeiia es capaz de ocasionarles cnfermedad (Knoggé. 1996G). La
penetracién directa de muchos de los__palégenos micdticos requiere de una perforacién
activa a través de las barreras externas de la planta. a menudo asociada con la formacion
del apresorio (Knogge. 1998). El apresorio es un tipo deﬁérgaho de penetracion
altamente especiali;z_ado. al igual que la hifa fina, éstos son formados cuando el micelio
o tubo germinal son el punto de contacto con la superficie de la planta. La hifa fina
crece hacia la superficie de la planta y perfora la cuticula y pared celular a través de
fuerzas mecanicas y enzimadticas. por otro lado el apresorio se forma al final del tubo
germinal. el cual sucle ser de formia bulbar o cilindrica con la parte superficial plana
(Agrios. 1997,. Se han discutido algunos factores de la planta que pueden estar
involucrados en la induccion dei apresorio. como algunos mondémeros de cutina y otras

moléculas de la superficie de la planta que son de particular interés. Ademas de los



INTRODUCCION

factores de la planta. hay moléculas de la superficic del hongo que parccen estar
relacionadas en la induccidn del apresorio (Knogge. 1998). »

Penetracién a través de heridas. i

Todas las bacterias, la mayoria de los hongos. algunos virus y todos los viroides entran
a la planta a través de heridas. En el caso de virus, micoplasmas y algunas bacterias
exigentes lo hacen por medio de vectores que son organismos especificos. en general
insectos.

Las heridas pueden ser viejas o recientes y pueden consistir en tejidos lacerados o
muertos; estas lesiones pueden ser resultado de factores ambientales, como aquellas
causadas por el viento. rafagas granizadas. heladas. calor abrasador o fuego: sitios de
alimentacién de animales por ejemplo. insectos. nematodos. gusanos y animales
superiores; por practicas culturales como son el cultivo. la cosecha. la’ poda. injertos.
transplantes, riego: lesiones causadas por si mismas como son cicatrices en las hojas.

grietas en la raiz y finalmente heridas o lesiones causadas por otros patégenos (Agrios.
1997).
Penctracién a través de aperturas naturales.

Algunos hongos y- bacterias entran a la planta a través de los estomas. algunos. hoﬁgos'
llegan a: desarrollar un mecanismo que utiliza caracteristicas topograficas: de: In
superficie del hospedero (Knogge. 1998). el mecanismo bioquimico no ha sido “aun
entendido. pero se cree que estin involucradas moléculas del citoesqueleto’ (Knogge. -
1996 y 1998);»Olras aperturas utilizadas son los hiddtodos y nectanodds. los cuales son
poros abiertos permanentes en las ho_;as. Y. lenucclus. que son apenuras que permnen el
paso de aire (Agrlos. 1997). . ; . . . -

En el caso de la penetracidén de hongos 'y bacterias. éstos genemlmenle secremn una

mezcla de enzimas hidroliticas mcluycndo cutmasas. ce]ulasas. pecunasas Yy proteasas
(Knogge. 1998).
Infeceién g -
Es el proceso mediante el cual el patégeno es;ableé'e_cvox"iv_lacto con células o tejidos
susceptibles del hospedero y obtienc sus nutrientes a pﬁﬁix‘ de éste. Gracias a este

proceso el patdgeno crece o se multiplica o ambos y puede llegar a invadir y colonizar

grandes o pequeiias extensiones en la planta (Agrios.1997).
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Entre los requerimientos para una infeccidn exitosa por los patégenos estian: la union
con la superficie del hospedero, asi como la degradacién de sus barreras fisicas v
quimicas. la produccién de toxinas y la inactivacion de los mecanismos de defensa de la
planta.

La regulacion de los genes de patogenicidad es un fendmeno importante que se produce
en el patdgeno. y que implica una compleja interaccién de seilales entre el patégeno y el
hospedero. Un punto fundamental es que el gatégeno debe tener un efecto rapido de
entrada con la minima degradacién de lai pared‘ce]ular del hospedero. Esta estrategia
puede ser critica pard una infeccién exiposzé pofque'fragrhemos de la pared celular de la
planta actian como evoéadq;és, de.la }espu:sfa de défe_r:sa del ;h‘o‘spederc% (Dixon y
Lamb, 1990). . .. il Do s s :
Colonizacisn’' 5 ; .
Esta fase mvolucra ‘el crecimiento.’y reproduccnén del patogeno. Los hongos y IJS'
plantas superlores. parasnarlas generalmente mvaden e mf’eclan ‘los te_yldos "por su
afes de moculacxén. Muchos de stos. patégenos.

crecimiento en uno de los pu tos ni

plnnla. conunuan crccxe do \' e\tendléndose con

protozoarios mvaden e infectan le_]ldos nuevos dentro de la;plantn p A(reprovduécién a
una velocidad rapida e incrementan su niimero enormenﬁeme en Ios_(e_u’do's infectados.

tejidos a través de los

La progenie puede ser llevada pasivamente hacia nuevas celulas

plasmodesmata (sélo virus y viroides). polen (vlrus. vxr 1d algunas bacterias

s P! ogenos de las plantas

C\lgemes y protozoanos) o el xilema (algunas bacte; ms)
se reproducen en una variedad de formas (ver Flgura 1
medio de esporas. que puede ser por via sexual o asexual.- Las plantas superiores

ongos se reproducen por

parasitarias se reproducen justo igual que todas lﬂS plantas. por semillas. Las bacterias y
protozoarios se reproducen por fisién. Los virus y viroides son replicados por la célula.
utilizando 1a maquinaria de la célula huésped y finalmente los nematodos se reproducen

por medio de huevos.
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Figura 1. Morfologia y multiplicacién de al;__unos de los grupos de palogenos de lns

plantas (Agrios.1997).

generalmente dentro de la planta y llegan a su supcrft:le 5616 a través de hendas. grlelas
v bacterias exigentes solo se reproducen

o del estoma. Los virus. viroides. protozoarios ¥
en el interior de la célula y aparentemente no se localizan o existen en la superficie de la -

planta hospedera. El grado de reproduccién varia considerablemente entrc los diversos

tipos de patdégenos (Agrios. i997).

TESIS CON
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B) PRODUCTOS SECUNDARIOS DEL PATOGENO.

Los metabolitos secundarios de origen microbiano corresponden a sustancias de
naturaleza quimica variable. formadas usualmente en la fase tardia de su crecimiento
por unas cuantas especies biologicas. A diferencia de los metabolitos primarios.- los
metabolitos secundarios presentan dificultad para ser integrados a la fisiologia general
del microorganismo que los produce. con frecuencia se les considera como producios no

esenciales para el crecimiento vegetativo del microorganismo productor. Sm embarl_o.

se les ha concedido una ventaja competitiva para aquellos sistemas bloléglcos que los
los p gmemoev j'

forman. Como ejemplos de productos secundarios podemos citar -

microbianos. diversas hormonas vegetales. toxinas y los antibiéticos.
La formacién de metabolitos secundarios es caracteristica .de :diversas: especies dc.

bacterias. hongos. plantas ¢ invertebrados.
Los actinomicetales son los que producen el mayor porcemaJe de los :mismaos. Enlre»

bacterias productoras estin algunns especies de BUCllIll.
los hon&.os capaces de producxr des acan :;

Dentro de

(Nelson. 1993).
El inicio del metabolismo secundano ‘mucha;

funcion dlfereme en el orbamsmo receplor (Santana et al.,l 994)
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©) TOXINAS.
En la patologia de la planta.
usualmente metabolitos microbianos que son perjudiciales para las plantas a muy bajas

las toxinas son descritas como sustancias que son

concentraciones. En algunos casos, especialmente si son producidos durante las etapas
tempranas del desarrollo de la enfermedad, estos componentes tienen una funcién en la
patogénesis y reproducen algo o hasta todos los sintomas de la enfermedad causada por
el organismo productor (Graniti, 1991).

Toxinas bacterianas
Muchas especies de bacterias fitopatogénicas producen toxinas que parecen tener una

funcién en el desarrollo de la enfermedad, éstas pueden afcclar a la planta de manera
diferente y el resultado ﬁnal puede ser ‘el desarrollo de clorosns. ‘necrosis.

ablandamiento, anormalidades del crecimiento o marchltamxento. S

Entre las fitotoxinas producidas por. baclenas. destacan.
Coronatina. Esta toxina es sintetizada por_ varms subespecues de P. .vyrmgae emre éstas

atropurpured. lamalo. glycmea maculicola y morsprunorum. ocasmnando clorosns en

la planta. . - NN
Fa<eolotoxma‘ Se ha: encontrado que esta toxina inhibe especfﬁcnmente a: la en2|maA,

ornitina carbamoxltransferasa (OCTnsa) del ciclo de la ommna.',snendo un mhlbxdor y

llTEVel‘Slble. La mhlblcwn de la OCTasa puede estar vinculada con 1a clorOS|s de vanasl o

formas, como son. una reduccién en la sintesis de proteinas’ debldo a‘la defc:em.xa de :

arginina. o por una depresioén en la sintesis de plrlmxdlna debido a’ un def‘cxencna de :

citrulina que es la que disminuye los niveles de cnrbamonlaspanalo

Rizobitoxina. Fue aislada originalmente de algunas_,_,.‘cepas d

(Rhizobium) japornicum que causa clorosis apical en ser’hilla'deﬁoya,
también identificada como un producto de Pseudomonas andropognh}'v; causante del
maiz rayado. Se ha encontrado que esta toxina mhlbe Ia sintesis de metionina.
Lloqueando asi la conversion de metionina a etileno.

Tabtoxinina-B-lactamica. Es producida por una serie de subespecies de P. syringae que
inducen halos clorédticos alrededor de centros necréticos. Dependiendo de la cepa del
patogeno. puede producir solo el dipéptidd. quc es la forma protoxina. llamada

trivialmente tabtoxina. la cual es enzimaticamente hidrolizada al entrar en la célula
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hospedera a tabtoxinina-B-lactimica. la tabtoxina no tiene actividad bioldgica. siendo la

tabtoxinina-B-lactamica la forma activa de la toxina.

Algunos descubrimientos han sido significativos para el entendimiento del modo de

accion de esta toxina: a) para el desarrollo de clorosis se requiere luz. b) la acumulacion

de amoniaco como el desarrollo de clorosis, ¢) la glutamina puede ser protector de la

clorosis y d) la sulfoximina de metionina (MSO) inhibe la sintetasa de glutamina (GS).

Estos descubrimientos fueron de gran ayuda para demostrar que la tabtoxinina-B-

lactamica es un inhibidor irreversible de la GS.

Tagetitoxina. Es producida por . syringae pv. tagetis. La clorosfs'que causa es muy

caracteristica y tal vez se confina exclusivamente a- los: meris\émos apicales del

hospedero. La frecuencia apical es el resultado de la translocacion de las lesiones

primarias de la toxina hacia los apices y porque el estado metabélico del desarrollo de ‘
los cloroplastos es particularmente sensible a la toxina. Ultraestructuralmente. parece

ser que el cloroplasto es el unico organelo afectado por esta tbxina ¥y que probablemente

su sitio de accion sea l1a RNA polimerasa del cloroplasto. . . .

Entre aquellas fitotoxinas que producen anormahdades en-el crec:mlento. podemos

mencionar las citocininas, la produccion de etlleno Yy el acndo indol aceuco de los cualesv

se desconoce su mecanismo de acciony acluan de manera snmxlar a las horrnonas

Slrlngomlcma. Es una loxma producxda por vanas cepas de P syrmg syrmgac o

membrana plasmauca del te_udo ;xlmacenado de la’ levadura Rhodomrula pzhmanae vy del

betabel rojo’ (Beta vulgans L.) Tamblen estlmula la fosfonlacton dependiente de Ca*"

de varias proteinas de la membmnu plasma ica dcl te.udo almacenado del betabel rojo.
SR puede estar activando protemas cinasas que fosforilan 'y modulando la actividad de
H' - ATPasa, a través de una inhibicién de la desfosforilacién de la proteina (Suzuki e/
al.. 1992). )

Siringotoxina. Es producida por cepas de P. syringae pv. syrigae que causan necrosis en
Citrus sp: se parece mucho bioldgicamente a la siringomicina. pero difiere en su

composicion quimica. Se desconoce su modo de accién.
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Polisacaridos_extracclulares. La quimica de este grupo estd poco entendida. porque
consiste de una mezcla de sustancias complicadas estructuralmente y de alto peso
molecular. Se¢ han estudiado mucho con . syringae pv. phaseolicola. siendo los
componentes principales de los polisacaridos extracelulares (EPS) el ailginato y el
fructano. Causan ablandamiento en diversas plantas.

De las toxinas que ocasionan marchitamiento. éstas actilan primeramente cambiando el
potencial de agua extracelular. afectando ya scz la funcién estomatal o incrementado la
resistencia al flujo de agua (Durbin, 1991). )
Miicotoxinas:

El estudio de las toxinas micoticas en la patogénesis de - Ia planta ha tcmdo un
extraordinario progreso durante la ultima década. . :

Se definen como micotoxinas a los metabolitos micéticos. de baJo peso molccular
(Desjardins 'y  Hohn. 1997) quec son daﬁlno; para humanos y .animales. - Las
micotoxicosis son enfermedades causadas por la ingestion de alimentos .o comida
contaminados con estos metabolitos (Nelson. 1993).- Una amplia variedad de los
metabolitos micaticos son tanto micotoxicos (téxicos en animales) y fitotdxicos (16xicos
para plantas) (Desjardins y Hohn. 1997). Entre las micotoxinas mas relevantes podémos
mencionar: : .

Acido fusarico. Es bien sabido que es una fitotoxina. pero gcnemlrﬁcnle se le considera
) eguramente . en

como micotoxina. Es un agente quelante y puedc estar 1mphcado
enfermedades donde existe un desarrollo anormal del hueso en ammnles (Nelson er al..
1984), L

Aflatoxinas. Son producidas por A. flavus y A. parasilici;
variedad de Aspergilius sp. produu:n al precumor de: Ias aﬂmoxmas quc ‘es’

mlemra que una amplla o
‘la

eslerlbmatomsuna. que es toxica Yy cancerlgeno en ammales. -

Alcaloides Erpot. L.a mas conocida m:coloxncosns en la hxslona humana es el erL_ousmo.

que es causado por el consumo de L_rano. usualmente cemcno. contammndo con

esclerocios de Claviceps purpurea. Aclunlmente es raro que se presenle en la poblacnon )
humana debido a los nuevos procedlmlenlos de iimpieza del grano. donde ‘es removida

la esclerocia. g o :

La esclerocia contierie una mezcla compleja de alcaloides bioldgicamente activos. que

son la principal causa del envenenamiento por ergot. l.os alcaloides ergot representan
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una larga familia de micotoxinas que son derivadas de aminodcidos y precursores de
isoprenoides. e incluyen clavinas, derivados simples del acido lisérgico. y ergopeptinas
gque son complejos estructurales tales como la ergotamina (Desjardins ¥ Hohn. 1997).
Brefeldina A. Fue aislada originalmente de la cepa de Penicillium decumbens y
nombrada decumbina. es un metabolito activo bioldgicamente de un amplio rango de
hongos.

Cercosporina. Fue primeramente aislada del! patégeno de las semillas de soya
Cercospora kikuchii. es una toxina no selectiva ¥ se ha considerado que estd implicada
junto con la toxina dé Cercospora beticola en la enfermedad del betabel dulce, asi como
con otras enfermedades de las plantas. Se ha observado que la cercosponna mata las’
células de la planta rapldamente sélo en presencna de luz, ev:dencxando que su tomcndnd
puede ser relacionada a propiedades fotodindmicas. La cercosponna en presencm de luz
produce _especies reacuvas de " oxigeno.: 'siendo probablemente responsables de la
peroxmacxon hpldlca observada in ' viro e m vivo -y consecucnlememe del daﬁo
membranal observado en las células de la planta (Ballxo 1991 Slmon-Plas et al., 1996) )
Fusicocina. ‘Es el metabolgtp ftolé;mco més relevante de Fusicoccum amygdall. ely‘r_
agente causal de cancer en almendra’y durazno. Las hojas marchitadas son debido a la

toxina pura del patégeno. ‘que. induce la apertura del estorma y consecuentemente debilita R

el balance del ‘agua en'la planta. Se - ha encontrado que la fusicocina actua pnmcro Yo

directamente: a mvel de membrana plasmauca. donde activa se]ecnvameme laiy®

ATPasa a través de la i !eg z cxén de la toxina con'la protema 14-3 -3 (Ba]ho 1991.
Oeccking er al.. 1997 Roberts y Bowles, 1999) ‘- : E

hidrégeno de mas El probable papel ue desempeﬁa la ofiobolina A es en el desarrollo

de las manchas cafés en. ‘el arroz. snendo esto sustentado por la presencia de

Cochliobolus mt)abeanus en las’ hO_]aS de nrroz infectado. Ademas. se ha demostrado

que in vitro la ofiobolina A’ lnhxbc 1rreversnb]emenle la calmodulina del cerebro de
bovino. del maiz y de la cspmaca. Io que ‘hace pensar que €ste puede ser el blanco

molecular de las ofiobolinas. :
Beticolina Es el metabolito fitotéxico de mayor importancia del hongo Cercaspora

beticola. causa puntos en las hojas del betabel dulce. Exhibe actividad antibiética contra

11
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bacterias ¢ induce lesiones neeroticas caracteristicas de las manchas en las hojas. Se ha
descrito que esta toxina afecta a la ATPasa de la membrana plasmatica. El bombeo de
protones en vesiculas microsomales es inhibido a bajas concentraciones de la toxina en
1atlos'de chicharo y en raices de maiz (Ballio. 1991).

Tricotecenos. Por mas de 100 aios. las micotoxicosis crénica y aguda en humanos y
animales de granja han sido asociados con el consumo de trigo. centeno. cebada. avena.
arroz y maiz contaminado con Fusarium sp. El cual produce toxinas tricotecenos. Los
tricotecenos constituyen una larga familia de epoxidos de sesquiterpenos que inhiben la
sintesis de proteinas en eucariontes. La biosintesis de los tricotecenos por Fusarium sp.
procede del tricodieno hidrocarbonado a través de una serie complcja de pasos. entre los
intermediarios tenemos al diacetociscirpenol. deoxinivalenol y la toxina T-2.

Los tricotecenos afectan un amplio rango de las especies de plantas. La aguda
fitoxicidad de los tricotecenos y su incidencia en los tejidos de la planta sugierén que
estas micotoxinas juegan un papel en la patogénesis de Fusarium sp en la planta
(Desjardins y Hohn. 1997). e : R ‘

D) FUMO lSll\A B,. e
Fusarium mamh/‘ormc es uno de los hongos mas predomlnamemenle asoclado con la

momllforme crece en el maiz (Nelson. 1992).
La eslructura dc las’ fumomsmas ‘1ue - pnmeramente rcponadu porun grupo de

en la reblon de Transkel al sur de este commente. EI componente mas acn\'o en culu\'os
n: B.'(FB:) y'se presemo

de maiz con F., morul(forme MRC 826 fue nombrado fumom'

como un diéster del acido propano-1, 2. 3- mcarbO\ﬂlco y: m:no;12. 16-dimetil-3.

.10, 14, lS-pemahxdm\ncosano con los OH de los carbono 14 v 15 esterificados con
el COOH ‘terminal de los acidos v cuya estructura se- muestra en la Figura 2

(Gelderblom ez al.. 1988).

12
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FIGURA 2: Férmula estructural de la Fumonisina B.. Toxinas AAL y Esfinganina
(Nelson, 1993 y Abbas et al.. 1992).
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Ademas de la fumonisina B,. s¢ han reportado fumonisinas homologas. como son la
fumonisina B> y la fumonisina B;. que carecen de uno de los grupos hidroxilos libres
del esqueleto hidrocarbonado. La fumonisina B2 en el C-10 mientras que la fumonisina
Bi en el C-5. Estas tres fumonisinas son las que mas se presentan en muestras de maiz’ '
contaminado naturalmente. .
Algunas muestras de maiz conticnen pequefas cantidades de fumonisina B4.~la cual .
carecc de grupos hidroxilo en el C-5 y C-10. Un andlogo adlcnonal es la fumomsma C.,

la cual tiene los mismos sustituyentes que la fumonisina Bl. pero su pes molecular es’

14 daltones menor que la FB,; por carecer del grupo mcnlo en c] C-

La fumonisina B, fue identificada como una nue\’n clase dq. mu:olo ina cuya estructura

es notablemente similar ala toxina AAL, la cual es un‘mono 1er del acndo propano-

2. 3-tricarboxilico y 2. 4 5 13.% 14-penlah1dromhcpmdecnno

leucoencefalomalacna en caballos. edema pulmonar en ccrdos. nefrosis y hepalosns en

ovejas y falla congestiva aguda en el corazén de mandriles (Nelson. 1993).

14
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Tabla }. Efecto de la fumonisina B. en plantas
Especie Dosis Efectos Macr [} Ef celulares o
Moleculares
Lenteja de agua 0.7 pg/mL | Reduccion general del Reduccion en la
(Lemna minor) (1 uM) crecimiento capacidad de sintetizar
Clorofila
Maiz 1-100 ppm | Reduccion del Inhibicion de la
(Zea may's) (1.3-130 crecimiento de la raiz y de | ATPasa de H™.
uM) los retofios. Degradacion del DNA.
Podredumbre de raiz Aumento de la
(planta adulta) actividad de la Glucan
sintetasa I1.
Modificacion de los
niveles de RNAmM de
quitinasa. ¥ proteinas
ricas
en hidroxiprolina.
Toloache: : 2.5 pg/loo Podredumbre de hojas Alteracién estructural
(Datura - . uL expuestas a la toxina. del citoplasma y
stramonium) . (32 5 l—lM) Manchas de necrosis y cloroplasto.
L clorosis. Reduccion de clorofila.
Muerte general de la Fuga de electrolitos.
R M ) planta.
Tomate . '15-70 pM Zonas de necrosis en Induccién de la
(Lycopersico hojas. apoptosis.
esculentuni) Incremento en bases
BEER esfingoideas.
Aumento en la fuga de
electrolitos.
LemeJa acudtica: | 5-70 uMi | No descriw Incremento en bases
(Lemna ; . R : esfingoideas.
pauucoslala) Aumento en fuga de
. 2 electrolitos.
Tabaco No descrito Incremento en bases
(Nicotiana B esfingoideas.
tabacum) -+ Aumento en fuga de

electrolitos.

Tomado de Gutiérrez-Najera ez al.. 2003.
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En cuanto al papel que desempeia en la patogénesis de las plantas. se ha demostrado
que las fumonisinas causan emblanquecimiento en hojas. necrosis, inhibicion del
crecimiento y muerte en algunas especies como en plantas de toloache intactas. donde
también se observé un transtomo del cloroplasto y el citoplasma en presencia de luz
(Abbas e/ al.. 1992); en semillas de maiz la fumonisina B, presenta claros efectos
fitotoxicos sobre su crecimiento. inhibiendo la elongacion de la radicula hasta en. un
75% después de 48 horas de imbibicién. asi como una inhibicion de la produccion de
enzimas de la amilasa (Doehlert er al., 1994). también sc ha encontrado que induce la
pudricion en tallo y espiga de maiz (Nelson. 1992). La Tabla 1 muestra los efectos de la

fumonisina B en algunas especies de plamas.

E) MECANISMOS DE DEFENSA DE. LA CELULA DE LA PLANTA ANTE EL
ATAQUE DEL PATOGENO.

Las plantas son constantemente desaﬁada% 150?‘:' pdtogenos pero el desarrollo dc la
enfermedad es poco comun. ;Por qué? En general. existen tres razones por las que el
patégeno fracasa. (1) La planta es incahaz de mantenér ios requerimientos del lugar del
patégeno potencial y se l¢ considera no—hospede_ra: o (2) La planta posee barreras
estructurales o componentes toxicos preformados inducidos por especies de patégenos.
espet.tializados a través de infecciones exitosas; o (3) Una. vez que. se da"el

reconocimiento al ataque del patégeno. son elaborados mecanismos de defensa'y laf

invasion permanece localizada y eventualmente, conlrolada.
Se ha hipotetizado que el reconocimiento” dg razas especxfcas de palé&enos es el B

resulago de una interaccion direcaa o mdnrecm del producto del gen de resisiencia de la:
planta semidominante o dominante (R). con(el producxo den\'ado ‘del correspondlente'
(A H mmon ‘Kosack y Jones. 1996)

gen de avirulencia del palégeno dommanle A

siendo éste el concepto de “gen por gen es:stenc:a o suscepublhdad en

cultivos hospederos para dlsur'tas rams fsmloglcas de patogenos esta determinada por

pares de genes que se corresponden emre el hospedero v el patogeno. En tales
interacciones “‘gen por gen™,’ el’ ‘gen: ‘de’ resistencia ‘en un cultivo de hospedero en
panlcular le conficre resistencia contra razas fisiologicas de patdégenos que expresan el

gen de avirulencia: esto lleva a una incompatibilidad genética caracterizada por-una
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respuesta hipersensible (HR), que implica una muerte rapida de las primeras células
infectadas y la elaboracién subsecuente de una variedad de defensas inducibles (Dixon y
Lamb. 1990). :

La primera linea de defensa de la planta contra los patégenos es su superficie. ya que de
penetrar a la planta puede sobrevenir la infeccién. Algunas de las defensas estructurales
presentes en la planta, incluyen a las cerus y cuticula que cubren las células epidermales.
la estructura de la pared celular epidermal. el tamafio, localizacién, y la forma de 'los ~
estomas y lenticelas. : R ’ ) : Coh S
El reconocimiento temprano del patégeno por la planta es muy imponante; la planla

aparentemente recibe moléculas sefales. que son, moléculas que le lndlcan la preﬁencm

del patégeno. tan pronto como el patégeno establece contacto I'snco con la: plama.

Algunos patdgenaos, especmlmeme hongos y bacterias. liberan a su medio mmedluto unn :
rasos Y

variedad de sustancias tales como glicoproteinas, carbohidratos, écidos,
péptidos. En algunas combinaciones patégeno-hospedero. ciertas de estas sustnncms .
actian como evocadores (Agrios, 1997). que son moléculas que se orlgman ya sea en el

patégeno o en el hospedero y que pueden inducir respuestas de defensa en el te do de ia

planta: en el caso de los evocadores del patdgeno. existe una lmphcactén de qug el
evocador probablemente ejerza su efecto de activacién por-una mleraccxén con un -
receptor similar en la planta (Dixon y Lamb. 1990). ‘

Se conoce poco acerca de la localizacion de estos receptores en el hospedex;o. pero por
algunos estudios. parece que existen ya sea fuera o en la membrana celular, mientras
que otros aparentemente se encuentran intracelularmente. Una vez que la molécula
particular de la planta reconoce y reacciona con el evocador derivado del patdégeno. se
asume que la ptanta ha reconocido al patogeno. Siguiendo este reconocimiento. una
serie de reacciones bioﬁux’micas y cambios estructurales se llevan a cabo en las cé€lulas
de la planta en un esfuerzo por rechazar al patégeno y sus enzimas. toxinas. etc. Como
rapidamente la planta reconoce la presencia del patogeno y puede enviar mensajes de
alarma eficientemente para organizar su defensa. estos procesos determinaran si la
infeccion se llevara a cabo o cuanto podra desarrollarse el patogeno. qué tan severos
seran los sintomas (manchas en las hojas. tallc. frutas. 6 lesiones en la raiz). etc.

Entre las defensas estructurales inducidas por la planta. que se dan en respuesta al

ataque por patogenos. estan las reacciones de defensa citoplasmicas. en las que estan
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implicadas enzimas del citoplasma: otras, por las estructuras de defensa de la pared
celular que implican sus cambios morfolégicos o cambios derivados en la pared celular
de la célula que estd siendo invadida por el patogeno. De éstas ultimas se han
encontrado tres principales tipos de estructuras observadas en algunas enfermedades de
las plantas.

(1) La capa exterior de la pared celuler de las células del parénquima que al entrar en
contacto con el patégeno producen un material fibrilar y amorfo que rodea y atrapa al
patégeno - previniendo su multiplicacic’m.. (2) Engrosamiento de la pared celular en
re'spuésta a varios patégenos por la de material celulositico: sin embargo. este material
e¢s a menudo infundido con sustancias fendlicas que se entrecruzan e incrementan la
resistencia ala penetracion. (3) Papilas de callosa que se depositan en el lado interior de
la paréd celular en respuesta a la invasién por patégenos micdticos.

Finalmente. la muerte de la célula invadida puede proteger a la planta de invasiones
evitando la diseminacion de la enfermedad a otras areas sanas del tejido. lo que se llama

reaccién de defensa hipersensible o necrética (Agrios, 1997).

Respuesta hipersensible. ;
La respuesta hipersensible o de hipersensibilidad (HR) esta deﬁni&a como la muerte dc
la célula hospedera dentro de pocas horas de contacto con el pato&,eno. Se ha propuestov
que la HR juega un papel causal en la resistencia a la enfermedad. La HR pucde causar

la detencion del palo&cno y también puede ocurrir como consecuencm de la acuvamén ;

de otras rcspuestas de defensa.

ambos,

plama ¥y patdégeno. causando-’mas tarde

celular genéticamente programada o respuesta apoptc‘ni'ca.i
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Especies reactivas de oxigeno.

La produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) probablemente jucga un papel
clave en la defensa de la planta. Entre las especies reactivas de oxigeno se incluyen el
anion superéxido (O:7). el radical hidroxiperoxilo (HO:z). el peréxido de hidrégeno
(H202) y el radical hidroxilo (OH’). En estudios recientes que implican cultivos
celulares de planas, se ha observado quc las plantas contienen un mecanismo dc¢
produccién de Ox” que implica a la oxidasa NADPH andloga a la usada por neutréfilos
en mamiferos. E! O»" generado es usualmente dismutado ripidamente, ya sea via la
superéxido dismutasa (SOD) o no enzimaticamente via la catalisis del perdxido de
hidrégeno. cuya acumulacién puede ser detectada en la mayoria de los sistemas de
plamas. La vida media del O~ es de < 1 seg. Debido a que el HaO> no tieneielet‘:tr.onres :

desapareados. puede cruzar las membranas biol6gicas, mientras que el amén superémdo

debido a su carga puede hacerlo. aunque muy lentamente.
Ambos O;" y HaO> son moderadamente reactivos: sin embargo. el daﬁo celuln por Ios

ROS parece deberse a su conversion en mis especies reactivas. La protonaclon del Oz -
ocurre mas facilmente a bajo pH. con la produccién del radical hldromperomlo (HO-v) .
Debido a que. el HO-,es menos polar que el O, ticne mas capactdad de alravesar las“
membranas’ blologlcas mas o menos tan efectivamente como lo hace el: perO\xdo de
hidrégeno. A~ diferencia del Oa. el HO: puede atacar los acidos grasos dlrectameme \' o

ha sido demosxrado que convnene los acidos linolénico. linoleico y araquxdémco en sus

formas peromdadas. De esta manecra, bajo condiciones apropiadas. la generac!on de,O

sefiales de perdxido de lipidos potenciales.
En presencna de Fe®", el H2O: puede sufrir la reacclon de Fenlon que.da Iugar al radlcal

que se sabe fragmentan el ADN en sitios especxfcos de alaque CAsi que: la product:lén

de ROS resulta en un dafio considerable para ambos patégeno y huesped ¥ requiere que
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las células dec la planta activen la formacién de mecanismos protectores (Hammond-
Kosack y Jones. 1996).

En plantas, las principales enzimas antioxidantes a nivel citosol/membrana plasmatica
son la catalasa y la superoxido dismutasa. las cuales reaccionan con las formas activas
de oxigeno, ¥y la ascorbato peroxidasa y la glutation reductasa. que regeneran la
oxidacién de los antioxidantes (Vera-Estrella er al.. 199411).

Han sido propuestos varios papeles para los ROS en la defensa de la planta. Por
ejemplo, el H2O3 puede ser directamente toxico para los microorganismos a los niveles
que se conoce que son producidos en las plantas. puede contribuir con el reforzamiento
estructural de la pared celular de la planta. y es esencial para la formacién del polimero
lignina. precursor en la via de la peroxidasa. )

Es también probable un papel de seitalamiento para algunos ROS. El H§
hidroxilasa (BA2-H). que se }eqhiére para la

incrementa

la actividad de la enzima dcido benzoico-2
biosintesis del acido salicilico (SA). Ademas. el peréxido de hidrégen'o'actixfd algunos

mecanismos de proteccién. por ejemplo. la expresion. del gen .de la glutation-S-

transferasa (Hammond-Kosack y Jones. 1996).

Fortificacién de la pared cclular. ) i
La cantidad de sustancias defensivas produc:das o deposxtadas en Ia pared celular dc las

plantas cuando son invadidas por hongos son callosa. ghcoprotemas. por e_xemplo
extensinas que son ricas en el aminoacido hldm\lprollna. componentes fenollcos de
complejidad variable incluyendo lignina y suberina. y elememoe minerales talcs como
el calcio (Agrios. 1997). Un tipo de fortificacion de “la pared celular que ocurre
rapidamente en respuesta a la invasion micduca es la formauon de 1a papila. La pupxla
se forma a menudo inmediatamenie por debajb dei gancho de. penetraciéon |y’ su
composicion es helerogenca. se piensa que es un bloqueador fisico en la pene(mcxon;

micética de las células hospederas.
La rdpida deposxcnon de callosa en la pared celular es tamblen frecucmemenle asocmda 2

con los sitios de mcompaublhdad del patégeno.. La depomcxon dc callosa’ta \biéh

sucede cuando cultivos celulares de plantas son estimulados con evocadores denvados .
de patégenos o cuando el tejido de la planta es herido mecamcameme. La enzima

sintetasa de callosa (GS-II) es constitutiva de la membrana plasmanca ¥y para catalizar la
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formacién de este polimero B-1,3-glucano requiere el incremento de ambos niveles de
B-furfuril-B-glucésido y Ca®* para su actividad. E! bloqueo del plasmodesmata con
callosa es un componente esencial de la respuesta de defensa que se requiere para
impedir el translado de virus entre célula y célula.

De las glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) se piensa que juegan un papel
clave en la organizacién de la arquitectura de la pared celular primaria y pueden actuar
as éxténsinas son capaces

como foco para la iniciacidn de la polimerizacién de lignin,
de inmovilizar Vc'ierlos patégenos de la planta. posiblemente a ’tra'vés/de interacciones

electrostiticas Un mecamsmo adicional aunque probablemcme lento que hace la pared :

celular més lmpermeable es la ele\acxon locnl del conlenldo e Ilgnln

Acido benzéiéo ¥ dcido salicilico.

Algunos palégenos mcompaubles.

(SA) y sus respccuvos

concentracxones en lﬂS ll‘l

y/o BA en .la-’defensa dc la plama. Ambos compuestos pueden . ser directamente

anumxcrobmles.
genes lnducndos n; he ldas por bloqueo de la blosmtesxs del acido jasmonico (JA); un

Los mveles elcvados ‘de SA pueden también inhibir la expresién de

absoluto requenmlcnto para ‘el SA es Ia resnslencm mediada por el gen R contra varios

hongos. bacterias ¥ virus.
Esta claro que el papel del écndo sahcnhco en la defensa es complejo » también puede

diferir de especie a especie (Hammond-Kosack y Jones. 1996).
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Proteinas relacionadas con la defensa.

Las proteinas rclacionadas con la patogénesis. a menudo llamadas proteinas PR. son un
grupo de proteinas de la planta. estructuralmente diversas. que son toxicas para los
patégenos invasores.

Las PR existen en la parte extracelular de las células de la planta y también en espacios
intercelulares. Las PR pueden ser tanto extremadamente dcidas como extremadamente
basicas y por lo tanto son altamente solubles y reactivas. Las proteinas PR mejor,
conocidas son proteinas PR1. B-13-glucanasas. quitinasas. lisozimas. proteinas PR4,
proteinas ricas en cisteina. proteinas ricas en glicina. inhibitores de prolcinasixé.
proteinasas. quitosanasas y peroxidasas. ’

Aunque las plantas saludables pueden contener cantidades trazas de varias proteinas PR.
el ataque por patégenos. el tratamiento con evocadores. heridas. o el estrés, inducen la
transcripcion de una bateria de genes que codifican para estas proteinas.. Entre los
componentes seftales responsables de la induccion de las proteinas PR se incluyen el

acido salicilico. etileno, xilanasa, acido jasmoénico y probablemente otros (Agrios.

19973.

Lipoxigenasas.

El incremento rapido en la actividad de la enzima lipoxigenasa (LOX) ha sido
encontrado frecuentemente asociado con la incompatibilidad mediada por el gen R-Avr:
tal incremento en su actividad puede comribuir a la resistencia de un nimero de vias.
Por ejemplo. LOX puede generar moléculas sefiales tales como el dcido jasmdnico (JA).
JA-metil. o perdxidos de lipido. que coordinadamente amplifican respuestas especificas.
La actividad de LO> pucde caurar ademas un Jduio irrcvessible en la membrana. que
puede ser principalmente la pérdida del contenido celular y resulitando finalmente en la
muerte celular de la planta. Altemnuvameme. las reacciones catalizadas por LOX
pueden resultar . en la producmén de metabolnos secundarios téxicos. volatiles y no
volatiles derivados de dcidos grasos que atacan dlrectamenle a los patdgenos mvasores

(Hammond-Kosack y Jones, 1996)
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Fitoalexinas.
Son sustancias toxicas antimicrobianas que son producidas en cantidades apreciables en

las plantas sélo después de ser estimuladas por diversos tipos de microorganismos
fitopatogénicos. por dafio quimico o mecanico (Agrios. 1997).
Las fitoalexinas son de bajo peso molecular. lipofilicas. que se acumulan rapidamente

alrededor de los sitios de infeccion y se dan en respuesta a estimulaciéon por evocadores

bidticos y abidticos.
Debido a que la biosintesis de la mayoria de las fitoalexinas requxere de la acuvndad de :

mblos en'su

medio ambiente ante los cuales tienen que reaccnonnr. Estos cumblos son procesados
como sefales (Nelson y Cox, 2000). Tanto las células procanoucas l:omo eucarléucas
han desarrollado componentes moleculares que se asocian' de mancra - ordenada.

especxfca Y secuencml y que forman vias de recepmén de la sefial (pnmer mensaJero)

su !ransmxsnon mtracelular vy la sallda de respuesta a la sefal. Cada via® puede estar_

conformada' por vanas protelnas. ‘enzimas y componentes especxf‘cos En la gran

mayoria de lo.. cusos no ‘s conocen tudus ellos y aden.ds estus varian depenmendo dei

tipo de sefal que ‘se percxban Sin embargo. 1a estralegla es comun: Hay un receptor

na respuesxa amphf’cada a la sefal (por lo que se

denomman cascadas de seﬂahzacnon) EI numero de efectores secuenciales es variable

dependlendo del’ esumulo. Algunos de los efectores pueden producir moléculas en gran

cantidad pero de manera regulada y éstos son los llamados segundos mensajeros que
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activan a otras moléculas ampliticando asi la sefal originalmenie percibida. Otros mas
de los ultimos efectores son a menudo factores de transcripcion de genes especificos
cuya expresion tiene que ser aumentada porque el producto proteico respectivo es
necesario para dar respuesta a la seial (Schaller y Oecking. 1999). L.os mecanismos de
transduccioén de sefales son altamente sensibles. especificos y han sido conservados
durante la evolucién. En las células eucaridticas existen cuatro mecanismos generales de
sefalamiento: (1) canales de jones en la membrana plasmatica: (2) enzimas con un
dominio catalitico dentro de la célula y un receptor extracelular para la sefal: (3)
proteinas membranales que estimulan p}otex’nas blanco (enzimas o canales de iones) por
aclivncién de proteinas G y (4) proteinas nucleares que ligan esteroides y actian como
factores lranscnpcnonales. A continuacion sc resefian los componentes mas importantes

o] me_]or conocndos de vias de transduccion de sefiales.

Reccﬁtoresi

Uno de'los mecanismos fundamentales de transduccion de las sefales es llevado a cabo
por proteinas que funcionan. como enzimas-receptores. Estas proteinas tienen un
dominio de unién al ligando en la superficie extracelular de la membrana plasmatica y
uno enzimdtico con su sitio activo del lado citosdlico. estando los dos dominios
conectados por un simple segmento transmembranal. Generalmente. la enzima-receptor
es una cinasa de proteina que fosforila residuos de tirosina en proteinas blanco
especificas; el receptor de insulina es el prototipo de este grupo.

Otras enzimas-receptores producen un segundo mensajero intracelular como el GMP
(guanosina 3°.5'-monofosfato ciclico) en respuesta a senales e\lmcelulures. El receplor
para ¢! factor natriindtice atrial os tipico Ce este tipo.'lu eizitna do-este” receplo. tiene’
actividad de guanilil ciclasa y produce el .GMP ‘a parur de GTP (gunnosma 5
tival do a una cinasa

trifosfato). este GMP producido acttia como segundo mensaj er
de proteinas dependiente de GMP (PKG) Esta’enzima altera

l‘m‘etabohsmo por la

fosforilacion especifica de enzimas blanco - e
Un tercer mecanismo de transdu e §¢ﬂal S, es def"n'ido,por tres componentes
esenciales: un receptor - de plasmaucn con sicte segmentos
transmembranales. una enzima en 1a membmna plasmatica que genera un segundo

mensajero intracelular (adenilato ciclasa). ¥ una proteina (proteina G) ligada a GTP que
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se disocia cuando el receptor esta acupado y se unce a la enzima, activandola. El receptor
B-adrenérgico. que esta regulado por la epinefrina en varios tejidos. es el prototipo de

este sistema.

Cinasas

Las cinasas de proteinas catalizan la transferencia de grupos fosfato hacia residuos

especificos de aminoacidos. que pueden ser seirina (Ser), treonina (Thr) o tirosina (Tyr).

mientras que la eliminacion del grupo fosfato es catalizado por fosfatasas de proteinas
* (Nelson y Cox, 2000).

La fosforilacion es una de las modificaciones post-traduccionales de las protcinas mas

estudiada. Basicamente. el sistema implica un minimo . de tres proteinas’ y ‘dos

reacciones: . . PR ;
Proteina + nATP —» proteina-l’ + -ADP EEREERE B
(nativa) (modlfcada) ol

Proteina-P 4+ H2O ' — Pi . Protelna s ‘
y: la rcaccnon 2 (Ia opuesta) por

La reaccién'l es catalizada por cmasa (s) de prote as.
fosfatasa (s) de fosfoprolema ¢ : :
La fosforilacién y dgfosfonlac:én de las’ prolemas por cmasas y: fosfmasas pueden ser
rcsponsables de Ia regulacnon de Ias acuv:dades enz:maucas ¥y sirven como un sistema
de seﬁales (Ran_; va v Boudet 1987). -

de cascada para la amphfcac
Los grupos fosfalo o fosfonlo que son unldos covalenlememe a las proteinas por accién

de las cinasas afeclan la eslructura p% acnvndad catalmca de las proteinas. disminuyendo
su"acuwdad a traves de dlferentes mecamsmos como modxﬁcando la

o aumentand
atinidaa de u
Los resnduos de enna. treonma o nrosma que son fosfonlados en protemas reguladas

Z|ma pOl‘ su sustrato.

ocurren demro de mouvos estructurales comunes. llamadas secuencxas ‘consenso, que

son reconocxdas por cmasas para proteinas especifcas (Tabla 1).’La regulacién por
fosfonlacnén es bnstanle complicada. Algunas proteinas ncnen seciiencias consenso que
son reconocndas ‘por dncrcntes cinasas de proteina. las cuales pueden fosforilar la
proteina .y alterar su actividad enzimaitica. En algunos ‘casos. la fosforilacion es

jerarquica: un cierto residuo pued= ser fosforilado solo si un residuo ha sido fosforilado
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previamente. Para servir como un mecanismo regulatorio efectivo. la fosforilacién debe

ser reversible (Nelson y Cox. 2000).

Tabla 1l. Secuencias

para cinasas de protcina

Cinasa de¢ proteina

Sccucencia consenso v residuo fosforilado*

Cinasa de la proteina A

Cinasa de la proteina G

Cinasa de la proteina C

Cinasa de la proteina B

Cinasa I de calmodulina/Ca**

Cinasa 11 de calmodulina/Ca®"

Cinasa de la cadena ligera de miosina
(musculo liso)

Cinasa de la fosforilasa b

Cinasa regulada — sefial extracelular (ERK)
Cinasa de la proteina

dependiente de ciclina (edc2)

Cinasa I de cascina

Cinasa Il de caseina

Cinasa receptor B-adrenérgico
Cinasa de rodopsina

Cinasa del receptor de insulina

Cinasa del receptor del factor
de crecimiento epidermal (EGF)

-X-R-(R/K)-X-(S/T)-B-
-X-R-(R/K)-X-(S/T)-X-
-(R/K)-(R/K)-X~(S/T)-B-(R/K)-(R/K )-
-X-R-X-(S8/T)-X-K-
-B-X-R-X-X-(8/T)-X-X-X-B-
-B-X-(R/K)-X-X-(S§/T)-X-X-

-K-K-R-X-X-§-X-B-B-
-K-R-K-()-1-S-1-R-
-P-X-(8/T)-P-P-

-X-(S8/T)-P-X-(K/R)-
~(Sp/Tp)-X-X-(X)-(S/T)-B
-X-(S/T)-X-X-(E/D/Sp/Yp)-X-
~(D/E),~(S/T)-X-X-X-~
“X-X-A(S/T)-(E),-

-X-E-E-E-Y-M-M-M-M-K-K-S-R-G-
D-Y-M-T-AM-Q-1-G-K-K-K-L-P-4
7-G-D-Y-AM-N-A-S-P-1-G-D-

-E-E-E-E-Y-F-E-L-1-

*Los residuos de Ser (S). Thr (T). o Tyr (Y) que estan bajo fosforilacién estan en
negritas; todos los residuos de aminoacidos se muestran como sus abreviaciones de una
letra. X representa cualquier aminoacido: B, cualquier aminoacido hidrofébico: Sp. Tp.
¥ Yp. son residuos de Ser. Thr., ¥ Tyr ya fosforilados (Nelson y Cox. 2000).

Con respecto a algunas cinasas de proteinas en plantas que participan en la respuesta a
patdgenos se ha encontrado que en el arroz \Xa-2/ y trigo Lrl0 que contienen la clase

de genes R (genc de la resistencia). codifican -a cinasas que func:onan como receptores )

del patdégeno (tal como un e\*ocador). el dommlo dc

disparar una cascada de fosforilacion. Desafonunadameme.

interactian después de estos recepiores no han S|do ldemlﬁcadas El gene Pro del”
tomate es la tinica clase de gene R que codifica una prolema citosélica con actividad de

cinasa serina/treonina. Algunas de las proteinas que interactian con la cinasa Pto han
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sido identificadas. El gene /i (‘Plo-interactuando 1°) codifica una cinasa
serina/treonina que es probablemente el sustrato hacia abajo de Pto: otras tres proteinas.
codificadas por los genes Prid, Pti5 y Pri6. se han encontrado que interaccionan con la
cinasa Pto. Cada una de las tres proteinas pueden secr factores transcripcionales que
actan sobre la regién promotora de un largo numero de genes relacionados a la
patogénesis (PR). En percjil. el reconocimiento de evocadores no especificos por la
célula hospedera puede disparar una via de sefialamiento mediada por una cinasa de
proteinas activada por mitégeno (MAPK). Los evocadores mitdticos inducen cambios
en los estados de fosforilacién de las proteinas de las células de tomate y estos cambios
libre citosdlico

2+

se correlacionan con el incremento en las concentraciones de Ca’
(Blumwald er al., 1998).

Cinasas de la membrana plasmiitica

Se ha considerado que las cinasas asociadas a la membrana plasmadtica juegan un papel
clave en varias vias de transduccion de sefales. En células animales. a‘]gunas de estas
cinasas son receptores para moléculas de sefiales extracelulares fosforilando un residuo
de serina. treonina o tirosina. Los genes putativos para las cinasas-receptores han sido
encontrados en plantas recientemente y la fosforilacién estimulada por luz azul de un
polipéptido membranal con una Mr de cerca de 120 kDa, ha sido observada en varias
especies. Otras cinasas asociadas a la membrana plasmitica son estimuladas por
mensajeros intracelulares. tales como iones de calcio (Baizabal ¥y Gonzilez dcvla Vai‘a.
1994). En células animales, las cinasas de la proteina C son reguladas por segundos
mensajeros. tales como diacilglicerol. esf‘ngosma. lisofingolipidos y acndos grnsos »
inseturades (Oishi r al.. 199C) Con la excep:idon de la H® - ATPasa, las prole{nas en la
membrana plasmatica que son fosforiladas por cinasas no han sido ldenuﬁcadas i
Se ha caracterizado la actividad de cmasa de proteinas enla membrana. plasrnéncn de

raiz de remolacha (Bera \'ulgarl‘ L). encontrandose dos - cnnasas de proteina- en

preparaciones enriquecidas de membrana plasmatlca. Las cmasas en estas reparacnones ‘
.71 y 65 kDa.

producen la fosforilacion de dlversos polipéptidos membranales de

Con respecto a estas cinasas se encontré que una era dcpendlenle de calcxo de 64 kDa y
la otra independiente de este catién (Baizabal y Gonzalez de la Vara. ]994) Asxmlsmo.

una cinasa de proteinas regulada por calcio (CRPK) asociada con la membrana
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plasmatica de raiz de remolacha fue purificada y caracterizada. cuya masa molecular
estimada fue de 58 kDa. La CRPK no reaccioné a anticuerpos contra cinasas de proteina
dependientes de calcio (CDPK) de Arabidopsis o frijol. lo que sugiere que la CRPK » la
CDPKs pueden ser diferentes enzimas. aunque muecstran propiedades similares: (1)
Ambas enzimas son estimuladas a concentraciones micromolares de Ca®". (2) Ambas
ticnen masas moleculares similares: 52-55 kDa para CDPK dec frijol y 58 kDa para
CRPK. (3) Ambas son cinasas Ser/Thr. (4) Las dos enzimas exhiben su curva de pH con
forma de campana con un pH optimo amplio. CRPK exhibe una actividad maxima entre
pH 7.0 y 8.2, mientras que la CDPK del frijol tiene una actividad maxima entre pH 7.0
v 9.0. Entre las diferencias mas importantes estdn que Mg-ATP es mas eficiente para
CRPK y Mg-GTP para CDPK. La cinética de CRPK indica que 'cuatro iones de Ca®"
unidos a la enzima fosforilan un péptido sustrato, mientras que para CDPK sélo se
necesitan dos iones y finalmente la actividad de CRPK -no es estimulada por
fosfolipidos. a diferencia de la CDPK que si lo es (Baizabal y Gonzailez de. la Vara.
1997). :

El reconocimiento de los evocadores micédticos por receptores en la: membranz; )

plasmatxca del hospedero es considerado como 'uno de los eventos que encab

ha purificado y caracterizado en ]a membrana plasmatica de raiz dc, re

probable receptor de luz con actividad de cinasa. siendo éste una ghcoprot

kDa. Esta proteina muestra al&unae. caracteristicas de otros receptores con

receptores putatwos de la memLrana plasmauca del hospedero. resulta
de vias de transducciéon de sefiales que inician la respuesta de defensa contra el

patdgeno. Una de estas sefiales implica una rapida defosforilacién de la H™ - ATPasa de
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la membrana plasmitica mediada por una fosfatasa. lo que lleva a un incremento
. significativo en la actividad de la enzima y a la subsecuente acidificaciéon del medio
extracelular (Vera-Estrella er al.. 19941, 1994]11). A este rcspcc\lo se ha investigado la
fosforilacion reversible de la H'-ATPasa de Ja membrana plasmitica de suspensiones de
células de tomate después del tratamiento con evocadores micédticos especificos de raza.
encontrando la implicacion de dos cinasas de proteina que regulan la fostorilacion de la
H™-ATPasa. El analisis de la fosforilacion in vivo indicd que después de 30 min del
tratamiento de las células fue obvia la defosforilacion de la H"-ATPasa de la membrana
plasmaética. Cuando el tratamiento se extendid 1 o 2 h. el proceso de defosforilacion se
invirtié v se observo la refosforilacion. En los experimentos in vitro con membranas
aisladas no se observé la refosforilacién. lo que sugiere que la refosforilacidon de la H™-
ATPasa dc la membrana plasmatica del tomate requiere de elementos celulares que se
pierden durante el proceso de aislamiento. Se determind que en la fase 1 participa una
cinasa C de proteinas (PKC). gracias al estudio recalizado con activadores (SC-9, SC-10
vy l3-acetato-12-miristato  forbol o PMA) ¢ inhibidores espccificos de PKC;

bisindolilmaleimida (20 nM), calfoslinz_: C Q100 nM). queleritrina (1 »pM). 'y N-(2-

guanidinaetil)-S-isoquinolinosulfona_mida (HA1004 a 50 uM), asi como un inlv-ii'bidor

general de cinasas de proteinas (estaurosporina a1 pM). Estas’ concentraciones ‘d

inhibidores son menores o cercanas a las concenlrécipnes que’_inhiben el SQ%: de‘lai:”

actividad de PKC en sistemas animales. .

Finalmente. se encontré en la fase 2 una cmasa d pendlenle de. Ca®" v cé\l

(CaM), al utilizar un amagomsta de calmoduh‘
Il dependiente de Ca"/CaM (CaMl\Il) KN 6” v un
efecto de la cinasa dependlente de’ Ca? /CaM en la refosfonluélon de la H™- ATPasa dev :

W7. un mhlbldor espccxfeo de cmas

la membrana plasmauca es condlcnona] V- depcnde de Ia acuvacnon prevm de la-cinasa
PKC (Xing er al.. 1996). Ly R
Por otro lado: en raiz' de maiz (Zea mays L. ) se hn encontrado que. la actn dad de’ la H

ATPasa de'la mernbrana plnsmauca estid regulada por una fosfonlacnén dep

calcio. en. la cual esta participando una cinasa dependxeme de calcno .

demostrado al observar el efecto de Ca®". CaM. nntagomstas de CaM como W : (N-| [6- B
aminohexil}-1-nafialeno sulfonamida) y W7 (N- [6—ammohem|]-5-cloro- -naftaleno

sulfonamida) y estaurosporina sobre la actividad de la H*-ATPasa. No encontrandose
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ningtin efecto con los antagonistas de CaM pero si con Ca?” y estaurosporina. La cinasa

que esta medi:;ndo Ja activacién de la H-ATPasa no ha sido identificada. Bajo las
condiciones en que la proteina fue fosforilada. ambas actividades hidrolitica y de
bombeo de protones fueron disminuidas de la misma manera. lo que indica que la
fosforilacion de la H* - ATPasa de la membrana plasmatica de la raiz de maiz inhibe su

actividad (De Nisi e/ al.. 1999).

Segundos mensajeros

a) AMPc .
La célula responde a su medio ambiente por. el ingreso de sefiales de hormonas u otras

seflales quimicas externas (ver Tabla II1). La interaccién de estas sefiales quimicas
extracelulares (primeros mensajeros) con receplores.en la superficie celular suele dirigir
la produccién de segundos mensajeros dentro de la célula.'que ‘en seguida conducen a
cambios adaptativos en el interior celular. Con frecuencia. el segundo mensajero es un
nucleétido. Uno de los mas comunes es 1a adenosma 3*.5°-monofosfato ciclico (AMP
ciclico o AMPc) formado a partir del ATP.en’ una reaccién catalizada por la adenilato

ciclasa. una enzima asociada con la cara interior de la membrana plasmatica.

] jero

Tabla I11. Algunas sciales que utilizan el AMPc g

Corticotropina (ACTH)
Hormona liberadora de comcotropma (CRH)

Dopamina [D-1. D-2]* :

Epinefrina (B-adrenérgico)

Hormona estimulante del foliculo (FSH)

Glucagon .

Histamina [H-2}*

Hormona luteinizante (LH)

Hormona estimuladora del melanocito (MSH) .
Olorantes (diversos)

Hormona paratiroidea

Prostaglandinas E;. E; (PGE,. PGE-)

Serotonina [5-HT-1a. 5-HT-2]*

Somatostatina .

Degustantes (dulce, amargo)” -

Hormona estimulante de la tiroides (TSH)

* Algunas sefales tienen dos o mas subtipos de receptores (mostrados entre corchetes).
que pueden tener diferentes mecanismos de transduccion.
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El AMPc estimula a las cinasas de proteinas dependientes de AMPc (PKA). PKA regula
el efecto de la epinefrina por fosforilacion de proteinas clave en vias metabolizadoras de
grasas ¥ carbohidratos. Esta cascada de eventos. en la cual ‘'una hormona activa la
catdlisis de una molécula sencilla quc enseguida activa la catalisis de otra y asi
sucesivamente, resulta en una larga amplificacién de la sefal. que es caracteris!ica de
todos los sistemas activados por hormonas. ’ ' i
b) Ca™*

En muchas células que responden a sefiales extracelulares. el Ca®* funciona como un
segundo mensajero que dispara las respuestas intracelulares. tales como la exocitosis en
neuronas ¥ células endocrinas y la contraccién en misculos. Nbi’malmeme. la
concentracién citosdlica del calcio se mantiene muy baja (<107 M) por la accion de las
bombas . de calcio en reticulo endoplismico, mitocondria y membrana plasmatica.
Cualquier estimulo hormonal ocasiona la afluencia de Ca** dentro dc la célula a través
de canales especificos de Ca?” en la membrana plasmitica o liberando el Ca*"
almacenado en el reticulo endoplismico o mitocondrias. en cunlquler caso -
incrementando el [Cn *] citosélico y disparando una respuesta celular.

La concentracién citosélica de calcio suele oscilar con un periodo de pocos seggndds.
siempre ¥ cuando la concentraciéon extracelular de la hormona permanezca constante. El
mecanismo bajo el cual se da esta oscilaciéon presumiblemente implica una reaccion de
regulacion por el Ca®* de cualquiera fosfolipasa que gencra IP; (inositol 1.4.5-trifosfato)
o el canal de ién que regula el Ca®" liberado del reticulo endopldsmico. o ‘ambos. =
Cualquiera que sea el mecanismo. el efecto es que una clase de sefal (por e_|emp]o. una
concentracién hormonal) es convemda en otra (frecuencna ¥ : amphtud dc las

concentraciones intracelulares de Ca®")..

c) Lipidos .
Los lipidos biologicos son un gi’upo ‘quimica ente’™;

iverso: de éoi‘nponéntes. la

caracteristica comun y que los def"_ l agua Las funcnone=

biologicas de los lipidos tamblén son dxversas como su qulmxca. Las grasas y los aceltes

son las principales formas de almacenaje de lu cnergfa en muchos organismos. Los
fosfolipidos y los esleroles son los prmcnpale.. elementos estructurales de las membranas
biolégicas. Otros lipidos que se presentan en cantidades relativamente pequefias. juegan

papeles cruciales como cofactores enzimaticos. acarreadores de electrones. pigmentos
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que absorben luz. soportes hidrofobicos. agentes emulsificantes. como hormonas ¥
mensajeros intracelulares (Nelson y Cox. 2000).

Los esfingolipidos son componentes estructurales de las membranas celulares que
pueden ser metabolizados para generar catabolitos tales como ceramida. esfingosina y
esfingosina-1-fosfato. Estos metabolitos son moduladores de moléculas transductoras
implicadas en la transduccion de sefiales y juegan papeles esenciales en la regul‘acién de
mitogénesis, diferenciacion. muerte celular, detencion del ciclo celular y en “la
senescencia (Megidish er a/.. 1999). Esto se manifestd con el descubrimiento del ciclo
del fosfoinositol. El cual reconoce que el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato es hidrolivzz;dd
por la fosfolipasa C (PLC) que libera la cabeza hidrofilica que es el grupo inositol 1.4.5-
trifosfato (IP3) del esqueleto lipidico. el 1,2-diacilglicerol (DAG). IP; interactila con un
receptor membranal intracelular y dirige la movilizacién de Ca®*, mienl;aé que el DAG
se une directamente y activa cinasas de proteina C (PKC) y esto inicia una cascada de
transduccidn de sefales. L i . X

Se ha considerado al acido araquidénico y a los fosfohpldos corno segundos mensa_peros
4 5 tnfosfmo

y moduladores intracelulares (Huw1ler et al 2000) mles como inosit

es la esfingosina. (Ng er al 001) ([
(Huwiler er. al.. 2000). En contrasle

bases esﬁngmdeas para plamas son-

predominantemente esfngamna. 4-h1dr0x1esﬁng ina y los" lsémeros cis y trans de 8-

csfingenina. 4 8—c>nngad|eno y 4- hndroxl-s-cstlngenlna (Ng et al.,;2001).

La esfingosina N, N‘-dlmeul-esfngosma (DMS) esla forma meulada de la esfingosina.
Muchos estudios han demostrado que 1a esfngosxna y el DMS modulan la actividad de
Jiversas cinasas de proteina, por citar algunas, cmasas dependlen(es de calmodulina, la
cinasa de tirosina del receptor dP. insulina, cinasa 11 ,de_ caseina (CKI), cinasa del
receptor de crccimiento epldermal ¥ cinasa Src. - '

A la esfingosina. ceramida y esfingosina-1-fosfato se les ha considerado como segundos

mensajeros en respuesta a estimulos exdgenos (Megidish er al.. 1999).
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El siguiente bloque de edificacién en la estructura de los esfingolipidos es la ceramida.
que es una esfingosina acetilada en la posicién 2-amino. Muchos de los componentes de
la maquinaria de sefalamiento de la membrana plasmatica residen en microdominios de
la membrana enriquecidos en esfingolipidos y colesterol.

L.a biosintesis de los esfingolipidos se lleva a cabo en el reticulo endoplasmico (ER) y
en el aparato de Golgi. A la fecha. se conoce que no hay enfermedades en humanos por
defectos en la biosintesis de esfingolipidos. pero si por defectos en la degradacién de los
mismos. La degradacion de los esfingolipidos sucede en los compartimentos acfdicos de
la célula, por citar algunos. en endosomas o en los lisosomas. Ademads de la via de
degradacién lisosomal. la degradacién puede ocurrir en membranas extralisosomales en
respuesta a un estimulo intra o extracelular: presumiblemente en membrana plasmatica
y/0 membranas endosomales. De tal modo que la formacion de mensajeros lipidicos en
demanda se da de manera regulada permitiéndole a la célula utilizar esta via como su
principal transmision de sefales de estrés.

Ceramida sintetasa.

La ceramida sintetasa (csfngosma N-aciltransferasa) cataliza la acilacién de bases
esfingoideas de larga cadena con un dcido graso tioédster de la coenzima A. La enzimaes
capaz de acetilar tanto esfingosina como esfinganina. Ambas bases esfingoideas
producen la misma actividad maxima. sin embargo cuando se compara su Fma/Km para
ambos sustratos (248 para esfinganina. 90 para esﬁngosinaj esfinganina es mejor
sustrato que esfingosina. Estudios hacia develar la localizacion celular de la ceramida
sintetasa indican una orientacidon citosélica de la enzima en la membrana del reticulo

endoplasmico. Algunas sustancias que se producen naturalmente han sido ldenuﬁcadas .

cotisw inhibido.es poieates de 1a cerainida sintasa. La fu..mms.n B, yiia fumon.sma Ba.

dos micotoxinas producidas por Fusarium momhjbrme. uno de los hongos mas

comunes del maiz y otros granos. muestran similitudes estructuralcs remarcables con la.

esfingosina, lo que sugiere una interferencia con el metabohsmo d fngoslna. Se

con ¢l dcido graso-CoA. lo cual indica que la fumon sma lnhlbe la ceramida smlasa por

interaccion con los sitios de unién para ambos sustratos. Las lomnas de Allernarm, que

son productos de Alrernaria alternara. y austrah—mxcotoxmas. productos de Sporomiella
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australis son otros dos inhibidores de la ceramida sintetasa. aunque son menos potentes
que las fumonisinas. /»# vivo. la ceramida sintetasa puede ser activada por varios agentes
estimulantes. como son TNFa. choque de calor. hipoxia. hexadcecilfosfocolina y
fenrctinina. Entre las funciones bioldgicas de la ceramida. se encuentra la activacion de
cascadas de cinasas de proteinas activadas por mitégeno (MAPK), por citar algunas. las
clasicas cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK) 1 y 2. y mds recientemente
descubiertas las cinasas de proteinas activadas por estrés SAPK. Estas vias dec -

sefialamiento paralelas regulan aspectos fundamentales de la funcién celular como el
mietabolismo, secrecion y la expresion de genes.

Cinasas de ceramida .
La cinasa de ceramida fosforila especxf'camente ala ceram:da ‘para generar ceramxda—l-
la

fosfato. Estudios de su localizacién subcelular mdncun su’ predommancxa en

membrana plasmaitica. /n7 vivo, se ha observado que la cmasa ‘de ceramida es activada .
durante la fagocitosis de anticuerpos revesndos de ; entrocnos por leucocitos
polimorfonucleares. Ademas. la ceramida-1- fosfato estimula - la fusion Iiposorﬁal
indicando que la ceramida-1-fosfato puede promover la formacidn fagohsosomal
evento critico en la fagocitosis. Por otra parte. la aphcacxén extracelulur de ceramxda-l-fr
fosfato puede estimular la sintesis de ADN y la division celulnr en f'broblastos. Sin

embargo, el mecanismo por el cual la ceramxda- -fosfmo exogena es mmada por las

células y dispara la proliferacion celular no es conocido.

Cinasa de csfngosma

puede ser mediado por su convers:én en esfi ngosma- -fosfmo. Se_ ha encontrado que la’
cinasa de ;sf‘ngosma es una enzxma citosolica expresada ubxcuameme. su acuvxdad se
incrementa en respuesm a clenos agentes promotores del crecnmlenlo tales como el éster
de forbol y la subumdad B de la toxina del célera.

En estudios recxemes. se. purlfco esta cinasa del rifién de rata. La enzima purificada
mostré una masa molecular aparente de 49 kDa bajo condiciones desnaturalizantes. un
pH éptimo de’ 6 6-7.5 y una especificidad de sustrato por p-eritro-esfingosina. Ademas,
no fosforilé al fosfatidilinositol. diacilglicerol o a la ceramida. M. N-dimetilesfingosina y
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pr-treo-dihidroesfingosina fueron encontrados como inhibidores competitivos de la
cinasa de esfingosina purificada. con valores de A de 9.9 y 5.2 uM. respectivamente
(Huwiler er al., 2000). :

Se ha encontrado un grupo de cinasas de protecina activadas especificamente por
csfingosina y DMS pero no por otros esfingolipidos. denominadas cinasas de proteina
dependientes de esfingosina (SDKs). Una proteina chaperona 14-3-3 fue identificada
como un sustrato de estas cinasas. Asi como también recientemente hicieron la
caracterizacién de un miembro de las SDKs. denominado SDK1. que es una cinasa de
serina que fosforila especificamente solo ciertas isoformas de la proteina 14-3-3 (B. &.
n) e identificaron el sitio de fosforilacién en la proteina 14-3-3. En este estudio se hizo
el aislamiento, purificacion y Ia identificacién de varias protemas celulares que son
fosforiladas in vitro por SDKs para extractos de fibroblastos Balb/c 3T3 (A31). entre los
cuales se encuentran PDI, calreticulina, HSP84, HSP86. GRP94 mismos que fueron
identificados de acuerdo a los siguientes criterios: (i) fosforilacion por cinasas
enddgenas sdlo en presencia de esfingosina o DMS; (ii) la secuencia parcial del amino
acido de la proteina aislada: (iii) confirmacién con sustratos purificados aislados para
otras fuentes que fucron fosforilados con SDK semipurificadas de manera dependiemé .
de DMS o esfingosina. PDI y calreticulina fueron identificados por los tres criterios ¥
HSP84. HSP86 y HSP941 sélo con los criterios i y ii (Megidish er al.. 1999).

En células animal?s ha sido reportado que la esfingosina-l-fosfato puede estar
implicada en la mediacién de numerosos eventos celulares incluyendo la proliferaciéon v
sobrevivencia celulares, en la organizacion del citoesqueleto. en la motilidad y'evn 1a
diferenciacién. Finalmente con respecto a la esfingosina-1-fosfato (S]P) en planlas se
ha encontrado recientemente que en un estudio con hojas de Commelina commum\
sometidas a un tratamiento de sequedad. !os niveles de esﬁngosma-l-fosfa}o ‘se
incrementaron, encontrando evidencia de que esta molécula estad’ implicaydaAén la via de
transduccién de sefiales que se relaciona con la percepcion de dcido abséx’siéo en la
reduccion de la (urgcnc:a de las células guarda (Ng er al.. -001) Este es el tnico reporte
en plantas de una base esfingoidea como mediador celular.. _Como un primer paso se
confirmo la presenma de S1P en extractos dc la plama y despues se demostro la posible
habilidad de S1P de modular la *urgencia de las células gunrdn por mediciones en los

cambios de las aperturas estomatales después de la incubacion de tiras epidermales de
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C. communis en un amortiguador que contiene S1P. encontrindose que S1P promueve
el cierre del estoma abierto. siendo este efecto reversible. En células animales. el efecto
de S1P en la funcidn celular es dependiente dec calcio. Los resultados finales de este
estudio muestran que S1P induce el cierre del poro estomatal generando un incremento
en calcio. La regulacién de la turgencia del estoma por el dcido abscisico (ABA). genera
un incremento en los niveles citosolicos de calcio (Ng ¢r a/.. 2001). mediando cambios
en el tamafio de poro del estoma ¢ involucrando una activacién e inhibicion coordinada
de canales de iones presentes en membranas plasmaticas y vacuolares (Fan er af., 2002).
Queda por demostrar el mecanismo mediante el cual la esfingosina-1-fosfato acta en la
via de sefalamiento de ABA en las células guarda (Ng ef al.. 2001).

Recientemente se realizé un estudio donde se examino el papel de S1P en la regulacién
de las actividades de canales de iones en protoplastos de células guarda de Arabidopsis.
Encontrando que al utilizar N N-dimetilesfingosina., un inhibidor de cinasa de
esfinpgosina en células animales, ABA - significativamente atentia la inhibicion y
promueve el cierre estomatal. Estos efectos se reflgjaron en cambios coordinados en las
actividades tanto de canales de K” interiores y en los de canales lentos de aniones.
Sugiriendo asi que S1P es componente de la via de transduccién de la sefia! ~ ABA que

regula la turgencia de células guarda en Arabidopsis (Fan et al., 2002).

G) SISTEMAS DE TRANSDUCCION INVOLUCRADOS EN LA RESPUESTA

DE DEFENSA. :
Una vez que sucede el reconocnmlento del patogeno por. parte del hospedero. las

primeras reacciones detecl.’.\bles en las cclula de Ia plama son la apertura de conductos

especiticos de iones y la tormacmn de esp cxes reacuvas de omkeno. tales como Oax~”.

ccion de: NADPH owdasas asocxadas ala

H:O0: y OH. probablemente por la via'd
membrana plasrnéuca ylo peroxldasas locahzadas en:el apoplasto. Estas’ reacciones

mos de transduccion - de

iniciales son. al menas en. pane. prerr quxsnos para mas e\'

sefiales, que posiblemente resultenb enV Ia elaboracnon.de ‘una’ comple_'a red de
sefalamientos que disparan la respuesta de defensa en el caso cn el que se observa
resistencia’ a la enfermedad. Esta red consta de numerosos cambios en la actividad
metabdlica. incluyendo cambios en la polaridad de la membrana. las concentraciones

citosélicas de H* y Ca®", ¥ la actividad de diversas enzimas reguladas alostéricamente.
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tales como NADPH oxidasas. fosfolipasas. fosfatasas » cinasas. Estos cambios
particulares probablemente tienen efectos en varias vias metabdlicas v en {a activacion
de genes de proteinas importantes en la defensa. Por ejemplo. se ha encontrado que la
induccidn especifica de fosfolipasas actta sobre dcidos grasos insaturados como parte
de lipidos de membrana., resultando en la liberacion de dcido linolénico. que sirve como
substrato para la produccion de acido jasmonico y metil jasmonato. Se¢ ha encontrado
que estos componentes y sus precursores actitan como moléculas seiiales bajo ciertas
condiciones. incluyendo el ataque por patégenos (Somssich y Hahlbrock. 1998).

A continuacién se mencionan varias entidades moleculares involucradas en los

mecanismos de respuesta a patégenos.

Proteinas G.
Las proteinas G actian como moléculas transducloras de seﬁales cuyo estado actlvo o

inactivo depende de su uniéna GTP o GDP. respecuvamenle.

Las proteinas G incluyen dos xmportanles subfnmx
v las proteinas G pequeﬁas. Mlemrns la protema G heterotrimérica comlenc las .,

subunidades . B y v. la prolema G pequeﬂa parece ser sxm:lar ala subunldad o hbre.

operando sin el heterodimero pBy. Generalmcnle. la subunidad a -de- la proteinn G

heterotrimérica es la region de unlén a un reccplor especifico que une.a una molecula s
derivada del patégeno o de la accion del patégeno y domina el sitio de unlon del
nuclestido guanosina y la actividad de la GTPasa. Ambas clases de prolcmas G uuhznn L

¢l ciclo GTP/GDP como un interruptor ‘molecular para la transduccion de seﬁales. La-
de GDP

interaccion de la proteina G con el receptor activado promueve el mtercambl

unido a la subunidad a. por G1P y la subsecuente disociacién del comp]ejo cx-GTP del

heterodimero By.

h is del calci
Muchos de los procesos celulares. mcluvendo la espuesta e

te el patcgeno.

son regulados por cambios en la concemmclon cnésohca de Ca donde ‘el Ca berc .
prot mas ‘blanco que dxrxz,en la

puede servir para transducir un estimulo pamcular hac
respuesta celular. Muchas de las respuestas bloquxm:cns asoc:adas con los mecanismos

de defensa se correlacionan directamente con un incremento en la concentracién de Ca®”
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libre en el citosol. Mediciones del Ca®" externo con electrodos selectivos de iones y del
2

flujo de Ca~
afluencia de Ca®" con una concominante acidificacién del mddio extracelular. Esto

utilizando técnicas radiométricas han revelado una larga y trascendental

sugiere una correlacion entre la actividad del evocador micético, la hiperpolarizacion de
la membrana plasmatica de la célula hospedera. y la afluencia del Ca?* citosélico. La
activacion de conductos de Ca?* de la mzambrana plasmatica por evocadores especificos
v no especificos proporcionan una directa demostraciéon de una via por la cual las
concentraciones de Ca*" libre en el cnosol mcrememan sus niveles, que pueden iniciar,
varias respuestas de defensa, mcluyendo la produccxon de especics reactivas de oxigeno.
callosa y fitoalexinas. : . B . )
La estimulacién de la afluencia de Ca®*, sin su control subsecuente es poco probable, ya B
que tendria dos desventajas para la célula hospedera' :

a) La incapacidad de sostener altos mveles de Ca cnoséllco que son responsables e

de cambios bioquimicos interiores.

b) La ineficiente utilizacién de la energia para el mamemmlenlo de la funcion de la

Ca?"-ATPasa asociada a la membrana plasmnuca. i
Recientemente se ha encontrado que inmediatamente después del tralamlento de células‘ o

de jitomate con evocadores incompatibles de Clado.spnrmmﬁllvum. la acti

canales de Ca®* se realiza paralelamente a la mhlblcmn de la Ca® -ATPasa asocnada a la' :

membrana p]asmauca. Estos resultados sugeren que el incremento de Ca cuoséhcov
dependiente del evocador esta coordinado en la célula ¥ que éste actoa como seﬂal para

la activacion de pasos posteriores en vias membohcas

NADPH oxidasa. . -
Entre las respuestas de defensa de la plzmtav ante el maque del pmégeno. juega un papel
de’ hldrégeno (H‘ O32) y su probable

importante la produccién rapida de. per: xido

9.

La liberacion de estas especies reactivas de oxigeno durante el estrés oxidativo pueden

precursor, el anién superoxldo (01

afectar el ataque del paldgénb y el sitio de infcccion de 1a célula hospedera. de este
modo se limita la propagacién del palégeno'(Blum'wal'd et al.. 1998).
El incremento en la actividad de la NADPH oxidasa puede inducir la generacién de

aniones super6xido. que después de ser dismutado espontdneamente o enzimaticamente
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por medio de la superéxido dismutasa como se mencioné anteriormente en la reaccion
de especies reactivas de oxigeno. y junio con el incremento ¢n la concentracion de H*
en el compartimento de la pared celular. puede ser la principal fuente de formacion de
H20Oa (Vera-Estrella er al.. 199411).

Por otro lado existen grandes similitudes entre la NADPH oxidasa de células de planta y
las células fagociticas de animales. En las células fagociticas. la cadena transportadora
de electrones. localizada en la membrana plasmatica. consta de un citocromo b que es
un heterodimero (gp91-phox y p22-phox). el cual no es funcional hasta que por lo
menos tres proteinas, p47-phox. p67-phox y Rac (una proteina G monomérica).
mueven del citosol para acoplarse al citocromo 4. El proceso de acoplamiento implica la
interaccion de tres dominios Src homélogos (SH3) en pd7-phox (activada via una cinasa
de proteina C, PKC, mediante fosforilacion) con p22-phox. Después del proceso de
acoplamiento.. el componente transportador de electrones es capaz de transferir
electrones del NADPH hacia el oxigeno. En plantas se ha encontrado que la induccion
del estrés oxidativo por evocadores en frijol. percjil ¥ en Arabidopsis es inhibido por
iodonio difenileno, un inhibidor de la NADPH 'oﬁidasa de mamiferos. Anticuerpoé‘
obtenidos contra neutroflos humanos p47-ph0\ Y p67-ph0\ dan reaccion cruzada con
proteinas de la misma masa molecular en extraclos de frijol. algodén. Arabidopsis ¥
jitomate. y recientemente han sido’ clonados en: plamas genes homdlogos a los quc
de neulrof'los. Como en fagocitos. el

codifican para NADPH oxidasa gp91-pho
dores de razzs de patégenos especificos:. ha_

tratamiento de celulas de _ntomate con'e;
mostrado por mmunocnoqu:mlca que nduce la translocaclon de p47-phox.’ p67—ph0\ ¥

proteinas como Rac. desde el cnosol hacia 1a membrana plasmatica.

Estos procesos de montaje: suelen xmp

similitud entre el modo de accnén C DPH oxidasa de Jnomate v la de fag,ocnos

sugiere que plantas y ammalcs muestran elememos comunes “en _estas vias  de
transduccion de sehales’ vndencm bloquxmlca que ap0)a fa

implicacién de dlfergnt’ef asas de protéiria n la activacion de p47-phox » p67-phox

.en fagocitos y. en. c"e,ulas de! la plama.r Estas' diferencias pueden reflejar los

requerimientos exclusivos para la dlstrlbucxén temporal y espacial en las planias ¥

diferencias en el desarrollo y sefiales ambientales a los que la planta debe responder.

“la ‘tosforilacién de estas prolemas. La"'
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H*-ATPasa de la membrana plasmistica.

La H'-ATPasa de membrana plasmitica es esencial para ¢l crecimiento de las células.
La extrusiéon de protonces forma el gradiente electroquimico de protones de lado a lado
de la membrana plasmaitica e impulsa los diferentes sistemas de transporte acoplados a
H™ (antiporte y simporte) y el mecanismo de transporte (uniporte) acoplado al potencial
de membrana para entrada y salida de solutos. Ademas, el potencial de membrana
regula muchos canales de iones integrados a la membrana plasmatica. Por otra parte. la
acidificacién del medio extracelular regula las propiedades fisicas y bioquimicas de la
pared celular. Cambios en la actividad de la H"-ATPasa de la membrana plasmatica del
hospedero estan entre los eventos tempranos asociados con la elicitacion. En algunos
casos, el tratamiento con evocadores resulta en una inhibicién de la actividad de la H™-
ATPasa ¥ la concominante despolarizacion del potencial membranal. En otros casos.
este tipo de tratamiento resulta en una activacién de la H'-ATPasa . con la consecuente
acidificacién del medio extracelular y una hiperpolarizacidn del potencial de membrana.
Se ha propuesto que el efecto diferencial de los evocadores en la H™-ATPasa de la
membrana plasmatica y el resultado de acidificacion o alcalinizacién del medio
extracelular puede dirigir la respuesta ante el patégeno (Blumwald es a/.. 1998; Schaller.
¥ Oecking, 1999). S g

Por lo 1anto, inmediatamente después.de que suceden los procesos de reconoéimicn\o o
del patégeno. las vias de lransduccxon de senales acuvan enzimas asocmdas :.. Ja
membrana plasmitica. Esta” evidencia sugiere que estas vias pueden 1mphcar la;:
activacion de prolex'nas G heterotriméricas y - fosfatasas unidas a'la membrana que.
suusecuentemente rc;,ulan la activacion de ‘H*-ATPasus y conduclos ‘de’ Ca?” . El
incremento en la concentracién de Ca®” en el citosol inicia 12 activacién de un namero
de cinasas de pro‘teina que inducen una serie de respuestas de defensa (tales como el "
estrés oxidativo. sintesis de callosa y activacién de H*-ATPasas) y son responsables”"
para la resolucién espacial y temporal de la respuesta de defensa (Blumwald er al..
1998). g
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HIPOTESIS
e

HIPOTESIS
Si la FB; constituye una sefial del patdgeno para la célula. es posible que ésta responda con

mecanismos que involucren la activacién de cinasas membranales y que pueden estar *

relacionados con bases esfingoideas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Identificar polipéptidos de membrana plasmatica fosforilados diferencialmente por efecto

de la fumonisina B de acuerdo a su peso molecular y 2 su punto isoeléctrico.

OBJETIVOS PARTICULARES

. Establecer una técnica para separar proteinas membrana]es pcr le y por PM. -

. Establecer las condiciones para detectar fosfonlac:c‘m

- ldemlf'car por secuencxa del eMrem mino termmal alguna(s) de las proteinas cuya

fosforilacién es més afgclada or-FB esfing: nina.
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MATERIALES Y METODOS

I.

Material biolégico.

—

Durante el trabajo de tesis se utilizaron embriones de semillas de maiz Chalqueiio. los

cuales fueron embebidos 24 horas. El ensavo de imbibicién se realizé de acuerdo. al

diagrama de la Figura 3.

Colocar los embriones desinfectados con
hipoclorito de sodio diluido 1:10 a pantir de
una“ solucién comercial al 5.5%6 de¢ cloro
activo. Post~riormente, los embriones fueron
enjuagados 3 veces con H.O estéril, en cajas
de Petri estériles con agarosa al 1% disucha en
medio de imbibicion diluido 1:2 (una pante de
medio por dos de agua) (ver composicion en
la Tabla IV).

Incubar a 29 °C -
durante 24 h.'Al:

término congelar |

los embriones -

con . Ni liq. ¥

guardar a -70 °C
hasta su uso.

Figura 3. Procedimiento seguido para embeber a los embriones.

de

brana pl atica

Aislamiento ¥ purifi iondev

Una vez que los embriones de maiz fueron embebidos se hizo la obtencién de la fracciéon -

microsomal (basado en Packer y Douce. 1987). que se llevé a cabo de acuerdo al esquema

de la Figura 4.




Pesar los embriones congelados con
N: liq.. afdadiendo el amortiguador
de homogcenizacion en una relacion
1:2 ¥ moler los embriones en una
licuadora a baja velocidad por 10

segundos.

MATERIALES Y METODOS

Filtrar a través de 4 capas dec gasa
previamente humedecida. Distribuir el
homogenecizado en tubos y centrifugar a

3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.

tomar ol

Eliminar la capa de grasa y
sobrenadante. c o
Centrifugar a 11 000 rpm o
durante 10 minutos 4 °C.

Retirar la capa de grasa 'y
centrifugar el: sobrenadante a
30000 rpm durante 1.5 ha 4
o . g

Eliminar e}
botoén.

Resuspender el boton en
amortiguador de ajuste de peso
FRACCION .
MICROSOMAL -

Figura 4. Procedimiento de obtencion de la fraccion microsomal.

“Eliminar
boton.

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

Eliminar <l
-sobrenadante.

La lista de reactivos empleados para la obtencién de las vesiculas de membrana plasmatica

se muestra en la Tabla IV,
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Tabla IV. Composicion de medios utilizados en la obtencion de fracciones subcelulares de
los embriones.

Amortiguador Composicién

KCI 50 mM: Tris SO mM a pH 7.6: MgCl; 10 mM y
Sacarosa al 2%e.

Sorbitol 250 mM: HEPES'BTP 50 mM pH 7.8:
- DTE 8§ mM: EDTA I mM: KCl 1 mM y Cockiail
de inhibidores de proteasas 40 pp/ml.

De resuspensién del botén microsomal y |Sorbitol 500 mM: DTE 5 mM: KPi 5 mM pH 7.8 v
de ajuste de peso KC10.2 mM.

De lavado de membranas plasmélicas Sorbitol 350 mM: HEPES/MES 2 mM pH 7.6:
DTE ImM: KC] | mM y Cocktail de inhibidores de
proteasas 40 pge/mL..

De imbibicion

De homogenizacion

Para preparar Jos diferentes medios utilizados en la obtencion de fracciones subcelulares se
partié de las siguientes soluciones stock:

- Sorbito! 1633 mM
- HEPES 500 mM H de 7.8 BTP.

T HEPES 300 mM apustar a §H dZ 7.8 22,’1 MES. TESIS CON
-DTE3

- KPi 70%01;“1\2de78 Co e FALLA DE OHGEN
- EDTA 100 mM e o

- KC150 mM

Después de obtener la frac omal se hizo la determinacion de la concentracién de

proteina segin el metodo descrito en el punto IlI, para continuar con la obtencién de la

preparacion ennquecxda en’ vesu:ulas de membrann plasmauca (VMP). ¥ que se describe a

continuacién. para’ Io cual prlrnero se prepa.ro una mezcla de fases como se indica en la -

TablaV y luego un sxstema de fases -

Tabla V. Composicién de las soluciones empleadas para preparar la mezcla de fases.

COMPONENTES . Mezcla de fases (MF) de 8.1 g
Dextran TS00 20% 3.618 ¢
| Polietilenplicol (PEG) 40% 1.80 g
Sorbitol 1.633 M - 0.68
KH:=PO, 200 mM 370 pL
KCl 50 mM 435 L
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Se adicionaron 25 mg de proteina microsomal a una mezcla de fases de 8.1 g de peso.
preparada como se indicé en la Tabla V. Se afdadié amortiguador de ajuste de peso para
alcanzar un peso de 10.8 g (peso total que da la mezcla de fases y las membranas). se
mezcld por inversion alrededor de 37 veces y se centrifugé a 1500 rpm durante 5 minutos a
4 °C. Se recuperd la fase superior (Fase Ul) y se afladié a la fase de dextrin de un sistema
de fases de 10.8 g en el cual se ajusté el peso con agua y no con la adicién de membranas.
Se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos a 4 °C y se recuperd la fase superior (Fase U2).
Este procedimiento se ilustra en el diagrama de la Figura 5.
B

a
Ma:ll‘i
¥ centrifuger a
1500 " é
SO i
Mezcla: U2 con
Yetheu s BREE dpenc| |V uger s A o, JoAiatst . Alipusas
1300 L 4% desechar] . 4O anrader
Py Ty ¥ dosecharle P geloodo s S e
& e 2t 2 Ieds
duente 15 h

L

Figura 5. Diagrama que ilustra el procedimiento de purificacion de las VMP.,

Se colectd la fase U2 y se diluyd usando una relacion de 4 volumenes de amortiguador de
lavado por una de U2, mezciar bien y se centrifugé a'30.000 rpin durante 1.5 h a 4 °C. El
botén obtenido se resuspendié en un volumen pequcﬂd de amortiguador de lavado y se le |
realizé la determinacién de la concentracidon de proteina. finalmente se almacend en
alicuotas de 100 pL a —70 °C.

III. Determi ion de pr i
Se determind la cantidad de proteina presente usdndose el método de Lowry er al.

modificado por Peterson 1977.

TESIS CON

LFALLA DE ORIGEN
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IV. Ensayo de fosforilacién in vitro de proteinas en vesiculas de la membrana
plasmiitica.

El ensayo de fosforilacion consté de varias etapas:

a) Reacciédn de fosforilacién.- Consistié en hacer la incubacién de las vesiculas de
membrana plasmitica de embriones de maiz en presencia y ausencia de FB,.
Fitoesfingosina. Esfinganina o Ceramida. Primero se hizo una mezcla general cuya
composicion se indica en la Tabla' VI y que sirve de base para hacer la mezcla de
reaccion (Tabla VII), la cual ya contiene la FB,; o esfinganina mas la mezcla general y
en la que se hizo la mcubacnén de las vesnculas de membrana plasmadtica de
embriones de mmz. como se mdlca en la Tabla Vll. durantc 20 minutos a 29 °C en

ausencia de luz.

Tabla VI.- Composicion de la mezcla general utilizada en ‘el ensavo de fosforilacién. .
[Final] [188mM J1mM . [ImM. . -]25mM .J10uM_|0.015% [16aM  [2 pcw

Stock  [300mM [30mM 30 mM 35w
pH 7.0 pH 7.0 pH 7.0 :

Solucion | HEPES/TRIS | EGTA/TRIS | HEDTA/TRIS | MgSO,

N60Opg [ 20.0 RL T0.0nL 70.0 L 372 aL

He.

Tabla V1l.- Composicién de la mezcla de reaccién. ! K .

TUBO MEZCLA FB, 10 uM; HyO .+ MEMBRANAS |z~ Vol. Total
GENERAL =[SN]: =[FSF} < : A
o =[Ceramida

A - - -

160 puL

l B - Ly - E 300 ne 160 uL

* y ** Estos volumenes dependieron de la cantidad de [y -P] ATP segan el calculo del
decaimiento y de la concentracion de proteina de la preparacion particular de que se trate.
**+ Este volumen depende de la concentracion de la solucién stock de la cual se partié.
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La lista de las soluciones stock empleadas en cada una de las mezclas de reaccion (***)de
los ensayos de fosforilacion. fue la siguiente:

- [Fumonisina B;]= 100 uM.

- [Esfinganina]= 3.3 mM. de la cual se realizaron las diluciones en scrie para preparar las
concentraciones de 1 mM, 50 uM. 500 nM y 50 nM (SIGMA, caialogo D-6783).

- [Fitoesfingosina]= 1 mM a partir de la cual se prepararon diluciones de 50 uM_, 500 nM y )

50 nM (SIGMA. catalogo P-2795).
- [{Ceramida]= 3.3 mM preparandose las mismas diluciones que para los compuestos

precedentes (SIGMA catalogo C-2137).

b)

c) Determinacién de la concentracidn de grolefnu.--'Ur_:
incubacién en frio. las muestras fueron cemrifugada'
microcentrifuga Beckman durante 10 minutos a ey
sobrenadante en un contenedor de liquidos parz; aes

cuidadosa resuspensién del botén de las’ muesl

insulina de aguja corta en un volumen mavumo .agua. bldesulada. Con

parte de cada muestra se prepar® una dxlucnon con agua bldesulada I 10 para hacer
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por triplicado la determinaciéon de la concentracion de proteinas presentes en las
muestras fosforiladas antes de ser cargadas al gel de enfoque isoeléctrico. La
determinacion de proteina se realizé como sc menciona en el punto I11.

d) Resuspension de las muestras.- Después de realizar los calculos correspondientes a la
obtencion de la concentracidn de la proteina se hicieron los calculos necesarios para
tomar entre 90 y 100 pg de proteina fosforilada segin el experimento. la cual se
resuspendié en un amortiguador como se describe en la Tabla VIII y que es el
indicado para poder realizar una separaciéon por punto moelectnco (basado, en
Hurkman. 1986). Se deben hacer los ajustes necesarios con. H20 bldesulada para .

utilizar la misma cantidad de amortiguador de solublhzacxén :

Tabla VIIl.- Composicién y preparacién del amoruguador de solubl cion. de ‘proteinas.’
para separarse por enfoque isoeléctrico (pH 3/10). ERRRLN T
COMPONENTES PARA 2 mL

(Concentracion final) D .

9 M UREA 1.08 g

3% CHAPS 80 mg

0.5% DTT 10 mg o 20mg=

2.4% anfolinas 3/10 48 uL . 96 pl.

Se hicieron alicuotas de 500 pL y se guardaron a -20 °C.

V. S i6n de pr i por enfoque isoeléctrico (EIE) (Primaera dimensién).

Una vez que se tuvieron las muestras + FB; o = SN fosforiladas y resuspendidas en su
amortiguador de solubilizacion. se procedié a cargar las muestras en los geles en capilar
para su separacion por punto isoeléctrico. los cuales fueron preparados previamente y de la

siguienie manera:
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a) Preparacion de los geles en capilar.
1.- Preparacién del gel para enfoque isocléctrico (EIE). de acuerdo a la composicion que se
muestra en la Tabla IX. La solucion del gel se deacrea 15 min sin afadir el persulfato de
amonio y el TEMED.

- Se colocan 12 capilares nuevos en un tubo capilar contenedor. cerrado por uno de sus
extremos con parafilm y se colocaron sobre una superficie nivelada. )
3.- Se aiade a la solucién de monémeros el TEMED vy el persulfato de amonio 10%. Se
mezcla y se toma la solucion con una jeringa de 5 mL (sin la aguja) y se vacian Jos 4 mL
(este es el volumen para 12 capllares) en el tubo contenedor. de tal modo, que Ios capllares
se llenan por capilaridad. dar unos golpecitos para ehmmar las burbu_;as que puedan estar

presenles

Tabla IX.- Composicion del gel para E1E.
COMPONENTES :

9 M UREA

2.3% CHAPS

2.4% Anfolinas 3/10 o

2% Anfolinas 3/10 — 5% Anfolinas 5/7* -

5.3%0 Acilamida-Bisacrilamida

0.01% Persulfaio de amonio

TEMED

|
*Dependiendo del intervalo con el cual se lrabaje. ya seade pH de 3/10 [ pH de 4/7
serd la mezcla de anfolinas.

3.- Dejar pohmenzar aprommadamcme 2 horas : :
n con abundanle agua

tubo onecxor v tapén

adaptador (en el sxgulcme dlbu_|o se muestran las partes menmonadas)
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Tubo
«4——— adaptador

Capilar

< Tubo
Ry

conector
Gel

e

6.- Se colocd con ayuda de una jeringa Hamilton en la parte superior de cada capilar el
amortiguador del catodo. que es una soluciéon de NaOH 100 mM previamente deaereada.
cuidando de evitar la formacién de burbujas. llenar hasta el tope del tapén adaptador. :
7.- En una camara que servira como contenedor del soporte para los capilares, se colqch en.
la parte inferior el amoniguador del dnodo, que es una solucion de H3PO4 lO _rﬁM.y se

coloca un agitador magnético.

.- Introducir el soporte de capilares en la cimara contenedora.
9.- Se coloca cada capnlar en el lugar correspondlcme en el so‘

que el cable del catodo esié bien sumergido. .
11.- Tapar la camara con su tapa correspondiente y llevar el sxstema a] rcfngerador de 4 °C
donde se ha colocado previamente una parrilla de agitacion, a “fin de que en la parte inferior
de la cdmara se este agitando constantemente y se evite la formacion de burbujas y se
caliente. Se conecta a la fuente de poder la tapa y se corre a 400 V durante una hora

(Precorrida).
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- Una vez pasado este tiempo se saca la camara ¥ se quita ¢l exceso de amortiguador del
citodo (guardandose para su uso posterior). El sistema estd listo para el cargado dc las

muestras,

b) Cargado de las muestras.
1.- Se cargan las muestias de proteina tratada + FB; 0 £ SN con aproximadamente 100 pg
de cada una. asi como 5 pl. de estandar de proteinas marcadoras de punto isoeléctrico y

peso molecular en su capilar correspondlenle. esle car&ado se rea]xza con ayuda de una

jeringa Hamilton.
El estandar utilizado fue el de’ BIO Rad
siguientes proteinas:
PROTEINAS

Conalbtiimina
Albumina

Actina

Gliceraldehido 3-
Fosfato dehidrogenasa
Anhidrasa carbonica
Inhibidor de tripsina
Mioglobina equina

- A cada capilar se le épli_can'ls 1.1[; de la solucién OVERLAY cuya composicién se
muestra a continuacién: ;;’ " 3 ‘

Para el ln(er\'alo de pH d 3 10' 5 M UREA
2.4% anfolinas 3/10

Para el lmervalo de pH de 4-7 5M UREA
=+7-2% anfolinas 3/10
’5,% anfolinas 5/7

3.- Se llena la parle supcrlor del soporte para capilares con el amortlguador del catodo que

se retird y guardoé anlenomente. cmdando de no formar burbu_las.
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4.- Se tapa la camara y se vuelve a colocar en el refrigerador de 4 °C y se conecta a la
fuente. dejando correr las muestras a 400 V durante toda la noche (un total de

aproximadamente 18 horas).

Adicionalmente se utilizaron tiras con un gel preformado las cuales son de Bio-Rad,
catalogo 163-2001 y contienen anfolinas ¢ inmobilinas que generan un gradiente inmovil de
pH a lo largo del gel que esta adherido a una tira plastica. asegurandose con esto una bucna
separacion de’ las proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico. En este caso soélo se
emplearon tiras del intervalo de pH de 4 a 7. Las tiras necesitan hidratarse previamente a su
corrimiento, lo cual se realiza junto con el cargado de la muestra utilizando el siguiente

amortiguador de solubilizzcic’m:

AMORTIGUADOR DE MUESTRA/HIDRATAC]ON
9 M UREA . : L

4% CHAPS R A AN
0.5% DTT S R
0.4% 3/10 Anfolinas _

Hidratacién. Se utiliza una bandeJa de hxdratac:on la cual consta de 12 camles, a cada carnl

le corresponde una tira. LLa muestra se prepara ‘como se menmono en'el punlo IV Y. se
1"5 ‘plL

resuspende en este nuevo amomguador uullzando snemprc c¢omo volumen l'na E
este volumen se distribuye a lo largo.del carril® correspondlcnte. colocando encxma la tira
e cubre la’ tira con; mL de acene

con la cara del gel en contacto con el amonlguador
mineral de Bio-Rad. catalogo 163-2129 y Se de_|n durame toda la noche a4 C. X

Condiciones de corrida. Se emplea’la bandeja de: corrimiento. la ‘cual es como la de
los cuales deben ser, cublenos con papel

Odd en cada uno de los extremos del carril

hidratacion pero ésta conhene los‘ele

ara cargar la tira hidratada. para ello se debe
Ia bandeja de hidratacion con ayuda de unas
pinzas y se coloca en la bandeja de comda con la cara del gel hacia los clectrodos de esta.

se cubre con 2 mL de aceite mmeral ¥ se lleva al equipo de Bio-Rad PROTEAN IEF Cell y

]
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sc ajustan las condiciones de corrida. Las cuales son aproximadamente de 7 horas. con un
voltaje que va de 800V hasta los 10 000V, Una vez terminado el tiempo de corrida las tiras
se guardan a —70 °C o bien se les realiza el mismo tratamiento que a los capilares. a partir

del punto 3 del siguiente inciso. -

c) Equilibrio de los geles en capilar.
1.- Al dia siguiente se apaga la fuente de poder y se retira la camara del refrigerador.

- Se saca el gel del capilar con éypda de un aparato que se adapta a una jeringa con agua
bidestilada, el capilar con el Eelyse adapta a este uﬁarmo yel vgel es expulsado por presion.
este procedimiento se debe hacer, muy lentamente. El gel se recibe en un recipiente que-
puede ser elaborado con papel parafilm (en forma de barqunlo) Se debe tener ‘mucho
cuidado con la orientacién del gel. es decir. identificar el cmodo y el anodo Este pnso se
realiza con cada uno de los capilares que s¢ hayan corrido. T
3.- Una vez que se obtienen los geles y estin colocados en su recxplenle. se Ies afade l rnL )

del amortiguador de equilibrio para geles de pohacrllamnda-SDS durame 5 mmutos. cu\'a

COn‘IPOSlClOn sc muestra ense&,uxda

AMORTIGUADOR DE EQUILIBRIO
SDS 0%

Tris 100mM pH 6.8

Azul de bromofenol 0.6%
B-mercaptoetanol 4% -

Despuds se retira la solucidn de este amortiguador y se les vuelve a adicionar 1 mL durante

otros 5 minutos. Los geles estan listos para introducirlos en los geles de poliacrilamida-

SDS.

lecular (S da di i6n).

VI. Separacion de proteinas por peso
Se prepararon los geles de acrilamida-bisacrilamida (10%-0.3%) de | mm de grosor para

poder determinar el patrén de las proteinas separadas por punto isoeléctrico que se

encuentraban en las preparaciones de membranas plasmaticas (Schiigger y Von Jagow.

1987).
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El gel constaba de dos geles: uno separador ¥ uno concentrador. Las cantidades y rcactivos
utilizados para cada uno se muestran en la Tabla X.
La preparacion de los reactivos utilizados para los geles de poliacrilamida-SDS se muestra

a continuacion:
a) Solucidn de acrilamida-bisacrilamida (30%-0.938%)

b) Amortiguador del gel:
Tris 3 M
SDS 0.3%
Ajustar pH 8.9-9.0/HCI

) Amortiguador del catodo: 'I'ESIS CON

Tris 0.1 M

Tricina 0.1 M

Tricina 0. FALLA DE ORIGEN
d) Amortiguador del anodo:

Tris 0.2 M

Ajustar pH 8.9-9.0/HCI

Tabla X.- Composicién de los geles de poliacrilamida-SDS.

REACTIVOS GEL GEL
SEPARADOR (uL.) CONCENTRADOR (uL)

Acrilamida-Bis-acrilamida 1632 225

(30°0-0.398%0)

Amortiguador del gel 1632 42]

TRIS'SDS pH 8.9 L

Glicerol

H.O bidestilada

Parsulfato de nmonio 10"a*

TEMED*

Cantidad to1al (uL)

standar, uuhzado fue el -

de GIBCO BRL. catilogo 10748 010 compuestc por las s:gu:entes’ protelnas.
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PROTEINA PESO MOLECULAR (kDa)
(N* banda)
_l,..
3.
4.. .
S.. . )
3 TESIS CON ]
% J 3
5 | FALLA DE ORIGEN
9
10

Con los reati:iiifds‘preparados se procedio de la siguiente manera:

1. Se uiiliza el sisiema Mini-Protean 1l de Bio-Rad. Se utiliza una camara de
electrdfdl:e's‘is para nﬁinigeles. Se ensamblan las placas de vidrio con su separador de 1
mm en cada soporte. sellando los extremos inferiores con glicerina y se insertan a su
vez en un aditamento incluido en el sistema. en el cual se pueden montar dos soportes.

v entonces se hace la prueba de fuga con agua bidestilada. R

Si no hay fugas. se procede a quitar el exceso de agua y.se prcpam el gel scparador REE

[N

como ya se - indicé y se vacia entrelas . dos placas de' vidrio

aproximadamente 1 mL ‘de una solucién SDS 03% par

menisco. Se deja pohmenzar entre "5 30 mi utos

superficie prev:amente nivelada.’ =
3. Se quita la solucién SDS 0.3% y se prepara-
las placas de vidrio. se introduce enseguld
para el estindar y el otro para el capllar) °
30 minutos. .
4. Se retira el peine muy despacxo Y se |lmpl .
llenan los pozos con el amonu,uador : el calodo y St

del tipo de muestra que se cargara. e
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5. Enel pozo pequeiio se carga el estandar de peso molecular (1 pL. de una dilucién 1:1 en
el caso de que se vaya a realizar una tincion con plata o bien 5 uL del estandar para una
tincién con Coomassic).

6. Se procede a cargar el gel del capilar que fue equilibrado como se indicé en el punio V
en el pozo largo. esto se hace con ayuda de un separador de 0.75 mm. se debe tencr
cuidado de que todo el gel del capilar quede bien estirado y en contacto con el gel
concentrador, asi como tener bien identificada la orientacion de éste. en mi sistema el
catodo queda del lado de donde cargo el estindar de peso molecular.

Simultdneamente - se prepara un gel de poliacrilamida-SDS. en el que se cargaran ‘las

mismas muestras del ensayo de fosforilacidon a cada condicidn. scparando éstas solo; po

peso molecular. lo cual servira como un control de cargado.

7.

8.

Ia solucidn fijadora. ésia depende del tipo de tincion que \a)a a reallzarse

VII. Tincién de geles con:
a) Nitrato de plata. : -
A continuacién se menciona la lista de solucioﬁes que se ocuparan:
1.- Metanol 50%. ORI .

- NaOH 0.13 M

.- Nitrato de plata 80% .
4.- Citrato de sodio monohidratado 2.5%

5.- Solucion tefidora de AgNO;3 (Pre;.;arar fresca) -
Para 100 mL de solucion (50 mL/gel): ’
- 1 mL de NaOH 0.13 M -

- 1 mL de NH4+OH (concentrado)
- 1 mL de AgNOj; 80%. Adicionar gota a gota y a&nando constantemente, no afnadir
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mas hasta que el precipitado café desaparezca.

6.- Solucion reveladora:
Para 500 mL. 1 mL de citrato de sodio monohidratado 2.5%. 250 pl de formaldehido (37%

SIGMA).
7.- Solucioén fijadora y stop: Metanol 50%/CH;COOH 10%

Procedimiento:

1) Después de terminar la electroforesis. colocar los geles en recipientes de vidrio con la
solucion fijadora. dejarlos en agitacién constante y lenta durante toda la noche o por lo
menos dos horas. Se recomienda reusar la solucion fijadora.

2) Lavar los geles con agua bidestilada por 15 minutos.

3) Lavar con metanol 50% por 30 minutos.

4) Lavar con agua bidestilada y formaldehido (Para 250 mL de H2Odd adicionar 125 uL
de formaldehido de SIGMA) lavar por 20 minutos.

5) Lavar pot 20 minutos con agua bidestilada y preparar la solucian tefiidora.

6) Volveralavar con agua bidestilada por 20 minutos.

7) Colocar los geles con la solucion teftidora por 30 minutos.

8) Lavar los geles con agua bidestilada. dar varios cambios rapidos y dejarlos en agua por
15 minutos.

9) Decantar el agua ¥y agregar la solucién reveladora, abuar hasta que aparezcan las
bandas.

10) Decantar la solucion reveladora una vez que se haya obtenido la intensidad deseada
deteniendo el revelado con la solucién stop (MeOH 50%/CH;COOH 10%). Es
recomendable guardar esta solucion stop y reusarla solamente en este punto.

11) Cambiar la solucion stop por agua bidestilada y secar los geles

b) Azul de Coomassie.

A continuacioén se enlistan las soluciones que se ocuparon bpara esta linci;i’on:
1.- Solucion fijadora: CTH3:COOH 10%

2.- Solucion tefiidora:

375 mL metanol

200 mL CH3;COOH

1.5 g azul de Coomassie (Brillant blue G-250)
Aforar a 950 mL con agua bidestilada.

3.- Solucion desteiiidora:
Etanol 46%
CH3COOH 9%
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Procedimiento:

1) Después de haber terminado la electroforesis. se sacan los geles » se colocan en un
recipiente con la solucién fijadora y se¢ dejan durante toda la noche en agitacion.

2) Decantar la solucioér fijadora y afiadir la solucidn teiidora. dejando los geles en
agitacion constante durante 4 horas.

3) Decantar la solucion teflidora y afiadir la solucion desteiidora. ademas colocar una
esponja pequeiia en un extremo del recipiente ¢ incubar a 37 'C con agitacion constante
aproximadamente entre 60-90 minutos. Revisar periddicamente a fin de evitar que se
destifian demasiado los geles.

4) Cambiar la solucién por agua bidestilada y los geles se secan.

VIII. Secado de geles.
El secado de los geles se realizé de dos maneras:
Méiodo_del celofin al aire:

1. Una vez que el gel fue tefiido por cualquicra de los dos tipos de tincién, se decanta el
agua bidestilada y se le adiciona una solucién de Etanol "0%/Gl|cerol -10% y''se deja en
agitacion constante durante 30 minutos.

. Mientras se corta una hoja de papel celofén del tamaifio del plalo base. humedecerlo con

agua y extenderlo sobre el plato base. Este plato puede ser una ho_ua ‘de cnhco qu;

tenga un marco del mismo tamaiio.

Colocar el gel en el centro del plalo base.

Cubrir el gel con una sc;,unua pieza de celofan del mismo lamah

humedecida ¥ colocar encima el marco (es muy importante alisar. y.’e

ajustando el sistema con la ayuda de pinzas y se deja:secar: hon onlalmeme toda’ la

noche.

(B}

p W]

Método con calor v vacio: g
1. Colocar el gel tefiido sobre una hoja de papel absorbente 3M. prewameme humedecndo
» cubrir el gel con una hoja de papel celofan. Alisar v ehmmar burbujas.

2. Recortar el celofan segun el tamano de cada gel.

5. Colouar el gel prepuraco sobre la hoja de papei del cquipo y taparlo con la hoja de
plastico del mismo. :

4. Conectar ¥ encender el vacio a 80 °C durante 1.5 h.

les a pl de autorradiografia.

Ix. Exposicion de los geles bidi
Después de haber secado los geles teiiidos. se expusieron a una misma pelicula para
autorradiografia ¥ se guardaron en un cassette. esto se realiza en ¢l cuarto oscuro y se

identifica la posicion de geles en la pelicula. Se coloca el cassette en una bolsa negra ¥ se
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guarda a —-20 °C durante aproximadamente 15 dias, esto depende del decaimiento de la

marca radioactiva.
Al término de este periodo la pelicula es revelada de la siguiente mancra:

1. Sacar el cassette dcl refrigerador de —20 “C dejando que se equilibre a temperatura
ambiente.

2. A partir de aqui se trabaja en ausencia de luz blanca, para ello se trabaja en el cuarto
oscuro. Se coloca en una bandeja adecuada la solucidn reveladora de la marca Kodak.
catilogo 190 1859 preparada como se indica en el instructivo de la botella ¥ se
introduce la pelicula de autorradiografia. agitando constantemente en un periodo que no
supere los 5 minutos.

3. Se traspasa la placa a otra bandeja que solo contiene agua y se agita durante 30
segundos.

4. Traspasar la pelicula a una tercera bandeja que contiene la solucién fijadora de la marea
Kodak. catalogo 190 1859 preparada como lo indica el instructivo lmpreﬁo en la
botella. en agltacnon entre 5-10 minutos.

5. A partir de aqui se puede encender la luz blanca ¥ se traspasa la pelxcula olra;bandeja
que contiene agua. R P B

6. Colgar la placa y dejar secar.

xX. Aniilisis de datos por densitometria.

la siguiente forma:

Digitalizaciéon de la autcrradiograf‘a.

1. Se enciende el equipo Fluor-X junto con la computadora.
2. Se abre la compuerta del equipo y se coloca la placa de autorradlograf'a ‘en su
superficie, tratando de centrar la placa. .
3. Se abre el programa Quantity One y se desplaza al archivo de Fluor-S v'se abre lu
ventana de este subprogmma. apareciendo la pantalla de adquisicién. -~
4. Se hace la seleccidn del tipo de muestra que se desea escanear. en este caso Ra) s )\.
5. Las dmensiones de' escanco se dejan por defaule. ;
6. Se posiciona la imagen. )
7. Se hace el enfoque de la imagen, este paso puede hacerse automancameme o
manualmente. es decir, moviendo directamente el zoom del lente. A - e
8. Indicar el tiempo de adquisicién ¥ este se va ajustando con una prevnsla. ;
9. Unavez elcgldo el tiempo se da la indicacion de adqunsncxon de la imagen
10. Se guarda la imagen para su analisis posterior. .

Analisis densitométrico:

1. Se trabaja con el programa Quantity One. se abre el archivo de la lmag

2. Sc agranda la imagen y se van seleccionando las manchas una por una. esta seleccién -
puede ser a través de cuadros ajusiados al tamafio o bien bordeando la mancha. Se
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3.

4.

XI.

nombran » se indica el tipo de muestra que es. si es desconocida o es de fondo. para
realizar este ultimo paso se da un doble clic en la mancha seleccionada. Esto s¢ puede
hacer simultdneamente entre las dos placas autorradiograficas o trabajar una primero.

Se hace la seleccién del fondo ya sea para cada mancha o si es muy homogénea la

placa se selecciona un solo fondo.
Se selecciona andlisis de densidad y se le indican los parametros que se descan obtener.

en este caso solo se selecciond tipo de muestra. nombre. area y densidad de la muestra.
Se presiona el botéon de hacer analisis ¥ se obtiene la tabla de resultados con los

parametros antes mencionados.
A cada tipo de muestra se le debe restar el valor de densidad de su fondo respectivo y

entonces ya puede hacerse el anilisis de comparacion entre las muestras control » el de
la condicion. ya sea las expuestas a FB, o a la base esfingoidea esfinganina.

Electrotransferencia de geles bidimensionales a membranas de PVDF,
1. Las proteinas membranales fueron separadas en geles en tiras de inmobilinas como
primera dimensién y una vez asi separadas. las proteinas se sometieron a-
electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes en plucu de grosor de 1.0
mm como se describié anteriormente. En total. se corrieron’s. 1 mg de proteina'

membranal en 11 tiras de inmobilinas con 300-500 pg de proteina’ por. tira .y ‘se

corrié un gel en placa para cada uno.
2. Una vez terminado el segundo corrimiento electrofore'

por 20 min en buffer de transferencia (25 mM Trlzma

metanol. y 0.1% SDS).

1. Sc ensamblé el “emparcdado™ .‘lgulcr'

transferencm.
5. EIl conjunto ameno. se co]océ en
scca de Pharmacia. culdando de | poner:la mcmbmna mas cercu de la superf‘mc de'la

upert’ e de una cémaru de lransferencm semi-

camara. Se pusieron ded a 6 emparedados en la camara:
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6. Sec puso la 1apa de la camara y se electrotransfirié con una corriente de 0.8 mA por
cm® de membrana por 2.5 horas a temperatura ambiente.

7. Una vez terminada la transferencia. las membranas de PVDF se tifieron con
solucidon convencional de azul de Coomassie por 3 min y en seguida se destifieron
en solucion de etanol-acético por otros tres minutos (ver tincién y destincion de
geles de placa). Se escurrié el exceso de solucidon de las membranas y se colocaron
entre hojas de papel Whatman 3 mm y se conservaron a 4°C hasta su uso. En total

se obtuvicron diez membranas.

XII. Pr Jimiento de¢ iacion de inoicidos del extremo amino terminal.

Este fue realizado por el Dr. Guillermo Mendoza Hermandez de! Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNAM. Para ello. se recortaron por lo
menos 8 manchas de cada una de las proteinas designadas como 1, 2 y 3. se eluyeron

¥ se les aplicd la degradacion de Edman.
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1. Determinacién de las condiciones 6ptimas para la separaciéon de proteinas de la
membrana plasmiitica por peso molcecular.

L.a técnica de separacién electroforética que se utilizé fue la de geles desnaturalizantes.,
usando el procedimiento de Schagger ¥ Von Jagow 1987, que separa con muy buena
resolucién proteinas membranales con pesos entre 100 y 10 kDa. misma que se habia
usado con éxito en un trabajo anterior con nuestras preparaciones membranales
(Zomosa. 2060). La Figura 6 muestra la determinacion de la movilidad relativa (Mr) a
partir de las distancias recorridas (Rf) por proteinas marcadoras de peso molecular con
respecto a la distancia total del gel separador. de lo cual sc obtuvo la grafica logaritmica

que se ilustra ¥ que demostré la linearidad reportada para este tipo de geles.

132.6

Log PM (kD)

0.2 0.4 0.6 0.8
Movilidad relativa

Figura 6. Grafica de calibracion para el gel de separacion 10% T. 3% C. La
composicion del gel se describio en Materiales 3 Mdétodos en la Tabla X asi como en los
incisos ¢) ¥ d) del punto VI que muestran la composicion de los amortiguadores
utilizados. Fueron graficadas las movilidades relativas de proweinas marcadoras de peso
molecular contra sus masas moleculares (indicadas con letras blancas) en una escala
logaritmica. Las proteinas de peso molecular usadas como estdndar fueron citadas en el

punto VI de Materiales y Métodos.
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2. Ensayo de solubilidad de las vesiculas de membrana plasmiitica.

Como se deseaba establecer un sistema que nos permitiera hacer también la separacion
de las proteinas membranales de acuerdo a su punto isoeléctrico. era necesario
solubilizar las proteinas con un detergente no ionico ¥ por ello se procedié a realizar un
ensayo de solubilidad en el cual se utilizaron tres diferentes detergentes incluyendo el
comunmente utilizado para la electroforesis de peso molecular (SDS). E]l ensayo se
realizé incubando las vesiculas de membrana plasmadtica con un amortiguador de la
misma composicién al mostrado en Materiales y Métodos del punto V en el inciso c).
determinandose la recuperacion de la proteina en cada condicion. Los resultados del

rendimiento del ensayo se muestran en la Tabla XI.

Tabla X1. Rendimientos obtenidos en el ensayo de solubilidad. Alicuotas de 200 pug de
la fraccion de membrana plasmitica se expusieron al amortiguador de equilibrio
indicado en el inciso c del punto V de Materales y Métodos. pero sin el azul de
bromofenol y con la sustitucion del detergente a evaluar. luego se centrifugaron las
muestras a 100.000 g v se determiné la proteina en el sobrenadante.

DETERGENTE TIPO % RENDIMIENTO
Lauril sulfato de sodio (SDS) I6nico 80.2%
3-[(3-colamidopropil) Zwiteridnico 76.0%

dimetilamonio]-1-

propanosulfonato (CHAPS)

n-octil-p-D-glucopiranésido . . - No iénico 97.1% ¢

Al analizar el patrén proleico“de' baf‘ldas,‘enlos geles ‘de SDs de_esmsimue'stra's se
1 trado). con’ lo cual se procedié a

encontré que eral

uy similares entre 'si (dato no’m
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3. Optimizacién de las condiciones para la separacién de proteinas membranales

por enfoque isoeléctrico (EIE).

Una vez que se optimizaron las condiciones de la separacion por peso molecular y
seleccionaéo el detergente para solubilizar las proteinas membranales. se procedio a
montar la técnica de separacion por enfoque isoeléctrico. para lo cual s¢ hizo la
obtenciéon de las vesiculas de la membrana plasmdtica que fueron concentradas ¥
removidas del amortiguador en el que se obtuvieron por precipitaciéon con una mezcla
de solventes etanol:acetona (1:1) ¥ resuspendidas en un amortiguador de solubilizacién
cspecial para el procedimiento de enfoque isoeléctrico y cuya composicion se muestra
cn la tabla VIl de Materiales » Métodos. Se hicieron varios ensayos modificando las
cantidades de proteina a cargar en los geles de EIE en capilar descritos en el punto V de
Materiales y Métodos. y las cuales fueron de 10 a 30 ug. Los geles en’ capilar

posteriormente fueron montados en geles de poliacrilamida-SDS. con . o cual ;se .

obtuvieron los geles bidimensionales, en la Figura 7 se muestra uno de los 5gles s

obtenidos. en los que se observaron alrededor de 100 manchas de prolema, por anallst

visual y 152 por andlisis con el software PD Quest versién 6.2 de Bio-Rad..

Por otro lado. para poder asegurarnos de que estdbamos lemendo una buen fom\ac:on
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Figura 7. Optimizacion de las condiciones de separaciéon en primera y segunda
dimension en protefnas de la membrana plasmatica de embriones de maiz, Se realizé un
gel en capilar para enfoque isoeléctrico (Primera dimensién). el cual fue cargado con 30
Hg de proteina. El gel se corrié 15 min a 300 V y 3.5 horas a 750 V. Posteriormente el
gel fue extraido del capilar y montado en un gel de poliacrilamida-SDS (Segunda
dimensién). El carril 1 fue cargado con 4 pL de estandar de peso molecular y el carril 2
con el gel de primera dimension. El gel se corriéo 1 horaa 50 V ¥ 2 horasa 90 V La

tincién fue con nitrato de plata.

Figura 8. Patron electroforético de proteinas estandar separadas por punto isoeléctrico y
peso molecular. Se realiz6 un gel en capilar para EIE. Se cargd 1 uL del estandar. El gel
se corrid 15 min a 300 V y 3.5 horas a 750 V. Posteriormente se obtuvo el gel y fue
montado en ur. gel de poliacrilamida-SDS. En el carril 1 se cargaron 4 pL de estandar
de peso molecular y la region 2 con el gel del capilar para EIE. Ll gel se corrié 1 horaa
50 V y 2 horas a 90 V. La tincién fue con nitrato de plata. Las 7 proteinas se muestran
enumeradas y sus nombres sc¢ indican en el inciso b) del punto V de Materiales y

Métodos.

258 CON
TS ORIGEN
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4. Ensayos de fosforilacién.
Una vez que se obtuvieron las condiciones optimas de la separacion de proteinas por
punto isoeléctrico ¥ por peso molecular se procedié a la realizacion de diferentes

ensayos de fosforilacion.

1. Efecto de la Fumonisina B; en la fosforilacién de pr i de la membrana

plasmatica de embriones de maiz.

a) Andlisis de la separacién de proteinas por EIE en un intervalo de pH de 3-10.
Uno de los primeros ensayvos de fosforilacion consistiéo en exponer las vesiculas de
membrana plasmatica (VMP) de embriones de maiz a 10 uM de Fumonisina B; y a
condiciones de fosforilacién., Primeramente ¢l ensayo se realizé con 100 pug de VMP y
fueron cargados 30 png de proteina en geles en capilar para EIE en ¢l intervalo de pH de
3-10 y posteriormente separados en geles de poliacrilamida-SDS. obteniéndose . una B

buena separacion electroforética (dato no mostrado): sin.embargo, al expohe:f los geleS‘_ S

bidimensionales a la pelicula de autorradiografia no se observaba algﬁn res! Itado,” pes:

a que se exponian durante un largo tiempo. Se descarté el hecho de que. pudlera “estar;

mal las condiciones de la fosforilacion. ya que al mlsmo uempo que se corrian ‘los geles

cargaba la misma cantidad de proteina en ambas condiciones, ya .que 51 realizarle la
tincion a este gel en-el: que estan todas las muestras. se ellmma el factor de que el
tiempo de revelado_ sea diferente para cada muestra o gel. lo cual si puede ocurrir entre

un gel bldlmensmnal Y otro. los cuales, al ser geles independientes. es dificil darles

exactamente las mismas condiciones de tincién. pues una variacion de segundos por
ejemplo. puede dar diferente intensidad en la tincion, pudiendo llegarse a diferencias en

los geles. pero no debido a la muestra aplicada. sino a su tincion.
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Figura 9. Ensayo de fostorilacién de proteinas de la membrana plasmatica en ausencia y
presencia de 10 pM de Fumonisina B;. Las vesiculas de membrana plasmatica se
expusieron a condiciones de fosforilacidn segin se describié en Materiales » Métodos.
Se realizé un gel de poliacrilamida-SDS (A) el carril 2 se cargé con 1 pl de una
dilucion del estandar de peso molecular (1:1). el carril 3 es la muestra sin FB,; » el carril
6 es la muestra con una concentracién de 10 uM de FB,. En ambas condiciones se
cargaron 20 ug de proteina. El pel se corrié 1 hora a 50 V » 2 horas a 90 V. El gel fue
teflido con nitrato de plata. El gel unidimensional fue expucsto a una pelicula de
autorradiografia durante 15 dias. la autorradiografia correspondiente se muestra a la
derecha (B). La posicion de los marcadores de peso molecular estan indicados en el
margen izquierdo.

Con estos resultados se procedid a aumentar las cantidades de proteina a cargar en los
geles en capilar para enfoque isoeléctrico. encontrando que cuando se cargaban
aproximadamente 100 pg de proteina de vesiculas de la membrana plasmatica en los
capilares se obtenia una buena separacién electroforética (Figura 10) ¥ ademas al secar
y exponer los geles bidimensionales a una pelicula de autorradiografia se lograba

obtener resultados visibles en la autorradiografia (Figura 11).
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Figura 10. Geles bidimensionales de proteinas de la membrana plasmatica de embriones
de maiz para el intervalo de pH de 3 a 10. Las VMP sc expusieron a condiciones de
fosforilacién en ausencia (A) ¥ presencia (B) de Fumonisina B, 10 uM segin se
describié en Materiales y Métodos. Para la separacion de las proteinas por punto
isocléctrico en un intervalo de pH 3-10 sc cargaron 100 pg de proteina en capilares.
mismos que se acoplaron posteriormentc a geles de poliacrilamida-SDS. La posicion de
los marcadores de peso molecular se encuentran indicados en el margen izquierdo de
cada gel y los nimeros con flechas indican las proteinas de interes de acuerdo a los
resultados de la autoradiografia (ver Figura 11). La tincidn fue con nitrato de plata.

Figura 11. Efecto de la Fumonisina B, en la fosforilacion de proteinas de membrana
plasmatica separadas en un intervalo de pH dc 3 a 10. Las VMP se expusieron a
condiciones de fosforilacion en ausencia (A) ¥y presencia (B) de Fumonisina B, 10 pM
segun se describiéo en Materiales y Métodos. Para la separacion de las proteinas por
p'into isoeléct-ico en "in intervalo 42 pH de 3-10 se cargaron 100 pyg de proteina en
capilares. mismos que fueron acoplados posteriormente a geles de poliacrilamida-SDS.
El tiempo de exposicion fue de 15 dias. Los marcadores de peso molecular estan
indicados en ¢l margen izquierdo ¥ los circulos enumerados indican las proteinas de
intéres.

Los resultados de la Fig. 10 muestran el parén proteico de nuestras preparaciones. las
cuales constan de alrededor de 100 proteinas. La tincion de estos geles que tienen a las
proteinas marcadas nos ayudé a verificar quz el patron de migraciéh fuera el mismo en
ambas condiciones. ademas de ser fundamental para poder hacer la identificacion de las

proteinas fosforiladas. Con los resultados de la Figura 11 encontramos que de todas las
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proteinas presentes en nucstras preparaciones. varias. pero no todas se estaban
fosforilando con el AT P. gracias a que existia una ‘actividad de cinasas en las
membranas plasmaticas de los embriones de maiz. se puedec observar en estas dos
figuras que estos polipéptidos membranales se encuentran distribuidos en todo el gel.

Sin embargo. solo algunos se resuelven bien y aquellos ue fueron enumerados v

encerrados en circulos lo hacen de manera_ consxsleme ¥y al compararlo: con’ los

n. ésas dxferencnas puc.den -

expuestos a la toxina expresan dlferencms en'su fosforllam

ser que aumenten o disminuyan la intensidad de la fosforila

b) Anahsrs de Ia separacion de proteinas en un mler\alo de pH de 4-
'l-palr. n d fosfonlaclon conv

El segundo ensayo de fosforllac:on consistié en evnlu
otro gradiente de pH el cual fue de 4 a 7, ya, que se deseaba oblener unia’ rneJor

separacion de las proteinas y poder asi obser\’ar mas dlfc.n.ncms en la mlensu!ad de. la

fosforilacién. Para ello lo tnico que fue modificado fue la concentracién ¥ tipo dg

anfolinas en los geles en capilar para EIE.

A B
SF CFm -Fih ~FHs
M any b ADu
10— no—
on .1 0 _
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Figura 12. Verificacion de la cantidad de proteina de la membrana plasmatica de
embriones de maiz para el intervalo de pH de 4 a 7. Las vesiculas de membrana
plasmatica se fosforilaron sepun se describio en Materiales y Métodos. Se realizé un gel
de poliacrilamida-SDS (A) y en el carril 2 se cargd con 1pul de una dilucién del
cstindar de peso molecular (1:1). el carril 3 es la muestra sin FB, y el carril 6 es la
muestra con una concentracion de 10 uM de FB;. En ambas condiciones se cargaron 20
pg de proteina. El gel se corrié 1 hora a 50 V v 2 horas a 90 V. El gel fue tefiido con
nitrato de plata. El gel unidimensional fue expuesto a una pelicula de autorradiografia
durante 15 dias y la autorradiografia correspondiente s¢ mucstra a la derecha (B). La
posicion de los marcadores de peso molecular estan indicados en el margen izquierdo.
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Primeramente se obtuvo el gel unidimensional que nos permitié verificar que se
estuviese cargando la misma cantidad de proteina en cada condicion (Figura 12).

Como puede observarse. el resultado de la Fig. 12 muestra que se obtuvo el mismo
patron proteico en ambas condiciones y la autorradiografia correspondiente no permite
observar muchas diferencias debido a quc las proteinas sélo se¢ separaron por peso
molecular en este tipo de gel. Para apreciar las diferencias en fosforilacion por accion de
la adicion de FB,. en este mismo ensayo de fosforilacidén las muestras fueron cargadas
en geles en capilar para EIE ¥ posteriormente las proteinas fueron separadas por peso
moleculéxr obteniéndose los geles bidimensionales (Figura 13). De esta manera se pudo
verificar que el patrén de migracion fuese el mismo y compararlo con el patrén proteico
del intervalo de pH de 3-10. Como se puede observar, la distribucién de proteinas
solamente se desplazdé como se esperaba, de acuerdo al nuevo intervalo de pH en el gel.
permitiendo obtener una mejor separacidn de las proteinas de interes que habian sido
reconocidas en el gel con anfolinas entre pH 3 y 10. Estas proteinas se muestran
‘enumeradas e indicadas con flechas y fueron identificadas después de haber hecho el

analisis de la autorradiografia correspondiente " (Figura 14). encontrando que estas

proteinas se¢ fosforilan diferencialmente por efecto de la Fumonisina B; y a través de la

accion de cinasas membranales.

————

MMy (kDa)

Nir (kDa)
110

110

Figura 13. Geles bidimensionales de proteinas de la membrana plasmatica de embriones
de maiz para el intervalo de pH de 4 a 7. Las VMP se expusieron a condiciones de
fosforilacidon en ausencia (A) y presencia (B) de 10 uM de Fumonisina B, segin se
describié en Materiales y Métodos. Para la separacion de las proteinas por punto
isoeléctrico en un intervalo de pH 4-7 se cargaron 100 ug de proteina en capilares.
mismos que se acoplaron posteriormente a geles de poliacrilamida-SDS. La posicion de
los marcadores de peso molecular se encuentra indicada en el margen izquierdo de cada
gel ¥ los numeros con flechas indican las proteinas de intéres. La tincién fue con nitrato
de plata.
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Figura 14. Efecto de la Fumonisina B; en la fosforilacion de proteinas de membrana
plasmatica separadas en un intervalo de pH de 4 a 7. LLas VMP sc expusieron a
condiciones de fosforilacion en ausencia (A) » presencia (B) de 10 pM de Fumonisina
B, septn se describid en Materiales y Mdtodos. Para la separacion de las proteinas por
punto isoeléctrico en un intervalo de pH de 4-7 sc cargaron 100 pp de proteina en
capilares. mismos que fueron acoplados posteriormente a geles de poliacrilamida-SDS.
El tiempo de exposicion fue de 15 dias. Los marcadores de peso molecular estan
indicados en ¢l margen izquierdo y los circulos enumerados indican las proteinas de
intéres.

Con estos resultados se procedio a realizar un analisis densitométrico. a fin de poder
apreciar de manera un poco men.os cualitativa el efecto de la Fumonisina By en la
fosforilacién de las proteinas de la membrana plasmatica. para ello se digitalizaron las
autorradiografias y se obtuvieron los valores de densxdad de las manchas con

fosforilaciéon diferencial por FB,. de acuerdo a lo citado en Matenales y. Métodos y»

cuyos resultados se muestran en la Tabla XII.
Los datos densitométricos de la fosforilacion diferencial por FB. fueron compurados
determinando la intensidad de la mancha de proteina en ausencm de FB' v la medida en
presencia de la toxina y compardndolos de dos maneras: en temnnos de porcentdje y en
érminos de la resta de los dos valores. Estos valores se presenlan en las columnas
respectivas de la Tabla XII. Con respecto a los valores tomados como las diferencias
puede observarse que ias mahchas 1. 2. 3 ¥ 6 resultan menos fosforiladas en presencia
de FB; y esto se aprecia p@)r valores positivos en la diferencia (ya que el valor sin FB,
fue mayor que el valor con FB)). o bien en los valores negativos de porcentaje en los

que el 100% corresponde al control (-FB)) y es mayor que el valor con la FB,.
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Tabla XII. Marcaje diferencial de proteinas de la membrana plasmatica con AT¥P en
ausencia y presencia de Fumonisina B, (FB,). Las vesiculas d¢ membrana plasmatica
obtenidas de embriones de maiz germinados 24 h se expusieron a condiciones dc
fosforilacion sin ¥ con FB,. Una vez obtenidos los geles bidimensionales se expusieron
a peliculas fotograficas. A las autorradiografias resultantes se les midi6 la densidad de
las manchas y se practicé el andlisis densitométrico correspondiente. asignandose
numeros a las manchas identificadas. Se compararon las densidades de las manchas
reciprocas (sin ¥ con FB,) para cada experimento y se calcularon las diferencias y el
porcentaje de fosforilacion con respecto al control. para establecer el efecto de la FB; en
la intensidad de la fosforilacién. Los datos se tomaron de por lo menos 7 experimentos
como los de las Fi

PolipépﬁdosT ZFB, + FB, -FB) ~ (+FB,) % Efccto
a s
(Ua/mm?) | (Ua/mm?%) (Ua/mm?)
22,99 21.95 1.04 -1.5
14.45 3.28 11.17 -77.3
12.80 8.41 4.39 -34.3
.l 21.79 16.49 5.30 -24.3
10.26 x=16.12 | 6.99 x=12.56 }{3.27 x=3,56 -31.8
12,75 o©=5.20 8.94 o=5.7 3.81 o=1.6 -29.8
44.75 43.71 1.03 -2.3
2’ 3 19.49 11.02 8.47 ~33.5
21.94 x=29.98 | 20.00 x=26.67 | 1.94 x=3.31 -8.8
33.75 o=10.08 |31.95 o=12.32 /1.8 o=2.99 -5.3
2 14.79 9.61 518 -35.0
19.61 18.52 1.09 -5.5
3 16.344° 14.67 1.77 -10.7
17.53 17.14 0.39 =22
4 53.54 64.21 19.9.
10.60 23.08 117.7
1.26 x=18,03 | 17.59 x=30.49 xm$2.42 1296.0
6.90 ag=20.74 | 17.09 c=19.61 o=2.41 147.7
75.64 78.88 4.3
32.78 38.46 17.3
19.85 30.23 52.3
5 29.03 31.18 7.4
17.01 18.33 7.8
27.65 x=31.99 |29.24 x=35.30 x=3.65 5.8
2197 o=18.54 |20.78 o=I18.8B5 o=3.11 -5.4
71.00 68.04 1.2
26.40 31.85 20.6 -
15.11 8.83 -31.6
6 20.52 18.34 -10.6
8.96 8.84 -1.3
12,42 x=23.06 |5.57 x=20.76 x=3.86 -55.0
7.02 o=20.5 3.86 o=21.26 o=2,28 -14.9
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De manera analoga. el efecto de aumento de la fosforilacion por FB; se expreso en las
protcinas 4 ¥ 5. en las que las diferencias corresponden a valores negativos y los
porcentajes a valores positivos. Cuando se calculo la desviacion estandar en los valores
de las diferencias (tlomando en cuenta aquellas bandas en las que habia 4 o mas
repeticiones). las manchas con menor desviacion estandar fueron la | y 4. Estos valores
de desviacién estiandar indican que aunque el efecto fue reproducible la magnityud del
efecto varié de un experimento a otro. Esta variacion entre los experimentos f)udo ser
debida principalmente a un efecto del decaimiento de la marca radioactiva. a su tiempo
de exposicion y al tiempo de revelado. ya que aunque se procurabz dar el mismo liemp;§~
a las dos autorradiografias. la del control » la de la muestra con FB). éste variaba de'un
experimento a otro. Es impornante mencionar que la proteina reportada. como 2.3

corresponde a las dos proteinas 2 ¥ 3 debido a que se observé como una sola mancha'en

el intervalo de pHde 3 a 10.
De este analisis las proteinas seleccionadas candidatas a ser ldenuﬁcadas a través dé ]a

secuenciacion del extremo amino terminal fueron 1.2y 3.
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n. Efecto de la esfinganina en la fosforilacion de polipéptidos membranales de
embriones de maiz.
a) Determinacion de la cleccién de ia base esfingoidea a evaluar en la fosforilacion de
proteinas de la membrana plasmatica.
Ya que la Fumonisina Bl es una toxina que inhibe a una de las enzimas que sintetiza a
la ceramida tanto en células vegetales como animales (Abbas er al.. 1994: Riley et al..
1994 ¥ Huwiler er al.. 2000). favoreciendo de esta manera la acumulaciéon de bases
esfingoideas. y considerando también que estos compuestos ¥ la toxina comparten
semejanzas estructurales. en esia tesis se quiso explorar si compuestos esfingoideos eran
capaces de tcner efectos similares en la fosforilacion de las proteinas membranales y en
particular en las mismas proteinas. Para ello fue necesario primeramente elegir la base
esfingoidea, asi como su concentracién. probiandose a la esfinganina, la fitoesfingosina.
v la ceramida. ya que éstas se encuentran en plantas. ‘
En la Figura 15 se muestran los resultados de este experimento, observandose que tanto
con esfinganina como con fitoesfingosina ¥ ccramida a una concentracién de 10 ¥ 100
nM hay un efecto genecral de disminuciéon en la fosforilacion de proteinas de la
membrana plasmdtica. Con 1 nM de los tres compuestos aparentemente no. hay un
efecto en la fosfor:lac:on o bien es un efecto reducido. Sin embargo. no se pudleron f
observar diferencias en proteinas especificas debido a que en este. experimento las, B
proteinas fueron separadas solo por_ peso molecular en un gel umdlmcnsxonal. Se’
decidio comenzar a explorar el efecto de la esf'nbanmn. ya que esta base est‘ gondea se

encuentra predommanlemenle en plantas (‘N5 er ul.. -001) consnderando evaluar otras' o
ue se habia:

concentraciones a las va probadas (Figura 16), mcluyendo lu de 10 uM

utilizade con ! FB,. o C D
El resullado de Ia Flg. 16 muestra como con esf’ngnmna l nM hay~

un muy liggrq

que se pamo de una sola soluc10n stock y de dsta ‘se reahznron en sccuencia las

diluciones. evitando asi un posible errror en el plpeleo por lo cual se anula, ademads este
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experimento se realizé con otra preparacion y otra serie de diluciones, obteniéndose los

mismos resuliados.

A
Mapy T W W T ewT e
80 — __ & 3 e i =
60
40
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16 —
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nM 0 1 10 100 1 10 100 1 10 100
—— —_—— [
SN FSF CERAMIDA
B
Mr (kDa)

r

[ - -
nM O 1 10 100 1 10 10v 1 10 100V
————— ~— b e —

SN FSF CERAMIDA

Figura 15. Efecto de distintas bases esfingoideas y ceramida sobre la fosforilacion de
proteinas de la membrana plasmaitica. Las vesiculas de membrana plasmatica se
fosforilaron segin se describic en Materiales » Métodos. Se realizé un gel de
poliacrilamida-SDS. El carril 1 es la muestra sin la base esfingoidea. es la muestra
control: los carriles 2. 3 »* 4 son las muestras cor 1. 10 ¥y 100 nM de Esfinganina (SN):
los carriles 5. 6 ¥ 7 son las muestras con 1. 10 y 100 nM de Fitoesfingosina (FSF) y los
carriles 8. 9 ¥ 10 son las muestras con 1. 10 3 100 nM de Ceramida. Todos los pozos se
cargaron con 20 ug de proteina. El gel se corrio 1 hora a 50 V ¥y 2 horas 2 90 V. La
figura A es el gel teitido con nitrato de plata. la figura B es la autorradiografia del gel

con un tiempo de exposicion de 15 dias.
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Figura 16. Efecto de la concentracion de la Fumonisina B, y de la esfinganina en la
fosforilacion de proteinas de la membrana plasmatica. Las VMP se fosforilaron segiin
sc describié en Materiales y Métodos. Se realizd un gel de poliacrilamida-SDS. el carril
1 se cargd con 1 uL del estandar de peso molecular de una dilucién (1:1). los carriles 2
» 4 son las muestras sin FB| ¥ esfinganina (SN) respectivamente. son las muestras
control. el carril 3 es la muestra en presencia de FB, 10 uM, los carriles 5. 6 ¥ 7 son
muestras en presencia de SN 1. 10 ¥ 100 nM » 10s carriles 8. 9 v 10 son ias muestras
con esfinganina 1. 10 ¥ 20 pM. En todos los carriles se cargaron 20 pg de proteina. El
gel se corrio 1 horaa 50 V y 2 horas a 90 V. La figura A es el gel tefiido con nitrato de
plata. la figura B es la autorradiografia del gel con un tiempo de exposiciéon de 8 dias.

Para conocer mejor lo que estaba sucediendo con la esfinganina. se decidio evaluar el
efecto de la esfinganina 1 nM en la fosforilacion de polipéptidos membranales pero

ahora ya identificindolos en geles bidimensionales.
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b) Efecto de 1 nM de esfinganina en la fosforilacién de proteinas de la membrana
plasmatica separadas en un intervalo de pH de 3a 10.
Una vez que se determind la concentracion a utilizar de esfinganina s¢ procedio a
realizar el ensayo de fosforilacion con las vesiculas de membrana plasmitica en
ausencia y presencia de la base esfingoidea. para lo cual también se realizé un control
de cargado (Figura 17) en donde podemos ver claramente €| mismo patrén de proteinas
teitidas con Coomassie que se obtuvo con la FB,. observiandose que entre ambas
condiciones no habia diferencias. no asi con la autorradiografia correspondiente. en
donde se puede observar un ligero aumento en la fosfoilacion de las proteinas

membranales en presencia de la esfinganina.

Figura 17. Ensayo de fosforilacidn en ausencia y presencia de la esfinganina (SN). Las
vesiculas de membrana plasmatica se fosforilaron segun se describio en Materiales y
Mcdétodos. Se realizé un gel de poliacrilamida-SDS. El carril 2 se cargd con 5 ul. del
estindar de peso niviecular, ei carril 3 es {a rauestra sin SN y el carril 4 es la muestra
con una concentracion de 1 nM de SN. En ambas condiciones se cargaron 20 ug de
proteina. El gel se corrio 1 hora a 50 V y 2 horas a 90 V. EI gel fue tefiido con azul de
Coomassie (A). El gel unidimensional fue expuesto a una pelicula de autorradiografia
durante 15 dias. la autorradiografia correspondiente se muestra en la figura B. La
posicion de los marcadores de peso molecular esta indicada en el margen izquierdo.

En este mismo ensayo del que se tomaron las muestras para los geles de control de
cargado. se tomaron alicuotas de las mismas muecstras para ser separadas por punto

isoeléctrico v posteriormente de acuerdo a su peso molecular (Figura 18).
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Figura 18. Gclc< bidimensionalzs de proteinas de la n1cmbrana plasmatica de embriones
de maiz expucstas a esfinganina separadas en un intervalo de pH de 3 a 10. Las VMP se
expusieron a condiciones de fosforilacion en ausencia (A) y presencia (B) de 1 nM de
esfinganina segun se describio en Materiales ¥y Métodos. Para la separacion de las
proteinas por punto isocléctrico en un intervalo de pH 3-10 se cargaron 100 pug de
proteina en capilares. mismos que se acoplaron posteriormente a  geles  de
poliacrilamida-SDS. La posicion de los marcadores de peso molecular se encuentra
indicada en el margen izquierdo de cada gel y los nameros con flechas indican las
proteinas que se fosforilaron diferencialmente por esfinganina. La tincion fue con
nitrato de plata.

Mr (kDa)

Figura 19. Efecto de la Esfinganina en la fosforilaciéon de proteinas de membrana
plasmatica. Las VMP se expusieron a condiciones de fosforilacion en ausencia (A) v
presencia (B) de Esfinganina 1 nM segan se describio en Materiales y¥ Métodos. Para la
separacion de las proteinas por punto isoeléctrico en un intervalo de pH de 3-10 se
cargaron 100 pg de proteina en capilares. mismos que fueron acoplados posteriormente
a geles de poliacrilamida-SDS. El tiempo de exposicion fue de 15 dias. Los marcadores
de peso molecular estan indicados en el margen izquierdo y los circulos enumerados
indican las proteinas de intéres.

La Fig. 18 muestra el patrén proteico de las preparaciones membranales. el cual es

pricticamente igual en ambas condiciones y al obtenido con y sin la FB,. El efecto de la
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esfinganina en la fosforilacion de proteinas membranales puede visualizarse en la
autorradiografia correspondiente (Figura 19). Se encontrd un panorama muy similar al
obtenido con la FB,. solo que ademas se observaban otros cinco polipéptidos. quizas
debido a que la fosforilacion de éstos es mas sensible a la esfinganina. Al comparar

ambas condiciones. con ¥y sin SN se observo una tendencia gencral de aumento en la

fosforilacién de las proteinas membranales.

c) Ef'ecto de 1 nM de esﬁngamna en la fosforilacién de proteinas de la membrana

plasméuca separadas ‘en’un intervalo de pH de 4-7.

Del mismo modo que con la Fumonisina B, se consideré evaluar con otro intervalo de.
pH y éste fue de 4 a 7 a fin de poder ver si se obtenia una mejor resolﬁcic’m. va que la
mayor parte de proteinas fosforiladas tenian valores de pHi en esta zona. Se realizé el
ensayo de fosforilacién con las VMP en ausencia y presencia de esﬁ‘r'l‘g‘avnina' 1'nM. para
lo cual se hizo la verificacion de la cantidad” de proteina con. ayvuda . del gel
unidimensional (Figura 20). Donde podemos observar qﬁe se conservd el patron
proteico caracteristico de nuestras preparacnones membranales “y'-que no " hubo

diferencias entre ambas condiciones.
Para la obtenciéon de los geles . bldxmcnswnales de las mlsm
e\penmemo. se pamo del mlsmo ensayo de fosfonlncxon. donde las muestras sin Y con .

‘mue: iras de ‘este
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Figura 20. Verificacion de la cantidad de proteina de la membrana plasmatica de
embriones de maiz para ¢l ensayo del intervalo de pH de 4 a 7. Las vesiculas de
membrana plasmaitica se fosforilaron segin se describid en Materiales y Métodos. Se
realizé un gel de poliacrilamida-SDS. El carril 2 se cargé con 1 pl. de una dilucién del
estiandar de peso molecular (1:1). ¢l carril 3 ¢s la muestra sin Esfinganina y el carril 6 es
la muestra con una concentracion de 1 nM de SN. En ambas condiciones se cargaron 20
pe de proteina. El gel se corrio 1 hora a 50V y 2 horas a 90V. La tincidn del gel fue con
nitrato de plcta (Figura izquicrda). ] gel unidimensional fue expuesto a una pelicula de
autorradiografia durante 15 dias. la autorradiografia correspondiente se muestra a la
derecha. La posicion de los marcadores de peso molecular estan indicados en ¢l margen
izquierdo.

A
pPH
Mr (&Da)
110
60
36
10

Figura 21. Geles bidimensionales de proteinas de la membrana plasmatica de embriones
de maiz. Las VMP se expusicron a condiciones de fosforilacion en ausencia (A) ¥y
presencia (B) de Esfinganina 1 nM segin se describié en Materiales y Métodos. Para la
separacion de las proteinas por punto isoeléctrico en un intervalo de pH -7 se cargaron
100 pug de proteina en capilares. mismos que se acoplaron posteriormente a geles de
poliacrilamida-SDS. La posiciéon de los marcadores de peso molecular se encuentran
indicados en el margen izquierdo de cada gel y los nameros con flechas indican las
proteinas de intéres. La tincion fue con nitrato de plata.
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Figura 22. Efecto de la Esfinganina en la fosforilacion de proteinas de membrana
plasmatica. Las VMP se expusieron a condiciones de fosforilacidon en ausencia (A) ¥
prescencia (B) de 1 nM de esfinganina segun se describid en Materiales y Métodos. Para
la separacién de las proteinas por punto isoeléctrico en un intervalo de pH de 4-7 se
cargaron 100 pug de proteina en capilares. mismos que fueron acoplados posteriormente
a geles de poliacrilamida-SDS. El tiempo de exposicion fue de 15 dias. Los marcadores
de peso molecular estan indicados en el margen izquierdo y los circulos enumerados
indican las proteinas de intéres.

A estas autorradiografias se les digitalizo y realizé el analisis densitométrico de acuerdo
a lo mencionado en Materiales y Métodos obteniéndose los resultados de la Téb]a XIIL
En esta tabla se observa que fueron 11 las proteinas que se forforilaron diferencialmcnte
en presencia de esfinganina y todas aquellas proteinas de la membrana plasmatica que
consistentemente expresaron diferencias en su fosforilacién por efecto de la esfinganina.
mostraron siempre diferencias de aumento en presencia de la base. Estas diferencias se
encontraron ya fuera expresando el efecto de la esfinganina en 1érminos de porcentaje o
de diferencia. como se hizo pim los datos de FB, (Tabla XI1). mostrandose que aungue
existia variacion entre los experimentos. el efecto de SN era reproducible; sin embargo.
las diferencias por experimento en términos absolutos, indican un efecto mas claro de la
esfinganina que de la Fumonisina By. En el caso de los polipéptidos 2 y 3 sucedié lo

mismo que con FB, en cuanto al intervalo de pH de 3 a 10.
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Tabla XI1I1. Andlisis del marcaje diferencial de proteinas de la membrana plasmatica con
AT*P en ausencia y presencia de esfinganina (SN). Las vesiculas de membrana
plasmatica obtenidas de embriones de maiz se expusieron a condiciones de fosforilacion
sin y con SN. EI resto del procedimiento fue igual al de la Tabla XI1. Los datos se
tomaron de 5 experimentos como los de la Figura 19 y 22.

Polipéptidos SN +SN SN)-(+SN)| % | Efecto)
2 2
(Ua/mm?) (Ua/mm?) (Ua/mm~)
1 33151 53
R 14.52 1.48 114 .
: 21.33 16.73 354.8
25.19 x=16.85 | 50.89 A=24.93 { 25.70 102 T
8.05 o=10.76 | 12.86 a=1533 | a=12.I8 59.7
4.81 o=9.65 :
2 3 42.43 42.64 02 0.s
» 1235 x=24.62 | 23.09 x230.14 | 10.74 x=B.18 87 T
19.08 o=12,89 [ 24.69 o=8.86 5.61 o=2.87 29,4
2 lo.10 23,44 8.34 51.8
36.32 59.73 2341 64.4 T
3 18.26 27.52 926 50,7
37.80 55.95 1815 80 T
3 R 390 302 50
537 1088 5.51 102.6 T
5 3t1.07 310 10.0
34.33 9.50 27.7
29.15 242 83
1128 x=29.09 x=35.21 | 12.00 x=6.12 291
9.62 a=10.57 o=13.41 | 3.59 o=3.88 37.3
6 5.37 19.9
0.25 1.0
. 192 to0.6 T
17.91 x=15.19 2=20.98 | 13.86 x=5.78 77.3
0.61 o=10.71 o=11.36 | 4.51 o=4.43 739.3 :
6.03 9.32 154.6
A
372 38 A 3597
B 33 - 15.06 1368 3328
6.76 13.77 #.01 118.5 T
C T6.33 3857 1333 760
16.16 26.16 10.00 61.9 T
D 8.58 13.34 1.76 55.5
. 5.8 264 6.80 6.3 T
E 3.98 13.76 778 36,2 -
822 9.10 0.88 0.7 :
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A las proteinas membranales encontradas tanto con FB, como con Esfinganina se les
determind su peso molecular y punto isoeléctrico aproximado. aunque este ultimo
parametro solo se calculé de acuerdo a las proteinas marcadoras de pH isoeléctrico en
geles de pH de 3 a 10. ya que no se contaba con marcadores especificos para el intervalo
de pH de 4 a 7. los resultados se muestran en la Tabla X1V, Puede verse que 8 proteinas
tienen pesos moleculares entre 16 y 23 kDa y 3 de ellas de 63 a 89. Casi todas las
proteinas fosforiladas tienen pHi acidicos. entre 4.5 y 6. habiendo una con pHi de 6.8-7.
Por lo tanto, al igual que con la FB, estos polipéptidos son candidatos para la obtencion

de la secuencia de su extremo amino terminal.

Todas las prolemas cuya fosfonlacxén es estimulada por eshngamna son: proteinas que
son afectadas también por. FB,, Sin embargo.' se presemaron 5 protemas cuya -

fosforilacién fue afectada por csﬁngamna. pero que no pudo ser detecmdu en presencxa
< tema que parece Slgmfcallva Y

de FB,;. De todas las manchﬂs detectadas hay

consistentemente “aumentar sy fosfonla § ) en presencm "de 'FB: como de’
esfinganina y que es la protema 5 y hav tres protemns quc dlsmmu)en su fosforilacién
por efecto de la FB, y la aumeman por efecto de la esf'nganma ¥ que son las proteinas

1.2y3.
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Tabla XIV. Identificacion de las proteinas fosforiladas diferenéialmente por adicién de
la Fumonisina B, (FB)) » la Esfinganina (§N) a la membrana plasmatica. Se purificaron
vesiculas de membrana plasmatica a pantir de embriones de maiz germinados 24 h. La
Fumonisina B; y la_Esfinganina se adicionaron a las vesiculas » se midié la
incorporacion de AT*P a las proteinas membranales. las cuales fueron separadas por
punto isoeléctrico y peso molecular. La identificacion se hizo de acuerdo a proteinas de
referencia separadas en las mismas condicioncs. El sentido de las flechas indica si la
fosforilacion de la proteina correspondiente aumentd o disminuyo en presencia de FB, o
SN. Los resultados que sc¢ presentan provienen de los experimentos referidos en las
Tablas X111 v X111,
PROTEINAS PM (kDa) Pl 10 uM FB, 1 nM SN

1 R 21-23 5.1-4.9 ¢

-

2,3 21-23 4.8-4.5
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5. Determinacion de la secuencia del extremo amino terminal de polipéptidos
seleccionados de acuerdo a su fosforilacion diferencial por efecto de la Fumonisina

B, v Esfinganina.

Una vez que se seleccionaron las proteinas de la membrana plasmatica de embriones de
maiz. cuya fosforilacion se veia modificada por efecto. ya sea de la toxina producida por
Fusarium moniliforme o por la esfinganina. para poder realizar la identificacion de las
proteinas a través de la secuenciacidn fue necesario visualizarlas por su tincién con azul
de Coomassie, ya que esto aseguraba dos cosas: la primera. que las proteinas estaban en
una cantidad suficiente para ser detectadas y secuenciadas y la segunda.  para
identificarias bor su posicién con respecto a la autorradiografia. En nuestros
experimentos. las proteinas s6lo habian sido teftidas con la tincién con nitrato de plata y
no por Coomassie, porque la tincién con plata es mas sensible (del orden de 2-10 ng de
proteina) que el Coomassie (que va de 0.1-1 pg) ¥ aunque en nuestro caso se cargaron
cantidades de 90 a 100 pg de proteina membranal total. debido a las dos formas de
separacion de las proteinas. cada polipéptido se encontraba en el gel en cantidades muy
pequefias. Un problema fue que la capacidad 'de nuestros capilares para enfoquc
isoeléctrico no era lo suficientemente grande bpara soportar. una mayor, cantidad - de
proteina, por lo cual se recurrié a utilizar tiras con un gel pi'efom"lado ébnleniendo
anfolinas e mmobllmas que generan un gradiente mmév:l de pH a lo Iargo del gel

adherido a una tira pldstica. asegurindose una buena separacnon dc las proteinas:de -

acuerdu a su pun.o-iscelécirico. Adicionalmente.’ este tipo de y:n podm sg.rcargado con

hasta 500 ng de proteina total. Para utilizar esle sxstema se reallzo un ensayo de
1 nM Con estos

fosforilacién con ¥ sin marca mdlacnva v'en presencna de esﬁngan

experimentos se pretendia delermmar si.con :00 a 500 ug de proteina apllcada a estas
oS resullados demostrarén que

tiras. se repetia el patrén obtenido con los capllares

efectivamente el patrén se repetia ¥ ademés se Iol,r qu a lgunas de las proteinas de
intéres se pudieran observar al teilir los geles con azul de Coomassie. aunque de las 11

candidatas sélo tres fueron observables (Figuras ”3 v "4)
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Figura 23. Geles bidimensionales de proteinas de la membrana plasmatica de embriones
de maiz del experimento control. Las VMP se expusieron a condiciones de fosforilacion
en presencia de Esfinganina 1 nM pero sin AT*P segin sc describié en Materiales y
Métodos. Para la separacion de las proieinas por punto isocléctrico en un intervalo de
pH 4-7 se cargaron 500 pg de proteina en el gel en tiras de EIE. mismas que se
acoplaron posteriormente a geles de poliacrilamida-SDS. El tiempo de tincién fuc de 4
horas con azul de Coomassie (A) y de 2.5 horas con nitrato de plata (B). Se trata del
mismo gel teiido sucesivamente con ambos procedimientos. La posicidon de los
marcadores de peso molecular se encuentra indicada en el margen izquierdo de cada gel
¥ los niimeros con flechas indican las proteinas de intéres.

El experimento control. en el que se expusicron las VMP a las condiciones de
fosforilacion habituales con AT**P se hizo con objeto dc verificar que las proteinas
separadas en los geles en tiras ¥ luego identificadas por tincion con azul de Coomassie
en un gel de doble dimension eran las mismas que se fosforilaban en nuestras
condiciones anteriores de electrroforesis en geles en capilar (Figuras 24 v 25). En este
experimento se corrié de igual forma un control de cargado (Figura 26).

Con objeto de identificar a algunas de las proteinas que se fosforilaban diferencialmente
con FB, ¥ esfinganina. intentamos establecer su secuencia de aminoacidos del ex;remci)
amino terminal. Para ello seleccionsmos primere a las prateinas desfgnadas con los. )
numeros 1. 2 y 3 por ser de las que se forforilaban en presencia de la toxina y de la base
esfingoidea, pero también porque esas estaban en mayor cantidad. ya que se podian
tefiir con azul de Coomassic. y este es un requisito indispensable para que sean
recortadas y sometidas a la degradacién de Edman. Habia otras proteinas membranales
que se fosforilaban mds. pdnicularmente la proteina 5. desgrﬁciadameme. esta presente

en bajas cantidades y no es detectable por Coomassie. aunque si por nitratn de plata.
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A B

pH 7 4

Mr (kDa) Mr (KDa)
110 110
60 60
36 36
16 16

Figura 24. Geles bidimensionales de proteinas de la membrana plasmatica de embriones
de maiz obtenidos a partir de tiras para EIE. Las VMP se expusicron a condiciones de
fosforilacién en ausencia (A) ¥ presencia (B) de Esfinganina 1 nM segun se describié en
Materiales y Métodos. Para la separaciéon de las proteinas por punto isoeléctrico en un
intervalo de pH 4-7 se cargaron 500 pg de proteina enun gel de EIE en tiras plasticas.
mismas que se acoplaron posteriormente a geles de poliacrilamida-SDS. El tiempo de
tincion fue de 4 horas con azul de Coomassic (A). La posicion de los marcadores de
peso molecular se encuentra indicada en el margen izquierdo de cada gel ¥ los nameros
con flechas indican las proteinas de intéres.

Figura 25. Efecto de la Esfinganina en 1a fosforilacién de proteinas de membrana
plasmatica obtenidas a partir de tiras para EiL. Las VMP se expusieron a vondiciones de
fosforilacién en ausencia (A) ¥ presencia (B) de Esfinganina 1 nM segln se describio en
Materiales y Métodos. Para la separacién de las proteinas por punto isoeléctrico en un
intervalo de pH de 4-7 se cargaron 500 pg de proteina en tiras. mismas que fueron
acopladas posteriormente a geles de poliacrilamida-SDS. El tiempo de exposicion fue
de 30 dias. Los marcadores de peso molecular estan indicados en el margen izquierdo y
los circulos enumerados indican las proteinas de intéres.
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Figura 26. Verificacion de la cantidad de protecina de la membrana plasmatica de
embriones de maiz. Las vesiculus de membrana plasmaitica se fosforilaron segun se
describid en Materiales » Médiodos. Se realizo un gel de poliacrilamida-SDS (A). El
carril 2 se cargo con 1 pL de una dilucion del estiandar de peso molecular (1:1). el carril
3 es la muestra sin Esfinganina v ¢l carril 4 es la muestra con una concentracion de |1
nM de SN. En ambas condiciones se cargaron 20 pg de proteina. El gel se corrio 1 hora
a 50 V y 2 horas 2a 90 V. El tiempo de tincion fue de 2.5 horas con nitrato de plata. El
gel unidimensional fue expuesto a una pelicula de autorradiografia durante 15 dias. la
autorradiografia correspondiente se muestra a la derecha (B). La posicion de los
marcadores de peso molecular esta indicada en el margen izquierdo.

Desgraciadamente. una proteina tefiida por plata no se puede someter al poocedimiento
de secuenciacion. Este se puede iniciar a partir de manchas de proteinas que una vez que
fueron separadas. en nuestro caso por enfoque isoeléctrico ¥ por peso molecular. se
transfieren electroforéticamente a una membrana de PVDF en la que se tifien con azul
de Coomassie. La Fig. 27 mueslra .una: de las . 11 membranas de PVDF. tenidas: que

fueron obtenidas a pamr de otros tantos geles. A panlr de por lo menos 8 de ellas se

recortaron las bandas. 1. 2.7 v . somctlda< al proccdlmlcmo de

secuenciacion. Desgramadamente. nmguna de las tres” dlo seﬁal de aminoacidos en los

ciclos de degradacn:m de Edman Al parecer. lenlan el grupo amino hbrc bloqueado.
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pH 4 7
Mr (kDa, -
110
60
36
16

Figura 27. Membrana de PVDF tefiida con azul de Coomassie. 50
membranal fueron scparados en una tira de enfoque isocléctrico con inmobilinas en un
intervalo de 4-7. Al terminar el electrocnfoque de las proteinas en las tiras. éstas se
colocaron sobre un gel en placa al 10% de acrilamida para que las proteinas se
separaran de acuerdo a su peso molecular. Al terminar esta scgunda electroforesis. el gel
en placa se transfirié a una membrana de PVDF y se 1ifié¢ con azul de Coomassie como

se describe en Materiales y Métodos.
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DISCUSION

L.os mecanismos moleculares de defensa de la planta ante el ataque de patégenos no estin
bien cntendidos (Agrios. 1997: Knogge. 1998: Somssich y Hahlbrock. 1998). Un enfoque
experimental para tratar de dilucidarlos es trabajar con componentes moleculares tanto de la
parte del patdégeno. como de la de planta. La exposicion de unos a los otros constituye un
sistema experimental que puede arrojar resultados que contribuyan a entender a los factores
involucrados en este fenc’)meno.‘ Cbhsidernr_ldo que la membrana plasmatica es una de las
'ehfr‘enia el patégeno (Agrios. 1997: Scheel. 1998;

primeras barreras ce]ulares a las ue
Somssich y Hahlbrock. 1998).
ante la presencla del palogeno.,Eslos estudios’ se ven. facilitados técnicamente por la

es importante conocer la participacién de esta membrana

posibilidad de oblener una fraccnén subcelular enriquecida en vesiculas de membrana
plasmatica. : o '

En este trabajo hemos ‘utilizadb abln 'Fumonisina B,. una toxina producida por el hongo
Fusarium mmﬁliﬁ)rnré. como la molécula del patégeno que puede inducir cambios en’la
membrana plasmatica de la célula hospedera. en este caso. las células del embrién de maiz'
en germinacién. Este trabajo planteé su hipétesis con base en la suposicion de que la FBy
representa una sefial para la planta y de que podrm ser reconocida por algunos componentes
de la membrana plasmatica como receplores. o enzimas como las cinasas. de tal manera que‘ ’
al interaccionar con éstos. la sefial podria ser transducida a través de segundos mensajeros y -
resultar en una respuesta de defensa o bien. en el caso de que los mecanismos de defensa
estuvieran ausentes o fueran insuficientes. en la manifestacion de la enfermedad.
Especificamente. en el presente trabajo se ha considerado la posibilidad de que la célula
embrionaria del maiz responda a la FB, a través de mecanismos que involucren la
estimulacién de cinasas membranales. para lo cual se realizaron diferentes experimentos
cuya finalidad fue la de lograr la identificacién de aquellos polipéptidos que se fosforilaban
diferencialmente por efecto de la toxina o por compuestos de naturaleza esfingoidea. en
especial de las bases esfingoideas que son compuestos que se acumulan por accién

inhibitoria de la FB, sobre la ceramida sintetasa.
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La identificacion dc las proteinas blanco de las cinasas se llevo a cabo de acuerdo al punto
tsoeléetrico y peso molecular de las proteinas y se intenté hacer la secuenciacion de la

region del extremo amino terminal de por lo menos tres de cllas.

Por la literatura se tiene conocimiento de la fosforilacidn en proteinas de la membrana
plasmatica en plantas. por citar algunos casos podemos mencionar ¢l estudio con cultivos
en suspension de células de tomate (Lycopersicon esculentum 1) (Vera-estrella er al..
19941, 199411 3 Xing et al.. 1996). en raiz de remolacha (Bera vulgaris L.) (Baizabal y
Gonzilez de la Vara. 1994. 1997 y Raya v Gonzdlez de la Vara. 2001) ¥ en raiz de maiz
(Zea mays L.) (De Nisi er al.. 1999). La fosforilacién de proteinas de membrana es un
fendmeno celular de regulacién de la actividad enzimatica muy frecuente. que abarca tanto
un gran nimero de sustratos proteicos como de cinasas membranales, aunque también las
hay solubles que fosforilan sustratos membranales. La heterogeneidad tanto de enzimas
como de sustratos involucra una variedad en pesos moleculares. en el tipo de residuos
fosforilados. y en los requerimientos de las reacciones mediadas por las cinasas (Romeis.
2001). En este trabajo se usaron fracciones de membrana plasmitica aisladas con un 70-
80% de pureza. El antececedente directo de este trabajo fue la tesis dec Zomosa er al..
(2000). en la que se detectd la actividad de cinasas enddgenas de la membrana plasmatica.
determinando los pesos moleculares aproximados de las proteinas fosforiladas de acuerdo a
su migracién electroforética en geles de poliacrilamida-SDS. En la presente tesis. con
objeto de lograr una identificacion de las proteinas blanco de la actividad de cinasas. se
procedid a realizar una identificacién mas detallada haciendo una separacién bidimensional
por punto 1socléctrico y peso molecular. Los controles realizados con prOlelnas marcadoras
demostraron que la técnica porporcionaba resultados confiables y aseguraba una buena
separacion electroforética.

En todos los ensayos en los que las vesiculas de la membrana plasmatica fueron expuestas a
Fumonisina By o a compuestos esfingoideos y a condiciones de fosforilacidon, se obtuvo
siempre el control de cargado. el cual consistié en un gel unidimensional de separacion de

las proteinas por peso molecular en los que se cargaron las muestras control v las tratadas.
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Estos geles sirvieron para verificar que en las preparaciones membranales usadas el patron
proteico fuese el mismo tanto cualitativa como cuantitativamente y» asi validar debidamente
que el efecto encontrado en la fosforilaciéon de una proteina se debicra a un efecto del
tratamiento ¥ no a la cantidad de proteina aplicada a los geles. La comparacion entre los
patrones de las membranas control y tratadas ayuddé a comprobar que el patréon de
migraciéon (movilidad, nimero » cantidad de las bandas de proteina) fuese el mismo en las
condiciones experimentales comparadas y ademas sirvié para identificar a aquellas
proteinas que estuvieran siendo fosforiladas. Por otra parte. con la separacién de las
proteinas en los geles bidimensionales (en los que las proteinas se someticron primero a una
separacién de acuerdo a sus puntos isoeléctricos en un intervalo de pH de 3 a 10 o bien de 4
a 7 y subsecuentemente a una scparacion por peso molecular). se encontré que el patron
proteico de nuestras preparaciones de vesiculas de membrana plasmitica. constaba de
alrededor de 100 proteinas detectadas visualmente. nimero que por identificacion de
acuerdo al programa PDQuest se elevo a 180. Estos valores coinciden con lo reportado en
la literatura para membranas plasmaticas de raiz de cebada (Hurkman. 1986). Para observar
¢l pawrdn de fosforilacién de las proteinas. los geles obtenidos fueron expuestos a una
misma pelicula de autorradiografia, con el fin de realizar un tiempo de revelado simultaneo
para las muestrac control y tratadas. El analisis de las autoradiografias resultantes revelo
que de todos los polipéptidos presentes en las preparaciones. sélo algunos se fosforilaban.
que incluian proteinas desde bajo hasta alto peso molecular. con pHs isocléctricos acidicos
» basicos. Pese a tener buena resolucidén en las separaciones de las proteinas tanto en los
intervalos de pHi de 3 a 10 como de 4 a 7. hubo algunas microzonas del gel en las que las
proweinas se veian asociadas con otras muy cervaaas. Cunsidesando lo anierior. sulo.
aquellas proteinas que se fosforilaron . diferencialmente (esto es. que aumentaban o
disminuian la intensidad de -su fosf‘érilacién) de una manera reproducible de un
experimento a otro en presencla de la, Fumomsma B; o la esfinganina y que estaban bien
separadas. fueron’ seleccnonadas seiles’ asigné . un nimero de ldemlfcamén. Cabe
mencionar que no hubo apancufm desapan cién de algin pohp-.ptldo fosfonlado por efecto
smo que "lo que se aprecié fueron cambxos discretos

de la Fumonisina Bj ola esf'ngamna.
que se manifestaron como aumento o disminucién en la fosforilacién de algunas proteinas.



DISCUSIO

Es importante mencionar que si bien en nuestras preparaciones de vesiculas de membrana
plasmidtica observamos una fosforilacion basal debida a la participacion de cinasas
enddgenas. cabe la posibilidad de que durante ¢l procedimiento de purificacion de las
membranas exista algin(os) componente(s) que pudiera estar activando a las cinasas o bien
fosfatasas. A este respecto scria recomendable realizar algunos experimentos como hacer la
purificacién de membranas con un método diferentc como el quc utilizan gradientes de
sacarosa y realizar el ensayo de fosforilacion con estas VMP para comparar posteriormente
su patréon de fosforilacion con el obtenido para nuestras membranas obtenidas por el
sistema de particién de fascs. Otro experimento que ayudarin a dar luz sobre la
fosforilacion basal seria hacer un ensayo de 'fosforilaciéon con el homogenado total.

Una preparaciéon de VMP de ejes embrionarios. permitira adsentir ¢! origen de las cinasas:

si éste era el de membranas plasmaticas del escutelo o del gje embrionario.

En el caso del aumento de fosforilacion. este resultado sugiere que la FB; o la esﬁngéniria
promovieron la unién del grupo fosfato a sitios de protcinas que no estaban fosforilados a
través de una estimulacién de cinasas membranales. En aquellas proteinas 'que disminuyen
su fosforilacién es posible que sea debido a fosfatasas activadas por la toxina o el
compuesto esfingoideo. Es probable que algunos de los polipéptidos membranales q‘ue
puedan ser fosforilados no sean marcados con el AT?P debido a que cuando se realizé el
ensayo de fosforilacidn estos sitios ya habian sido fosforilados con ATP endégeno (y por lo
tanto no radiactivo). Para evidenciar estos sitios seria recomendable hacer un ensayo.de
fosforilacion de las membranas habiéndolas tratadas previamente con fosfatasas. Para .
ejemplificar la importancia que tiene el realizar este ensayo podemos mencionar un estudio -
previo realizado con cultivos de suspensiones de células de tomate. en donde se expusieron -
las membranas plasmaticas de estas a evocadores de Cladosporium fulviem resultando en
una rapida defosforilacion de la H*-ATPas:. de la membrana plasmatica mediada por una
fosfatasa. llevando a un increriento significativo en la actividad de la enzima y a la
subsecuente acidificacion del medio extracelular (Vera-Estrella er al.. 19941).

Para tener un mejor analisis ¥ poder observar las diferencias en la fosforilacién de manera

cuantitativa se realizé un analisis densitométrico de todas las autoradiografias. encontrando
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que 6 proteinas se¢ fosforilaron diferencialmente » fueron designadas con nimeros. La
proteina 1 con un peso molecular entre 21-23 kDa y punto isoeléetrico de 5.1-4.9. las
proteinas 2 ¥ 3 con PM entre 21-23 kDa y ambas con pHi de 4.8-4.5. la proteina 4 con PM
de 18-19 kDa y pHi de 6.8-7.0 y los polipéptidos 5 y 6 con pesos moleculares de 16-17 kDa
v pHide 5.2-5.5 y de 4.9-5.1 respectivamente. Los resultados sugieren que las proteinas 4 v
5 aumentaron su fosforilacién y los polipéptidos 1. 2. 3 y 6 la disminuyeron por efecto de la
Fumonisina B,.

Un experimento que seria interesante evaluar es el de la adicion in vivo de la FB, a los
embriones de maiz. oblener las vesiculas de membrana plasmatica. y hacer el ensayo de
fosforilacién in vitro (como en esta tesis) y hacer la separacién bidimensional y comparar el.
patrén proteico y de fosforilacion con el obtenido en este trabajo. Una variante de’ este
experimento seria el marcaje de las proteinas membranales in vivo afadiendo 3P a los
embriones de maiz con y sin los compuestos esfingoideos y obteniendo las vesiculas de
membrana plasmatica ya marcadas para analizar sus patrones de fosforilacidon. Ambas
modalidades darian informacion sobre la participacion de otros componentes celulares en la
respuesta a Fumonisina By y a la base esfingoidea ¥ su interacion con la fosforilacién de las
proteinas de la membrana plasmatica. 2 . )
Debido al efecto de la FB, en el metabolismo de los esfingolipidos, fue convenienié evaluar
el efecto de dos bases esfingoideas: la esfinganina y la FlOEangosma. mlsmas que se'
acumulan cuando la FB, inhibe a la ceramida sintetasa (Abbas er ‘al.; 1994 Hu\mlcr er al.

2000 y Riley et al., 1994). y de la ceramida. compuesto esfgoxdeo que es onynad a parurl"

de la esrgamna. por lo que se realizaron diversos expenmcnlos. El pnmero de ellos fue o

esﬁnganma se exp]oro con més detalle. va que’'en el Iaboratorlo ‘s obtuvxeron datos que

indicaron que cuando los embriones se exponian a la Fumonisina B, in vivo habia una
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celevacion de 7 veces de esfinganina en la membrana plasmatica comparada con el control
(Gutiérrez-Ndjera. 2003). Se encontrd que con ! nM no hubo una clara diferencia respecto
al control. pero que conforme aumentaba la concentracion de la base. la fosforilacion
disminuia. habiendo una excepciéon con | pM. con la que se observaba un aumento en la
fosforilacion. Este efecto de la concentracién 1 uM de esfinganina en la fosforilacion no es
facil de explicar. y se requieren hacer mds experimentos para caracterizar mejor el efecto de
la estinganina sobre la reaccién de fosforilacién de proteinas de la membrana plasmatica.
desde determinar requerimientos de calcio. tiecmpo de exposicion » explorar
concentraciones de la base inclusive por debajo de las ya probadas. Sin embargo.
explorar con mas detalle el efecto de 1 nM de esfinganina haciendo la separacion de las

se decidio

proteinas membranales de acuerdo a su pH isoeléctrico ¥ peso molecular.

Se encontré que se obtenia el mismo patrén proteico tanto entre la muestra control como en
la expuesta a la esfinganina. al igual que lo obtenido con los experimentos realizados con la
FBi. lo cual es logico. puesto que al ser un ensayo i vifro con las membranas aisladas. no
se cuenta con toda la maquinaria celular para poder observar la aparicion de alguna proteina
(por biosintesis). o la desaparicién de algunas otras (por degradacién). como consecuecia de
la accién de la toxina o del compuesto esfingoideo. Sin embargo, en el caso de la
degradacién. esta dltima posibilidad podria caber, si el compuesto tuviera un efecto sobre
alguna proteasa. las cuales pueden estar en las preparaciones de vesiculas de membrana
plasmatica: si bien en la obtencidon de éstas se emplean varios inhibidores de proteasas. En
las aulorradiografias se logré apreciar. claramente el efecto de la esfinganina en la
fosforilacién de las proteinas membranales. encontrindose que ademis de presentarse las
seis proteinas que se fosforilaron consistente y diferencialmente con la FB,. se observaron
otras cinco y que estas once proteinas expresaron diferencias en su fosforilacion solamente
en ¢l sentido de un aumento muy claro'.‘ Las proteinas membranales cuya fosforilacién fue
estimulada fueron ocho con pesos moleculares entre 16 y 23 kDa )v"tresiemre 63 ¥y 89 kDa.
ademas de presentar pH vispelc‘ctrricés acidicos entre 4.5 y 6.0 y una con un pHi ae 6.8-7.
QuedSé muy claro con el analisis' densitométrico que. al. compararse los porcentajes de
fosforilacién con. respecto ‘a’los obtenidos con la Fumonisina B;. Ios de la esfinganina
fueron mayores. Esto indica que la fosforilacién y por tanto las cinasas responsables de

ésta. son mas sensibles a la esfinganina que a la FB, lo cual podria tener mas sentido
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fisiologico porque la esfinganina es un compuesto endégeno de la célula embrionaria a
diferencia de la toxina que no lo es. Un efecto de concentraciones tan bajas de esfinganina
sobre la fosforilacién de proteinas resulta muy intercsante. pues las evidencias en otros
sistemas celulares indican que esta base es un segundo mensajero en sistemas de
transduccién de sefiales, el estudio de la usfingosina-1-fosfato (S1P) que juega un papel dc
mediador en la regulacién de la turgencia de las células guarda por el acido abscisico en
hojas de Cammelina communis (Ng et al.. 2001) y ¢l papel de S1P en la regulacion de las
actividades de canales de iones en protoplastos de células guarda de Arabidopsis (Fan et al..
2002). lo ejemplifican. También se han considerado como segundos mensajeros ¥
moduladores intracelulares en sistemas de animales al inositol 1, 4, S-trifosfato (IP3)
(Nelson y Cox. 2000). diacilglicerol. esfingosina, lisoesfingolipidos y acidos grasos
insaturados (Oishi ef al. 1990). Resulta atractivo que en nuestro caso. la esfinganina pudiera
estar actuando como un elemento en la transduccion de la sefial de respuesta a un patdégeno.
representado en este modelo. por la exposicion a FB). ya que en éste. la concentracion a la
cual se obtuvieron resultados fue 1 nM de esfinganina. mientras que en otros sistemas se
han utilizado concentraciones mayores. por citar algunos ejemplos tenemos que en células
epiteliales de rifdn de cerdo al utilizar una concentracion de 1-3 uM de esfinganina se
obtuvo una inhibicién del crecimiento celular ¥ un incremento en la muerte celular (Yoo et :
al.. 1996) y en otro estudio recalizado con fibroblastos de ratén al utilizar concemracioﬁcs de
5-100 uM de esﬁngosma y de su forma metilada AN -dimetil-esfingosina. se. observé la

activacién de cinasas de proteina dependientes de esfingosina (SDKs) (Megxdlsh el ul..

1999) ¥ f'nalmeme =n un sistema con hojas de Commelia communn utlhzaron o
concentraciones de 34-6 UM de esfingosina-1-fosfato observando la prcmocxon del cierre de
la apertura esxomatal y concentraciones de 6 y 50 pM de esta misma base produ;o un
incremento en la concentracién de Ca?" citosélico Ng er al.. 2001). :
Por los resultados anteriores resultaba muy interesante . identificar -a las proteinas -
fosforiladas dlferenclalmeme para saber si_estaban lmpllcndas en reacciones de defensa’
contra pa!ogenos o bien en sxstemas de transduccién de sefales relacionadas. En esta tesis.

de las seis y once proteinas cuya fosforilacién se encontré que fue diferencial por efecto de
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la Fumonisina B, y de la esfinganina respectivamente ¥ que eran candidatas a secuenciarse.
solamente se eligieron los polipéptidos 1. 2 ¥ 3. debido a que fueron los anicos que
lograron observarse con la tinciéon de Coomassic al cargar aproximadamente 500 pg de
proteina en geles en tiras para enfoque isoeléctrico. lo cual implicaba que estaban en

suficiente cantidad para practicirseles la degradacion de Edman. El propésito era que una

vez conocida la secuencia de aminodcidos. se comparara con las secuencias en bancos de

datos para identificarlas. Es probable que entre estas proteinas se encontraran algunas

relacionadas con la respuesta de defensa o incluso alguna (s) cinasa (s) que sc estuvieran

autofosforilando. Desgracicdamente. el analisis practicado a las procwinas designadas como--
1. 2 ¥ .3 fue infructuoso. pues no hubo sefial de ningun aminodcido en los ciclos de

secuenciacion. lo cual sugiere que no hay un extremo amino libre. Una manera de resover

este problema es someter a las proteinas a un analisis por MALDI-TOF/MS (matrix

assisted lasser desorption ionization-time of flight mass spectrometry). ya que esta técnica

es mas sensible. requiere a la proteina separada en el gel y no transferida a otra matriz y

puede ser revelada para su identificacion a través de una tincion con nitrato de plata. Una

fragmentacién proteolitica de la proteina. la purificacion de los fragmentos parciales y la

secuenciaciéon subsecuente. serian también una solucién, pero el costo y la cantidad de

proteina requerida, también serian superiores al analisis por espectrometna de masas.

Uno de los aspectos que no se abordaron en este estudio y que es importanie. es determmar

el tipo de cinasas responsables que estan participando en la fosforilacion de proteinas de la

membrana plasmatica. Para ello. se pueden utilizar inhibidores o estimuladores espeéiﬁcos.
de cinasas ¥ extender este estudio a probar fosfatasas comerciales. Este enfoque ha sido 1itil

para establecer la identidad y caracteristicas de varias cinasas membranales como las dpé

cinasas de proteina que regulan la fosforilacién de la H'-ATPasa de la membrana

plasmatica de suspensiones de células de tomate. en donde se determind la participacion de

una cinasa C de proteinas (PKC) y una cinasa dependiente de Ca®" y calmodulina _(CaM)'
(Xing er al., 1996) asi como tambien podembs mencionar el estudio rcaliz’ado: én raiz de

maiz. en el que se encontrd una cinasa dependiente de calcio, la cual regula la fosforilacién:

de la H*-ATPasa de la membrana plasmatica (De Nisi er al.. 1999).
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El mecanismo por el cual la Fumonisina B, y los compuestos esfingoideos gjercen la accion
sobre la actividad de cinasas membranales observada en este trabajo. no puede ser
determinado por los experimentos aqui reseilados. LLas cinasas podrian estar teniendo una
interaceidén directa con la FB, o con los compuestos esfingoideos. pero no pucde
descartarse que haya clementos también localizados en la membrana que modulen esta
interaccidon. Tampoco se puede saber cual es la relacién que tlienen estos eventos de
fosforilacién con otros pasos de un posible sistema de transduccion de seiiales. si es que lo
hay. No se puede descartar que de las proteinas fosforiladas alguna(s) puedan ser las
mismas cinasa(s) que tienen capacidad de autofosforilaciéon. Sin embargo. si la aplicacion
de la FB, lleva a la acumulacion de bases esfingoideas en la membrana plasmaitica (Huwiler
et al.. 2000: Yoo et al., 1996). es posible que los efectos en la fosforilacion de proteinas que
encontramos con esfinganina anadida a las membranas. sean los que se presentan
naturalmente cuando la FB, se internaliza en las células del embrion e inhiba a la ceramida
sintetasa.

Se han descrito algunas cinasas de proteinas en plantas que participan en la respuesta a
patogenos como en el arroz Xa-2/ y trigo Lr/0 que contiencn la clase de genes R (gene de
la resistencia), que codifican a cinasas que funcionan como receptores con un dominio
extracelular. un dominio en la membrana y un dominio de cinasa serina/treonina ‘en‘el
citoso]l ¥ otras que estdn involucradas en pasos posteriores. una vez que la sefal fue
reconocida y es ahora transmitida en'la célula del hospedero como el caso del gen 1o del
tomate que es la Gnica clase de gén R que codifica una proteina citosélica con actividad de
cinasa serina/treonina. Algﬁnas de las Proteinas que interactian con la cinasa Pto han sido
identificadas. EI gen Pril ('Pl_q-ihteraé:tuando 1°) codifica para una cinasa serina/trcomna
que es protablemente el sustrato hacia debajo de Pto: otras tres proteinas. codificadas por
los genes Pti4, Pti5 ¥ 1’116. se han encontrado que interaccionan con la cinasa Pto. Cada una
de las tres protéina§ puedeh'sér factores transcripcionales que actiian sobre la region
promotora de un largo ‘ntimero de cenes relacionados a la patogénesis (PR). En percjil. el
reconocimiento "de' évoééﬁorés no especificos por la célula hospedera puede disparar una
via de sefialamiento mediada por una cinasa de proteinas activada por mitégeno (MAPK)

(Blumwald er al.. 1998: Romeis. 2001). También ha sido reportada la afluencia de calcio ¥
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la actividad de cinasas de proteinas por induccion de evocadores en varios pato-sistemas

como una de las respuestas tempranas requeridas para una seﬁaliz'acién hacia abajo exitosa.

a este respecto las cinasas de proteina dependientes de calcio (CDPKs) son estructuras

ideales para detectar cambios en las concentraciones intracelulares de este catiéon. Entre

algunos genes que codifican para MAPKSs que se activan durante la respuesia de la planta

hacia evocadores o patogenos podemos mencionar H7PK. SIMK. ArAMPR3 y ERMK que

corresponden a tabaco, alfalfa. Arabidopsis y perejil respectivamente. y SIPK. SAMK ¥

ArAIPK6 para tabaco. alfalfa y Arabidopsis han sido caracterizados. El sefalamiento de

cinasas MAP es complejo. ya que existen familias de genes para cada miembro de MAPK.

MAPKK y MAPKKK de la cascada de fosforilacion. Estas enzimas son multifuncionales »

pueden ser activadas por evocadores relacionados con el patégeno. ya sea especifico o no

de raza. asi como ante un estimulo del ambiente: algunas vias de cinasas MAP son

utilizadas en paralelo ante un simple estimulo de elicitacion (Romeis. 2001). Sin embargo.

las MAP cinasas son proteinas solubles que estarian ausentes en nuestras preparaciones

membranales. pero no puede descartarse que la accidn de las cinasas membranales que
hemos detectado tengan una relacion hacia abajo de una posible via de sefializacion.

En este trabajo hemos identificado la actividad de cinasas que responden a la Fumonisina
B, y a esfinganina. Todas ellas han sido medidas en presencia de Calcio. pero es posible
que no todas respondan a Calcio. ya que el requerimiento de calcio fue establecido para la
fosforilacion de proteinas membranales cuando las proteinas fueron identificadas solo en

geles de separacién por peso molecular (Zomosa. 2000). El presente trabajo establecc las’
bases para una caracterizaciéon mas detallade que pueda describir una relacién entre la FBi.
los compuestos esfingoideos ¥ la participacion de cinasas. La identificacién de los
polipéptidos fosforilados es clave para entender esta relacidn establecer un posible papel

de los compuestos esfingoideos en la respuesta a patdgenos.
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Hemos identificado a seis proteinas de la membrana plasmatica que se fosforilan

diferencialmente por exposicién a FB,; y a once por esfinganina.

No se puede determmar si alguna de estas protemas pueden ser. cmusas que se

autofosforilan o si podnan ser. pro emus relaclonadas ‘con:la espuesta de la celula

los efectos observados de esumulacnon /. mhlb Vlén en la fosfonl Clén d pr emas de la

membrana plasmauca.

Es probable que alguna(s) de la(s) fosfonlnclon(es)bobservadas en cste trabajo puedan

ser el inicio de alguna(s) cascada(s) de seﬁahzac:én de Ia célula de la planta ante la

presencia de la toxina y por lo tanto del patégeno.
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PERSPECTIVAS

Queda por determinar el tipo de cinasas que estan participando en las fosforilaciones

observadas.

Una vez xdenut‘cadas las prolemas fosfonladas se" pueden caraclenzar los smos de

cinasas.

Determinar la relacién que pueda(n) tener esta(s) cmasa(s) con la probable respuesta de

la célula embnonarm ante la toxina’ producnda por su palogeno. ;
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