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ABRF:VIATllRAS 

ABREVIATURAS 

AAL.- Tém1ino referido a las toxinas producidas por Al1er11uria a/1er11ara. 

ARA.- Ácido abscísico 

AMP".- Adenosin monofosfato cíclico 

ATP.- Adenosin trifosfato 

DA.- Ácido benzoico 

CHAPS.- 3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio)-1 cpropanosulfonato 

DEX.- Dextrán 

DTT/DTE.- DL-ditiotreitol 

EDT A.- Ácido etilcndiaminOíetTaéético · 

EGTA.- Etilen glicol-bis(~~~\,;i~o~¡¡'1'}:e;) N.N. ~-. N" . .:Ácido tctracético 

HE PES.- N-[2-Hid~oxieÍiÍ] \;'f;~~;.z¡~k~~'~[2~Áciclo ct~~os~lfónico] 
' .. :e;"''·' .... -... . ,-., , 

HPLC.- Cron1atogl-afia d~ )íéiü.i~·9s d~:altll·.~e_S(;1úéión · 

HR.- Respuesta de. hipcr~~n~Íbihd.ad \;. 
LOX.- Lipoxigenasa 

. .. •' 

MAPK.- Cinasas de proteína activadas por mitógeno 

MF.- Mezcla de fases 

PEG.- Polietilenglicol 

pHi.- pH isoeléctrico (3 



PR.- Proteínas relncionadas con la defensa 

PVDF.- Polivinildifluoruro 

ROS.- Especies reactiva~ d.e oxigeno 

SA.- Ácido salicílico 

SDKs.- Cinasas de proteína dependientes de esfingosina 

SOS.- Dodccil sulfato de sodio 

Ser.- Serina 

SF.- Sistema de fases 

SFS.- Fitoesfingosina 

cr .- Desviación estándar 

SN.- Esfinganina 

SOD.- Superóxido dismutasa 

SI P.- Esfingosina-1-fosfato 

TEMED.- N. N. N'. N'-Tetrametilctilendiamina 

Thr.- Treonina 

TNFa..- Factor de necrosi~ -tJ~:o~~J·~lt'"a ·: · 

TRIS (Trizma base).- Tris (hidroximetil) amino metano 

Tyr.- Tirosina 

VMP.- Vesículas de membraria ~lasmática 

x.- Promedio 
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RESUMEN 

RESUME!'O 

F11saril1111 111oni/tfbr111e es uno de Jos hongos más asociados a la contaminnción de alinlcntos 

de Ja dieta básica humit.na y animal. Las toxinas producidas por este hongo son ácido 

fusúrico. moniliforminas y fumonisinas (Nelson JQ92). De las fumonisim..1.s. la B1 es la más 

abundante y tóxica. de ahí que se hayan realizado muchos estudios referentes a su detección 

y estabilidad en granos contaminados y en sus productos ~erivados. asi con10 a aspectos 

toxicológicos y patológicos en especies anin1alcs y en humanos. La fumonisina 81 (F~1) 

también tiene efectos tóxicos en plantas de diferentes especies. afectando su crecin1iento y 

llegando a producir putrefacción de hojas. frutos y plantas enteras (Abbas et al .. 1992: 

Dochfert et al .• 1994. Nclson 199::?.). 

En células vegetales .. como en células animales. la FB1 inhibe a la ceramida sintetasa .. 

enzima cla\'e en la síntesis de csfingolípidos. Como resultado de esta inhibición. la célula 

acumula bases csfingoideas como fitocsfingosina y estinganina. Estas bases han sido 

scJ1aladas como moléculas que participan como segundos mensajeros en sistemas de 

transducción de señales externas contra las que la c.élula tiene que reaccionar (Hu\vilcr et 

al .. 2000. Ng el al ... 2001 ). Los elementos iniciales de las vías de transducción de señales se 

localizan generalmente en hl n1embrana plasmática. Entre estos elementos se encuentran ·1as 

cinasas. enzimas que transfieren un grupo fosfato a sus substratos (pro~einas). 

La estructura antipática de la fun1onisina-sugierc que se puede intercalar en la membrana 

plasmática (Riley et al .. 1994. Abbas et uf .• 1994). y se ha encontrado que la FBo estimula 

la fnsforilación de ¡irott-in~s de la mem~ra.,a pla~rrñtica c1e cmbri':'rcs ~e m":li? por cin:isa!:' 

de calcio (Zomosa. ::?.000). 

En el presente trabajo .. se utiliza un sistema modelo .basado en la interaCción. FB 1 ·­

membrana plasmática de células embrionarias de.má_iz ~ará' eJ'.l~C~d_er ~~ ·ere·cto que la FB1 y 

las bases esfingoideas pueden tener en in·_. foSrc;,rúá_ci~~ ~·.~.~ ':)'~~.~C::i~~·- c:Ie la ::·~emb~~na 

plasmática. Se encontró que tanto Ja ~B 1 co:m~ la ·e~~-niian~~a:.,~~~~~·~.lan _1~ .. fo~forit~c .. ~ó~ de 
6 y 1 J proteínas membranales respectivanÍe~te •. L~.:¡d~·~~¡~fi:;~:ciÓ~.·.·de:· esto.s .poiiJ,éptidos 

puede ayudar a conocer el modo molecular de. acciÓ~~-,d~'·-'.1~~-~óx.iO~·--pr~ducida por su 

patógeno y las reacciones de defensa producidas por la célula vegetal huésped y en las que 

están involucradas las bases esfingoideas. 
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INTRODUCCIÓN 

A) INFECCIÓN DE PLANTAS POR PATÓGENOS. 

Las plantas constituyen uno de Jos grupos taxonómicos más importantes por su 

abundancia en el planeta. directa o indirectamente son fuente alimenticia de humanos y 

animales. siendo ésta la principal razón del estudio de sus enfermedades. ya que tienen 

gran impacto en la economía y sülud mundiales. 

De todos los seres vivos existentes en la Tierra. sólo una minoría tiene la capacidad de 

parasitar a las plantas. Estos patógenos penencccn a grupos taxoriómicos diferentes .. 

entre Jos que podemos citar: virus .. · b.ac~~r_i3s .. proto~oal--i~s·. hong~~~- n·~~átodos y plantas 

superiores parasitarias. . ... · .·. ·>·: ·'"<· ··.-·-· : __ · .· -.. 

Cuando un· patógeno_"ata~a 1:1·t~a p·¡_~t~~~Úi"~,~~~~~~~~ci~·n d~ -1.-~·.~~feriné-dad va.ª depe~der 
de diversos .factorC~ ~.fnb,i_~·n.t~.1.~~-~-·f!.~t~-~~~Y.· ~i-~_qü~~i~~~ .. 
El desarroll~ de .. 1~ e~r~·~;;~~~~·¡~~<?·U~:~ _muChOs ca~bios .. tanto" en 1.~ ~lari_ta como en e~ 
patógeno .. ex:isti.~~~~,~~~~~~~fi_e::~~~~-~~~~,~~s-~f~e constituyen el_ ciclo d,e l_a .enfe~edad que 

son: inocula~~~~,~~)~~:n_e~~~é~ .. ó~;'-:;t;~~-~~~.C~~-~-i~-~~-~ _d~ :1.a i~fecció~ ... ~olon~zac~ó~ -~invasión) 
que abarca ;(~;re'~f~i'~{;;·b~y···;~~~;~~t~~ión:d~·I- ~tÓ~en~ .. así co~o su diseminación .. 
Inoculación·- ;! ~ - :·~;-,.::<i ~-': , -· 

Está referida-·a1. 01oiTIC:ñtO·:en-_.qJC --~.- patógenO. entra en con.tacto con. Ja planta .. - y que 

puede lleSar -a···~~-~ÚÍtar--e~,·sit·-:~~fe;,n~cÍ~-d~ Per~· ·esto ~d~J,ende -d·é-varios fiicto~es como 
-'- :.·.-~ - - ' 

serian la conCerltr2ción '~íÍl~m& ~_crítica_ 'del··, patóSeno. Jnoc:u.lado.. las condiciones 

ambier.t~Jes .. ·la :;usC'eptibiJ1dad -d~)a !Jlanta y lo~-nie~ani~m.~s_r:ipÍdós de defensa de la 

misma .. entre otros .. 

Penetración 

Todos Jos patóSenos en su estado vegetativo son capaces de iniciar inmediatamente una 

infección. Sin embargo .. las esporas micóticas y las semillas de plantas superiores 

parasitarias requieren germinar primeramente. para lo que requierr~n de cienas 

condiciones ambientales especificas .. como son temperatura. luz. humedad. etc. 

Los factores que determinan el reconocimiento entre el hospedero y el patógeno. 

todavía no son muy claros. Se asume que cuando el patógeno entra en contacto con el 
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hospedero. surge una serie de eventos que disparan una respuesta pronta en el 

organismo involucrado. que pueden resultar en el desarrollo del patógeno y tal vez de la 

cnfcrn1cdad o bien en un proceso de resistencia. Se desconocen todos los eventos. pero 

se cree: que están involucradas varias vías. estructuras y sustancias bioquímicas. Estas 

pueden incluir estructuras o componentes sci'\alcs especificas del hospedero. o 

n1oléculas evocadoras especificas del patógeno. y cualquiera de ellos puede inducir 

acciones especificas o la forn1ación d.e productos específicos en el otro organismo. 

Los patógenos contactan la superficie de las plantas por penetración directa .. a través de 

apcnuras naturales o· a través de heridas. La penetración no siempre conduce a la 

infección. Algunos organismos que penetran células de la planta que no son susceptibles 

a éstos. no desarrollan Ja enfer:n1ed~d y al no poder proceder más allá de Ja etapa de 

penetración mueren sin producir la enfermedad. 

Penetración directa. 

Es probablemente el tipo más común de penetración de hongos y nemátodos y el único 

para plantas superiores parasitarias .. las bacterias nunca utilizan esta vía de penetración 

(Agrios. 1997). Los hongos constituyen un grupo altamente versátil.. son organismos 

cucarióticos carbono - hetcrotrófos )' han ocupado con éx~to la n1ayor parte de Jos 

hábitats naturales. La gran mayoría de los hongos son saprótitos estrictos, menos del 

10% de las 1 00 000 especies hasta ahora descritas son capaces de col~nizBr plantas~ y 

solo una fracción pequeña es capaz de ocasionarles enfermedad (Knogge .. 199G). La 

penetración directa de muchos de Jos .. patógenos micóticos re~uiere de una perforación 

activa a través de las barreras externas de la planta. a menudo as¡,ciada con la formación 

del apresorio (Knogge .. 1998). El apresorio es un tipo de órgano de penetración 

altamente especializado .. al igual que la hifa fina, éstos son fonnados cuando el mice!io 

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 cutícula y pared celular a través de 

fuerzas mecánicas y enzimáticas. por otro lado el apresorio se forma al final del tubo 

germinal. el cual suele ser de forn-.a bulbar o cilíndrica con la pane superficial plana 

(Agrios. 1997 J. Se han discutido algunos factores de la planta que pueden estar 

involucrados e·n la inducción det apresorio. como algunos monómcros de cutina y otras 

moléculas de la superficie de la planta que son de panicular interés. Además de Jos 
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factores de la planta. hay moléculas de la superficie del hongo que parecen estar 

relacionadas en Ja inducción del apresorio (Knoggc. 1998). 

Penetración a través de heridas. 

Todas las bacterias. la mayoría de los hongos. algunos virus y todos Jos viroidcs 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 específicos. 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. ráfagas granizadas. helada.s. calor abrasador o fuego: sitios de 

alimentación de animales por ejemplo. insectos. nemátodos.. gusanos y animales 

superiores; por prácticas 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 raíz y finalmente heridas o lesiones causadas por otros patógenos (Agrios .. 

1997). 

Penetración a través de aperturas naturales. 

Algunos hongos y bacterias entran a la planta a través de los estomas .. algunos_ hongos 

llegan a desarrollar un mecanismo que utiliza características topográficas de __ la 

superficie del hosPedero (Knogge. 1998). el mecanismo bioquímico no ha sido ·aún 

entendido. pero se cree que están involucradas moléculas del citoesqucle~o_·_(Knogge .. 

1996 y 1998). Otras aperturas utilizadas son los hidátodos y nectnrtodos. lo.s cuales son 

poros abiertos permanentes en las hojas. y _lenticelas. que son aperturas que permiten el 

paso de aire (Agrios. 1997). 

En el caso de la penetración de hongos 'y bacterias .. éstos generalinente secretan una 

mezcla de enzimas hidroliticas incluyendo cutinasas .. celulasas. pectinasas y pretensas 

(Knogge. 1998). 

Infección 

Es el proceso mediante el cual el patógeno establec'e cori~i:lcto con células o tejidos 

susceptibles del hospedero y obtiene sus nutrientes _a partir de éste. Gracias a este 

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

grandes o pequeñas extensiones en la planta (Agrios.1997). 
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Entre los requerimientos para una infección exitosa por los patógenos están: la unión 

con Ja superficie del hospedero. así como la degradación de sus barreras fisicas y 

químicas .. la producción de toxinas y la inactivación de los mecanismos de defensa de la 

planta. 

La regulación de los genes de patogenicidad es un fenómeno importante que se produce 

en el patógeno .. y que implica una complejn. interacción de señales entre el patógeno y el 

hospedero. Un punto fundamental es que el i:iatógeno debe tener un efecto rápido de 

entrada con Ja mínima deg.radación de l~, pared celular del hospedero. Esta estrategia 

puede ser crítica para una infección e~ito~~ porque-fragmentos de la pared celular de la 

planta actúan como evocadores de la .resi::'u~sta .. de defensa d~I .hospedero (Dixon y 

Lamb. 1990). 

Colonizacián 

Esta fase involucra ~el crecimiento. ·;'·.~~,prodl:lc':iÓ;, del PatóÉ;eno~: Los,..hongos. y 1.:is 

plantas suP~~¡·~~~s ·: ~a~~it~ri.illi_-:·::~_e.ne.~_lni~~-te_ invaden -. e · infecian : .... I~~. · Íej i~ós ... : ... Por Su 
crecimiento en u·n~ .dt:. i~s ~~-~~~~~·.'ini~i~ÍCs de .in~culación.-' MucÍios--d~ .~;t~~ -p~tóge~'?~• 
producen unll ·p~qu~ña·· ~-ail~h~~· ~na·· larga área infectad.a o. una n~cl-os'i~:>gc·n~.::O{en: la 

planta. co~~i~ú~n·.·.creci~.nd~ );· extendiéndose con Ja infecci~~';:·e~--<~1Y"h·~~pe~e-,_-o 
indeÍinidaméOi~: ·así··quc;· ei ·m-ismo páiógeno individual continúa é~tC~élié~-dOSC ·e·;¡- más 

y más tcjid~s de l~ planta has~a que la propagación de Ja infe'c~ióz:i l·~-~;.·de1~ói~~ o· Ja 

planta se muere. Todos los otros patógenos. ya sean. bacteriás. ~-'.~i'~·~·~-:··:~~·fuátÓdos ·o 

protozoarios invaden e infectan tejidos nuevos dentro de la.planl.á-·~ó;·~~;p~6d·u-~Ción a 

una velocidad rápida e incrementan su número enormemente ~ri -1J~:: ¡~j:ido~· i·~fectados. 
La progenie puede ser llevada pasivamente hacia nuevas célul~ ~:·~·~j'id~~s,~ través de los 

plasmodesmata (sÓto virus y viroides). polen (virus .. ·,~i~~¡d~~;'.'·.-~lgunas bacteridS 

exigentes y protozoarios) o el xilema (algunas bacterias)._ ,L_os· p~~óSenos de las plantas 

se reproducen en una variedad de formas (ver Figura 1)~ LO:S hohgós se reproducen por 
'. .·.·.-·:·-.».'_"''',-''" 

medio de esporas .. que puede ser por vía sexual o·,:o:ise~~~l~. Las plantas superiores 

parasitarias se reproducen justo igual que todas las "Piantas::·Por semillas. Las bacterias y 

protozoarios se reproducen por fisión. Los virus y viroides son replicados por la célula. 

utilizando la maquinaria de la célula huésped y finalmente los nemátodos se reproducen 

por medio de huevos. 
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t·····-·'1 
Fit:cura t. Morfología y multiplicación de algunos de los grupos de patógenos de las 

plantas (Agrios.1997). 

. -. .. ' . 
La gran mayoría de los patógenos micóticos de la planta producen su··_mic-clio sólO: 

cuando han infectado la planta. Relativ~mente · pocOS _::s_c;>_~ .lri~ ;_ ~ü~:-::Í~,-- ~-~~-d.'.z-~~~~ :-e~ _ 1~ 
superficie de la planta huésped. La gran mayorill_-de :~º~ h~~g_'?:~·_Pr_~d~-~~,~--~S~~r~~-en __ c; 
justo por debajo de la superficie del área infectadá · d~l · lÍ¡,~Ped~·ro:::)~~-1~- -~es.pO~s .

1

son 

liberadas hacia fuera de su ambiente. ":-:~'"'~:"'"!-·-.•--~,:-·~:-:~ ·<·; .-.. -~- ;·:. ~>-· 

::.::::::::~~:~::·~::::::::2:3:~,;W1t~~ili~~t~~S 
generalmente dentro de la planta y llegan a su superficie sólo a través de heridas .. grietas 

o del estoma. Los virus .. viroides .. protozoarios y bacterias exigentes sólo se reprodúcen 

en el interior de la célula y aparentemente no se localizan o existen en Ja superficie de la 

planta hospedera. El grado de reproducción varía considerablemente entre los diversos 

tipos de patógenos (Agrios. i997). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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B) PRODUCTOS SECUNDARIOS DEL PATOGENO. 

Los metabolitos secundarios de origen rnicrobiano corresponden a sustancias de 

naturaleza quin1ica variable. formadas usualmente en la fase tardía de su crecimiento 

por unas cuantas especies biológicas. A difer~ncia de los metabolitos primarios .. los 

metabolitos secundarios presentan dificultad para ser integrados a la fisiología general 

del microorg""Jnismo que Jos produce. con frecuencia se les considera como productos no 

esenciales para el crecimiento vegetativo del microorganismo producto_r. ·.·S,i~ '.~m-~.~go. 

se les ha concedido una ventaja competitiva para nquellos sistemas biológicós que: l<:>s 

fonnan. Como ejemplos de productos secundarios podemos .. citar ·~ 1.~s. i:>i_gnie~tos · 

microbianos .. diversas honnonas vegetales .. toxinas y los antibióticos. 

La formación de metabolitos secundarios es característica de ·~.~~:ers~~~~~:5~Ccic:.~ ·de· 

bacterias .. hongos .. plantas e invertebrados. 

Los actinomicetalcs son los que producen el mayor_ porcentaje ~~~,}~'.~::_~!.~~~~~··,:,~-~t~e 
bacterias productoras están algunas especies de Bac/llu.~·:. ·~~eu_Jo~lr~~1-~~\~::·y_)1~~~;~~~~i~~i~. 
Dentro de Jos hongos capaces de producir .. deStclC3.n Jos·::.··gén:eroS.;/Pi"1?'ii:illiu1119> 

Dacry/11\'CCS .. Asper¡;:illus y Fu.sariun1 (Santana ~l al ... i 9·9·~)>:;~:·:'.:· ,:.:·~·"> ,':.'.," _:,<:•,(';o;.·. 

l\ttuchas. especies de Fusarium producen un n¿mer~~cÍ-~';:.~c;lábOÚtOS~·seC~~~~rioS··,_que · 
causan diferentes r~spuestas fisiolósi.c:as "·}:~, 
(Nelson. 1993). 
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C) TOXINAS. 

En la patología de la planta. las toxinas son descritas como sustancias que son 

usualmente metabolitos microbianos que son perjudiciales para las plantas a muy bajas 

concentraciones. En algunos casos. especialmente si son producidos durante las etapas 

tempranas del desarrollo de la erlfcnncdad .. esto~ componentes tienen una función en la 

patogénesis y reproducen algo o hasta todos Jos síntomas de la enfermedad causada por 

el organismo productor (Graniti. J 99 t ). 

Toxinas bacterianas 

Muchi:ts especies de bacterias fitopatogénicas producen toxinas que parecen tener una 

función en el desarrollo de la enfermedad .. éstas pueden afectar a la planta de manera 

diferente y el resultado final puede ser el desarróllo _,de clorosis .. 'necrosis .. 

ablandamiento .. anormalidades del crecimiento o marchitamiento. 

Entre las fitotoxinas producidas por. bacterias~ destacan: 

Corouatina. Esta toxina es sintetizada pOr .varias subespecies de P. syringaé ~n~re éstas 

curopurpurea. toma10. glyci~1ea, n1uc11/icola y morsprunorum ... oca,sionando ·clorosis en 

la planta. . . . . :. 
Faseolotoxina. :St'. ha· enco~trado que esta toxina inhibe especfficnmeii.tC a·. la. C:nzima. 

ornitina caf.barrioHiransferasa (OCTasa) del ciclo de Ja omitin~ ~iendo_ ún .. fnhibidor 

irreversibl~. L~: i!Jh~bic~Ó.n de la OCTasa puede estar vinculada ~.01_1 l¡:_~~6~~~i~_de v~~~ 
formas. como son .. una reducción en la síntesis de proteínas·de~ida'·a.!1~··dC:ficiencia'de 

arginina. o Por una depresión en Ja síntesis de pirimidina debido·~; .. un·~·:'d'~fi~Í~-rici~···d~· 
citnilina que es Ja que disminuye los niveles de carbamoilaspan8t~.~.·.:;·~;,+:-;··: · 
Rizobitoxinn. Fue aislada originalmente de algunas.:. cepas ·:/d~:· .'i.B~ad;r/Íi;obium 
(Rhi=obium)Japo11ic11n1 que causa clorosis apical en seiniÚa.de ~~~¡:·.~~~a"· t~,¡iria há s!do 

t:t.mbién identificada como un producto de Pseudomonas andropogoni.v .. causante del 

maíz rayado. Se h:t. encontrado q~e esta toxina inhibe Ja síntesis de metionina.. 

bloqueando así Ja conversión de metio~ina a etileno. 

Tabtoxinina-B-Jactámica. Es produ~ida por una serie de subespecies de P. syringae que 

inducen halos cloróticos alrededor de centros necróticos. Dependiendo de Ja cepa del 

patógeno.. puede producir solo el dipéptidO~ que es la forma protoxina.. llamada 

trivialmente tabtoxina. la cual es enzimáticamente hidrolizada al entrar en la célula 
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hospedera a tabtoxinina-J3-Jactámica. la tabtoxina no tiene actividad biológica. siendo la 

tabtoxinina-J3-lactán1ica la forma activa de la toxina. 

Algunos descubrimientos han sido significativos para el entendimiento del modo de 

acción de esta toxino.: al para el desarrollo de clorosis se requiere luz. b) la acumulación 

de amoniaco como el desarrollo de clorosis. e) la glutamina puede ser protector de la 

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

Estos descubrimiento:; fueron de gran ayuda para demostrar que la tabtoxinina-J3-

lnctárnica es un inhibidor irreversible de la GS. 

Tagetitoxina. Es producida por P. s .. vringac pv. tagetis. La clorosis ~que causa es muy 

característica y tal vez se confina exclusivamente a los meristemos apicales del 

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

primarias de la toxina hacia los ápices y porque el estado metabólico del desarrollo de 

los cloroplastos es particulannente sensible a la toxina. Uhraestructuralmente. parece 

ser que el cloroplasto es el único organelo afectado por esta toxina y que probablemente 

su sitio de acción sea la RNA polimerasa del clorop~asto. 

Entre aquellas fitotoxinas que producen anonnalida~es en el .. crecimiento. pod~mos 

mencionar las citQcininas. la producción de etilen~ y 'el ácido indo.1 acético~ de JOS cuales 

se desconoce su mecanis'l1o de acción~ y actútÍn cÍe .. manera similar a las hormonas~ · 
Siringomicina .. Es una toxina prodllcida ··Por. vari~ -~epas de -P. syrJ~gaC. ·p~.-~~ sy~ingae 
que causa necrosis en_ .. ~_ive.~~ .. ~: .. ~Í~nt·~~'º_.~s~U~ios · ~~álizados ,~ ~an,-'Cn:é~.~~~~.~-<~~e ~-1~ 
siringomicina· (~R) _af~-cta. ~-1 ~-~o~~~c;_d~ .. t~~ñ~Po~e._ ~-e:.io~~s ~aus~~~~ 'uñ. ·~;~~;~.~ -~6br~. la 

integridad de. la ,;,emb;an~ .CÍ~u~birt. 1'99Í>:.ahera .;( ~ot~nciaieléctric~ y ~l fluj~ de Ca'· 

y Kº a travé~ d~'1a:';,,e~b.,iii;J: pla5má~i~a. SR~sti~ula ~n \"/tro'u la W - ATPa~a de la 

membrana P'1~·má¡Í~~\í~Y~~jido· ~iriii;~~~~do de la leVacÍ~ra /Ú~Odotoru/a 'p.ilimanae y del 

betabel rojo (Beta vulgari~.·L.). Ta~~ié~ estimula··~ª fo~forilación dependiente de ca:· 

de varias protein~ de la m_embrana Plasmática d~i _tejido almacenado del betabel rojo. 

SR puede estar activando proteínas cinasas que fosforilan y Ínodulando la actividad de 

Hº - ATPasa. a través de una inhibición de la desfosforilación de la proteina (Suzuki et 

al •• 1992). 

Siringotoxina. Es producida por cepas de ·P. syringae pv. syrigae que causan necrosis en 

Citrus sp: se parece mucho biológicamente a la siringomicina. pero difiere en su 

composición química. Se desconoce su modo de acción. 
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Polisacáridos cxtracclularcs. L01 quin1ica de este grupo cstó poco entendida. porque 

consiste de una n1czclu de sustancias con1plicadas estruc1uralr11cntc y de alto peso 

molecular. Se han estudiado mucho con r ..... yrinJ.:"'-' pv. phu.\eolico!C1 .. siendo los 

componentes principales de Jos polisacáridos cxtracclularcs (EPS) el alginato y el 

fructano. Causan ablandamiento en diversas plantas. 

De las toxinas que ocasionan marchitar.1iento .. éstas actúan primeran1ente camhiando el 

potencial de agua extracclular .. afectando ya sez la función eston1::ital o incren1entado la 

resistencia al flujo de agua (Durbin .. 1991 ). 

J\1 icotox.inas· 

El estudio de las toxinas micóticas en la patogénesis de -Ja planta. ha tenido un 

extraordinario progreso durante Ja última década. 

Se definen como micotoxinas a los metabolitos micóticos de bajo peso· nlolecular 

(Desjardins y Hohn.. 1997) que son dañinos para humanos y animales. Las 

nlicotoxicosis son enfermedades causadas por la ingestión de alin1entos ·O comida 

contaminados con estos metabolitos (Nclson.. 1993 ). Una amplia variedad de los 

metabolitos micóticos son tanto micotóxicos (tóxicos en animales) y fitotóxicos (tóxicos 

p3rn plantas) (Desjardins y Hohn. 1997). Entre las micotoxinas más relevantes podemos 

n1cncionar: 

Acido fusárico. Es bien sabido que es una fitoto~ina. pero generalmente se le considera 

como rnicotoxina. Es un agente quelante y puede estar implicado .~~guramcnte en 

enfermedades donde
0

existe un desarrollo anormal del huesc:>.en animnl,~~'·(Neí~pri (!f al ... 

1984). 

Aflatoxinas. Son producidas por A . .f/avus y A. parasiticus .. ·· mierítras' q·ue uila ··amplia 

variedaó de ¿"Vtpt.!r¡.:il/us sp. produ1,;en al prec~rsor .Je.--i~s·: ri:á~t6~il~a:s.~cÍ~c -C~· ·la 

esterigmatocistina. que es tóxica y cancerígeno en animales. 
'. ·. ' - ;. 

Alcaloides Ergot. La más conocida micotoxi_cosis en· 1a historya huíná.!la .e~ el Cr¡iolismo. . . .. . ,. . .. 

que es causado por el consumo de grano. usualmente centc.ñO~ ·.C?ontaffiinado con 

csclerocios de Clal·iccps purpurea. Actualmente es.ráro que se pres~nte en la población 

humana debido a los nuevos procedimientós de iimpiezll del granO. donde es removida 

la esclcrocia. 

La esclerocia contierie una mezcl"l compleja de alcaloides biológicamente activos. que 

son la principal causa del envenenamiento por ergot. I.os alcaloides ergot representan 
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una larga familia de micotoxinas que son derivadas de aminoácidos y precursores de 

isoprenoidcs. e incluyen clavinas .. derivados simples del ácido lisérgico. y ergopcptinas 

que son complejos estructurales tales conlo la crgotamina (Desjardins y Hohn. 1997). 

Brefeldina A. Fue aislada originaln1entc de Ja cepa de Penicil/i11111 dcc:un1he11.\· y 

nombrada decumbina. es un metabolito activo biológicamente de un amplio rango de 

hongos. 

Cercosporina. Fue primeramente aislada del patógeno de las semillas de soya 

Cerco.rpora kikuchii .. es una toxina no selectiva y se ha considerado que está implicada 

junto con la toxina de Cerco~pora beticolu en la enferrriedad del betabel dulce .. así como 

con otrns enfermedades de las plantas. Se ha observado que la cercosporina mata las 

células de la planta rápidamente sólo en presencia de luz.. evidenciando que su toxicidad . .· ·" .. . ·.· 
puede ser relacionada a propiedades fo1:odinámicas. La cCrcosPorina en' presencia de luz 

produce especi~s reactivas. de "'oxígeno •. ·siendo probablemente respOnsabtes de la 

peroxiáación Jipidica observada in 1•itro e in 1•i1•0 y ~onsecucntemente. del dañ~ 

membrana! observado en las células de la planta (Ballio.1991 ! Simon-Plas et al., 1996). 

Fusicocina. Es el metabolito fitotóxico más relevante de Fusicoccum amygduli .. el 

agente causal de cáricer .en almendra y durazno. Las hojas marchitadas son debido a Ja 

toxina pura del patógeno .. que ~nduce la apertura del estoma y consecuentemen~e debilita 

el balance del ·agua .en la ·p~a~·ta. Se ha encontrado que la fusicocina actúa Primer'? ·y: 
directamente a nivC1 .. ·de ~erri.brana plasmática .. donde activa selectivamente.;.Ia: ~~ .-· 

ATPasa a través de la i~tegración_de la toxina con la proteína 14-3--3 (B~Úi().J99j,' 
Oecking et al.\ 1997~ R,;bei;tsy Bo_.;l~s. 1999). 

Ofiobolinas.' .. ~.~·-'.·~:fio?~li.~a·.~~~·.·e~·: l~ primera fitotoxina desc~bierta · d~ este• ~rupo .. su 

precursor b~~~é:~¡~~·~:'¡~,~~di~~~'..:-~~·:Ía ··ofiobolina B que contiene cuatí-O. át~mos efe 

hidrógeno dé- ,;:.ás ... EI prob,;ble pip~I que desempeña la ofiobolina A es en el desarrollo 

de las manchaS carés· "~:n· ·~i:·~~ri-'~~·:.· ~¡e-'ñdo ·.esto sustentado por la presencia de 

Cochlioholus miyabi!anus ·e~ l~'hojas'..'dC_arroz infectado. Además. se ha demostrado .. ,, .... · 
que in t•itro la ofiobolina A. inhibC irreversiblemente Ja calmodulina del cerebi·o de 

bovino. del maíz y de Ja espinaca." lo que· hace pensar que éste puede ser el blanco 

molecular de las ofiobolinas. 

Beticotina Es el metabolito fitotóxico de mayor importancia del hongo Cercospora 

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

11 



INTROllllCCION 

bacterias e induce lesiones nccróticus curactcristicas de las n1ancha!" en las hojas. Se ha 

dt!scrito que esta toxina afecta a lo. A TPasa de la mi:n1brana plasmática. El hornbco de 

protones en vesículas microsomalcs es inhibido a bajas concentraciones de Ja toxina en 

tallos· de chícharo y en mices de n1aiz (Ballio. 1991 ). 

Tricotecenos. Por más de 1 00 años .. las micotoxicosis crónico. y aguda en humanos y 

animales de granja han sido asociados con el consumo de trigo .. centeno .. cebada .. avena .. 

arroz y maíz contaminado con Fuse1riu111 sp. El cual produce toxinas tricotecenos. Los 

tricotecenos constituyen una larga fan1ilia de epóxidos de sesquiterpcnos que inhibe'1 la 

síntesis de proteínas en cucariontes. La biosintcsis de los tricotccenos por Fusariun1 sp. 

procede del tricodieno hidroc&.lrbonado a través de una serie compleja de pasos .. entre los 

intcm1ediarios tenemos al diacetociscirpenol. deoxinivalenol y la toxina T-:?. 

Los tricotecenos afectan un amplio rango de las especies de plantas. La ag.udn 

fitoxicidad de los tricotecenos y su incidencia en los tejidos de la planta sugieren que 

estas micotoxinas juegan un papel en la patogc!ncsis de Fusarium sp en la planta 

(Desjardins y Hohn. 1997). 

D) FUMONISINA 0 1• 

Fusarium mOnilfrornie es uno de los hongos más predomii-tantemente asociado con la 

dieta básica'. hu~~ria )• animal ya que infecta granos com~~tibte~-'corrio: el \naíz. '.Las 

toxinas prÓducid~ -.P~r e~te hongo .. -son áci~o f~sárico .. siberCii~~s~. ffi~nili.~~~i.z:las_ y 

fumonisin~s. ~aS. fum.onisinas son producid~~ más a mcnudo .. ~C~an-dó: Fu.iarium 

monilffo':'m~ ·crece e.n el maíz (Nelso~ .. 1992). 

La estructura de las fumonisinaS ti.le primeramen.te ·reportac:Íá-:Por)uft · grupO de 

investig8do~~s· del sur de África en 1988 ... su desc:úbri~ien.io ·.·~s·:~f·!~.~'~)~~d·a:·dc una 

década de ;n,•esiigación para una posible causa.de la alta in_ci~enci~ dC-;cá~Cer esof~gico 

en la región de Tra~skei'nl sur de este continente. El compon~.;~~---~~·:a~tj~.¿ en cultivos 

de maíz con F.: moni/iforn1e MRC s26 fue no""!_brado fu~o~_i~.i~~)ii·;·:1(FB 1·) y se presentó 

como un dié~ter del ácido propano-1 .. 2. 3-triciirboxÍiicO Y.}:•rl:·2~·~r:ni'n0-t2. 16-dimetil-3 .. 

5. 10. 14. 15-pentahidroxiicosano con los OH de los carbono 14 y 15 esterificados con 

el COOH ·terminal de Jos ácidos y c~ya est~cturá. ,se, mu~stra en la Figura 2 

(Gelderblom el al .• 1988). 
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Además de la fumonisina B 1• se han reportado fumonisinas homólogas. como son la 

fun1onisina B:: y la fumonisina 83. que carecen de uno de los grupos hidroxilos libres 

del esqueleto hidrocarbonado. La fun1onisina B:: en el C-1 O mientras que la fumonisina 

BJ en el C-5. Estas tres fumonisinas son las que más se presentan en muestras de maíz 

contaminado naturalmente. 

Algunas muestras de maíz contienen pequeñas cantidades de fumonisina B-i.· la cual 

carece de grupos hidroxilo en el C-5 y C-1 O. Un análogo adicional. es la fum~n_i;;i~t:t-C1~ 

la cual tiene Jos mismos sustituycntes que la fun.ionisi_na Bi.. ~ero ·s~. pe~O- ~.~.!Cc~tB.~_ ~s 
14 daltones menor que la FB1 por carecer del grllpo metilo en CJ C-1 ~.,-- · ~~·:¡ 

La fumonisina B1 fue identificada con10 una nu.e~·a-_c~~~ de mi~~-tc:>;i¡~~~:.é"·~y~-~~~r~-~t\1~; 
es notablemente similar a la toxina AAL. la cual 'eS_'ún mo.~·C?é~ter de1'·á~i

0

do~Prc;P~n·~~1> 
2. 3-tricarboxrnco y 2. 4. s. 13. 14-pen1ahidroxih~p1acle~a~~">:L.li.1o~ina'.'AÁL. es u~a 
fitotoxina producida por A/ternaria ·a11e_~?!_C11á~ ~Ue juega_·un -papel· imp~_n_~nte. en -la 

patogenesis deljitomatc (Nelson. 1993)., · 

La sin1ilitud de la Cs~ru~tura-~d~ ::~3 ... ·fu~~~-isi~a con las ·cadenas largas de las bases 

csfingolipidas_ en. cé_lu~as a~i".1~1~~· ~':'_gie~~.- (¡ue la biosintcsis de las fumonisin~s puede 

ser similar a la,cÍe l~_biO~iri~esi_s_d_~ lo-S'e~fin~olipidos (Desjardins y Hohn. )Q97j. 
-, ·. ·. ,- .. 

Se han reali~~o· varios~estudi~s··acerca de cómo la FB1 parece alterar la ,ac~ividac:l 

celular nonn~: -d~} ·me'tabOli~mo endógen.,; de las bases esfing.oideas. y se ha e~~oñl~~dO 
que es un p'c~te'~te,. i~~ib_iéÍ_q~··. dC; la _bio~intesis de novo de los esfingolipido~·.·j¡~---~~Úro~ 
siendo su bl~co. Pri~~¡paJ-: la ;.'Csfinganina JV-aciltransferasa. Esta inhibi~~ói:t :fé_s_~lt_~-~~~n.:. 
una disminuS~?n,._d~:: __ l~.');_i_o~~,~tesis de esfingosina y una acumulaci?n. ~e:-~~fi~~~-~·airi~-.­

libre .. que es_ ~-il_i~~érmedia~io:e·n la vía de síntesis d,• no''" para los'.~~;~ri.~0.1.-~~i-~~~:-:(~-il-e~·· 
et al.~ 1994:· Ab~~s' ~' ~¡-~. J ~94) siendo estos ccnnpuebtvs tÓxk~s '-µ~~~·:,~~~r·:J~ú.ij·~5···Je1·_:.. "~ 
hospedero ... 

Por otro 1,~d~~:,~·~-~~~:·,~~~ ~t~~tOs _de l~ ~~mon~~-i_n~a B1. _:rec_~~~te~~~!,~i~~}e ~~~-~:~~~~~~:· ~-~.~. 
la incidenci~' ~c .. ~án~~r.:es~~ágico_ en ~umanos._: ~uai:i~.º s7 -~ª i_~d~cid~ ·.:~-~- ,c~ci_~~é_r:ito. d~ 
este hongo ·:.,éi(; e_i_ ~~~-~t_ii~· ~·>ha .. sido_- s~m~n_ist~do . -c~~~·.:-~Ú~e~tOj;_~~~f~~~:~.~~~s 
experimentale~: se ·h~ e~co~-i~do.· Ja inducción d~ lesiones que. irÍclu~e~:':~ºC'{i;~-si·S, -~ 
hiperplasia. nodlllar en :el hígado y trombosi·s· cardiaca·: intra'\;e~tr"h~~¡;¡r./.c::ri"'··~~aS> 
leucoence.falomalacia en caballos. edema pulmonar en cerdos .. nefrosis y hepatosis en 

ovejas)" falla congestiva aguda en el corazón de mandriles (Nelson. 1993). 
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Tabla l. Efecto de la fumonisina 81 en nlantas 
Especie Dosis Efectos Macroscópicos Efectos celulares o 

l\.1oleculares 

Lenteja de agua 0.7 µg/mL Reducción general del Reducción en la 
(Lemna minor) (1 µMJ crecin1icnto capacidad de sintetizar 

Clorofila 

Maíz 1-100 ppm Reducción del Inhibición de la 
(Zea n1ays) (1.3-130 crecimiento de la raíz y de ATPasa de H•. 

µM) Jos retoños. Degradación del DNA. 
Podredumbre de raiz Aumento de la 
(planta adulta) actividad de la Glucan 

sintctasa 11. 
Modificación de los 
niveles de RNAm de 
quitinasa .. y proteínas 
ricas 
en hidroxiprolina. 

Toloache 2.S µg/100 Podredumbre de hojas Alteración estructurnl 
(Datura µL expuestas a la toxina. del citoplasma y 
!ilran1011i11111) .·. (32.S µM) Manchas de necrosis y cloroplasto. 

clorosis. Reducción de clorofila. 
Muerte general de la Fuga de electrolitos. 

1 nlanta. 
Tomate S-70 µM Zonas de necrosis en Inducción de la 
(Lycopersico hojas. apoptosis. 
esculentun1) Incremento en bases 

esfingoideas. 
Aumento en la fuga de 
electro titos . 

. 

Ler.teja a~utitic..t, · S-70 µi\.i No Je.:tcr:10 lncremer1lo en bases 
(Lenuia esfingoideas. 
pausicostata) •. Aumento en fuga de 

' : . electrolitos. 
. . . ·~ · . 

Tabaco S.-70 µM No descrito Incremento en bases 
(/\'icotian"O esfingoideas. 
tabacun1) Aumento en fuga de 

electrolitos . .. Tomado de Gut1errez-NaJera cr :./ .• .!003. 

TESIS Cr-.-..~ 

'-': .; 
FALLA DE ORIGEN 
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En cuanto al papel que desempeña en la patogénesis de las plantas .. se ha demostrado 

que las fumonisinas causan emblanquecimiento en hojas. necrosis. inhibición del 

crecimiento y muerte en algunas especies como en plantas de toloachc intactas .. donde 

tan1bién se observó un transtorno del cloroplasto y el citoplasma en presencia de luz 

(Abbas et CJ! •• 1992); en semillas de maíz la fumonisina B1 presenta claros efectos 

fitotóxicoS sobre su crecimiento. inhibiendo la elongación de la radicula hasta en un 

75% después de 48 horas de imbibición .. así como una inhibición de la producción de 

enzimas de la amilasa (Doehlen et al ... 1994). también se ha encontrado que induce la 

pudrición en tallo y espiga de n1aiz (Nelson .. 1992). La Tabla 1 muestra los efectos de la 

fun1onisina B1 en algunas especies de plantas. 

E) MECANISMOS DE DEFENSA DE LA CELULA DE LA PLANTA ANTE EL 

ATAQUE DEL PATOGENO. 

Las plantas son constantemente desafiadas por. pátogenos pero el desarrollo de la 

enfermedad es poco común. ¿Por qué? En general. existen tres razones por las que el 

patógeno fracasa. (1) La planta es incapaz de mantener los requerimientos del lugar del 

patógeno potencial y se lé considera no-hospedera; o (:::!.) La planta posee barreras 

estructurales o componentes tóxicos preformados indi.'icidos por especies de patógenos 

espec:ializados a través de infecciones exitosas; o (3) Una vez que se da el 

reconocimiento al ataque del patógeno .. son el~borados i:i1ecanismos de d'?ren~a y la -

invasión pem1anece localizada y eventualmc.nte .. Controlada. . .- _ · .. 

Se ha hipotetizado que el rcconociMicnto-·dc, raZas especificas de paióge-nOs 'es·.el 

resohaoo de u1,a inte;r¡icciün Uirccu1 u indire~ta -,le1. prÓd~~lo cid g~n- de:·resisL,~J-~~-¡'~·d¿· l~-­
planta semidominante o dominante (R)_~O_n .. ~1_·,pr~d~cto:de~i~·a~o -del cOrreSpondiente 

gen de avirulencia del patógeno dominánte:.(A••r)·(Harrimond~Kosaék y Janes. 1996) • 
.. . -, -· ... -- - - .. ' -

siendo éste el concepto _de ºge~ ppr ge?~·~.;~~~~:: ~·~(·1.~~·~·reSis\~Ocia. o -susceptibilidad en 

cultivos hospederos para distfr.tas -rá.Zas · n'siólóS,iCas dC patógenos está determinada por 

pares de genes que se -CorrC~'~O~d~~-:·~~t~~~· ~1-.hÓspedero y el patógeno. En tales 

interacciones .... gen por· gen·" .. Cl geO. de- rCsistCncia en un cultivo de hospedero en 

particular le confiere resistencia Contra razas fisiológicas de patógenos que expresan el 

gen de avirulencia: esto lleva a una incompatibilidad gent:tica caracterizada por-una 
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respuesta hipersensible (HR). que implica una muerte rápida de las primeras células 

infectadas y la elaboración subsecuente de una variedad de defensas induciblcs (Dixon y 

Larnb. 1990). 

La primera Jinea de defensa de la planta contra los patógenos es su superficie .. ya que de 

penetrar a la planta puede sobrevenir la infección. Algunas de las defensas estructurales 

presentes en Ja planta. incluyen a las cert.s y cutícula que cubren las células epidennales .. 

la estructura de Ja pared celular epidermal .. el t:J.maño .. localización., y In forma de los 

estomas y lenticelas. 

El reconocimiento temprano del patógeno por Ja planta es muy impor:tante .. la planta 

aparentemente recibe moléculas s~11ales .. que son. moléculas que Je i~dican lá p-r~se~~i.a 
del patógeno .. tan pronto como el patógeno establece contacto fisico·· c_on l~··P1~r;t~. 
Algunos patógenos, e~pecialmente hongos y bacterias .. liberan a su medio i~~Cd.Ía~~ un~ 
variedad de sustancias tales como glicoproteinas.. carbohidratos .. - áci~o"s··:: gr~os ··y 

péptidos. En algunas combinaciones patógeno-hospedero .. ciertas de estas. ~i.is~~J}Cia~ 

actúan coino evocadores (Agrios. l 997) .. que son moléculas que se originan ~~·sea en ~I 
patógeno o en el hospedero y que pueden inducir respuestas de defensa en el_.t~~.ic!o de Ja 

planta: en el caso de los evocadores del patógeno .. existe una implicación .de.-que. el 

evocador probablemente ejerza su efecto de activación por una interacción con un 

receptor similar en la planta (Dixon y Larnb. 1990). 

Se conoce poco aceri:a de la localización de estos receptores en el hospedero .. pero por 

algunos estudios .. parece que existen ya sea fuera o en la membrana celular. mientras 

que otros aparentemente se encuentran intracelulannente. Una vez que la molécula 

panicular de la plantR reconoce y reacciona con el evocador derivado del patógeno. se 

asume que Ja planta ha reconocido al patogc~o. Siguiendo este reconocin1iento .. una 

serie de reacciones bioquímicas y cambios estructurales se llevan a cabo en las células 

de la planta en un esfuerzo por rechazar al patógeno y sus enzimas. toxinas .. etc. Como 

rápidamente la planta reconoce la presencia del pátogeno y puede enviar mensajes de 

alarma eficientemente para organizar su defensa. estos procesos determinarán si la 

infección se llevará a cabo o cuánto podrá desarrollarse el patógeno. qué tan severos 

serán los síntomas (manchas en las hojas. talle .. frutas .. ó lesiones en la raíz) .. cte. 

Entre las defensas estructurales i~ducidas por la planta. que se dan en respuesta al 

ataque por patógenos .. están las reacciones de defensa citoplásmicas. en las que están 

17 



INTRODUCCION 

implicadas enzimas del citoplasn1a: otras. por las estructuras de defensa de la pared 

celular que implican sus cambios morfológicos o cambios derivados en la pared celular 

de la célula que está siendo invadida por el patógeno. DI!! éstas últimas se han 

encontrado tres principales tipos de estructuras observadas en algunas enfermedades de 

las plantas. 

( 1) La capa exterior de la pared celul¡ar de las células del parénquima que al entrar en 

contacto con el patógeno producen un materia1 fibrilar y amorfo que rodea y atrapa al 

patógeno .. previniendo su multiplicación.' (2) Engrosamiento de In pared celular en 

re~puesta a varios patógenos por la de material celulosítico: sin embargo. este material 

es a menudo infundido con sustancias fenólicas que se entrecruzan e incrementan la 

resistencia a la penetración. (3) Papilas de callosa que se depositan en el lado interior de 

la pared celular en respuesta a la invasión por patógenos micóticos. 

Finalmente. la muerte de la célula invadida puede proteger a Ja planta de invasiones 

evitando la diseminación de la enfermedad a otras áreas sanas del tejido .. lo que se Jlama 

reacción de defensa hipersensible o necrótica (Agrios. I 997). 

Respuesta hipersensible. 

La respuesta hipersensible o de hipersensibilidad (HR) está definida como la muerte de 
la célula hospedera dentro de pocas horas de contacto con el patógenO. Se ha.prOpl:Jesto 

que la HR juega un papel causal en la resistencia a la enfermedad. La HR pucc:te, causar 

In detención del patógeno y también puede ocurrir como consecuencia de lt1: _B~~iv~ción 
de otras respuestas de defensa. 

Evidencia reciente sugiere que ocurren dos tipos· de procesos de muenC·.cetUi3.r; en 

ar.ibas i;iteracc:ones p~4óge.,o plnntw .:omp.a:ibles e·:ncc~rapatibles c1-í"~1.~~~0al~~K~~ack'y 
Jones .. 1996) (éste último término se refiere a que el Patógeno f~~· aÚin.fec~ 'al 

huésped como se mencionó anteriorment~) (A~~~Os.~··I_~.9f) .. ··i:::~~~s:·~;~C~~¿;:~:~,~~·~d~~.,:~~r 
(a) la muerte se produce porque hay un cambio en -u~n··_via b~t;q'\ií~i~~\"d'~(ileiab~¡¡-~·m.o 
celular que produce la formación de com~~n-e.~t~~ :.~ ~d'~~~Í:~~:.1~-~~~·~:;~~~:·:~~~- ;Ó~~~~~ ·~ara 
ambos., planta y patóbeno. causando: i:nás _ t~~dCf)á·-.;_#Pf~~':;.~ec~~S.fS:·· Ó °Cb) --el 

reconocimiento del patógeno cambia-el 8taq1J·e dé.-Já ·c~1~1a"dC:~.B- pliínta.'en 1:1"ª muérte 

celular genéticamente programada o respuesta apoptótiCa. · 
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Especies reacth·as de oxigeno. 

La producción de especies reactivas de oxigeno (ROS) probablen1entc juega un papel 

clave en la defensa de la planta. Entre las especies reactivas de oxigeno se incluyen el 

anión superóxido (0:? -). el radical hidroxiperoxilo (HO:? ). el peróxido de hidrógeno 

(H:?02} y el radical hidroxilo (QJ-1·). En estudios recientes que itnplican cultivos 

celulares de plantas. se ha observado que las plantas contienen un mecani~n10 de 

producción de o:?·- que im
0

plica a Ja oxid.:isa NADPH análoga a la usada por neutrófilos 

en mamíferos. El O:f· generado es usualmente dismutado rápidan1cnte. ya sea vía la 

superóxido dismutasa (SOD) o no enzin1áticarnente vía la catálisis del peróxido de 

hidrógeno .. cuya acumulación puede ser detectada en Ja mayoría de los sistemas de 

plantas. La vida media del 02·- es de < 1 seg. Debido a que el HJ02 no tiene elect,ro~es 

desapareados .. puede cruzar las membranas biológicas .. mientras que el anión superóxid~ 
debido a su cárga puede hacerlo .. aunque muy lentamente. 

Ambos 02·- y H202 son moderadan1entc reactivos: sin embargo .. el dai\o _celutai:- Por IOs 

ROS parece deberse a su conversión en más especies reactivas. La protona~·¡"¿,~' del 02·· 

ocurre más fáciln1ente a bajo pH. con la producción del radical hidroxiperoxilo_.(~q:"J. 

Debido a que. el HO.:!:'- es menos polar q:ie el 02·-.. tiene más capacidad de al~~vesar l_as, 

membranas biológicas más o menos tan efectivamente como lo hace el_ peróxido de 

hidrógeno. A ·dif~~encia del O.:f· .. el H02· puede atacar los ácidos grasos dir~~tamente )~ 
ha sido demostrado que conviene los ácidos linolénico. linoleico y araquidónico:erí sus 

fonnas peroxidadas. De esta manera .. bajo condiciones apropiadas .. la gene~aé~ó_n~de. 02_·· 

y principalmerlte la formación de H02·. resulta en un daño estructu~l :_a:~·1a··:.mCmbrana 

que se traduce en una mayor permeabilidad y además en la pro:du~~~Ó_~--,~-~~:.~~~·~~ulas 
señales de peróxido de lípidos potenciales. 

En presencia de Fe2
·., el H202 puede sufrir Ja reac~~ón de,.~".-~~ºI"l.·q~~~--~~

4

·~,~~~-~l_r~~,ical 
libre hidroxilo (OH) que es extremadamente destructi~~.cy{'qü:(p~~~~ inicfor la 

peroxidnción lipídica indefinidamente, Si el H,O, ent.:.i ~~·~'¡'~i¡¡;:~Í;;,¡~~'?,;~~~e~·ivc e~ 
suficientes concentraciones para llegar ya sea. _al·_.--~Ó~l~o-_~:i~t~·)it~:~.:~~YJ'~·;._"~~-~~~--.· ~ d~I 
patógeno .. puede reaccionar con iones metálicO_S_ i~t~~·e_t:ti'íii~;.· ~~~-~+~~"J_ :OH·~ -~_i"smos 
que se sabe fragmentan el ADN en sitios espe~Ífic~s ~·~-- a~~qu·~~'- A:s·¡)~~~ ~·í~-.:~~'aduCción 
de ROS resulta en un daño considerable para ambos patógeno y húesped y r"equiere que 
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)as células de la planta acth·cn Ja fomrn.ción de: mecanisn1os protectores (1-lammond­

Kosack y Joncs. 1996). 

En plantas. las principales cnzin1as antioxidantes a nivel citosol/n1cn1brana plasn1ática 

son la catalasa y la supcróxido dismutnsa. las cuales reaccionan con las fom1as activas 

de oxigeno. y la ascorbato peroxidasa y Ja glutatión reductasa. que regeneran la 

oxidación de los antioxidantes (Vera-Estrella et al .• 199411). 

Han sido propuestos varios papeles para los ROS en Ja defensa de Ja planta. Por 

ejemplo. el H:?O:? puede ser directamente tóxico para los microorganismos a los niveles 

que se conoce que son producidos en las plantas. puede contribuir con el reforzamiento 

estructural de Ja pared celular de Ja planta. y es esencia) para la formación deJ poJfmero 

Jignina. precursor en Ja vía de la pcroxidasa. 

Es también probable un papel de señalamiento para algunos ROS. EJ H.:?0.:? incrementa 

la actividad de la enzima ácido benzoico-:? hidroxilasa (BA:?-H). que ·se· reqUiere para la 

biosíntesis del ácido salicílico (SA). Además. el peróxido de. hidrógeno·acth.:U algunos 

n1ecanismos de protección. por ejcn1plo. la expresión dd gen ,de Jn glÚtatión-S­

transferasa (Hammond-Kosack y Jones. 1996). 

Fortificación de la pared celular. 

La cantidad de sustancias defensivas producidas o depositadas.e~ ·la pared celular de las 

plantas cuando son invadidas por hongos son ·callosa. glicoproteinas. por ejemplo 

ex.tensinas que son ricas en el aminoácido hid~oxip.rolina .. componentes fenólicos de 

complejidad variable incluyendo lignina y suberina. y elem.~ntos minerales tales conl<? 

el calcio (Agrios. J 997). Un tipo de fortificación de Ja ~red celular que ocurre 

rápidan1ente en respuesta a la in'\asion micótica es Ja formación de la papila. La papila 

se f"onna a menudo inmediatamente por debajo del gancho de penetración y su 

composición es heterogénea. se piensa que es un bloqueador fisico en la penetración 

micótica de las células hospederas. 

La rápida deposición de callosa en la pared celular es también frecueniemCntC as.ociada 

con Jos sitio~ de incompaÍibilidad del patógeno. Ln d~po_si~~Ón ··de. -~a~ro.~~ ·,: tá-~_biéri 
sucede cuañdo cultivos celulares de plantas son estimutad~s C~n .. ~voCad-O~~s dCí-i~~-ádos 
de patógenos o cuando eJ tejido de Ja planta es herido mecánicaménte. La enzima 

sintetasa de callosa (GS-11) es constitutiva de la membrana plasmática y para catalizar la 

20 



INTRODUCCION 

formación de este polimero f3-1~3-glucano requiere el incremento de ambos niveles de 

13-furfuril-J3-glucósido y Ca2
+ para su actividad. El bloqueo del plnsmodesmata 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 glicoproteínas ricas en hidroxiproJina (HRGPs) se piensa que jueg.nn un papel 

clave en la organización de la arquitectura de la pared celular primaria y pueden actuar 

como foco p~ra la iniciaciOn de la polimerización de ligni~a. ~as extCnsinas son capaces 

de inmovili~':··~~iertos patógenos de In planta .. posiblemeO~·e. a ·t~llyés.' de interacciones 

electrostáti"C~; .. I:Jn .mecanismo adicional aunque probab~e~f;;~le:it;iit.c>'.que.hace Ja pared 

celular má~.~~lj:,~nneable es Ja elevación local del "~~~_i_e!1Íd0 :d.·~-:.1.~~~~~a. , 

Acido bcnzóico y ácido salicilico. · 

Algunos patógenos incompati}?les.. tales : co'mci · · h'o'nSc!~;· 'yinls~ ~'.·~ o· ~ ~acterias .. 

frecuentemente provoc~n l~:~c-um~~~~i~? -~~i~· .. d~.~~·á"c~id~:.~~~~~~Í~~;(BÁ.)/á.Ci.~O:·~.~li·c·ílico 

~~~:en~ra::nc:e::c~~:v~:~:;Z1~!.ª:Z:i~d~i~;1 €~~~~f«~~~~~K~t~~;¡51:'S:if#u~~i6:1';: 
estos componentes ~s~á .c~~~.~~~\~:~~. -~~.oci~d~ ~~~.n:.~?::.~Cs~.~~s~~- .. ?i.~.~rse~·~-~.!?I~: ~.1:1.~~·/L~. 

::~:c::ª;e:~ª~::~::~:: ::;:·¡~~;~t:r;~i~e~$~~j:áP1i~~i:1~~~I~i;fC::;:~~~f ~k:ida. 
En la libe~ció~::.~~1- ·-~~id~_ ·._~e~~~~~~_:~.º. ~iln~~.;:~.~\:~ ~n ~· ~:~."j.~~:~~i·~ ~é,;_~ft.·~.P~~f~,/~~iQ~á~-: s~. 
induce una: ci.~~c·~-~.-~º- ~.~~~:~.~~i.~xi·g~~~-~·é~~2-~fi> ':~9f u·~1~·.-~~~:¿:~~'~·i'e~~~.-:~·~-~~~~~~- s~.-. 
La activida·d 'de. Iá 'Cnzim.a" BA2~H es>fllerier~·lf:fite' iri-ciuéidii ·8.iitC~;"dC" 13- apariciórl de -la 

"''..~·- ~._ :·::' 

~=·esta claro si· 1;.· b1c;),;;~·i6si,~~::'éic· SA· es una causa o una consecuencia de. HR. pero 
'-·.:. ,, - ... ,, : ,,· ; ·'-"·'· 

ambas hipótesis-puedé:n'ser_.yálidaS. Han.sid()propuestos varios otros papeles para el SA 

y/o BA en ·~A~~·~~~e~~.~»:·dc· la' pÍ~~Í~. :·Arribos .c~mpuestos pueden ser directamente 

antimicrobialCsy.''_ LOs-.·niVeles e~eva-do~ de SA pueden también inhibir la expresión de 

genes induci~?~--:e~ ti'~'~idas ~or. bloqueo_ de- la biosintesis del ácido jasmónico (JA); un 

absoluto requerimiento 'para el SA és Ja resistencia mediada por el gen R contra varios 

hongos. bacterias y virus. 

Está claro que el papel del ácido salicílico en la defensa es complejo y tan1bién puede diferir de especie a especie (Hammond-Kosack y Joncs. 1996). 
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Proteínas relacionadas con la defensa. 

Las proteínas relacionadas con la patogénesis. n menudo llamadas proteínas PR. son un 

grupo de proteínas de la planta. estructuraln1ente diversas. que son tóxicas para los 

patógenos invasores. 

Las PR existen en Ja parte extracelular de las células de In planta y también en espacios 

intercelulares. Las PR pueden ser tanto extremadamente ácidas con10 extremadamente 

básicas y por lo tanto son altamente solubles y reactivas. Las proteínas PR mejor. 

conocidas son proteínas PR 1. P-1.3-glucanasas .. quitinasas .. lisozimas. proteínas PR4~ 

proteínas ricas en císteina. proteínas ricas en glicina. inhibitores de proteinasas. 

proteinasas. quitosanasas y peroxidasas. 

Aunque las plantas saludables pueden contener cantidades trazas de varias proteínas PR. 

el ataque por patógenos. el tratamiento con evocadores. heridas. o el estrés. inducen la 

transcripción de una batería de genes que codifican para estas proteínas. - Entre los 

componentes señales responsables de la inducción de las proteínas PR se incluyen el 

ácido salicílico. etileno. xilanasa. ácido jasmónico y probablemente otros (Agrios. 

1997). 

Lipoxigcnasas. 

El incren1ento rápido en la actividad de Ja enzima lipoxigenasa (LOX) ha sido 

encontrado frecuentemente asociado con la incompatibilidad mediada por el gen R-A\•r: 

tal incremento en su actividad puede contribuir a la resistencia de un número de vías. 

Por ejemplo. LOX puede generar moléculas señales tales con10 el ácido jasmónico (JA). 

JA-n1etil. o peróxidos de lipido. que coordinadamente amplifican respuestas especificas. 

La acti•!ic!ad de LC>: puc.:lc cau:-ar Jder.tá~ :..1n ..i ..... iio irn .. vc.!:sit.:e e11 la membran ..... que 

puede ser principalmente la pérdida del contenido celular y resultando finalmente en la 

muene celular de la planta. Altemativru:iente. las reacciones catalizndas por LOX 

pueden resultar en ta 'produCción de rnetabolitos secundarios tóxicos volátiles y no 

volátiles derivados de á~idos grasos que atacan directamente a los patógenos invasores 

(Hammond-Kosack y Jones. J 996): 
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Fitoalexinas. 

Son sustancias tóxicas antimicrobianas que..- son producidas en cantidades apreciables en 

las plantas sólo después de ser estimuladas por diversos tipos de microorganisn1os 

fitopatogénicos. por daño químico o mecánico (Agrios. 1997). 

Las fitoalexinas son de bajo peso molecular .. lipofilicas. que se acumulan rápidamente 

alrededor de los sitios de infección y se dan en respucstn a estimulación por evocadores 

bióticos y abióticos. 

Debido a que la biosintesis de la mayoría de las fitoalexinas requiere de la. actividad de 

numerosas enzimas. se requiere de gran coordinaci_ón e~ tos ev~~tO'~ _señ~i~~ .. :~uritn~e el 

ataque de las células para obtener una respuesta de dcfenSa exitosa·{:Hain:~O~d-KOsnck 
y Jones. 1996). ·'~ :,. -:,t? ~~. ·!,~:,_.-.~~ ·::;:::\\-<· f ·e 

::.:;~;:.::~:::;~~::~:;::;~":'::','.':,:~.·~~'~'1~1Jff ::·;· 
F) SISTEMAS DE TRANSDUCCION ~-É sE·~AL-~~~- ~· .: ·~ '·;~::,-;:~ {<:·:· ;; .: . ;;: ~ 
Todas las células tient!n mecanismos de ~ei'ia~eS~·qu!! i~~--~e-~it:C~.-~~r~·~~~¡~·b·ri.ffi~¡"~s··cn su 

medio ambiente ante los cuales tienen que .reaccioOar. Estos Ca~b'f¡,-s'"sOn:prOcesadOs 

como señales (Nelson y Cox9 2000). Tanto las céluia's pro~arióticas c~-m~--~i:¡~~rÍóticas 
han desarrollad~ componentes moleculares que se asocian de manera ordenada. 

específica y s_ecue:~cial y que fonnan vías de recepción de la s~ñal (p_rimer m.en~ajCro). 
su transmisión intracelular y la salida de respuesta a 18 seftal. Cad3. ·vía· pu~de estar 

confonnada· .• ·p~~ v~riaS ~~oteínas .. ·erizimas y componentes específicos~-. ·Eri :·,a· :gr~n 
ma ... ·vria Je lo~· éüS03 ·.1~ s".i conocen tvdvs ellos y ddcnuis estos varían dépeau.uen~~ <.le: 

tipo de señal_:_qu~-·~e. perC_~ba. Sin embargo .. la estrategia es coniún: Hay un receptor 

(membrana( e·n. :I·i. ~ayori~ ·'de los casos) que existe· en un número reducido de ·copias y 

que interactÓ~:·~~·:;m~'.~·~~--.. -~,~P~.c~fi~a con lr.t Señal externa. Este receptor a su·vez activa 

varias cop~~'.:~~·'-:~-~~;-~~6J-é~:~f~· .efec~ora p.rimaria y cada una de éstas a su vez activa 

varias más .. : ~;~-d~~~é:~:~6~~\-~~·~--.~~~ ·réspuesta amplificada a la señal (por lo que se 

denominan ~~-c;~~~·?~l~~~~~-~li~c~Ó~),. El número de efectores secuenciales es variable 

dependiend(>,del e~tÍ;;,~10~ -A-ISúnos de Jos efectores pueden producir moléculas en gran 

cantidad pero de manera regulada y éstos son Jos llamados segundos mensajeros que 
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activan a otras moléculas amplificando así la señal originaln1cnte percibida. Otros müs 

de los últin1os efectores son a menudo factores de transcripción de genes específicos 

cuya expresión tiene que ser aumentada porque d producto proteico respectivo es 

necesario para dar respuesta a Ja señal (Schallcr y Occking. 1999). Los mecanismos de 

transducción de señales son altamente sensibles .. específicos y han sido conservados 

durante la evolución. En las células eucarióticas existen cuatro mecanismos generales de 

señalamiento: ( 1) canales de iones en la membrana plasmática: (2) enzin1as con un 

dominio catalítico dentro de la célula y un receptor extracelular para la señal: (3) 

proteínas men1branates que estimulan p'roteinas blanco (enzimas o canales de iones) por 

activación de proteínas G y (4) proteínas nucleares que ligan esteroides y actúan como 

factores transcripcionales. A continuación se reseñan los componentes más importantes 

o mejor conocidos de vi~s de transducción de señales. 

Receptores 

Uno de los mecanismos fundamentales de transducción de las señales es llevado a cabo 

por proteínas que funcionan como enzimas-receptores. Estas proteínas tienen un 

dominio de unión al ligando en la superficie extracelular de la membrana plasmática y 

uno enzimático con su sitio ::;.ctivo del lado citosóJico. estando los dos dominios 

conectados por un simple segmento transmembranal. Generalmente. la enzima-receptor 

es una cinasa de proteína que fosforila residuos de tirosina en proteínas blanco 

especificas: el receptor de insulina es el prototipo de este grupo. 

Otrits enzimas-receptores producen un segundo mensajero intrai:elular como el GMP 

(guanosina 3· .. s·-monofosfato cíclico) en respuesta a señales ext~celu,ares. El receptor 

para <.I factor nntria1.!tic<.. atrial .:s típico C.:e est~ t:po. h.L t:•.zi1,1a d1i.,;. eSte"recCPto •. tiene 

actividad de guanilil ciclasa y produce el GMP ·a panir de ·~·GTP .. c!;UanOsina 5"­

trifosfato) .. este GMP producido actúa cOmo, ~ég~Oºc:Í~._m~~.s".'-~·-~f~·;;_~~~i.~a·,;d·O a ".:..na cinasa 

de proteínas dependiente de GMP (PKG).:E~tn (:,'.,:z¡..;'.a:::.,ú;;ra:·:·el :;,,¡.;t~b',,lismo por Ja 

fosforilación específica de enzim~s blail-~~~·>::" ,, . , .,."·>· ,_,, 

Un tercer mecanismo de t~sd'u~~i·ó¿'._'d-~~-~.~~~,i:e·~;~.:~f'deáriido por tres component.:s 

esenciales: un receptor d~ --··i~:~ ·-~~~'b';.a~ri :,-"~Í.3S~áticia con sit;te segmentos 

transmembranalcs .. una enzima en. la m~mbrana Ptasmática que genera un segundo 

mensajero intracelular (adenilato ciclasa)~ y una proteina (proteína G) ligada a GTP que 
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se disocia cuando el receptor cstd ocupado) se une a la enzima. activándola. El receptor 

f3-adrenérgico. que está regulado por la cpincfrina en varios tejidos. es el prototipo de 

este sistcn1a. 

Cinasas 

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

específicos de aminoácidos. que pueden ser se1 ina (Ser). trconina (Thr) o tirosina (Tyr). 

mientras que la elin1inación del grupo fosfato es catalizado por fosfatasas de proteínas 

· (Nelson y Cox. 2000). 

La fosforilación es una de las modificaciones post-traduccionales de las proteínas más 

estudiada. Básicamente. el sistema implica un mínimo de tres proteínas y dos 

reacciones: 

Proteína + nA TP 

(nativa) 

Protcfna-P + H20 

- proteina-P + ADP 

(modificada) - Pi +. PrOteína : 

l. 

2. 

La reacción 1 es ~atali~da por ci~asa (s) .. de .. pr«?l~·Í!1~~- ~·.'la_ r~acción '2 Úa opuesta) po~ 
fosfatasa (s) de fosfoproteina • 

. ' . ' ' ' . ; ' . ~ 

La fosforilación Y' defosforila~ión -~e _las·pr~t~i_rlas .. po~ cin3.sa~ y'fosfatasas pueden ser 

responsables.·de I~.regu_t~~-ión·:,~e- 1~ ~~tiVi~ades.:e~zi.mátiCaS y sirven como un sist~ma 
de cascada para la a~plificació.n'de seila.les (Ranjeva y Boudet. 1987). 

Los grupos fo~fal?.- o -fosf~ri~o que so-~ ~.úl'idOS cOvalCntem~nte a las proteínas por acción 

de las cinasa5¿ -af~cian}~ _e~t~c~~~ y a~iividad Catalítica de las protefnas~ disn1iltuyendo 

o aumentandó·:su·:ar.tivid3d. a trcivés de .. diferentes mecanismos como modificando la 

at1nidaa dé ~'lí'a:~~;¡.;.a pO~ su.suslr~t~. 
Los residuoS_.de .. ~~rir:ta_:. treonina o tirosina que son fosforilados en proteínas reguladas 

ocurren denti-Ó: de'~ ~'otivos estructurales comunes .. llamadas· sCcuencias · conseñ.so. que 

son recono~Í~~:>~~~: cii;1itsas para proteínas espc!Cífic~·· cTábia Íij. La regulación por 

fosforilación eS bllstan~e complicada. Algunas proteínas ticn~n secúencias consenso que 

son reconocidas por ditCrcntes cinasas de proteína. las cuales pueden fosforilar la 

proteína y alterar su actividad enzimática. En algunos casos.. la fosforilación es 

jerárquica: un cieno residuo pued"! ser fosforilado solo si un residuo ha sido fosforilado 
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previamente. Para servir como un mecanismo rcgulatorio efectivo. la fosforilación debe 

ser reversible (Nclson y Cox. 2000). 

Tabla 11. Secuencias consenso para cinasas de proteína 
Cinasa de nroleina 
Cinasa de la proteína A 
Cinasa de la· proteína G 
Cinasa de la proteína C 
Cinasa de la proteína B 
Cinasa 1 de caln1odulina/Ca:?+ 
Cinasa 11 de c3lmodulina/Ca2

+ 

Cinasa de la cadena ligera de miosina 
(músculo liso) 
Cinasa de Ja fosforilasu b 
Cinasa regulada - señal cxtracelular (ERK) 
Cinasa de la proteína 
dependiente de ciclina (cdc:2) 
Cinasa 1 de caseína 
Cinasa 11 de caseína 
Cinasa receptor J3-adrcnérgico 
Cinasa de rodopsina 
Cinasa del receptor de insulina 

Secuencia consenso,. residuo fosforilado* 
-X-R-(R/K)-X-csrn-B-
-X-R-(R/KJ-X-csrn-x-
-(R/K H R/K)-X-( srT)-B-(R/KJ-(R/K)-
-X-R-X-(S/T)-X-K-
-B-X-R-X-X-(S/TJ-X-X-X-B-
-B-X-(R/KJ-X-X-(S/T)-X-X-

-K-K-R-X-X-S-X-B-B-
-K-R-K-(}-/-S- 1 °-R-
-P-X-csrn-P-P-

-X-(S/T)-P-X-{K/R)-
-(Sprrp)-X-X-(X)-(S/T)-B 
-X-(S/T)-X-X-CE/D/Sp/YpJ-X-
-(D/EJ,.-(S/T)-X-X-X-
-X-X-(S/TJ-(E)n-
-X-E-E-E-Y-M-M-M-M-K-K-S-R-G-

D-> 0-M-T-,\f-(}-J-G-K-K-K-L-P-A­
T-G-D- J'-Al-N-M-S-P- l· 0-G-D-

-E-E-E-E-J'-F-E-L-1 ·-

•Los residuos de Ser (S). Thr (T). o Tyr (Y) que están bajo fosforilación están en 
negritas; todos los residuos de aminoácidos se muestran como sus abreviaciones de una 
letra. X representa cualquier aminoácido: B. cualquier aminoácido hidrofóbico: Sp. Tp. 
y Yp. son residuos de Ser. Thr. y Tyr ya fosforilados (Nelson y Cox. ~000). 

Con respecto a algunas cinasas de proteínas en plantas que participan en la respuesta a 

patógenos se ha encontrado que en el arroz .V'a-21 y trigo LrJO que contienen la clase 

de genes R (gene de la resistencia). codifican a ci!Jasas que funcionan con10 receptores 

con un doniinio cxtracclular. un dominio en la membrana y' un .d\Jminio,.dc· .. cinasa 

serina/treonina en el citosol. Se ha especulado que siguiendo· la ~~;~eP~ió.:i:·.:d~ Jñ -.~eñál 
del patógeno (tal como un evocador). el dominio· d~--~i~a~~- d~-~~~i~_.p,~ot~.{ñ~-~·~~driri · 
disparar una cascada de fosforilación. Desafortunridá"meriie .. · .. l~~-.:,:.Pr~iéin~"~"que 
interactúan después de estos receptores no han sid6 ide~'~¡fi-~~das~·j::l'-:-:~-~~1~·~,p~~ .. del . . ., 

ton1ate es la única clase de sen~ R_ que codifica una proteína" citosólica coii actividad de 

cinasa serinaltreonina. Algunas de las proteínas que interactúan con la cinasa Pto han 
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sido identificadas. El gene Plil (4Pto-interactuando 1_·) codifica unn cinasa 

scrina/treonina que es probablemente el sustrato hacia abajo de Pto; otras tres proteínas. 

codificadas por los genes Pli.J, Pri5 y P1i6. se han encontrado que interaccionan con la 

cinasa Pto. Cada una de las tres proteínas pueden ser factores transcripcionales que 

actúan sobre la región promotora de un largo número de genes relacionados a la 

patogénesis (PR). En perejil. el reconocin1iento de evocadores no específicos por la 

célula hospedera puede disparar una vía de señalamiento mediada por una cinasa de 

proteínas activada por mitógeno (MAPK). Los evocadores mitóticos inducen cambios 

en los estados de fosforilación de las proteínas de las células de tomate y estos cambios 

se correlacionan con el incremento en las concentraciones de ca:?+ libre citosólico 

(Blumwald et al .• 1998). 

Cinasas de la membrana plasmática 

Se hiJ. considerado que las cinasas asociadas a la membrana plasmática juegan un papel 

clave en varias vías de transducción de señales. En c¿Julas animales. algunas de estas 

cinasas son receptores para moléculas de señales extracelularcs fosforilando un residuo 

de serina. treonina o tirosina. Los genes putntivos para las cinasas-receptores han sido 

encontrados en plantas recientemente y la fosforilación estimulada por luz azul de un 

polipéptido membranal con una Mr de cerca de 120 kDa .. ha sido obsen...-ada en varias 

especies. Otras cinasas asociadas a Ja membrana plasmática son estimutadas Por 

mensajeros intracelulares .. tales como iones de calcio (Baizabal y González de la V~ra .. 

1994). En células animales .. las cinasas de la proteína C son reguladas por seg~ndos 

mensajeros. tales como diacilglicerol~ esfingosina.. lisofingolípidos y ácidos grasos 

inst>turndcs {Oishi ·tal ... 1990) Con la cxce¡::ión de la H+ - ATPasa. las proteín~ e,rl la,, 

membrana plasmática que son fosforiladas por cinasas no han sido identificadas. 

Se ha caracterizado la actividad de cinasa de proteínas en la membrana·: pl·~~.átÍ~a-:de 
raíz de remolacha (Be/a l'u/garfa_" ·~.) ... encontrándose dOs cir1as~s ·:de·~·p~Ot~Ína-, en. 

preparaciones enriquecidas de membrana Plasmática. Las cinasas e.:. é~i·as ·p¡.~p~~ciOnes 
producen la fosforilación de dive_rsos polipéptidos membranales:'de.)'7 •. ·.71.). ·~s kDa. 

Con rP.specto a estas cinasas se encontró que una era depcndiente:~~:catCio de 64 kDa y 

la otra independiente de este catión (Baizabal y González de la Vará. 1994). Asimismo. 

una cinasa de proteínas regulada por calcio (CRPK) asociada con la membrana 
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plasmó.tica de raíz de remolacha fue purificada y caracterizada. cuya masa molecular 

estimada fue de 58 kDa. La CRPK no reaccionó a anticuerpos contra cinasas de proteína 

dependientes de calcio (CDPK) de Arahidop .... i.1,· o frijoL lo que sugiere que la CRPK y la 

CDPKs pueden ser diferentes enzimas. aunque muestran propiedades similares: (1) 

Ambas enzimas son estimuladas a concentraciones micromolares de Ca2
•• (2) Ambas 

tienen masas moleculares similares: 5:2-55 kDa para CDPK de frijol y 58 kDa para 

CRPK. (3) Ambas son cinasas Serrrhr. (4) Las dos enzimas exhiben su curva de pH con 

forma de campana con un pH óptimo amplio. CRPK exhibe una actividad máxima entre 

pH 7.0 y 8.:?. mientras que la CDPK del frijol tiene una actividad máxima entre pH 7.0 

y 9.0. Entre las diferencias más importantes están que Mg-ATP es más eficiente para 

CRPK y Mg-GTP para CDPK. La cinética de CRPK indica que cuatro iones de Ca0
• 

unidos a la enzima fosforilan un péptido sustrato .. mientras que para CDPK sólo se 

necesitan dos iones y finalmente la actividad de CRPK no es estimulada por 

fosfoliµidos. a diferencia de la CDPK que si lo es (Baizabal y González de la Vara. 

1997). 

El reconocimiento de los evocadores micóticos por receptores en la membrana 

plasmática del hospedero es considerado como uno de los eventos qu~ _ encab~~ la -" · 

activación de mecanismos de defensa inducibles (Xing et t1l-~ 1996). Reci~nte~en~~ s~ 

ha purificado y caracterizado en la membrana plasmática de raíz de_ r~moiac:~a~: ..l~ ~· 
probable receptor de luz con actividad de cinasa.. siendo éste una glicopr~t~í.~~·- df";,- 12Q_ . 

kDa. Esta proteína muestra algunas características de otros receptores c~n. ~'~i~~i_d~d ~e 
cinasa: tiene un CJevado peso moleculár .. se loca~i:za en la membrana plasm.áÚca~·:cú~~-d~ 
ha sido extraído mantiene su actividad y puede autofosforilarse. Se ~nco~t~Ó :-~,~e, -~~ta 
proteína de '120 kUa se fostorila fuertemente a pH alcalino y en prese~~i·~,:·d~,;l~.z.: 
además fosforita prin~ipalmente residuos de treonina. Con estas observaci~_neS ·se ;ha"\ 
sugerido que _este_ receptor puede ser similar a la fototropina. que es un re~ei:>~o~ ~é: luz 

a::ul implicado ~riel fototropismo (Raya y González de la Vara. 2001 ). . ' 

Por un estudiO previo con cultivos di! suspensiones de células de tomate hi sug~rfd~-·qÜe_ 
el reconoci~ie:ito de evocadores de Cladosporium fu/\•um. un patógeno rri-i~·Ó·i-i~o/·p~r 

. ~ ,, - . . - -
receptores putativos de la memLrana plasmática del hospedero. resulta e!:''. li:\.-~ri_ducé,ión 

de vías de transducción de señales que inician la respuesta de defensa contra - el 

patógeno. Una de estas señales implica una rápida defosforilnción de la. H. - A TPasa de 
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Ja membrana plasmática mediada por una fosfatasa. lo que lleva a un incrcn1ento 

. significo.tivo en la actividad de la enzima y a la subsecuente acidificación del medio 

cxtracelular (Vera-Estrella et al ... J 9941 .. 199411). A este respccio se ha investigado la 

tbsforilación reversible de Ja H ... -ATPasa de la n1embrana plasn1ótica de suspensiones de 

cC_lulas de tomate después del tratamiento con evocadores n1icóticos específicos de raza .. 

encontrando la implicación de dos cinasas de proteína que regulan la fosfi..1rilación de la 

1-1"*·-ATPasa. El análisis de la fosforilación in l'i\·o indicó que después de 30 min del 

tratamiento de las células fue obvia la defosforilnción de la H ... -ATPasa de la n1cmbrana 

plasmática. CÍlando el tratamiento se extendió 1 o :2 h. el proceso de defosforiJación se 

invirtió y se observó la refosforilación. En los experimentos in \'itro con membranas 

aislndas no se observó la refosforilnción. lo que sugiere que Ja rcfosforilación de Ja H ... -

ATPnsa de la membrana plasmática del tomate requiere de elementos celulares que se 

pierden durante el proceso de aislamiento. Se determinó que en la fase 1 participa una 

cinasa C de proteínas (PKC). gracias al estudio realizado con activadorcs (SC-9. SC-10 

y l 3-acctato-12-n1iristato forbol o Pr-..1A) e inhibidores específicos de PKC: 

bisindolilmalcimida (20 nM). calfostina C (100 nM). queleritrina (1 .µM). y N-(2· 

guanidinaetil)·S·isoquinolinosulfona_mida (HA1004 a 50 µM}, así como un inhibidor 

g.ene~I de cinasas de proteínas (estaurosporina a 1 µM). Estas concentraciOnes .de< 
inhibidores son menores o cercanas a las concentraciones q-uc inhiben el 'so%· dC.· 1a· 
actividad de PKC en sistemas animales. 

Finnlmente. se encontró en la fase 2 una cinasa dé:pendie~te de Ca2 .... y_ calmOduÜna .. ·,· •.· .. - .,_. __ . -
(CaM)~ al utilizar un ant~gonista de calmo_~_ulin~: YJ~ ~.u~ inhibid~r espCci.fico .. ~e' ~¡~as~-.-
11 dependiente de Ca:•1caM (CaMKll) KN"62 y~~ agente q~dante EGTA> Adem!i~ ·ci ·: 
efecto de la cinasa dependiente de Ca,./CaM en 1:1. r~fosforil[\ción de la H~ - A TPiia.'de 

la membrana ~l~mática es condicional y. deJ:>ende de la activación previa· de la-cin.~sn 

PKC (Xing et al.;' 1996). 

Por otro lado .. -~n raíz de maíz (Zca n1ays L.) se ha encontrado que la aci_ividad.·de)~.H~­

A TPasa de la membrana plasmática está regulada por una fosforiláción-:dePCn'dfe~te de 

calcio .. en la cual está participando una cinaSa dep~ndierli~ .. '..de c~Icic>' .. io :~·~~l ·fu~ · 

demostrado al obs~rvar el efecto de Ca". CaM. antagonistas' de _C~M com~ WS (N~[6~ 
aminohexil]-1-naftaleno sulfonamida) y Vl7 (N-[6-aminohexil]-S·cloro-1-naftaleno 

sulfonamida) y estaurosporina sobre la actividad de la H•-ATPasa. No encontrándose 
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ningún efecto con Jos antagonistas de CaM pero si con Ca2 • y cstnurosporina. La cinasa 

que está medi~ndo Ja activación de la 1-1·-ATPasa no ha sido identificada. Bajo las 

condiciones en que la proteína fue fosforilada. ambas actividades hidrolítica y de 

bombeo de protones fueron disminuidas de la n1isma manera. lo que indica que la 

fosforilación de la H• - ATPasa de la membrana plasmática de la raíz de maíz inhibe su 

actividad (De Nisi et al .• 1999). 

Segundos mensajeros 

a)AMPc 

La célula responde a su medio ambiente por. el ingreso de señales de hormonas u otras 

señales químicas externas (ver Tabla ]JI). La interacción de estas señales químicas 

extracclulares (primeros mensajeros) con receptores en la superficie celulár suele dirigir 

la producción 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 

nucleótido. Uno de los más comunes ·es la aderiosirla· 3·.5'·-monofosfato cíclico (AMP 

cíclico o AMPc) formado a panir del ATP en una rc!'acción catalizada por la adenilato 

ciclasa. una enzima asociada con la cara in-t(":rior de .1ª membrana plasmátic'l. 

Tabla Ill. Al~unas señales que utilizan él AM~c como segundo mensajero 

Corticotropina (ACTH} 
Hormona liberadora de corticotroPina (CRH) 
Dopamina [D-1. D-2]• 
Epincfrina (IJ-adrenérgico) 
Hormona estimulante del folículo (FSH) 
Glucagón 
H1starnina íH-:?:j• 
Honnona luteinizante (LH) 
Hormona estimuladora del mclanocito (MSH) 
Olorantes (diversos) 
Hormona paratiroidca 
Prostaglandinas E1. E, (PGE,. PGE,)' 
Serotonina [S-HT-1 a. S-HT-2]• 
Somatosta!ina 
Degustantes (dulce .. amargo) 
Hormona estimulante de la tiroides (TSH} 

• Algunas señales tienen dos o más subtipos de receptores (mostrados entre corchetes). 
que pueden tener diferentes mecanismos de transducción. 
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El AMPc estimula a las cinasas de proteínas dependientes de AMPc (PKA). PKA regula 

el efecto de In epinefrina por fosforilación de proteínas clave en vías mctabolizadoras de 

grasas y carbohidratos. Esta cascada de eventos. en la cual ·una hormona activa In 

catálisis de una molécula sencilla que enseguida activa la catálisis de otra y así 

sucesivamente .. resulta en una larga an1plificnción de la señal. que es característica de 

todos los sistemas activados por honno:ias. 

b) Ca'• 

En muchas células que responden a señales extracelulares. el Ca2 • funciona como" un 

segundo.mensaj'?ro que dispara las respuestas intracelulares .. tales cOmo la exocitosis f:n 

neuronas y células endocrinas y la contracción en músculos. Nonnalmente~ la 

concentración citosólica del calcio se mantiene muy baja (<10-7 M) por la acción de las 

bombas de calcio en retículo endoplásmico.. n1itocondria y membrana plasn1ática. 

Cualquier estímulo hormonal ocasiona la afluencia de C32
+ dentro de la célula a través 

de canales específicos de Ca2.... en la n1embrana· plasmática o liberando el Ca2 ... 

almacenado en el retículo endoplásmico o mitocondrias. en cualquier caso 

incrementando el [Ca2+] citosólico y disparando una respuesta celular. 

La concentración citosólica de calcio suele oscilar con un periodo de pocos segundos .. 

siempre y cuando la concentración extracelular de la hormona permanezca constante. El 

n1ecanismo bajo el cual se da esta oscilación presumiblemente implica una rellcción de 

regulación por el Ca2
• de cualquiera fosfolipasa que genera IP3 (inositol 1.4 ... 5-trifosfato} 

o el canal de ión ~ue regula el Ca:?+ liberado del retículo endoplásmico •. ·º :ambos. 

Cualquiera que sea el mecanismo .. el efecto es que una clase de sei\al {por ejCmplo. una 

concentración hormonal) es convertida en. otra . (frecuen_cia y amplitud de las 

concentraciones intracelulares de Ca-::·). 

e) Lipidos 

Los lipidos biológicos son un grupo, quim.ican:Je~te~.:.diV~rso~:· de Co~p~Ílentes .. la 

característica común y que los· defih~'.··~~-- ~u ~"¡~S~i~bitid~d 'c·~.1~1-:.Jii~~~' Las funciones 

biológicas de los lípidos ·~ambién son di~ersiis ~o~-~--·~u qu~inicÜ_~' L~;, iifá~as y los aceites 

son las principales formas de almacenaje de" la energía en n1uch.os organismos. Los 

fosfolípidos y los esteroles son los principale:; elementos estructurales de las membranas 

biológicas. Otros lípidos que se presentan en cantidades relativamente pequeñas .. juegan 

papeles cruciales como cofactores enzimáticos. acarreadores de electrones. pigmentos 
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que absorben luz. soportes hidrofóbicos. agentes emulsificantcs. corno hormonas y 

mensajeros intracelulares (Nclson y Cox. 2000). 

Los csfingolípidos son componentes estructurales de las membranas celulares que 

pueden ser metabolizados para generar catabolitos tales como ceramida. esfingosina y 

csfingosina-1-fosfato. Estos metabolitos son moduladores de moléculas transduC:toras 

implicadas en la transducción de señales y juegan papeles esenciales en la regulación de 

mitogénesis. diferenciación. muerte celular. detención del ciclo celular y en la 

senescencia (Megidish et al .• 1999). Esto se manifestó con el descubrimiento del ciclo 

del fosfoinositol. El cual reconoce que el fosfatidilinositol 4.5-bifosfato es hidrolizado 

por la fosfolipasa C (PLC) que libera la cabeza hidrofilica que es el grupo inositol 1.4.5-

trifosfato (IP3) del esqueleto lipídico. el 1.2-diacilglicerol (DAG). IPJ interactúa con un 

receptor membrana) intracelular y dirige la movilización de Ca2 •. mient~as qUe el DAG 

se une directamente y activa cinasas de proteína C (PKC) y esto inicia una_casca~a de 

transducción de señales. 

Se ha considerado al ácido araquidónico y a Jos fosfolípidos: como ~~~~~~-os m~nsaj~ros 

y moduladores intracelulares (Huwiler et al .• 2000)uiles como inÓ,!;itoi"._1.4.5-trifosfato 

{IP3) (Nelson y Cox. 2000) diacilglicerol. esfingos_ina. _H~o~-~l}_ngc;l¡p~cl()s y ácidos grasos 

insaturados (Oishi et al .• 1990). _ .- .j·i~· :•.;'~:( 

Estructuralmente. los esfingolipidos se hary d~·riry'¡d·.~··.~~~).~:p~~~~rl~i·~--d~ un e_stjueleto 

esfingoideo (Huwiler et al .. -2000). En.·~inial_e~·;·:~~--~~sC -~~fi.DSoi~~~.~~ _pr~dominante 
es la esfingosina (Ng et al .• 2001) cC2S.3R.~EJ~:Í-ari.;i~c;_:¡·~j-dihid~oxi-4-octadeceno) 

-. . "'~ ' .. - - """.-· . -. . . ' 

(Huwiler et al.. 2000) .. En contraste;· las_· bases '.·esfingóideas para plantas son· 

predomin~ntemente esfinganina. 4~hidr~-~ic:sfl-~g~.¡'~~-- y_·]·~'¿ ··isómer~S cis y ~rans de 8-

cshngenina. 4.8-esJingadieno y 4-hidrox~--8-i:_stiñSenia'a {Ng et al .• 2001 ). 

La esfingosina 1''.lV"'-dimetil-esfinS,osina (DMS), es la f0nna metilada de Ja esfingosina. 

Muchos estudios han demostrado que la. esfingosina y el DMS modulan la actividad de 

Ji versas cinasas de proteína. por citar -~lguñas •. cinas~·_..<:IC?Per1die~tes de ca1modulina9 la 

cinasa de tirosina del receptor dP. insulina. cinasa 11 .d~_ cascfna (CKII). cin?sa del 

receptor de crecimiento epidennal y cinasa Src. 

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

mensajeros en-respuesta a estímulos exógenos (Megidish et al .• 1999). 
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El siguiente bloque de edificación en Ja estructura de los esfingolípidos es la ceramida .. 

que es una esfingosina acetilada en la posición ::!-an1ino. Muchos de los componentes de 

la maquinaria de señalan1iento de la men1brana plasnuítica residen en microdon1inios de 

la mCJllbrana enriquecidos en esfingolipidos y colesterol. 

La biosintesis de los esfingolípidos se lleva a cabo en el retículo endoplásmico (ER) y 

en el aparato de Golgi. A la fecha .. se conoce que no hny enfem1edades en humanos por 

defectos en la biosintesis de esfingolipidos .. pero si por defectos en la degradación de los 

mismos. La degradación de los esfingolípidos sucede en los compartimentos ~cídicos de 

la célula .. por citar algunos .. en endosomas o en Jos lisosomas. Además de la vía de 

degradación lisosomaL la degradación puede ocurrir en membranas extralisosomales en 

respuesta a un estímulo intra o extracelular;. presumiblemente en membrana plasmática 

y/o membranas endosomalcs. De tal modo que la formación de mensajeros lipídicos en 

demanda se da de manera regulada permitiéndole n la célula utilizar esta vía como su 

principal transmisión de señales de estrés. 

Ceramida sintetasa. 

La ceramida sintetasa (csfingosina A'-aciltransfcrasa) cntaliza la acilación de bases 

esfingoideas de largn cadena con un ácido graso tioéster de Ja cocnzin1n A. La enzima es 

capaz de acctilar tanto esfingosina como esfingnnina. Ambas bases esfingoidcas 

producen la misma actividad máxima. sin cn1bnrgo cu&:1.ndo se compara su Vma."IKm para 

ambos sustratos (248 para esfinganina. 90 para esfingosina) esfinganina es mejor 

sustrato que esfingosina. Estudios hacia develar la localización celular ·de la ceramida 

sintetasa indican una orientación citosólica de la enzima en la membrana del retículo 

endoplásmico. Algunas sustancias qu("' se producen naturalmente han sido identificadnS 

co111u hahibid'-1.~s po:e.ttes de la ccra,n:da sintasa. La foutonis;n~ B1 y lt.. Í.Jmou;sina B2. 

dos micotoxinas producidas por Fusariun1 moniliforn1e. ·uno:, d.~.< l?s _· ho!:1gos· ·más 

comunes del maíz y otros granos. muestran similitudes estrUct~~tcs.re~a~cable~ ~on· la 

esfingosina~ lo que sugiere u~a interferenria con. el m~iabOii~n;~ ·.ci:~'.:~Íá··>~·~fin~oSi~a. Se 
determinó una IC50 de 50-100 nM para la ceramid_a sili~~~~::·.~·~~.·yri,_}~'~~~i~·.~-~:a· .. B.1;·La 

inhibición de la ceramida sintetasa es co~petitiva_.~~~~.~z~S~i.a·:.~~i~:·,~·ij;;~b.~~~~-.y: ~ezcl~ 
con el ácido graso-CoA .. lo cual indica que la ·fuinO~isi;¡~:·inhib~·.·í~·~e"~fri.¡d~ ~¡~~~a Por 

interacción con los sitios de unión para ambos sustr~to~: ·Las: ~OXin·~~. de.;Ú~e;',,aria~ que 

son productos de A/ternaria alternara. y australi-n1icotoxinas .. productos de Sporomiel/a 

33 



INTRODllCCION 

au.wrulis son otros dos inhibidorcs de la ccramida sintctasa. aunque son n1i:nos potentes 

que las fumonisinas. In l'ivv. la ceramida sintetasa puede ser activada por varios agentes 

estimulantes .. como son TNFa .. choque de calor. hipoxia .. hexadccilfosfocolina y 

fenrctinina. Entre las funciones biológicas de la ceramida. se encuentra la activación de 

cascadas de cinas~ de proteínas activa~as por mitógeno (MAPK) .. por citar algunas. las 

clásicas cinasas reguladas por señales extracclulares (ERK) 1 y 2 .. y n1ás recientemente 

descubiertas las cinasas de proteínas activarlas por estrés SAPK. Estas vías de 

señalamiento paralelas regulan aspectos fundamentales de Ja función celular como el 

nietabolismo. secreción y la expresión de genes. 

Cinasas de ceramida 

La cinasa de ceramida fosforila específicamente a la.ceramida para generar ceramida-1-

fosfato. Estudios de su localización subcelular indican su. predominancia en la 

membrana plasmática. ln l•il•o. se ha observado que la cinasa de ceramida es- activ::ida 

durante Ja fagocitosis de anticuerpos revestidos de_. eritrOcitos por leucocitos 

polimorfonucleares. Además. la ceramida-t-fosfato estimula Ja f\Jsión liposomat. 

indicando que la ceramida-1-fosfato puede.promover l_a fonnación fagolisosomat. ·un 

evento crítico en la fagocitosis. Por otra parte. la aplicación éxtracelular de ceramid:a-1-

fosfato puede estimular la síntesis de ADN y la.división ce~ul~r en fibroblastos. Sin 

en1bargo. el mecanismo por el cual la ccramid-a-1-fosfato exógena es tOmada por ~aS 

células y dispara la proliferación celular no es conocido. 

Cinasa de esfingosina 

La cinasa de esfingosina es una enzima que catoliza la fosforilación de c;~~~~Os~-~a-:p_~rB ,> 
formar esfingosina-1-fosfato. En algunos ti~os de céiulas. J~ ~s~n~osi.n~_·:·c;;¿¿~e~a::~~·-.. 

capaz dt. estin1Jlar la vroli!'"cr.ición .-..~lular. Este ef.:ctc 111i_t0Sénico :·d; )~·;,'~~_fi"'"'riSb~i;¡~·,·:-· 
puede ser mediado por su conversión en esfingosina-1-fosfato •. Se __ ha enconiiad.0 C¡ue la -

cinasa de csfingosina es un_a enzima é:itosólica expresada ubicu.amehte. Su actividcid se 

incrementa en.respUe~ta a ciCrtOS·agentes promotores del crecimiento tales como el éster 

de forbol y la subunidad B de la toxina del cólera. 

En estudios recientes .. se, purificó esta cinasa del riñón de rata. La enzima purificada 

mostró una mas~ rñolec'ular aparente de 49 kl)a bajo condiciones desnaturalizantes .. un 

pH óptimo de 6.6-7.S y una especificidad de sustrato por o-eritro-esfingosina. Además .. 

no fosforiló al fosfatidilinositol. diacilglicerol o a la ceramida . .1V.N-dimetilesfingosina y 
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uL-treo-dihidroesfingosina fueron encontrados como inhibidores con1petitivos de la 

cinasa de esfingosina purificada. con valores de A:, de 9.9 y 5.:?. J.l~L respectivamente 

(l-lu"viler c.>/ al .• :?.000). 

Se ha encontrado un grupo de cinasas de proteína activadas espccificnmcntc por 

csílngosina y Df\1S pero no por otros esfingolípidos. denominadas cinasas de proteína 

dependientes de esfingosina (SDKs). Una proteína chaperona 14-3-3 fue identificada 

como un sustrato de estas cinasas. Así co~o también recientemente hicieron Ja 

caracterización de un miembro de las SDKs. denominado SDKJ. que es una cinasa de 

serina que fosforila específicamente solo ciertas isoformas de la proteína 14-3-3 (J3. ¿;. 
11) e identificaron el sitio de fosforilación en la proteína 14-3-3. En este estudio se hizo 

el aisla.miento. purificación y la identificación de varias proteínas celulares que son 

fosforiladas in l'ilro 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) fosforih1ción por cinasas 

endógenas sólo en presencia de esfingosina o DMS: (ii) la secuencia parcial del amino 

ácido de la proteína aislada: (iii) confim1ación con sustratos purificados aislados para 

otras fuentes que fueron fosforilados con SDK semipurificadas de manera dependiente 

de DMS o esfingosina. POI y calrcticulina fueron identificados por los tres criterios y 

HSP84. HSP86 y HSP94 sólo con los criterios i y ii (Mcgidish "'al .• 1999). 

En célulo.s animal7s ha sido reportado que la esfingosina-1-fosfato puede estar 

implicada en la mediación de numerosos eventos celulares incluyendo la proliferación y 

sobrcvivencia celulares .. en la organización del citoesqueleto. en la motilidad y en la 

diferenciación. Finalmente con respecto a la csfingosina-1-fosfato (S 1 P) en plantas se 

ha encontrado recientemente que en un estudio con hojas de C."on1n1elina comn111nis 

sometidas a un tratamiento de sequedad~ los niveles de esfingosina-1-fosfato se 

incrementaron. encontrando evidencia de que esta molécula está. implicada en Ja· vía dé: 

transducción de sei'lales que se relaciona con la percepción de ácido abscisiCo en la 

reducción de la turgencia de las células guarda (Ng et al .• 2.001 ). Este es C1 único reporte 

en plantas de una ~ase esfingoidea como n1ediador celular .. _Como. un primer paso se 

confinnó la presencia de S 1 P en extractos de. la planta y después se demostró la posible 

habilidad de S J P de modular la •urgencia de las células guarda por mediciones en los 

cambios de las apenuras estomatales después de la incubación de tiras epidermales de 
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C. communis en un amortiguador que contiene S 1 P. encontrándose que S 1 P pron1ucvc 

el cierre del estoma abierto. siendo este efecto r\!versible. En células animales. el efecto 

de S 1 P en In función celular es dependiente de calcio. Los resultados finales dt'.' este 

estudio muestran que S J P induce el cierre del poro estomatal generando un incremento 

en calcio. La regulación de la turgencia del estoma por el ácido abscisico (ABA). genera 

un incremento en los niveles citosólicos de calcio (Ng eral .. 2001 ). n1ediando cambios 

en el tamaño de poro del i:stoma e involucrando una activación e inhibición coordinada 

de canales de iones presentes en membranas plasmáticas y vacuolares (Fan el al .• 2002). 

Queda por demostrar el mecanismo mediante el cual la esfingosina-1-fosfato actúa en la 

via de señalamiento de ABA en las células guarda (Ng el al .• 2001 ). 

Recientemente se realizó un estudio donde se examinó el papel de S 1 P en la regulación 

de las actividades de canales de iones en protoplastos de células guarda de Arubidopsis. 

Encontrando que al utilizar .J\,~N-dimetilesfingosina.. un inhibidor de cinasa de 

esfingosina en células animales.. ABA significativamente atenúa la inhibición y 

promueve el cierre estomatal. Estos efectos se reflejaron en cambios coordinados en las 

actividades tanto de canales de K+ interiores y en los de canales lentos de aniones. 

Sugiriendo así que SlP es con1ponente cie la via de transducción de la seña! - ABA que 

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

G) SISTEMAS DE TRANSDU.CCION. INVOLUCRADOS EN LA RESPUESTA 

DE DEFENSA. 

Una vez que sucede el reconocimi·C:r:.to de.l patógeno por pane del hospedero. las 

primeras reacciones detectabl~s ~'} :J~.·~.~1~}~5··~~ )? Pi.un.ta. son la apenura de conductos 

cspecít1cos de iones y la tormaCiÓn :de CSpécies··reacti,;as· de c;>xigeno .. tales como O:·· .. 

H,O, y OH. probablementepor Ja vÍáde ,;cciórt ~<; ~AI;>PHo.xidasas asociadas a la 

membrana plasmática y/o. Pé:~~Xid~::·í~é'aii~d~S;·c!~_;.;e1';·'á.PoP~a'st'é::i. Estas 'reacciones 

iniciales son .. al menés en.,p3-ne~-'prerí-Cqui.~ii~Sv:p~á:·rt'1~-'.e~rC;ií¡;~ de transducción de 

señales.. que posiblemente res~lten -~~ "i~ ~Ia~~·ra~i'ó'n · .... :~-e:.· un~ .. compleja red de 

señalamientos que disparan la resPuesta de def~~sa ·eri _ e1 c~o en -el que se observa 

resistencia a la enfermedad. Esta red consta de nUnieroSos cambios en la actividad 

metabólica. incluyendo cambios en la polaridad de la membrana .. las concentraciones 

citosólicas de H+ y Ca2
- .. y la actividad de diversas enzimas reguladas alostéricamentc. 
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tales con10 NADPH oxidasas. fosfolipasas. fosfotasas y cinasas. Estos cambios 

paniculares probablen1entc tienen efectos en varias vías mctahólicas y en la activación 

de genes de proteínas in1portantcs en la defensa. Por ejemplo. se ha encontrado que la 

inducción específica de fosfolipasas actúa sobre ácidos grasos insaturados con10 parte 

de lipidos de membrana. resultando en la liberación de ácido linolénico. que sirve como 

substrato para la producción de ácido jasmónico y metil jasmonato. Se ha encontrado 

que estos componentes y sus precursores actúan como n1oléculas señales bajo cicnas 

condiciones. incluyendo el ataque por patógenos (Somssich y Hahlbrock. 1998). 

A continuación se n1encionan varias entidades moleculares involucradas en los 

mecanismos de respuesta a patógenos. 

Proteínas G. 

Las proteínas G actúnn como moléculas trans.ductoras de sCñales cuyo estado activo o 

inactiv""> depende des~ unión a GTP o ·Q~~ .. ?~sf!~C-~~~;ii~~~t~ .. 
Las proteínas G incluyen dos importante~·~u~fámili3s·:· 1~· proteí'1as G heterotriméricas 

y las proteínas G pequei'ias. Mientras 10: '(lrol~illa d . heterotrimérica contiene las 
•· • '.-_ ,e•_•.• •- - '• -

subunidades a. p y y .. Ja proteína G pequeña'paiécC ser sifniJa·r a la subunidad ex. libre"· 

operando sin el heterodin1ero f3y. Generalmc~te~ ---J"a subunidad ª·de- la. proteÍn~}'J.:­
hcterotrimérica es la región de unión a un 1-eceptor especifico q~e une a una ~.olécÚla · 

derivada del patógeno o de la acción del patógeno y domina el sitio de u!1ión d'c_l 

nucleótido guanosina y Ja actividad de la GTPnsa. Ambas clases ·de p~oteinaS q ·utilizan 

el ciclo GTP/GDP como un interruptor molecular para la transducción de señaleS. La 

interacción de In proteína G con el receptor activado promueve el intercn'mb.i~_de <;iDP ... 

unido a la subunidad a .. por G1 P y la subsecuente disociación dél coinp~ejó éx-GTP'del 

heterodímero f3y .. 

1-iomcostasis del calcio. 

Muchos de los procesos celulares. incluyendo Ia,respúC:sta de Ja PtBOu-!-'ñnte el patégenO .. 

son regulados por cambios en la conc~~¡ra~iÓO·.-~-¡~Ó~~Ii~á :d,;' -C~2.+~ · d0.~d~· 'et. Ca2·- libre 

puede servir para transducir un estimuÍo: -~~iC~tar h"~:Cia ~~~'·t-cbín~, bÍiinco que dirigen la 

respuesta celular. Muchas de las respuestas bioquímicas asociadas con los mecanismos 

de defensa se correlacionan directamente con un incremento en la concentración de Ca2
• 
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libre en el citosol. Mediciones del Ca2 
... externo con electrodos selectivos de iones y del 

flujo de Ca1
• utilizando técnicas radiométricas han revelado una larga y trascendental 

afluencia de Ca2 ... con una c0ncominante acidificación del médio extracclular. Esto 

sugiere una correlación entre la actividad del evocador micótico. la hiperpolarización de 

la n1en1brana plasmática de la célula hospedera .. y la afluencia Jel Ca2
+ citosólico. La 

activación de conductos de Ca2
+ de la m::ntbrana plasmáticn por evocadores especHicos 

y no específicos proporcionan una directa deriostr3.ción de una vía por la cual las 

concentraciones de Ca2
+ libre en el cito5!ol incrementan sus niveles .. que pueden iniciar 

varias respuestas de defensa .. incluyendo la producción dé especies reactivas de oxigeno. 

callosa y fitoalexinas. 

La estimulación de la afluencia de Ca2
+ .. sin su control subsecuCnte es poco proba~le.,-ya_· 

que tendría dos desventajas para la célula hospedera: 

a) La incapacidad de sostener altos niveles de Ca2 "."' citosólico que .~on re~~o,ris8b.les 

de cambios bioquímicos interiores. . . _ . -. _ .. 

b) La ineficiente utilización de la energía para el mante~imiento de· .. 1-~ j~h~~Óri;~~~l3.:: 
Ca2+ -A TPasa asociada n la membrana plasmática. 

Recientemente se ha encontrado que inmediatIDnente después del fratamiC:lit~-d·~· ~élulas'·~ 
de jitomate con evocadores incompatibles de Cladosporiumfub•un1~".1a acli~~ci~-;.J.- d~ los -­

canales de Ca2
+ se realiza paralelamente a la inhibición de la Ca2+-ATP~Sa-iiso~i"~da al~-

. . . 
membrana plasmátic~. Estos resultados sugieren que el incremento de _Ca2~ ~itó_sólico · 

dependiente del evocador está coordinado en la célula y que éste actúa coriio señal para 

la activación de pasos posteriores en vías metabólicas. 

NADPH oxidasa. 

Entre las respuestas de defensa de la planta ante el ataque del patógeno.juega un papel 

importante la producción rápida de perói<ido:,de)iidrÓgeno (H~O~) y su probable 

precursor~ el anión superóXido (02"). 
·~; -~ ·: 

La liberación de ~stas especies reactiv~: ~e-'."_O~~g~~·iO ~·unint~ ~l e~trés oxidativo pueden 

afectar el ataque del patógeno y el sitio de infÚ:ción de la célula hospedera. de este 

modo se limita la propagación del patógeno (Blumwald et al .• 1998). 

El incremento en la actividad de la NADPH oxidasa puede inducir la generación de 

aniones superóxido. que después de ser dismutado espontáneamente o c:nzimáticamente 
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por n1cdio de Ja superóxido dismutasa con10 se mencionó anteriormente en la reacción 

de especies reactivas de oxígeno .. y junto con el incrcn1ento en la concentración de 1-1.._ 

en el compartimento de la pared celular. puede ser la principal fuente de fornrnción de 

H,O, (Vera-Estrella"' czl .• 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 .. locali?..ada eñ la membrana plasmática .. consta de un citocromo h que es 

un heterodimero (gp9 l -phox )· p22-phox). el cual no es funcional hasta que P'?r lo 

menos tres proteínas .. p47-phox .. p67-phox y Rae {una proteína G monomérica) .. se 

mueven del citosol para acoplarse al citocromo h. El proceso de acoplan1iento implica la 

interacción de tres dominios. Src homólogos (SH3) en p4 7-phox (activada vía una cinasa 

de proteína C. PKC. mediante fosforilación) con p22-phox. Después del proceso de 

acoplamiento. el componente transportador de electrones es capaz de transferir 

electrones del NADPH hacia el oxígeno. En plantas se ha encontrado que la inducción 

del estrés oxidativo por e~ocadores en frijol. perejil y en Arabidopsis es inhibido por 

iodonio difenileno. un inhibidor de la NADPH ·aXidasa de mamíferos. Anticuerpos 

obtenidos contra neutrófilos humanos p.47.-phox y P67-phox dan reacción =ruzada con 

proteínas de la misma masa molecul3.r ~n ext_ractos de frijol. algodón. ·Arabidopsis y 

jitomnte. y recientemente han sido clor:iric:los en_- p)~~tas genes hon1ólogos a los q~e 
codifican para NADPH oxidasa g.¡)91-Phox-de ·;neutrófilos. Como en fagocitos. _el 

tratamiento de células dejitomate. co~:eY«?.~-~dOl-~~~de r~ de patógenos espedflcos. ha 

mostrado por inrnunocitoquímÍca q~e.in;;:11ic·e i8 tra~slocación de p47-phox. j:,67-phox y 

proteínas como Rae. desde el citc;s~I h¡~¡~·_·l~~-~ni'brana ·plasmática. 

Estos procesos de montaje ·suel~~-··¡.~pJ-i~~r;.:la .tosforilación de estas proteínas. Lii 

similitud entre el modo de ~Ce~~~·· ~~.'1,~--.~~I.?,r.~ oXidasa de ~itomate y la de fagocitos 

sugiere que ptantns y a11:iiná1~~ ::· m~eS1i8ry<: elenientos comunes en estas vías de 

transducción de sei\ale~: ·S¡~ ·~·::~~b~~~~~;'~·',~:h;)····_ evicÍ~ncia bioquimiCa que apoya la 
• ·~"' •'.-. '" '· -~ •• .< 

implicación de diferentes C:iña5aS:_dC:-'pr~tC:í~a-~n· 1a activación de p47-phox y p67-phox 

. en fagocitos y en céii:ti~ .·:de.'._' J~: >p1a~l~. EstaS diferencias pueden reflejar los 

requerimientos exclusivos Para ·la· distribución tempoial y espacial en las plantas y 

diferencias en el desarrollo y señales ambientales a Jos que la planta debe responder. 
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H+-ATPasa de la membrana plasmática. 

La 1-t"-ATPasa de membrana plasmática es esencial parad crecimiento de las células. 

La extrusión de protones forma el gradiente electroquímico de protones de lado a lado 

de la membrana plasn1ática e impulsa los diferentes sistemas de transpone acoplados a 

H+ (antipone y simportc) y el mecanismo de transporte (uniponc) acoplado al potencial 

de membrana para entrada y salida de solutos. Además. el potencial de membrana 

regula muchos canales de iones integrados a la membrana plasn1ática. Por otra panc. la 

acidificación del medio cxtracelulnr regula las propiedades fisicas y bioquímicas de la 

pared celular. Cambios en la actividad de la H .... -A TPasa de la n1embrana plasmática del 

hospedero están entre los eventos tempranos asociados con la elicitación. En algunos 

casos. el tratamiento cÓn evocadores resulta en una inhibición de la actividad de Ja H. -

A TPasa y la concominante despolarización del potencial mcmbranal. En otros casos .. 

este tipo de tratamiento resulta en una activación de la H• -A TPasa .. con la consecuente 

acidificación del medio extracelular y una hipcrpolarización del potencial de membrana. 

Se ha propuesto que el efecto diferencial de los evocadores en la H·-ATPasa de la 

membrana plasmática y el resultado de acidificación o alcalinización del medio 

extracelular puede dirigir In respuesta ante el patógeno (Blum\.Vald et al ... 1 Q98;" Schallcr. 

y Occking. J 999). 

Por lo tanto. inmediatamente después.de que suceden los procesos de reconocimiento . 

del patógeno. las vias de transducción de señales activan enzin1as asociadas to. ·la 

membrana plasmática. Esta evidencia sugiere que estas vías pueden implicar tri.~ 

activación de· proteínas G heterotriméricas y fosfata.sas unidas a· la membrana que 

suüsecuentementc: r~gulan · la activacióu de ·H .. -A TPast..s y c.011dut..lo~ ·de Ca2•.• El 

incremento en la concentración de Ca~ .... en el citosol inicia la activación de un número 

de cinasas de proteína que inducen una serie de respuestas de defensa (~a1es como el 

estrés oxidativo. síntesis de callosa y activación de H•-ATPasas) y son responsa~les 

para la resolución espacial y temporal de la respuesta de defensa (Blumwald et' uf ... 

1998). 



HIPOTESIS 

HIPOTESIS 

Si la FB1 constituye una señal del patógeno para la célula .. es posible que ésta responda con 

mecanismos que involucren la activación de cinasas membranales y que pueden estar 

relacionados con bases esfingoideas. 
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OBJETIVO GENERAL 

Identificar polipéptidos de membrana pla..c:omática fosforilados diferencialmente por efecto 

de la fumonisina B1 de acuerdo a su peso molecular)' a su punto isoeléctrico. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Establecer una técnica para separar proteínas membrariale~- por p~i Y por PM .. 

Establecer las condiciones para detectar fosforil_ación de"_ l:~'.~~oi~Ín~{~em~~ales. 
Explorar si una base esfingoidea .. cuya estructura;e~\;ifnila'r,,a'l3 de la FB1 y que 
. . .· _,. ___ ,.•:·-·--·:,, _,,·_ '-·· 

además se acumula por inhibición de Ja cerarriidá "SinlClaSii/prOduce···efectos análogos 
" - - ,. ·;,: -- ~ -. - .- -

a los de Ja FB 1 en la fosforiJación de pro1e!·na~;·m~mb~~~a1e~ 

Jdentificar por sec~enC-ia:-de·J .exlremo---~-~~.'.~::'~~-'h.;-~J aJguna(s) de las proteínas cuya 

fosforilación es i:nás afe.ciada P<;>r fB 1 C> eSfi.nf;Biiina. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

l. l\.1atcrial biológico. 

Durante el trabajo de tesis se utilizaron embriones de semillas de maíz Chalqueño. los 

cuales fueron embebidos 24 horas. El en.sayo de imbibición se realizó de acuerdo. al 

diagran1a de Ja Figura 3. 

Colocar los embriones desinfectados con 
hipoclorho de sodio diluido 1: 1 O a panir de 
una solución comercial al 5.51?-0 de cloro 
activo. Post .. rionncme. los embriones fueron 
enjuagados 3 veces con H~O estéril. en cajas 
de Petri estériles con ngarosa al JCVo disuelta en 
medio de imbibición diluido 1 :2 (una pane de 
medio por dos de agua) (ver composición en 
la Tabla IV). 

Incubar a 29 _(lc 
durante'24 h:'AI 
ténnino congelar 
los embriones 
con N~ tiq. v 
guardar a - 70 °C 
hasta su uso. 

Figura 3. Procedimiento seguido para embeber a los embriones. 

11. Aislamiento ,. purificación de vesículas de membrana plasmática. 

Una vez que los embriones de maíz fueron embebidos se hizo la obtención de la 'fracción 

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

de la Figura 4. 
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Pesar los embriones congelados con 
N~ liq .• ai'ladicndo el amortiguador 
de homo~cnización en una relación 
1 :2 v m~lcr los embriones en una 
licu.{dora a baja velocidad por 10 
segundos. 

Fiitrar a traves de 4 capas de gasa 
previamente humedecida. Distribuir el 
homogeneizado en tubos y centrifugar a 
3000 rpm durante 1 O minutos a 4 ºC. 

Eliminar la capa de grasa y 
tomar el sobrenadante. 
Centrifugar a 11 000 rpin 
durante IO minutos 4 ºC. 

Retirar la capa de grasa· y 
centrifugar el sobrcnadante a 
30000 rpm durante 1.5 h a 4 
•c. 

Eliminar el 
botón. 

el 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Resuspender el botón en 
amoniguador de ajuste de peso 

FRACCION 
MICROSOMAL 

Eliminar el 
sobrenadante. 

Figura 4. Procedimiento de obtención de la fracción microsomal. 

La lista de reactivos empleados para Ja obtenciófi de las vesículas de membrana plasmática 

se muestrd en la Tabla IV. 
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Tabla IV. Composición de medios utilizados en la obtención de fracciones subcelulares de 
los en1brioncs. 

Amortic.uador 
De imbibición 

De homogeni7...ación 

De resuspensión del botón microsomal y 
de aiuste de oeso 
De lavado de membranas plasmáticas 

Cornoosición 
t-:.CI 50 mM: Tris 50 mM a pH 7.6: MgCI: 10 mM y 
Sacarosa al :?~·o. 
Sorbitol :?50 mM: HEPES'BTP 50 mM pH 7.8: 
DTE 5 mM: EDTA 1 mM: KCI 1 mM )"Cocktail 
de inhibidores de orotcasas 40 ul!'tmL. 
Sorbitol 500 mM: DTE 5 mM; KPi 5 mM pH 7.8 ~· 
KCI O.:? mM. 

Sorbitol 350 mM: HEPESIMES :? mM pH 7.6: 
DTE lmM: KCI 1 mM y Cocktail de inhibidores de 
nroteasas 40 l!.lmL. 

Para preparar Jos diferentes medios utilizados en la obtención de fracciones subcelulares se 

panió de las siguientes soluciones stock: 

- Sorbitol 1633 mM 
- HEPES 500 mM ajustar a pH de 7.8 con BTP. 
- HEPES 500 mM ajustar a pH de 7.8 con MES. 
- DTE300 mM 
- KPi 200 mM pH 7.8 
-EDTA lOOmM 
- KCl 50 mM 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Después de obtener la._fra~ció~:rri·i~~OsOmal se hizo la determinación de la concentración de 

proteína según el mé~~d~~¿fe~-~ri~~C:·~~· el punto 111. par..t. continuar con la obtención de la 
... , . '.,, .-.·, ' 

preparación enriquecidá efi_.~C.si,cul_~ de membrana plasmática (VMP). y que se describe a 

continuación. para lo.'. cual prin1ér0 ·se°' preparó una mezcla de fases como se indica en· la 

Tabla V )' luego ~n ~istema de f~~~s. 

Tabla V. Comnosición de las soluciones emoleadas nara orenarar la mezcla de fases. 
COMPONENTES Mezcla de fases (MF) de 8.1 g 

Dextrán TSOO 20~0 3.618 e 
PolietilenR:licol (PEG> 40%· 1.809 u 
Sorbitol 1.633 ~ 0.688 l! 
KH~Po. :?00 mM 270 uL 
KCI SO mM 43.2 tL 
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Se adicionaron 25 mg de proteína microsornal a una n1ezcla de fases de 8.1 g de peso~ 

preparado:i como se indicó en la Tabla V. Se añadió amortiguador de ajuste de peso para 

alcanzar un peso de 10.8 g (peso total que da la mezcla de fases y las menibranas)~ se 

mezcló por inversión alrededor de 37 veces y se centrifugó a 1500 rpm durante 5 minutos a 

4 "C. Se recuperó la fase superior (Fase Ul) y se añadió a la fase de dextrán de un sistema 

de fases de 10.8 gen el cual se aj1..1stó el peso con agua y no con la adición de membranas. 

Se centrifugó a 1500 rpm durante 5 minutos a 4 ºC y se recuperó Ja fase superior (Fase U:!). 

Este procedimiento se ilustra en el diagrama de la Figura S. 

Figura 5. Diagrama que ilustra el procedimiento de purificación de las VMP. 

Se colectó la fase U2 y se diluyó usando una relación de 4 volúmenes de amoniguador de 

lavado por una de U2 .. mezclar bien y se centrifugó a 30 000 rpfn durante 1.5 h a 4 ºC. El 

botón obtenido se rcsuspendió en un volumen pequeño de amoniguador de lavado y se le 

realizó la determinación de la concentración de proteína.. finalmente se almacenó en 

alícuotas de 100 µLa -70 ºC. 

111. Determinación de proteina. 

Se determinó la cantidad de proteína presente usándose el método de Lo'"T)' et u/. 

modificado por Peterson 1977. 

TESIS COtiT 
FALLA DE ORIGEN 

~~--...,..-..,~~~~~~~.;...;;;;..;;;;.;;..;~ 
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IV. Ensayo de f'osforilación in "'itro de proteínas en '-'t:siculas de la membrana 

plasmática. 

El ensayo de fosforilación constó de varias etapas: 

a) Reacción de fosforilación.- Consistió en hacer la incubación de Jas vesículas de 

membrana plasmática de embriones de maíz en presencia y ausencia de FB1 .. 

Fitoesfingosina. Esflnganina o Ceramida. Primero se hizo una mezcla general cuya 

composición se indica en la Tabla' VI y que sirve de base para hacer la mezcla de 

reacción. (Tabla VII). la cual ya contiene Ja FB1 o esfinganina más Ja mezcla general y 

en la que se hizo la incubación de las vesic!-Jlas de membrana plasn1ática de 

embriones de maíz. como se indica en la Tabla VJI. durante 20 minutos a 29 ºC en 

ausenci;1 de luz. 

Tabla '\11.- Com osición de la mezcla enéraÍ utilizad.a ~n el ensavo de fosforilación. 
[Final] 18.8 mM 1 mM 1 mM 2.S mM JO µM 0.015,_0 16µM 2 µCil 

Stock 300mM 30mM 30mM 25mM 

pH 7.0 pH 7.0 pH 7.0 

Solución HEPESn"J(IS EGTAITRIS JIEDTNTRIS Mp.so .. 

x600µg 20.0 µL 10.0µL ro.o µL 37.2 µL 

* Se hizo el cálculo del decaimiento correspondiente a fin de tener, las· cpm 'de 40. µCi/600 

~·s· ·. ••· .. s~~'/D0:'~i~.:.(j;::;t~ ·\r •· 
Tabla VIL- Comoosición de Ja mezcla de re.:icción. : ;;-',~ 

TUBO MEZCLA FB 1 10 µM; H,O MEMBRANAS ~ ·,·Volo_Total 
GENERAL "'[SN]; "[FSF] • ··(,. ;~:'.;:¡•· 1: 

o ~rceramidal :> .:,,}~''...'.'.: .- :_ . ..;, ~: 1 _.- - -.; ·· 

A .... . .300 µg •.·· . 160 µL 
. ·•' .. : 

B ·. 300 µg 160µL 

• y •• Estos volúmenes dependieron de la cantidad de [¡r'"P] ATP según el cálculo del 
decaimiento y de la concentración de proteína de Ja preparación panicular de que se trate. 
• •• Este volumen depende de la concentración de la solución stock de la cual se partió. 
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La listn de las soluciones stock empleadas en en.da una de las mezclas de reacción (***)de 

Jos ensayos de fosforilación. fue la siguiente: 

- [Fumonisina Bi]= 100 µM. 

- [Esfinganina]= 3.3 n1I\1. de la cual se realizaron las diluciones en serie para preparar las 

concentraciones de 1 mM. 50 µM. 500 nM y 50 nM (SIGMA. cátalogo D-6783). 

- [Fitoesfingosina]= 1 mM a partir de la cual se prepararon diluciones de 50 µM. 500 nM y 

50 nM (SIGMA. cátalogo P-2795). 

- [Ceramida]= 3.3 rnM preparándose las mismas diluciones que para los compu~stos 

precedentes (SIGMA. cátalogo C-2137). 

Depcndiend:> del ensayo de fosforilación. que·· se, re~Jic'e. l.a:.re.ac:ión ·se puéde ·detener 

adicionando.amortiguador de equilibrio cuya cón=.pOSiéiórl:Se nlCnciÓria 'en· C1·i~~i~o c.. d~l 
punto. V en' una r:eh1dón ·de'· 1: 1 .. durante 15 mÍ~uto's :~·: bi~;,;"-··-5~··'i;~-·ritinú~· con el: sig~ient~ 
punto. ._" :;·.'\:> F .-, ',, 

b) Precipita~iÓn 'de nrotCinas~-. La reacción· de:fosÍ<?ritaCÍ.Ón- ,~·e~~~~(U~·O.,·"u~a; ;';Cz .q.Uc. ·se 

llevó~ ca~o l.a incÚbación~ ánadi.endo una .. me:zcl~·_de'~~i~~.O~.:~~~tc;ri,~-(i·~J) frí"~'. e~· un·~ 
relación ·~.¿n rCspecio al~ muCStra ~:3 ·c1 .. ~art~ d~~~u:C~il-~'.;~~~·:t~~-~ .. d-~ '~~~ri~~.~~~~tO~~Y.· 
la cual s~ mezcla y se incuba ~:·-20 ªC. dura:~t~···u~.a~-h~r:a.,.~A'd~~~;·~~d~i::·d~t~.n~~-. la 

reacci~n de fosforilación. con ~ste paso se·· .1~~r~-'-hac·~r(í~;:·:~~~~~pitiidi6.n:: ... de>1~s 
proteínas membranales que es necesaria p~ra ~ode~.l.leva~:~-'.-,~~~~~'1.·~·.·~~~~:~~¿.~-~-~: ~ej'as 
proteínas por un enfoque isoeléctrico, Ya que tien~··que ._¿~ri~~:~i~~~~.~:·i~·7p~~t~í~n y 

además eliminarse los comoonentes de la reacción dé fO·sr~~il~~ÍÓ~};~·: .... :,~: ,_,~:->~-:--
c) Detenninación de la concentración de proteína.-. Un~ VCZ.:té~i~~~;fó~'.: ~Í _ti-~n1po de 

incubación en frío. las muestras fueron centrifugada~)l'.:~·~¡~1:~~~:~·~1~6fci"~~ ·e_n una 

microcentrifuga Oeckman durante 1 O minutos a -4·~~:~ ~Ó~;eri~~:~~\~-~,~~
1

-de~h~chó el 

sobrcnadante en un contenedor de liquidas para de~h~~h~i};~J~~~·~:~{~·~,2;; ~;··~i~o una 

cuidadosa resuspensión del botón de las· muestr~-,,.c?~~p-¡p:~~.·-~·g~fs:'?n::·}· jeringa de 

insulina de aguja corta en. un V6:Jlumen má,¡imo ·~~j!(µL:·:d~:·~~~~~.'i,,idCstilada.''Con 
parte de cada muestra se prepa~ó una .dilución cOli 8Sua b_idCstilada 1!10 para hacer 
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por triplicado la determinación de Ja conccntrución de proteínas presentes en las 

muestras fosforiladas antes de ser cargadas al gel de enfoque isocléctrico. La 

determinación de proteína se realizó como se menciona en el punto JJJ. 

d) Resuspensión de las muestras.- Después de realizar los cálculos correspondientes a la 

obtención de la concentración de la proteína se hicieron los cálculos necesarios para 

tomar entre 90 y 100· µg de proteína fosforilada según el experin1ento .. la cual se 

rcsuspendió en un amortiguador como se describe en la Tabla VIII y que es el 

indicado para poder realizar una separación por punto isoeléctrico (basado. en 

Hurk.man .. 1986). Se deben hacer los ajustes necesarios con H20 b.idC:stilada paril 

utilizar la n1isma cantidad de amortiguador de solubilización .. ' 

> -· • '- ':. • ::~ ·-:. :· : • -;. ,",-';., -~ - ' •• 

Tabla VIII.- Composición y prepa"1ción del amortiguador_-de s~lub~Iiia"~ió.:i :de"·Pro_téína~i 
ara se ararse oren fo ue isoeléctrico H 3/1 O . ~· -·,,\t-~·~·; .. : :-:-; ·~>•:· , .. -· 

COMPONENTES PARA 2 mL 
(Concentración final) 

9M UREA 1.08 g 

4%CHAPS 80mg 

0.5'?-ó DTT JOmg 

:?.4% anfolinas 3/1 O 48 µL 96 µl. 

Se hicieron alícuotas de 500 µL y se guardaron a -20 ºC. 

V. Separación de proteínas por enfoque isoeléctrico (EIE) (Prim.:ra dimensión). 

Una vez que se tuvieron las muestras ± FB 1 o ± SN fosforiladas y resuspendidas en su 

amortiguador de solubilización. se procedió a cargar las muestras en los geles en capilar 

para su separación por punto isoeléctrico. los cuales fueron preparados previamente y de la 

siguiente manera: 
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a) Preparación de los geles en capilar. 

1.- Preparación del gel pura enfoque isocléctrico (ElE). de acuerdo a la composición que se 

nluestrñ en la Tabla IX. La solución del gel se deacrea 15 min sin añadir el persulfato de 

amonio y el TEMED. 

2.- Se colocan 12 capilares nuevos en un tubo capilar contenedor. cerrado por uno de sus 

extrcn1os con parafilm y se colocaron sobre una superficie nivelada. 

3.- Se añade a la solución de monómeros el TEMED y el persulfato de amonio 10°/o. Se 

mezcla y se toma la solución con una jeringa de S mL (sin la aguja) y se vac_ían .los 4 mL 

(este es el \'olurnen para 12 c3pilar~s) en el tubo contenedor. de tal mo~o que lo's capilares 

se' llenan por capilaridad. dar unos golpecitos para elimi!'lar las. b~rbuj~ que púedan estar 

preséntes. 

T abla IX.- Comnosición del ~el nara EIE. 
COMPONENTES 

9M UREA 

::?.3%CHAPS 

::?.4o/o Anfolinas 3/1 O o 

::?% Anfolinas 3/1 O - 5% Anfolinas 517* 

5.3% AciJamida-Bisacrilamida 

0.01 º/o Persulfato de amonio .. ,: 
TEMED :;. 1 

*Dependiendo del intervalo con el cual se trabaje. ya sea de pH de 3/1 O o pH de 4/7 
será la mezcla de anfolinas. ,,re .. :~-..:;; .. ·- · · 

. -~~~~-.-~.'.;.:t .. r.·.~~;;.~=,-...... ·.- .. ~· · ...... 
-.- -:- ,· ':··~\. ·~ .. ''1: ·'.,_ ..... < -· 

4.- Dejar polimerizar aproximad~mente_ 7_ hf?_ras~'.:.:·_ . .'~-:~:'.~;·:~3f·:';·~;~.)~:~~~i:}~~-,-~~/ _::·;_:·.·-~~\·_:: ·: . , _ . 
S.- Al término se sacan los ca~ilare_s· ~-C::' _t-~J:?~~ ~~-nt.~n_e~~rj1.:_~~--~':l~~·'ª~an' con abundante agua 
bidestilada. se secan y se l~s co}~~~·.:~a~~-~~d'a'-:·J~.~,;{~J~~~~ó~~~·i¡~.~-~::-~-~b_o · bonector_ y tapón 

adaptador (en el siguiente dibuj~ ~~ rri·u'e~~~~~ -·~·~~~·~~ n;~~-~i~-~adas) ... 
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• Tubo ff' +--- adaptador 

C;tallar ._ - ;:--:n':,';lor 
Gel 

'-

6.- Se colocó con ayuda de una jeringa Hamilton en la parte superior de cada capilar el 

amortiguador del cátodo., que es una solución de NaOH J 00 m~1 previamente deaereada. 

cuidando de evitar la formación de burbujas. llenar hasta el tope del tapón adaptador. 

7.- En una cámara que servirá como contenedor del soporte para los capilares .. se coloc3 en 

la parte inferior el an1oniguador del ánodo., que es una solución de HJP04 1 O mM y se 

coloca un agitador magnético. 

8.- Introducir el soporte de capilares en la cámara contenedora. . . - . ·. 

9.- Se coloca cada capilar en el lugar correspondiente en el. ~o¡)ort_~ _'pani ~·~a¡)iÍa~es, 
asegurándose de que estén bien apretados los tapones .ndaptadm:es .con 'Cf ~SP8C~~-'asil;nad0 
para cada capilar .. el cual fue identificado previamcni~ ... esto s~.-~ace·'.~?-~ .l~~~~:~-~~~:~e ... ü_n­

marcador indeleble .. ~¡ como tener cuidado_ de evh~r -~_8:. f~~~~},Ó~-::-.?.:~~'.<~:~-~~-~;¡~-_:::-~~:: ~I 
extremo inferior de cada capilar y de que el cable .·del á1_1od~·.~lu_Cd::-~iC:n_=~~~bie"rtO' ccin la 

solución amortiguadora. ·~~,;./:.: _;.,,· ·;~·>:; 
1 O.- Llenar la parte sur>erior del soporte para capil.ili-c's-~~~"::.1ª':~~1'üéió_n··.d~·1_:.~a0~rtig!-lªdor·del 
cátodo .. cuidando que no naya burbujas en caóa tapón ~d~µ~~~:;r~~-:~~I -~;~·uC.iO entre éstos y 

que el cable del cátodo esté bien sumergido. 

11.- Tapar la cámara can su tapa correspondiente y llevar el sisiem": al refrigerador de 4 ºe 
donde se ha colocado previamente una parrilla de agitación. a· fin de que en la parte inferior 

de la cámara se este agitando constantemente y se evite la fonnación de burbujas y se 

caliente. Se conecta a la fuente de poder la tapa y se corre a 400 V durante una hora 

(?recorrida). 
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1 :::!.- Una vez pasado este tiempo se saca la cámara y se quita el exceso de amortiguador del 

cátodo (guardándose para su uso posterior). El sistema está listo para el cargado de las 

n1uestras. 

b) Cargado de las n1uestras. 

1.- Se cargan las mucst;·as de pr-:>teina tratada± FB 1 o ± SN con aproximadamente 100 µg 

de cada una. así como 5 µL de estándar de proteínas marcadoras de punto isoeléctrico y 

peso molecular en su capilar correspondiente. este cargado. se realiza con ayuda de una 

jeringa Hamilton. . '. ,,_:-- _ /<. __ .- .. , .. : -~ 

El estándar utilizado fue el de Bio-Rad, ~~~1.?~0)61:0320; .;¡ cua.1 .. está co.;,pue~to por las 

siguientes proteínas: .--~:;_.'..~;-;~S.:\~~:<:?-!> ::-~r.(. 

•· ~µ·,(tii.'1t.:;~es) PROTE!NAS 

Conalbúmina 
Albúmina 
Actina 
Gliceraldehido 3-
Fosfato dehidrogenasa 
Anhidrasa carbónica 
Inhibidor de tripsina 
?\1ioglobina equina 

pHi• 

6.0-6.6·' 
5.4-5.6. 
5.0-5.1 

s.3~s.5 
5.9-6.0 

4.5 
7.0 

• .. · .¡~~ºº~ 
• 66.200 
43.()00 

36.ooo 
31.000 
21.500 
17.500 

2.- A cada capilar .se le itpl~.c~n 1 S ·.J:"~ de la solución OVERLA "i" cuya composici~n se 

muestra a continuación:_ .. 

Para el intervalÓ de pH dé 3-1 O: 5 M UREA 
. 2.4q,o anfolirias 3tl o 

Para el intervalo.de pH de 4-7: 5M UREA 
-2% anfolinas 3/1 O 
5% anfolinas 517 

3.- Se llena la parte. superior del sopone para capilares_ con el amortiguador del cátodo que 

se retiró y guardó anterionnente .. cuidando de no fonnñr burbujas .. 
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4.- Se tapa la cámara y se vuelve a colocar en el refrigerador de 4 ºC y se conecta a la 

fuente .. dejando correr las muestras a 400 V durante toda la noche (un total dC: 

aproximadamente 18 horas). 

Adicionalmente se utilizaron tiras con un gel prefonnado las cuales son de Bio~Rnd. 

cátalogo 163-200 l y contienen anfolinas e inmobalinas que generan un gradiente inmóvil de 

pH a lo largo del gel que está adherido a una tira plástica .. asegurándose con esto una buena 

separación de· las proteínas de acuerdo a su punto isoeléctrico. En este caso sólo se 

en1plearon tiras del intervalo de pH de 4 a 7 .. Las tiras necesitan hidratarse previamente a su 

corrhniento .. lo cual se realiza junto con el cargado de Ja muestra utilizando el siguiente 

amortiguador de solubilización: 

AMORTIGUADOR DE MUESTRA/HIDRATACION 

9 M UREA 
4% CHAPS 
O.S~ó DTT' 
0.4% 3/1 O Anfolinas 

Hidratación. Se utiliza una bandeja de hidratación la cual consta de 12 carriles; n cada cari-i~ 

le corresponde una tira. La muestra, se. Prepafa comó se· mencionó en el punto·.1.v.·y se 

rcsuspende en este nuevo amoniguador.utpizando~~iemp~c Como '!Olu~en fi~~l~:-125 ~L .. 
este volumen se distribuye a lo largo del carril·corr~sPondiente .. coloca~do_encima la tira 

con 1a cara det sei en contacto con e1 amortiS~aé:l~r. "s-~ ~ubre la tira co.n. i m"L-de ~ceite . . . . ' . . 

minerJI de Bio-Rad .. cátalogo 163-2129 y 5~-·dc!ja durante toda la noche a 4 ce. 
Condiciones de corrida. Se emplea·1a·bandeja·de-_corrimiento .. la cual es como la de 

hidratación pero ésta contiene . los' ·ele.~t:~~dOs~ )os cuales deben ser. cubiertos con papel 

absorbente pretiumedecido. cÓn .. ~·~-~~'~i.\~-~Ódd· .. en. c3da uno de los extremos del carrii 

correspondiente .. con esto l~ bandCj~ ~~~ Ú~~ ·para cargar la tira hidratada .. para ello se debe 

quitar el exceso de acei~·e.'-y~:S~~:~~-~~~·'.5~::~~f:·~e' I~- bandeja de hidratación con ayuda de unas 

pinzas y se coloca en Ja' bandeja 'dé corn~a con la cara del gel hacia Jos electrodos de esta.. 

se cubre con 2 mL.de aceite mineral y se lleva al equipo de Bio-Rad PROTEAN IEF Cell y 
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se ajustan las condiciones de corrida. Las cuales son aproxin1adamentc de 7 horas. con un 

voltaje que va de 800V hasta los 1 O OOOV. Una vez terminado el 'tiempo de corrida las tiras 

se guardan a -70 uc o bien se les realiza el mismo tratamiento que a los capilares .. a partir 

del punto 3 del siguiente inciso. 

e} Equilibrio de los geles en capilar. 

1.- Al día siguiente se apaga la fuente de poder y se retira la cámara del refrigerador. 

2.- Se saca el .gel del capilar con ay~da de un aparato que se adapta a una jeringa con agua 

bidestilada. el capilar con el gel se adapta a este aparato y el gel eS expulsado por presión .. 

este procedimiento se debe hacer. muy lentamente. El gel se. recibe eÍl un recipiente que 

puede ser elaborado con papel parafilm (en forma de barquito). ~e debe tener mucho 

cuidado con la orientación del get. es decir .. identificar el cátodo y el áno-do. Este paso se 

realiza con cada uno de los capilares que se hayan corrido. 

3.- Una vez que se obtienen los geles y están colocados en su recipiente .. Se' les añade .l .mL 

del amortiguador de equilibrio para geles de poliacrilamida-SDS durante· 5 minutos. cuyá 

con1posición se muestra enseguida. 

AMORTIGUADOR DE EQUILIBRIO 
sos :o% 
Tris 1 OOmM pH 6.8 
r'\zul de bromofenol 0.6o/o 
J3-mercaptoetnnol 4% · 

Después se retira la solución de este amortiguador y se les vuelve a adicionar 1 mL durante 

otros S minutos. Los geles están listo~ para introdurirlo..: en los geles '"1r. poliacrilamida­

SDS. 

VI. Separación de proteínas por peso molecular (Se2unda dimensión). 

Se prepararon los geles de acrilamida-btsacrilamida ( 1 Oo/o-0.3o/o) de 1 mm de grosor para 

poder determinar el patrón de las proteínas SC!Jaradas por punto isoeléctrico que se 

encuentraban en las preparaciones de membranas plasmáticas (Schllgger y Von Jago""'· 

1987). 
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El gel constaba de dos geles: uno separador y uno concentrador. Las cantidades y rcactiYos 

utilizados para cada uno se muestran en la Tabla X. 

La preparación de los reactivos utilizados para Jos geles de poliacrilan1ida-SDS se muestra 

a continuación: 

a) 

b) 

Solución de acrilamida-bisacrilamida (30º/o-0.938º/o) 

Amortiguador del gel: 

e) 

d) 

Tris 3 M 
sos 0.3% 
Ajustar pH 8.9-9.0/HCI 
Amortiguador del cátodo: 
Tris 0.1 M 
Tricina 0.1 M 
sos 0.1% 
Amonigundor del ánodo: 
Tris 0.2 M 
A!ustar pH 8.9-9.0/HCl 

Tabla X.- Com osición de los 
REACTIVOS 

Acrilamida-Bis-acrilamida 
< 30º o-0.3QS~ ó) 

Amoniguador del gel 
TRIS-'SDS pH 8.9 

Glicerol 

¡ H::O bidestilada 

¡ P~rsu1ra10 de :"'.mo11io 1o••n.• 

TEMED• 

Cantidad total (.µL) 

TESIS CON 
FALLA DE ORlGEN 

eles de oliacrilamida-SDS. 
GEL 

SEPARADOR (µL) 

1632 

1632 

660 

991 

lf.5 

GEL 
CONCENTRADOR (µL) 

225 

421 

Se utilizó un estándar de protCinnS cOn -dif~r~~ie ~C::5,~ inól~C~I~~~-. E~ 'e~·~á~-~ai- --~iilizad<?-ruC el 

de GJBCO BRL. catálogo 10748-1)] o; compuest~ ~o; las sigui~~Íe~ pr~i~Ínas;_ 
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MATF.RIALF.S V MF.TOl>OS 

PROTE!NA 
(Nº banda) 

PESO MOLECULAR CkDa) 

1 ................................ 172.6 
2 .................................. 11.4 
3 .................................. 79.6 
4 .................................. 61.3 
5 ................................. .49.0 
6 .................................. 36.4 
7 ..•.•..•.••••........•.•.......... 24.7 
8 .................................. 19.2 
9 .................................. 13.1 

S i""('\ili " 'rnS1 'v'._I!~ 1 
F /'-J ... LA DE .QIUGEN 

10 ......••.....•......•.•••.•......... 9.3 

Con Jos reactivos preparados se procedió de la siguiente manera: 

1. Se utiliZa el sistema Mini-Protean JI de Bio-Rad. Se utiliza una cámara de 

electroforesis para minigeles. Se ensamblan las placas de vidrio con su separador de 1 

mm en cada soponc. sellando los extremos inferiores con glicerina y se insertan a su 

vez en un aditamento incluido en c!I sist_cma. en el cual se pueden montar dos sopones .. 

y entonces se hace la prueba de fuga con agua bid.estilada. 

2. Si no hay. fugas .. se procede a quitar el exceso de agua Y."se prepara .eJ. gel s~Parador _ .. 

co=no ya se indicó y se vacía entre las dos placas. :de·. ~Vidrio·~.;; .se .·_1c·.··afü1dC: 

aproximadamente 1 mL de una solución SDS o.3%. pa~a -;~~·it~r·:1 1~-~-fo·~-~;ción(d~i 
menisco •. Se deja -pol~merizar entre 25-30 mi~utos·;~.Sci(;~~(;~i~ilda:·¡¡'..á¡;-~j~;·:,~n "una· 

' • -;e : • • •• - -· • • -. 

3. 

4. 

§~:;,~~~;:~~~~;:Btt~íi~~~l;~]~~~~· 
30 minutos. '::._·~· -_ ·· · ,·--· -·· ·r·:· ·;;·::-;. ·-,;.·.;· 

: .'- ' . .'.'· '..:.~ .. ' . ~>: ": 

Se retira el peine muy despacio~ s~ ~ii:npi.a'.'.C,i ,;_x'?~S~~dC ~S~~.u~i~_l-(~:~e-_n~~»P,~Hme:r(zó~ se.~ 
llenan los pozos con et amoniguado·~-~~¡- c.át~do-)·-~~·-~ar~~ :~~d~ -~~~-~~~~con· ~l ~omb~e 
del tipo de muestro que se ·cargará. 
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5. En el pozo pequeño se carga el estándar de peso molcculo.r ( J µL de una dilución 1: 1 en 

el caso de que se vaya a realizar una tinción con plata o bien 5 µL del estándar para una 

tinción con Coomassic). 

6. Se procede a cargar el gel del c:ipilar que fue equilibrado como se indicó en el punto V 

en el pozo largo. esto se hace con ayuda de un separador de O. 75 mm. se debe tener 

cuidado de que todo el gel del capilar quede bien estirado y en contacto con el gel 

concentrador. así como tener bien identificada la orientación de éste. en mi sistema el 

cátodo queda del lado de donde cargo el estándar de peso molecular. 

Sin1ultáneamente !!iC prepara un gel de poliacrilamida-SDS. en el que se cargarán _las 

n1ismas muestras del ensayo de fosforilación a cada condición .. separando éstas s_olo, por 

peso molecular~ Jo cual servirá con10 un control de cargado. 

7. Se montan los sopones en la cámara .. cuidando de que queden con y sin FB1. o ~~-en· 1a .. 

mis1na cámara para que tengan las mismas condiciones de corrida. 

8. Se corren las muestras a 60 V üna hora y después a 90 V hasta qu~ ~ª~S?'.- tod~ ·.e~ 
colorante del gel. 

9. Al término de corrida se desmontan los sop~nes y se s~!=an IOs. sc:i~,~-~d~.·~~~~:----~!1º de. 

éstos y se colocan en un recipiente marcado con su nombre respec.ti~~O" el ·cua.1 ~ontiene 
la solución fijadora. ésta depende del tipo de tinción que yaya a·r~~.I·¡~~~~'~:\: 

VII. Tinción de geles con: 

a) Nitrato de plata. 

A continuación se menciona la lista de soluciones Que se ocuparán: 

1.- Metano! 50%. 

1.-NaOH 0.13 M 

3.- Nitrato de plata 80o/o 

4.- Citrato de sodio monohidratado 2.5% 

5.- Solución teñidora de AgN03 (PreJ='arar fresca) 
Para 100 mL de solución (50 mL/gel): 

-1 mLdeNaOHO.JJM 
- 1 mL de NH.OH (concentrado.>) 
- 1 mL de AgNOJ 80%. Adicionar gota a gota y agitando constantemente .. no añadir 
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más hasta que el precipitado café desaparezca. 

6.- Solución reveladora: 
Para 500 mL. 1 mL de citrato de sodio rnonohidratado 2.So/o. 250 µL de forrnaldchido (37o/o 
SIGMA). 

7.- Solución fijadora y stop: Metano! 50%/CI-l,COOH 10% 

Procedimiento: 
1) Después de terminar la electroforesis. colocar los geles en recipientes de vidrio con la 

solución fijadora. dejarlos en agitación constante y lenta durante toda la noche o por lo 
menos doS horas. Se recomienda reusar la solución fijadora. 

2) Lavar los geles con agua bidestilada por 15 minutos. 
3) Lavar con metanol 501!1> pOr 30 minutos. 
4) Lavar con agua bidestilada y forrnaldehído (Para 250 mL de I-120dd adicionar 125 µL 

de formaldehido de SIGMA) lavar por 20 minutos. 
5) Lavar por 20 minutos con agua bidestilada y preparar la solución tci'iidora. 
6) Volver a lavar con agua bidcstilada por 20 n1inutos. 
7) Colocar los geles con la solución teñidora por 30 minutos. 
8) Lavar los geles con agua bidestilada_ dar varios cambios rápidos y dejarlos en agua por 

15 minutos. 
9) Decantar el agua y agregar 141 solución reveladora_ agitar hasta que aparezcan las 

bandas. 
10) Decantar la solución reveladora una vez que se haya obtenido la intensidad deseada 

deteniendo el revelado con Ja solución stop (MeOH 50%/CH3COOH 1 0%). Es 
recomendable guardar esta solución stop y reusarla solamente en este punto. 

l l) Cambiar la solución stop por agua bidestilada y secar Jos geles. 

b) Azul de Coomassie. 

A continuación se enlistan las soluciones que se ocuparon para esta tinción: 

1.- Solución fijadora: CI-1,COOI-I 10% 

:2.- Solución tci\idora: 

375 mL metano) 
200 mL CH3COOH 
1.5 g azul de Coomassie (Brillant blue G-250) 
Aforar a 950 mL con agua bidestilad~. 

3.- Solución desteñidora: 
Etanol 46% 
CH,COOH9% 
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Procedimiento: 

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

2) Decantar la soluciór fijadora y añadir Ja solución teñidora. dejando Jos geles en 
agitación constante durante 4 horas. 

3) Decantar la solución teñidora v añadir la solución desteñidora. además colocar una 
esponja pequeña en un extremo 

0

dcl recipiente e incubar a 37 "C con agitación constante 
aproximadamente entre 60-90 minutos. Revisar periódicamente a fin de evitar que se 
destiñan demasiado los geles. 

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

VIII. Secado de ¡:eles. 

El secado de Jos geles se realizó de dos maneras: 

~1étodo del celofiin al aire: 

1. Una vez que el gel fue teñido por cualquiera de los dos tipos de tindón. se decMta el 
agua bidestilada y se Je adiciona una solución de Etanol 20%/Glicer~l J 0% y- Se deji.i ,en 
agitación constante durante 30 minutos. , · ·: ." ··:.:··>"::~ :··. . 

~- Mientras se corta una hoja de papel celofán del tamaño del plato base .. hun1~ct_ecer1~- con 
agu..i y extenderlo sobre el plato base. Este plato puede ser una hoja "dé. acri~ico que 
tenga un marco del mismo tamaño. · · ·· ',.,. ·· 

_,. Colocar el gel en el centro del plato base. .· _. , . . , , , ._ -~. _ ,.-, 
4. Cubrir el gel con una scgunJa pieza de celofán del n1ismo ·tamañO~·,.iue)a·:~Primc_ra. 

hun1edecida y colocar encima el marco (es muy importante alisa(y..-eliininii'r._burbujas). 
µjustando el sistema con Ja ayuda de pinzas y se deja secar·horizOntit.ImentC' tOda la 
n=h~ · 

!\.1étodo con calor v vacío: 
1. Colocar el gel teñido sobre una hoja de papel absorbente JM. previamente humedecido 

y cubrir el gel con una hoja de papel celofán. Alisar y eliminar burbujas . 
., Recortar el celofán según el tamaño de cada gel. · 
~- Colo..:ar el gel pa·e..,arai.:o sobr~ Ja hoja j'- pbp..:i del cqt..ipo y taparlo con la :1oja de 

plástico del misn10. 
4. Conectar y encender el vacío a 80 ºC durante 1.5 h. 

IX. Exposición de los geles bidimensionales a placas de autorradiografia. 

Después de haber secado los geles teñidos. se expusieron a una misma película para 

autorradiografía y se guardaron en un cassette. esto se realiza en el cuano oscuro y se 

identifica la posición de geles en la película. Se coloca el cassette en una bolsa negra y se 
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guarda a -20 uc durante aproximadamente 15 días. esto depende del decaimiento dc la 

marca radioactiva. 

Al término de este periodo la película es revelada de la siguiente manera: 

1. Sacar el cassette del refrigerador de -20 '"'C dejando que se equilibre a temperatura 
ambiente. 

2. A partir de aquí se trabaja en ausencia de luz blanca. para ello se trabaja en el cuano 
oscuro. Se coloca en una bandeja adecuada la solución reveladora de la marca Kodak .. 
catálogo 190 1859 prcparadn como se indica en el instructivo de la botella y se 
introduce la película de autorradiografia .. agitando constantemente en un periodo que no 
supere Jos 5 minutos. 

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

4. Traspasar la película a una tercera bandeja que contiene Ja solución fijadora de Ja marca 
Kodak. catálogo 190 1859 preparada como lo indica el instructivo impreso en Ja 
botella. en agitación entre 5-1 O minutos. 

S. A partir de aquí se puede encender la luz blanca y se traspasa la película a Otra bandeja 
que contiene agua. · 

6. Colgar la placa y dejar secar. 

X. Análisis de datos por dcnsitomctría .. 

Después de obtener la placa de autorradiografia de los geles bidime~s~~·~·~~-~~ ;~~.-·Pro~ed,iÓ. d,e 

la siguiente fonna: 

Dicitalización de la autorradiografia: 
l. Se enciende el equipo Fluor-X junto con la computadora. 
:!. Se abre la compuerta del equipo y se coloca la placa de autorradiog'rafi1:1 en s.u 

superficie .. tratando de centrar la placa. . 
3. Se abre el programa Quantity One y se desplaza al archivo de Fluor-S y ·se .abre· Ja 

ventana de este subprogranta. apareciendo la pantalla de adquisición. . 
4. Se hace la selección del tipo de muestra que se desea escanear. en este caso Rayos X. 
5. Las d;mensiones rlc' esc'lnco se dej:tn por d .... fat:I•. ·' 
6. Se posiciona la imagen. 
7. Se hace el enfoque de la imagen .. este paso puede hacerse automáticameitte o 

manualmente. es decir. moviendo directamente el zoom del lente. · 
8. Indicar el tiempo de adquisición y este se va ajustando con una prevista. _ .~. 
9. Una vez elegido el tiempo se da la indicación de adquisición de la imagen;; .. 
10. Se guarda la imagen para su análisis posterior. · .. -·-.-. 

Análisis densitométrico: . .·. , . . 
1. Se trabaja con el programa Quantity One. se abre el archivo de la iffi~gc:i .. digÚalizada: 
2. Se agranda la imagen y se van seleccionando las manchas una p~r .. uná. 'Csta Selección 

puede ser a través de cuadros ajustados al tamai\o o bien bordeando la mancha. Se 
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nombran y se indica el tipo de muestra que cs. si es desconocida o es de fondo. para 
realizar este últin10 paso se da un doble clic en la rnancha seleccionada. Esto se puede 
hacer simultánean1entc entre las dos placas autorradiográficas o trabajar una primero. 

3. Se hace la selección del fondo ya sea para cadu mancha o si es n1uy homogénea la 
placa se selecciona un solo fondo. 

4. Se selccciom.1 análisis de densidad y se le indican los parámetros que se desean obtener. 
en este caso sólo se seleccionó tipo c.!c muestra. nombre. área )' densidad de la muestra. 
Se presiona el botón de hacer análisis y se obtiene la tabla de resultados con Jos 
parámetros antes mencionados. 

5. A cada tipo de muestra se le debe restar el ·valor de densidad de su fondo respectivo y 
entonces xa puede hacerse el análisis de comparación entre las muestras control y el de 
Ja condición. ya Sc.!a las expuestas a FB 1 o a la hase csfingoidca esfinganina. 

XI. Electrotransferencia de ¡::eles bidimensionales a membranas de PVDF. 

J. Las proteínas membranales fueron separadas en geles en tiras de inmobilinas como 

primera din1cnsión y una vez así separudas. las proteínas se sometieron a 

electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturaJizantes en placa de grosor de 1.0 

mm con10 se describió anteriormente. En total. se corriera~ 5.1 !flg ~e ·proteína 

membrana) en t 1 tiras de inn1obilinas con _300-500 µg dC proteína· por. ti_~ y se 

corrió un gel en placa para cada uno. 

2. Una vez tenninado el segundo corrimiento electrofci~éiiC"ri~~=_iO·s:-·~c;¡~C~--~~~-~-¡-~Cu'b~ron 
por 20 minen buffer de transferencia (25 mM Triz~a:-b~.S~~~::f~-~'-~-~{:·~i~~'ii~~~-~~9~ 
metano!. y 0.1% SOS). :-<-~ ~< ·~~:-". ·, ,~ 

3. Se reconó un"a membrana de Polivinilditlu~ru~~c(~Y~FJF~;~cl.ci'.;~~~",,',,11ciación 
(Sequiblot PVDF Mcmbrane for protein ",;equcn~ini."cí.2. µ~;. Bi;,,~R;;d ·cá\;;j-;,g: 162-

, -,.:-_ - - ·,·.-', . - -.~ - ; ·- - " : ·,.--:. - .· ' 

0184) .. Ja cual se sumergió en metanol gr~d.o_-~~L~~'.-

i. Se ensarr.bló el ··.:mp.:.rc.:iado"" .:0igukr.te·· _-··a~~~·~1~.c!.ii~do:,.desd~ ·a~.:d~ ·haCia ·arri.b3.: 4 

capas de papel Whatman 3 mm. la membrána;de.PVDF, el_gel_,(con un cone en la 

esquina para señalar la posi~i~r; .. fi~aÚ:~~:~¡~~··4· ~~P~.-d~.:P'~.p~I ,_W~~:t~··.~. Estas 

deben ser del mismo tamai'io d.;¡ ~~{yj~ .:n.;mímina ~· ;,,;,á~· .;mpapad,';~ én buffer de 

transferencia. · ~ :.:;·:. · ':_ .~·:.~---~~-. ·'.· 

5. El conjunto anterio~ se Ccil.~~.ó.-~~ i~:g~~-~-~t:i:=-i.f;."de. ~na éáitl.a:rD· de Í~;ñsf~r~nC~a Semi­

scca de Pharmacia. cuidafidO d~ POncr.111· me~bl-ana· ·m·as· C~rca de= la suPCrficie de la 
' : , '· _, .. '• - . 

cámara. Se pusieron de 4 a 6 emparedados en la cámara: 
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6. Se puso la tapa de la cámara y se elcctrotransfirió con una corriente de 0.8 mA ¡)or 

cm2 de membrana por 2.5 horas a temperatura ambiente. 

7. Una vez tenninada la transferencia. las membranas de PVDF se tii\eron con 

solución convencional de azul de Coomassic por 3 min y en seguida se destiñeron 

en solución de etanol-acético por otros tres minutos (ver tinción y destinción de 

geles de placa). Se escurrió el exceso de solución de las membranas y se colocaron 

entre hojas de papel Whatman 3 mm y se conservaron a 4ºC hasta su uso. En total 

se obtuvieron diez membranas. 

XJI. Procedimiento de secuenciación de aminoácidos del c~tremo amino termina•. 

Este fue realizado por el Dr. Guillermo Mcndoza Hemández del Departamento de 

Bioquímica de la Facultad de ~1edicina de la UNA~1. Para ello. se recortaron por lo 

menos 8 manchas de cada una de las proteínas designadas como l.:! y 3. se eluyeron 

y se les aplicó la degradación de Edman. 
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RESULTADOS 
J. Determinación de las condiciones óptimas para la separación de proteínas de la 

membrana plasmática por peso molecular. 

La técnica de separación electroforética que se utilizó fue Ja de geles dcsnaturali7..antes. 

usando el procedimiento de Schaggcr y Von Jago\v 1987 .. que separa con muy buena 

resolución proteínas men1branales con pesos entre 100 y 1 O kDa. misma que se había 

usado con éxito en un trabajo anterior con nuestras preparaciones membranales 

(Zomosa .. 20ÓO). La Figura 6 n1ucstra la detcm1inación de Ja movilidad relativa (I\1r) a 

panir de las distancias recorridas <RO por proteínas marcadoras de peso molecular con 

respecto a la distanciil total del gel separador. de lo cual se obtU\.O la gráfica logarítmica 

que se ilustra y que demostró la linearidad rcponada para este tipo de geles. 

11 0.2 11.4 11.6 0.8 

Figura 6. Gráfica de calibración para el gd de" separación 10l?'ó T .. 3º/o C. La 
composición del gel se describió en !\:1aterialcs y !\1Ctodos en Ja Tabla X así como en los 
incisos e) y d) del punto VI que muestran la composición de los an1oniguadores 
utilizados. Fueron graficadas las movilidades relativas de proteínas marcadoras de peso 
molecular contra sus n1asas moleculares (indicadas con letras blancas) en una escala 
logarítmica. Las proteínas de peso molecular usadas como estándar fueron citadas en el 
punto VI de Materiales y 1'.1étodos. 

TESIS CON 
FALLA DE ~n.tGEN 
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2 .. Ensayo de solubilidad de las vesículas de membrana plasmática. 

Como se deseaba esUJblcccr un sistema que nos pcm1iticra hacer también la separación 

de las protcinas rnembranales de acuerdo a su punto isoeléctrico. era necesario 

solubilizar las proteínas con un detergente no iónico y por ello se procedió a realizar un 

ensayo de solubilidad en el cual se utilizaron tres diferentes detergentes incluyendo el 

comunmente utilizado para la electroforesis de peso molecular (SOS). El ensayo se 

realizó incubando las vesiculac;; de membrana plasmática con un amoniguador de In 

misma composición al mostrado en Materiales y Métodos del punto V en el inciso e). 

determinándose la recuperación de la proteína en cada condición. Los resultados del 

rendimiento del ensayo se muestran en la Tabla XI. 

Tabla XI. Rendimientos obtenidos en el ensayo de solubilidad. Alícuotas de 200 µg de 
la fracción de membrana plasmática se expusieron al amoniguador de equilibrio 
indicado en el inciso e del punto V de Materalcs y Métodos .. pero sin el azul de 
bromofenol y con la sustitución del detergente a evaluar .. luego se centrifugaron las 
muestras a 100 .. 000 J.?. v se determinó la proteína en el sobrenadantc. 

DETERGENTE TIPO 0/o RENDIMIENTO 

Lauril sulfato de sodio (SDS) Jónico 80.::?% 

3-[(3-colamidopropil) z,viteriónico 76.0% 

dimetilamonio]-1-

propanosulfonato (CHAPS) 

n-octil-'3-D-glucopiranósido No iónico 97.1% 

,.,-. .·;: 

Al analizar el P~i~ón;:~·~~leíco .de b~das en los geles.de:SiJ·5··.:~~:·eS~~-.muestras se 

encontró qUe_:'.:~~~~.~,~~·:·~~!ii;.i)W-~s ~~~re·~~í cd.áto' ri0
1 
.~~Sú~~d~~~ ... ~~~-~-: ~~-~~~~l .. ~~-·~~o~Cdió a 

elegir como ',.-~et.erge~lte ~-~e .~solub,ilizac.fc:>n. ~(· c~~~~~-.::·)·3·.,,'qú~.-~·3:, .. P~~ar,.~dc:::-.. no haber 

mostrado el ~in.e]Or,.-~~.~di~ierito~ éste~·:~~e ~C~pt~bl~~- ~-~:ha:_:·:~f~¿,<~.~-·~sil~~'·',~~-~ :· fraéciones 

membranales "-de: pl~Í~ 'soriletid~r.a · eri'.roqúe iSoeléctri~6~ cH~~kma~: ··l-~86) "~¡ como 

también se consid_eró la disponibilidad dd.re~~~i·v~. 
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3. Optimización de las condiciones para la separación de proteínas mcmbranalcs 

por enfoque isoeléctrico (EIE). 

Una vez que se optimizaron las condiciones de la separación por peso molecular y 

seleccionado el detergente para solubilizur las proteínas membranales. se procedió a 

montar Ja técnica de separación por enfoque isoeléctrico. para lo cual se hizo la 

obtención de las vesículas de In membrana plasn1ática que fueron concentradas y 

removidas del amortigu<Jdor en el que se obtuvieron por precipitación con unn mezcla 

de solventes etanol:acetona ( 1: J) y resuspendidas en un arnortiguador de solubilización 

especial para el procedimiento de enfoque isoeléctrico y cuya composición se muestra 

en la tabla VIII de Mo.teriales y Métodos. Se hicieron varios enso.yos n1odificando tas 

cantidades de proteína n cargar en los geles de EJE en capilar descritos en el punto V de 

Materiales y Métodos.. y las cuales fueron de l O 3 30 µg.. Los geles en capilar 

posteriormente fueron montados en geles de poliacrilamida-SDS .. con lo .cual se' 

obtuvieron IC"s geles bidimensionales. en Ja Figura 7 ~e muest_ra uno ·de los· g~J~s 

obtenidos .. en los que se observaron alrededor de 100 manchas de proteína, por :?:"~lisis 

,·isual y 152 por análisis con el sofh\'are PO Quest versión 6.::! de Biu-Rad . 

. · :,· -. ~ ·~ '; ~:""'.: ' :- . -_ 

J>or otro lado .. para poder aseguramos de que estábamos teniendo liria b~e.n,a;.r~.~-,a~ión 

dC'! gr::.dientc de p!--1 ..:n :es geles en car.ilar .. se ..::>rrier.:>r: protcín~s ·r.~;aré.lC..JniS·:de:·:-µH ~­

isoeléctrico y peso molecular .. las cuales se muestran en la Fi~~r~,-::.s.~:.D~·;·~~ri~ra. 
horizontal se observa la separación de las proteínas de acuerdo a, ~u ~Pu~-¡Ó·::"f~;·~,~~d~~ico . 

en un gel en capilar para EJE en el intervalo de pH de 3-10 y de''rña'i'.i~·i,;"~.e~i~ni:su 
separación por peso molecular. < .:':" ·-· --->~_.·:·._-~ .. : .. ,·. 

Adicionalmente. este tipo de geles nos sirvió para poder deienn.i~a;:_~j<pH :¡·~~:·l~ciri~o 
aproximado de algunas de las proteínas mcmbranales de iñteres. 
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Figura 7. Optimización de las condiciones de separac1on en primera y segunda 
dimensión en proteínas de la membrana plasmática de embriones de maíz. Se realizó un 
gel en capilar para enfoque isoe!éctrico (Primera din1ensión). el cual fue cargado con 30 
µg de protefna. El gel se corrió 15 mina 300 V y 3.5 horas a 750 V. Posteriom1ente el 
gel fue extraído del capilar y montado en un gel de poliacrilamida-SDS (Segunda 
dimensión). El carril 1 fue cargado con 4 µL de estündar de peso molecular y el carril 2 
con el gel de primera dimensión. El gel se corrió l hora a SO V y 2 horas a 90 V La 
tinción fue con nitrato de plata. 

Mr ~~~Hf ~S~: 6.~ r9 
49 -· • 
2!i ........ . 

13 1 ¡ ~ .5 

~L_,.7_ 

.S.l 4 . .S 
1 1 

:s 

Figura 8. Patrón electroforético de proteínas estándar separadas por punto isoeléctrico y 
peso molecular. Se realizó un gel en capilar para EJE. Se cargó 1 µL del estándar. El gel 
se corrió 15 min a 300 V y 3.5 horas a 730 V. Posteriormente se obtuvo el gel y fue 
montado en ur. gel de poliacrilamidawSDS. En el carril 1 se cargaron 4 µL de estándar 
de peso molecular y la región 2 con el gel del capilar para EIE. CI gel se corrió 1 hora a 
50 V y 2 horas a 90 V. La tinción fue con nitrato de plata. Las 7 proteínas se n1uestran 
enumeradas y sus nombres se indican en el inciso b) del punto V de Materiales y 
Métodos. 
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4. Ensayos de fosforilación. 

Una vez que se obtuvieron Jas condiciones óptimas de la separación de proteínas por 

punto isoeléctrico y por peso molecular se procedió a la realizoción de diferentes 

ensayos de fosforilación. 

l. Efecto de la Fumonisina 81 en la fosforilación de proteínas de la membrana 

plasmática de embriones de maíz. 

a) Análisis de la separación de proteínas por EJE en un intervalo de pH de 3-10. 

Uno de los primeros ensayos de fosforilación consistió en exponer las vesículas de 

membrana plasmática (VMP) de embriones de maíz a 10 µf\.1 de Fumonisina B1 y a 

condiciones de fosforilación. Primcran1ente el ensayo se realizó con 100 µg de Vl'v1P y 

fueron cargados 30 µg de proteína en geles en capilar para EIE en el intervalo de pH de 

3-1 O y posteriormente separados en geles de poliacriJamida-SDS .. obteniéndose .. una 

buena separación electroforética (dato no mostrado): sin· embargo. al expone~ los geles· 

bidimensionales a la película de autorradiografia no se observaba algún resultado., pese 

a que se exponi:l.n durante un largo tiempo. Se descartó el hecho de .'q~e ~Udi~~i~n: e;t~~ . 
. - ·,-.·,.-,'·· -,_.'-'·---'- - -

mal las condiciones de la fosforilación .. ya que al mismo tiempo que se corrían _lo~fgeles. 

bidimensionales se corría un control de cargado ... el cual consistió_eri·:~~~~-;-:'~ri·~d~í·:,d.~~· 
_,-." " -· ... , ..... 

poliacrilamida-SDS con las mismas muestras± FB1 del ensa)•o de,:forforilació'Í'l~~!'ero 

que eran separadas solamente por su peso molecular. At.:{~~~~~~~~~~~;~~~;~-.:.{'~~1\ 
unidimensional a una película de autorradiografia y reve1ar1a_S~-'.~~i~v~-/~~;,~i:l~ó~:.d·~·'. 
fosforilación (Figura 9) muy similar al citado en la referenci.; de·:z~i:;,6~~;;'(200~):.;A~i 
como su nombre lo indica .. e~te tipo de gel también nos ayudó a ·~~~~;~~i:'d~:,-q~~ se 

cargaba la misma cantidad de proteína en ambas condiciones. y~ q-Ue a1 realizai-1e 1a 

tinción a este ·gel en el_ que están todas las muestras .. se elimin3. el factOr de que el 
. . 

tkmpo de reveladO~sea diferente para cada muestra o get lo cual si puede ocurrir entre 

un gel bidimension;:¡l y otro .. los ct•ales .. al ser geles independientes .. es dificil c!arles 

exactamente Jru. mismas condiciones de tinción .. pues una variación de segundos por 

ejemplo .. puede dar diferente intensidad en la tinción~ pudiendo llegarse a diferencias en 

los geles .. pero no debido a la muestra aplicada .. sino a su tinción. 

67 



_ .... , 1 *' -
w-

:o-· ··-

RF:SllL TAl>OS 

' ' ,. 
•:. 

:o .... 
)r,-

Figura 9. Ensayo de fostbrilación de proteínas de la membrana plasmática en ausencia y 
presencia de 1 O µM de Furnonisina B 1• Las vesículas de membrana plasmática se 
expusieron a condiciones de fosforilación según se describió en Materiales y Métodos. 
Se realizó un gel de poliacrilamida-SDS (A) el carril ::! se cargó con l µL de una 
dilución del estándar de peso molecular ( l: 1 ). el carril 3 es lo. muestra sin FB1 y el carril 
6 es la muestra con una concentración de 10 µM de FB,. En ambas condiciones se 
cargaron :!O µg. de proteína. El gt!I se corrió 1 hora a 50 V y.::? horas a 90 V. El gel fue 
teñido con nitrato de platu. El gel unidimensional fue expuesto a una película de 
autorradiografia durante 15 días .. la nutorradiográfia correspondiente se n1uestra a la 
derecha (B). La posición de los marcadores de peso molecular cstan indicados en el 
n1argcn izquierdo. 

Con estos resultados se procedió a aumentar las cantidades de proteína a cargar en los 

geles en capilar p;;tra cnfoqut! isoeléctrico.. encontrando que cuando se cargaban 

aproximadamente 100 µg de proteina de vesículas de la membrana plasmática en los 

capilares se obtenía una buena separación electrofort!tica (Figura J 0) y además al secar 

y exponer los geles bidimensionales a t..:na película de autorradiografia se lograba 

obtener resultados visibles en la autorradiografia (Figura 1 t ). 
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Figura 1 O. Geles bidimensionales de proteínas ~e la n1emhrana plasmática de embriones 
de maíz para el intervalo de pH de 3 a 10. Las Vf\1P se expusieron a condiciones de 
fosforilación en ausencia (A) y presencia (B) de Fumonisina B1 1 O µM según se 
describió en· Materiales y Métodos. Para Ja separación de las proteínas por punto 
isocléctrico en un intervalo de pH 3-1 O se cargaron 100 µg de proteína en capilares. 
mismos que se acoplaron posteriormente a geles de poliacrilamida-SDS. La posición de 
los n1arcadores de peso 1nolecular se encuentran indicados en el margen izquierdo de 
cada gel y los números con flechas indican las proteínas de intcrcs de acuerdo a los 
resultados d.! la autoradiogrufia Cver Figurn 11 ). La tinción fue con nitrato de plata. 

A 

l\11r <Ll>•) 
8:"\ ·-

::>t 
In 

Figura 11. Efecto de la Fumonisina B1 en la fosforilación de proteínas de membrana 
plasn1ática separadas en un intervalo de pH de 3 a 1 O. Las VMP se expusieron a 
condiciones de fosforilación en ausencia (A) y presencia (8) de Fumonisina 81 10 µM 
según se describió en Materiales y Métodos. Para la separación de las proteínas por 
P'•nt'=> ic;;oeléct""ico en •m iritcrvalo rl"! pH Pe ;\-1 O se r11rgaron 100 µg de proteína en 
capilares .. mismos que fueron acoplados posteriormente a geles de poliacrilamida-SDS. 
El tien1po de exposición fue: de 15 días. Los marcadores de peso molecular están 
indicados en el margen izquierdo y los círculos enumer..tdos indican las proteínas de 
intéres. 

Los resultados de la Fig. 1 O muestran el patrón proteico de nuestras preparaciones .. las 

cuales constan de alrededor de 100 proteínas. La tinción de estos geles que tienen a las 

proteínas marcadas nos ayudó a verificar qu~ el patrón de migración fuera el mismo en 

ambas condiciones .. además de s<-r fundamental para poder hacer la identificación de las 

proteínas fosforiladas. Con los resultados de la Figura 1 1 encontramos que de todas las 
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proteínas presentes en nuestras preparaciones. varias. pero no todas se estaban 

fosforilando con el AT32P. gracias a que existía una ·actividad de cinasas en las 

membranas plasmáticas de los en1briones de maiz .. se puede observar en estas dos 

figuras que estos polipéptidos membranalcs se encuentran distribuidos en todo el gel. 

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

encerrados en círculos lo hacen de manera .consistente:}·-" al -compararl~s con los 

expuestos a la toxina expresan diferencias en s~ fosfori.1~.ci~~· ésta_~-~if'e~enci~ P!-'cde_n 

ser que aumenten o disminuyan la inten~idad de hi"f~·Sr~·~_fra~'i·Ón.'://' ' . ~ · 
.'./;~.:-; :;':'!.··' 

b} Análisis de la separación de proteínas en un.int~~·~.íó·Cf~· 'Pi:fci~·.~;:-7.>' 
El segundo ensayo de f~sforilación consistió en c;,•alÍJa·r el:~at.~~r1 -d-C<f~sfof.ilacióri·éOn 
otro gradiente de pH el cual fue de 4 a 7. ya. que· ~~ dese~b~-_;_-~bt~~~r ·una. mCjor 

separación de las proteínas y poder así observar_mó.s diÍerc~cias· en l~--i~te.nsidaci de In 

fosforilación. Para ello lo único que fue modificado fue I~ concentración y _tipo ~~ 

anfolinas en los geles en capilar para EJE. 

A B 

·•·u, •·m -FU1 ~.-H1 --t t -~.-, 

t 
llO--

""1 "" --
,. -j ,. 
,. i ,. --

1 

Figura 1:2. Verificación di.: la cantidad de proteína de la membrana plasmática de 
embriones de maíz para el intervalo de pl-1 de 4 a 7. Las vesículas de membrana 
plasmática se fosforilaron segün se describió en l\.1atcrialcs y Métodos. Se realizó un gel 
de poliacrilamida-SDS (A) y en el carril 2 se cargó con tµL de una dilución del 
estándar de peso molecular ( J: l l- el cnrril 3 es la nlucstra sin FB1 y el carril 6 es la 
muestra con unn concentración de l O µM de FB 1• En ambas condiciones se cargaron 20 
µg de proteína. El gel se corrió l hora a 50 V y 2 horas a 90 V. El gel fue teñido con 
nitrato de plata. El gel unidimensional fue expuesto a una película de autorradiografia 
durante 1 S di as y Ja autorradiografia correspondiente se mu~stra a la derecha ( B ). La 
posición de los marcadores de peso molecular estan indicados en d n1argen izquierdo. 
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Primeramente se obtuvo el gel unidimensional que nos pennitió verificar que se 

estuviese cargando la misma cantidad de proteína en cada condición (Figura 12). 

Como puede observarse .. el resultado de Ja Fig. 12 muestra que se obtuvo el misn10 

patrón proteico en ambas condiciones y la autorradiografia correspondiente no permite 

observar muchas diferencias debido a que las proteínas sólo se separaron por peso 

molecular én este tipo de gel. Para apreciar las dif'erencias en fosforilación por acción de 

la adición de FB1 .. en este misn'lo ensayo de fosforilación las muestras fueron cargadas 

en geles en capilar para EIE y posterionnente las proteínas fueron separadas por peso 

molecular obteniéndose Jos geles bidimensionales (Figura 13). De esta manera se pudo 

verificar que el patrón de migración fuese el mismo y compararlo con el patrón proteico 

del intervalo de pH de 3-10. Como se puede observar .. Ja distribución de proteínas 

solamente se desplazó como se esperaba .. de acuerdo al nuevo intervalo de pH en el gel. 

pennitiendo obtener una mejor separación de las proteínas de interes que habían sido 

reconocidas en el gel con anfolinas entre pH 3 y 10. ·Estas proteínas se muestran 

enumeradas e indicadas con flechas y fueron identificadas después de haber hecho el 

ánalisis de Ja autorradiografia correspondiente (Figura 14) .. encontrando que estas 

proteínas se fosforilan difercncialmcnte por efecto de la Fumonisina B 1 y a través de la 

acción de cinasas memhranalcs. 

A 
l\.lr (kDa) 

110 

"'º 
36 

16 

pJl 7 

.. - . . -

R 

f\.~ CkDa> 
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60 

-'" 
16 

pH 7 

Figura 13. Geles bidi'11ensionales de proteínas de la membrana plasmática de embriones 
d:: maíz para el intervalo de pH de 4 a 7. Las VMP se expusieron a condiciones de 
fosíoriJación en ausencia (A) y presencia (B) de l O µM de Fumonisina B1 según se 
describió en Materiales y Métodos. Para la separación de las proteínas por punto 
isoeléctrico en un intervalo de pH 4-7 se cargaron 100 µg de proteína en capilares. 
mismc-s que se acoplaron posterionnl.!nte a geles de poliacrilamida-SDS. La posición de 
Jos marcadores de peso molecular se encuentra indicada en el margen izquierdo de cada 
geJ y los números con flechas indican las proteinas de intércs. La tinción fue con nitrato 
de plata. 
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Figura 14. Efecto de Ja Fumonisina B1 en la fosforilación de proteínas de n1embrana 
plasmática separadas en un intervalo de pl-1 de 4 a 7. Las Vf\..1P se expusieron a 
condiciones de fosforilación en ausencia (A) y presencia (B) de 10 µM de Fumonisina 
B1 según se describió en J\1ateriales y Métodos. Para la separación de las proteínas por 
punto isocléctrico en un intervalo de pH de 4-7 se cargaron 100 µg de proteína en 
capilares. n1h.mos que fueron acoplados posteriormente a geles de poliacrilamida-SDS. 
El ticrnpo de exposición fue de 15 dfas. Los marcadores de peso molecular están 
indicados en el margen izquierdo y los círculos enumerados indican las proteínas de 
intéres. 

Con estos resultados se procedió a realizar un análisis densitornétrico .. a fin de poder 

apreciar de manera un poco n1enos cualitafrva el efecto de la Fumonisim:i 8 1 en la 

fosforilación de las proteínas de Ja membrana plasmática .. para ello se digitalizaron las 

autorradiografias y se obtuvieron los valores de densidad de las. manchas con 

fosforil&lción diferencial por FB 1 .. de acuerdo a lo citado en Materiales y Métodos y 

cuyos resultados se muestran en la Tabla XII. 

Los datos dcnsitométricos de la fosforila~ión diferencial por FB 1 fueron comparados 

determinando la intensiciad de la man'=lin de rroteina en m1o;enCia d.e FB· y la medirla en 

presencia de la toxina y comparándolos de dos mancrás: en tém1inos de porcentaje y en 

términos de la resta de Jos dos valores. Estos val~res se presentan en las columnas 

respectivas de la Tabla ·XII. Con respecto a los valores tomados como las diferencias 

puede observnrse que las ,.nanchas 1.. ::! .. 3 y 6 resultan menos fosforiladas en presencia 

de FB1 y esto se aprecia p~r valores positivos en la diferencia (ya que el valor sin FB 1 

fue mayor que el valor con .. FB1) .. o bien en los valores negativos de porcentaje en los 

que el 100'}-ú corresponde al contÍ'ol (-FB1) y es mayor que el valor con la FB 1• 
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Tabla XII. Marcaje diferencial de proteínas de la nicmbrana plasmática con AT~:?p en 
ausencia y presencia de Fumonisina B1 (FB1). Las vesículas de membrana plasnuitica 
obtenidas de embriones de maíz gcnninados 24 h se expusieron a condiciones de 
fosforilación sin y con FB1. Una vez obtenidos Jos geles bidin1cnsionales se expusieron 
a películas fotográficas. A las autorrac!iografim. resuhantes se les n1idió la densidad de 
las manchas y se practicó el análisis densiton1étrico correspondiente. asignándose 
números a las manchas identificadas. Se compararon las densidades de las manchas 
reciprocas (sin y con FB1) para cada experin1cnto y se calcularon las diferencias y el 
porcentaje d~ fosforilación con respecto al control. para establecer el efecto de la FB 1 en 
la intensidad de Ja fosforilación. Los d3tos se tomaron de por lo menos 7 experimentos 
como los de las Fi uras 11 v 14. 
Polipéptidos - FB 1 +FB 1 

(Ua/mm2
) 

(-FB1)- (+FB1) 

1 

2,3 

2 

3 

4 

5 

6 

(Ua/mm2
) 

:?2.99 
14.45 
12.80 
:?1.79 
10.::?6 
12.75 

44.75 
19.49 
21.94 
33.75 
14.79 
19.61 

16.44° 
17.53 

53.54 
10.60 
1.26 
6.90 
75.64 
32.78 
19.85 
29.03 
17.01 
27.65 
21.97 
71.00 
26.40 
15.11 
20.52 
8.96 
12.42 
7.02 

:?1.95 
3.28 
8.41 
16.49 

x-16.12 6.99 
a-s.:rn 8.94 

43.71 
11.02 

xcs29.98 20.00 
a•I 0.08 3 1.95 

9.61 
18.52 

14.67 
17.14 

64.21 
23.08 

x-18.03 17.59 
a-::?O. 74 1 7 .09 

78.88 
38.46 
30.24 
31.18 
18.33 

x-31.99 29.24 
a•IS.sa 20.78 

68.04 
31.85 
8.83 
18.34 
8.84 

x-23.06 5.57 
acs20.S 3.86 

1.04 
11.17 
4.39 
5.30 

x-12.56 3.27 
a-S.7 3.81 

1.04 
8.47 

x-26.67 1.94 
a-12.32 1.8 

x-20.76 
a-21.26 

5.18 
1.09 

1.77 
0.39 

-10.67 
-12.48 
-16.33 x-12.42 
-10.1 q c:r-2.41 
-3.24 
-5.68 
-10.39 
-2.15 
-1.32 
-J.59 x-3.65 
-1.19 c:r-3.11 
2.96 
5.45 
6.28 
2.18 
0.12 
6.85 x-3.86 
3.16 a-2.25 

º/o 

-1.5 
-77.3 
-34.3 
-24.3 
-31.S 
-29.8 

-:?.3 
-13.5 
-8.8 
-5.3 

-35.0 
-5.5 

-I0.7 
-2.2 

19.9 
117.7 

1296.0 
147.7 
4.3 
17.3 
52.3 
7.4 
7.8 
5.8 
-5.4 
-4.2 
20.6 
-11.6 
-10.6 
-1.3 

-55.0 
-44.9 

Ef"ccto 

. J. 
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De manera análoga. el efecto de aumento de la fosforilación por FB1 se expreso en las 

proteínas 4 y 5. en las que las diferencias corresponden a valores negativos y los 

porceºntajes a valores positivos. Cuando se calculo la desviación estándar en los valores 

de las diferencias (tomando en cuenta aqudlas bandas en las que había 4 o más 

repeticiones). las manchas con menor desviación estándar fuer~n la 1 y 4. Estos valores 

de desviación estándar indican que aunque el efecto fue reproducible la magnitud del 

efecto varió de un experimento a otro. Esta variación entre los experimerytos pud~ ser 

debida principalmente n un efecto del dccain1iento de la marca radioactiva. a su.tiempo 

de exposición y al tiempo ":Je revelado. ya que aunque se procurabn dar el mismo tiempO 

a las dos autorradiogrnfias. la del control y la de la n1ucstra con FB1. éste variaba de t.in 

experimento a otro. Es imponantc mencionar que la proteína reportada como 2 .. 3 _ 

corresponde a las dos proteínas ::! y 3 debido a que se observó como una ~ol;;. mancha en 

el intervalo de pH de 3 a 1 O. 

De este análisis las proteínas seleccionadas candidatas a ser identificad:is a través dé la 

secuenciación del extren10 amino terminal fueron J. 2 y 3 .. 
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11. Efecto de la esfin~a:tina en la fosforilación de polipéptidos mcmbranalcs de 

embriones de maíz. 

u.) Dctcrn1inación di! Ja elección de la husc csfingoidca a evaluar en la fosforilación de 

P.rotcínas de la mc:n1brana plasmática. 

Ya que Ja Fumonisina B 1 es una to:\.Ína que inhibe a una de las enzin1as que sintetiza a 

la ceramida tanto en células vegetales con10 anin1ales (Abbas el u/ .• J 994: Riley et al ... 

1994 y Hu\viler et al .• ::?000). favor~ciendo de esta manera la acun1ulación de bases 

csfingoideas. y considerando también que estos compuestos y la toxina comparten 

se1n~jan7..as estructurales .. en esta tesis se quiso explorar si con1puestos esfingoideos eran 

capaces de tener efectos similares en la fosforilación de las proteinas membranales y en 

panicular en las mismas proteínas. Para ello" fue necesario prin1eramente elegir Ja base 

esfingoidea. así con10 su concentración. probándose a la esfinganina. la titoesfingosina. 

y Ja ceramida. ya que éstas se encuentran en plantas. 

En la Figura J 5 se muestran los resultados de este experimento. observándose que tanto 

con esfinganina como con fitoesfingosina y ccramida a una concentración de 1 O y 100 

nt\1 hay un efecto general de disminución en la fosforilación de proteinas de la 

men1brana plasmátic:i. Con 1 nM de los tres compuestos aparentemente no hay un 

efecto en la fosforilación o bien es un efecto reducido. Sin embargo. no se pudieron 

observar diferencias en proteínas específlcD.s debido a que en este experimerito las 

proteínas fueron· separadas solo por peso molecular en un gel unidimcnsiona~ •. Se 

decidió comenzar a explorar el efecto de la esfinganina .. ya que esta base esfingoidea se 

encuentra pred~minantemente en plaiitas (Ng ér e1l •• 2001 ). considerand~· e~·.;st.¡~~ .·otr~ 
concentraciones a las ya probadas (~igura 16) •. incluyendo Jll de 1 ci .µM ·q~~ .-~e ~había. 

'.; ~~· 

uti!i::.ado cor.!:: FB 1• 

El resultado de.la Fig. 16 n1uestra con10 con esfingnnina _J nM_hay.~~:·.¡;.~;- .. ·li~ero 
aumento en la fCÍsforilación muy simÜnr al obtenido ccin FB~ , 1 O ·;.¡M~'~ ~~~-~Í -~-6'~· }ó· µM 

de SN. donde Se obsCrva- un-a· clara· ~~~;Tiin_u~_i_ó~ ::~~ }a· ~~~i.-.~~~~}+~~~~h{~··~~~~~.~~-~-~-·.que_ 
conforme aur.1enta la concentraCi~n··.-.de.- .. la ~~fing~.n_in~:l.:_l~.\~º-s~~.~J~ación . .' dismi_nuye~ 

excepto con t ·_,.!M donde. é~ta. ~-~.m.~~-~i(~e.~-n_ue·~~:~-\~.~:-:t~-:'.p_·~¡_{ciP.iO~---~~::·l?_~ilsó q~e .esto 

último se debía.a un_crror.eri.·u~·a d~· 1~-'.·d{JtiCi·~~~-~:~:tiÚ~d~·::·:~~r~ ~~t~ s~ d~scartó .. ya 

que se panió .de ~na sola sol~~iótl: .. si~Ck ;.::de~?~~t~··_·se !.eaÚ~ron· ~n secu~n~ia las 

diluciones. e'\·itando así un posible errror en el pipeteo por lo cual se anula. además este 
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cxperin1ento se realizó con otr.:J preparación y otra scri~ de diluciont!'s. obtcniendose los 

n1ismos resultados. 

nM O 

B 

10 100 

SN 

"""::' 60- . 

40- .· 

20- ~·. 16'- ·.·;·· 

-. 
n!\I O 1 JO 100 

'---...----' 

SN 

10 100 

FSF 

10 100 

CERAMIDA 

1 1 
1 10 lOU 1 10 lOU 
'------.---· "--..-' 

FSF CERAMIDA 

Figura 15. Efecto de distintas bases esfingoideas y cerat:nida sobre 13 fosforilación de 
proteínas de la membrana plasmática. Las vesículas de membrana plasmática se 
fosfbrilnron según se describió en :v1ateriales y Métodos. Se realizó un gel de 
poliacrilamida-SDS. El carril 1 es la muestra sin la base esfingoidca. es la muestra 
control: los carriles 2 .. 3 :· 4 son las muestras cor l. 10 y 100 n~1 de Esfinganina (SN): 
los carriles 5 .. 6 y 7 son las muestras con J. 1 O y 1 00 nM de Fitoesfingosina (FSF) y los 
carriles 8 .. 9 y 1 O son las muestras con 1 .. 1 O ) 1 00 nM de Ceramida. Todos los pozos se 
cargaron con 20 µg de proteína. El gel se corrió 1 hora a 50 V y .:?: horas a 90 V. La 
figura A es el gel teñido con nitrato de plata .. la figura B es la autorradiografia del gel 
con un tien1po de exposición de 1 S días. 
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Figura 16. Efecto de la concentración de la Fumonisina 8 1 y de la esfinganina en la 
fosforilación de proteínas de Ja membrana plasmática. Las Vf\.1P se fosforilaron SeAún 
se describió en Materiales y Métodos. Se realizó un gel de poliacrilamida-SDS .. el carril 
J se cargó con 1 µL del estándar de peso molecular de una dilución ( 1: 1 ) .. Jos carriles 2 
y 4 son las muestras sin FB1 y esfinganina (SN) respectivamente .. son las muestras 
controL el carril 3 es la muestra en presencia de FB1 1 O J.lM .. los carriles 5 .. 6 y 7 son 
muestras en presencia de ~N 1 .. 1 O y 1 OCJ nM )º 1os carriles 8 .. 9 y l O son la~ muestras 
con esfinganina l .. 10 y 20 µM. En todos los carriles se cargaron 20 µg de proteína. El 
gel se corrió 1 hora a SO V y 2 horas a 90 V. La figura A es el gel teñido con nitrato de 
plata .. la figura B es la autorradiografia del gel con un tiempo de exposición de 8 días. 

Para conocer mejor lo que estaba sucediendo con la esfinganina.. se decidió evaluar el 

efecto de lo. csfinganina 1 nM en la fosforilación de polipéptidos membranalcs pero 

ahora ya identificándolos en geles bidimensionales. 
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h) Efecto de 1 nM de esfinganina en la fosforilnción de proteínas de la membrana 

plasn1ática separadas en un intervalo de pl-I de 3 a 1 O. 

Lina vez que se determinó la concentración a utilizar de esfinganina se procedió a 

realizar el ensayo de fosforilación con las vesículas de membrana plasmática en 

ausencia y presencia de la base esfingoidea. para lo cual tan1bién se realizó un control 

de cargado (Figura l 7) en donde poden1os ver claramente el mismo patrón de proteínas 

teñidas con Coomassie que se obtuvo con la FB1. observándose que entre ambas 

condiciones no había diferencias. no así con la autorradiografia correspondiente. en 

donde se puede observar un ligero aumento en la fosfoilación de las proteínas 

men1branales en presencia de la esfinganina. 

11 

--. 

~--· ··-----•• " . ~ .. 

Figura 17. Ensayo de fosforilación en ausencia y presencia de la esfinganina (SN). Las 
'\'csículas de membrana plasmática se fosforilaron según se describió en Materiales y 
!\.1étodos. Se renlizó un gel de poliacrilan1ida-SDS. El carril 2 se cargó con S µL del 
c;stá1adar de: pt:so nh.•iccular .. c:i .... a1Til 3 e~ iJ 1.1ut:stra sin SN y el carril 4 es la muestra 
con una concentración de 1 nM de SN. En ambas condiciones se cargaron 20 µg. de 
proteína. El gel se corrió 1 hora a 50 V y 2 horas a 90 V. El gel fue teñido con azul de 
Coomassie (A). El gel unidimensional fue expuesto a una película de autorradiografia 
durante 15 días. la autorradiografia correspondiente se muestra en la figura B. La 
posición de los marcadores de peso n1olecular está indicada en el margen izquierdo. 

En este mismo ensayo del que: se tomaron las muestras para los geles de control de 

cargado. se tomaron alícuotas c.!c las mismas muestras para ser separadas por punto 

isoeléctrico y posteriormente de acuerdo a su peso molecular (Figura J 8). 
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4!doa·•r1 
Figura 18. Geles bidimcnsional:!s de proteínas de la n1cmbranu plasn1ática de embriones 
de n1aiz expuestas a esfinganina separadas en un intervalo de pJ-1 de 3 a 10. Las VMP se 
expusieron a condiciones de fosforilación en ausencia (A) y presencia (8) de 1 nJ\.1 de 
csfinganina según se describió en f\.1aterialcs y Métodos. Para Ja separaci6n de las 
proteínas por punto isocléctrico en un intervalo de pl-I 3-1 O se cargaron 100 ~lg de 
proteína en capilares. n1isn1os que se acoplaron posteriormente a geles de 
poliacrilamida-SDS. La posición de los marcadores de peso molecular se encuentra 
indicada en el n1argen izquierdo de cada gel y Jos números con flechas indican las 
proteínas que se fostbrilaron difercncialmcntc por csfinganina. La tinción fue con 
nitrato de plata. 
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Figura 19. Efecto de la Esfinganina en la fosforilación de protcinas de membrana 
plasmática. Las 'VJ'v1P se expusieron a condiciones de fosforilación en ausencia (A) y 
presencia (B) de Esfinganina 1 nM seg.Un se describió en Materiales y Métodos. Para la 
separación de las proteínas por punto isocléctrico en un intervalo de pH de 3-1 O se 
cargaron 100 µg de proteína en capilares. nlismos que fueron acoplados posterionncntc 
a geles de poliacrilamida-SDS. El tiempo de exposición fue de 15 días. Los marcadores 
de peso molecular están indicados en el margen izquierdo y los círculos enumerados 
indican las proteínas de intéres. 

La Fig. 18 muestra el patrón proteico de las preparaciones mcn1branales. el cual es 

prácticamente igual en ambas condiciones y al obtenido con y sin la FB 1• El efecto de la 
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esfinganina en Ja fosforilación de proteinas n1cmbranalcs puede visualizarse en la 

autorradiografia correspondiente (Figura 19). Se encontró un panoran1a n1uy similar al 

obtenido con la FB 1• solo que además se observaban otros cinco polipéptidos. quizás 

debido a que la fosforilación de éstos es más sensible a Ja esfinganina. Al comparar 

ambas condiciones .. con y sin SN se observó unn tendencia general de aumento en la 

fosforilación de las proteínas membranales. 

e) Efecto de t nJ\1 de esfinganina en la fosforilación de= proteínas de la n1embrana 

pl~smática separad~S ·en· un intervalo de pH de 4-7. 

DeJ mismo modo que con la Fumonisina B1 se consideró evaluar co.n otro intervalo de 

pH y éste fue de 4 a 7 a fin de poder ver si se obtenía una mejor resolución .. ya .qUc la 

mayor parte de proteínas fosforiladas tenían valores de pHi en esta zona. Se realizó el 

ensayo de íosforilnción con las VMP en ausencia y presencia de esfinganina: 1 nM .. para 

lo cual se hizo la verificación de la cantidad· de proteím1 con ayuda del gel 

unidimensional (Figura 20). Donde podemos . observar que se conservó el patrón 

proteico característico de nuestras preparaciones membranaleS y que no hubo 

diferencias entre ambas condici::mes. 

Para Ja obtención de los geles bidimensionales de las mismas '.muestras de este 

experimento., se panió del mismo ensayo d~ fosfoi-ila~ió~ .. d~f!~~.,.i~~<~ue~,~~~-~.i,n ~con 
esfinganina fueron cargadas en S:eles en capilares para EJE c.~n·.·~.;f~if~'a~:.·~~·.~·~ ¡¡:;~e~alo 
de pH de 4-7 y posterionnente separadrui de acuerdo a su p~s;; ;.riC,-)~i;'~iar'(f-¡~u~~-2\) ~:. 
de Jos cuales se obtuvo J_a ~<!spectiva autorradiografi~ CF,i~~r~;i~?;~g;.,ii;¡;;;';:)>::'.:{ .. ·.. . 

La Fii;. 21 nos pcn·~~itió obser .. •.:ir cvmo !::: ob~u.:o ~~-;»~t.·~?.::~ro~~!!=~,.::~.uy:· .. ~~·"'.1l~r·al 

obtenido con y sin la FB 1 en el intervalo de pH de 4-7 y ad~más·~fp;t~Ón·d~· mlgración 

es igual en amb~ condiciones. Con la obtención -d~' .. :.~,~-~:~~~~?i:di~~~.fi~'_'._:~:~di~Os, 
observar un~_ mCjor _separación de las proteínas de-intér.~S-;'~·,~~e·,-¿'~~.~~:~ .:~~· :_geri~~l ··una 

tendencia de aume~to'·en su fosforilación. como la ya--obiCnida\~·~ e1.~_nte'~á10 de P_H de 

3-10. 
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11 
Figura :?O. Verificación de la c:intidad de proteína de la membrana plasmática de 
embriones de maíz para el ensayo del intervalo de pH de 4 a 7. Las vesículas de 
membrana pTasmática se fosforilaron según se describió en Materiales y Métodos. Se 
realizó un gel de poliacrilan1ida-SDS. El carril :! se cargó con J µL de una dilución dd 
estándar de peso rnolcculur ( 1: 1 ). el carril 3 es la muestra sin Esfinganina y el carril 6 es 
la muestra con una concentración de 1 nl\1 de SN. En ambas condiciones se cargaron 20 
µg de proteína. El gel se corrió 1 hora a 50\I y 2 horas a 90V. La tinción del gel fue con 
nitrato de pktn (Figurn izquierda). El gel unidimensional fue expuesto a una película de 
autorradiograt1a durante 15 días. la autorradiografia correspondiente se n1uestra a la 
derecha. La posición de los marcadores de peso n1olccular estan indicados en el margen 
izquierdo. 
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Figura 21. Gelc:s hidin1ensionalcs de protc:inas de la membrana plasmática de en1brioncs 
de maíz. Las Vl\·1P se expusieron a condiciones de fosforilación en ausencia (A) y 
presencia <B) de Esfinganina 1 nl\1 según se describió en Materiales y l\t1étodos. Para Ja 
separación de las proteínas por punto isoeh!ctrico en un intervalo de pH 4-7 se cargaron 
100 µg de proteina en capilares. n1ismos que se acoplaron posteriormente a geles de 
poliacrilamida-SDS. La posición de los marcadores de peso molecular se encuentran 
indicados en el margen izquierdo de cada gel y los números con flechas indican las 
proteínas de intéres. La tinción fue con nitrato de plata. 
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Figura 22. Efecto de la Esfinganina en la fosforilución dc protcinas de n1cn1brana 
plasmática. Las Vl\.1P se expusieron n condiciones de fOsforilación en ausencia (A) y 
presencia (B) de 1 n?\1 de csfinganinu según se describió en Materiales y Métodos. Para 
Ja separación de las proteinas por punto isoeléctrico en un intervalo de pH de 4-7 se 
cargaron 100 µg de proteína en capilares_ mismos que fueron acoplados posteriormente 
a geles de poliacrilamida-SDS. El tiempo de exposición fue de 15 días. Los marcadores 
de peso molecular están indicados en el n1argcn izquierdo y los círculos enumerados 
indican Jus proteínas de intéres. 

A estas autorradiografias se les digitalizó y realizó el ánalisis densitométrico de acuerdo 

a lo mencionado en Materiales y Métodos obteniéndose los resultados de la T8bla XIII. 

En esta tabla se observa que fueron 11 las proteínas que se forforilaron diferencialmcnte 

en presencia de esfinganina y todas aquellas proteínas de la membrana plasmática que 

consistentemente expresaron diferencias en su fosforilación por efecto de la esfinganinri.. 

mostraron siempre diferencias de aumento en presencia de la base. Estas diferencias se 

encontraron ya fuero expresando el efecto de la esfinganina en términos de porcentaje o 

de diferencia. como se hizo para los datos de FB1 (Tabla XII). mostrándose que aunque 

existía variación entre Jos experimentos .. el efecto de SN era reproducible~ sin embargo. 

las diferencias por experimento en términos absolutos .. indican un efecto más claro de la 

esfinganina que de la Fumonisina B1. En el caso de los polipéptidos 2 y 3 sucedió lo 

mismo que con FB1 en cuanto al intervalo de pH de 3 a 1 O. 
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Tahla XIII. Análisis del marcaje diferencial de proteínas de la membrana plasmática con 
A T 3 .:!P en ausencia y presencia de estlnganina (SN ). Las vesículas de men1brana 
plasmática obtenidas de embriones de n1aiz se expusieron a condiciones de fostbrilación 
sin y con SN. El resto del procedimiento fue igual al de la Tabla XI. Los datos se 
tomaron de 5 experimentos como los de la Figura 19 y 2.2. 

Polipéptido!!> 

1 

2,3 

2 

3 

5 

6 

A 

-SN 
(Ua/mm') 1 

+SN 
(Ua/mm 2

) 

(-SI") - (+SI") 
(Ua/mm 2

) 

33.:?8 
13.0-1 
4.71 
:?S.IQ 
8.05 

-1:?.AJ 
l:?..3!1 
19.08 

•~.JO 
36.3:? 

18.:?6 
37.80 

3.XM 
S.37 

31.07 
3..¡_33 
:?9.IS 
..il.:?K 
9.6:? 
27.00 
:?5.56 
4.89 
17.91 
0.61 
6.03 
3.72 

331..SI 
14.S::? 
:?l.44 

x- J 6.8!'i SO.H9 
a-10.76 l:?..86 

4:?.6-1 
x-24.62 :?3.09 
a-12.89 :?4.69 

2-i...i.i 
59.73 

S.<;10 

10.KK 

34.17 
..iJ.83 
31.57 

:..-29.09 53.28 
a- w_.-.7 1 3 .:n 

32.37 
:.?S.81 
9.KI 

:..-•~.19 31.77 
n-I0.71 S.12 

15.3!" 
17.IU 

1.48 
lb.73 

:..-2 ... 93 :?S. 70 
n-1~.JJ ll.-12.18 

-UU o-9.6!'i 
O.::?I 

x•JO.I_. IU.74 , ... S.18 
n-8.86 5.61 a-2.~7 

8.3.i 
:.?J . .it 

9.26 
18.IS 

3. IU 
l,J.50 
2A2 

x•J~.~ 1 12.0U 
cr•IJ.41 3.S'J 

5.37 
0.:?5 
..i.<.12 

:..•20.98 13.86 
n-11-36 4.51 

9.32 
13.38 

"'--6.I:? 
n-J.88 

% 

-S.3 
11.4 

354.8 
10:?. 

59.7 

o.s 
R7 

::?9.4 

51.K 
6.i...i 

!W,7 
..iK.O 

5:?.I 
102.6 

10.0 
'J.7.7 
R.3 

29.J 
37.3 
19.9 
1.0 

100.6 
77.3 

739.3 
15.i.6 
359.7 

Efecto 

i 
e --+~,_~3~H--·- ---~,~ ----- l"°2~.b~R-----+--~S3~2~.H~_,f-----l 

6.7<> 14.77 K.Cll 118.S t 
e 

D 

E 

lh.:?3 
16.ló 

8.58 
5.84 

..i.98 
K.2:? 

28.57 
:?6.16 

13.34 
12.ó.$ 

12.76 
9.IO 

12.3.i 
10.00 

4.76 
6.80 

7.78 
O.KR 

76.0 
61.9 

55.5 
116 . ..i 

156.2 
IU.7 
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A las proteínas membranales encontradas tanto con FB1 con10 con Esfinganina se les 

determinó su peso molecular y punto isoeléctrico nproxinu1do. aunque este úhin10 

parámetro solo se calculó de acuerdo a las proteínas marcadoras de pH isoeléctrico en 

geles de pH de 3 a 1 O. ya que no se contaba con marcadores específicos para el intervalo 

de pH de 4 a 7 .. Jos resultados se muestran en la Tabla XIV. Puede verse que 8 proteínas 

tienen pesos moleculares entre 16 y 23 kDa y 3 de ellas de 63 a 89. Casi todas las 

proteínas fosforiladas tienen pHi acídicos .. entre 4.5 y 6. habiendo uno. con pHi de 6.8-7. 

Por lo tanto. al igual que con la FB1 estos polipéptidos son candidatos para la obtención 

de la secuencia de su extremo amino terminal. 

Todas las proteínas cuya fosforilación es estimulada p_or esfingan~na S<?_n · prOte.ínas que 

son afectadas también por FB1.. Sin embargo .. se. ~rese~taron 5- -prole.inas cuya 

fosforilación fue afectada por esfinganina. pero que~~- p~do ser_ ~fetecl.ada en ·pi-c:Sencia 

de FB1. De todas las manchas detectad~ .. hay·un·a p~Otei~ci'qúe, parecC_Significativa y 

consistentemente aumentar su iosfóril~é:i-ón· tant~ en · presenéiri ·de FB1 cOmo de 

esfinganina y que es la proteína 5 -Y h~Y.tr~~-.protei~~ -que cii.s.:Oinuy~n su fo~fo.rilación 
. - ' . -

por efecto de la FB1 y la aumentan por ~fect~ de la csfinganina )·que son las proteínas 

l. 2 y 3. 
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Tabla XIV. Identificación de las proteínas fOsforiladas difCrcnéialmcnt.: por adición dc 
la Fun1onisina 8 1 CFB 1 ) y la Esfinganina (SN> a la membrana plasmótica. Se purificaron 
vesículas de n1embrana plasn1útica u punir de cn1brioncs de n1aiz germinados 24 h. La 
Fumonisina 8 1 y la Esfinganina se adicionaron a las ,·csículns y se n1idió la 
incorporación de AT·'l1 P a las proteínas mcn1branalcs. las cuales fueron separadas por 
punto isoeléctrico y peso molecular. La identificación se hizo de acuerdo a proteínas de 
referencia separadas en las mismas condicion ... :s. El sentido de las flechas indica si la 
tbsforilación de la proteína correspondiente aun1entó o disminuyó en presencia de FB1 o 
SN. Los resultados que se presentan provienen de los experimentos referidos en las 
Tablas XII v XIII 

PROTEINAS PM (kDa) PI 10 ~LM FBo J nMSN 

1 21-23 5.1-4.9 ... 1' 
2. 3 21-23 4.8-4.5 ... 1' 

2 21-23 4.8-4.5 ... 1' 
3 21-23 4.8-4.5 ... 1' 
4 18-19 7.0-6.8 1' ·1' .. . · 

5 16-17 5.5-5.2 1' t 
6 16-17 5.1-4.9 ... 1' 
A 83-89 4.8-4.5 --- 1' 
3 78-G4 5.:-4.9 --- 1' 
e 63-66 4.8-4.5 --- t 
D 16-17 6.0-5.9 --- 1' 
E 16-17 5.8-5.7 --- 1' 
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5. Determinación de la secuencia del extremo amino terminal de polipéptidos 

seleccionados de acuerdo a su fosforilación diferencial por erecto de la Fumonisina 

0 1 y Esfin~anina. 

Una vez que se seleccionaron las proteínas de la membrana plasmática de embriones de 

1naiz .. cuya fosforilación se veío. modificadu por efecto. ya sea de la toxina producida por 

Fusariun1 111onil!forn1e o por la esfinganina. para poder realizar la identificación de las 

proteínas a través de Ja secuenciación fue necesario visualizarlas por su tinción con azul 

.de Coomassie, ya que esto aseguraba dos cosas: In primera. que las proteínas estaban en 

una cantidad suficiente para ser detectadas y secuenciadas y la segunda.. para 

identificarlas por su posición con respecto a Ja autorradiografia. En nuestros 

experimentos. las proteínas sólo habían sido tei'\idas con ta tinción con nitrato de plata y 

no por Coomassie .. porque la tinción con plata es más sensible (del orden de 2-10 ng de 

proteína) que el Coonu1ssie (que va de 0.1-1 µg) y aunque en nuestro caso se cargaron 

cantidades de 90 a 100 µg de proteína membranal total .. debido a las d~s formas de 

separación de las proteínas .. cada polipéptido se encontraba en el gel en cantidades muy 

pequeñas. Un problema fue que la capacidad de nuestros .. capilares . para enfoque 

isoeléctrico no era lo suficientemente grande para soponar una mayor. cantidad ·de 

proteína .. por lo c~al se recurrió a utilizar tiras con un gel pref~rmado conteniendo 

anfolinas e inmobilinas que generan un gradiente inmóvil de pJ-i a lo -largo_ de~ gel 

adherido a una t~ra plástica. asegurándose una buena separi:iciór{ de. las proteínas~ de 

ac.:t.e1du a su pun,o isc..eh!~'"rico. Adicionalment~ .. ·t:sie_tipó de_ge1 podía ser Cargado _con 

hasta 500 µg de proteína total. Para util_izar eSte siSte~a. se rii31iZó Uri ensaYó de 

fosforilacfón con y sin marca radiactiva y en prese~éia· de ~sfi~g:aiüita 1 nM·. Con estos 

experimentos se pretendía detemlinar_ si con 300. ª Soo·J~,~~d~·:pr6-1~:iri~ a.Plicada ªestas 

tiras .. se repetía el patrón obtCnido con Jos.·capÚ;:ires.-).:~,~- res~ltados ·demostrarán que 

efectivamente el patrón se repetía y además s~ l~gró.~tf~: .. ~1S~nas de las proteínas de 

intéres se pudieran observar al teñir Jos geles cOn azul de Coomassie. aunque de las 11 

candidatas sólo tres fueron observables (Figuras 23 y 24). 
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Figura 23. Geles bidimensionales de proteínas de Ja membrana plasmática de;: embriones 
de maíz del experimento controJ. Las VMP se cx.gusieron a condiciones de fosforilación 
en presencia de Esfinganina 1 n~1 pero sin A T· .'.!p según se describió en Materiales y 
Métodos. Para. la separación de las protcinas por punto isocléctrico en un intervalo de 
pH 4-7 se cargaron 500 µg de proteína en el gel en tiras de EIE. mismas que se 
acoplaron posteriormente a geles de poliacrilamida-SDS. El tiempo de tinción fue de 4 
horas con azul de Coom3ssie (A) y de 2.5 horas con nitrato de plata (8). Se ~rata del 
misn10 gel teñido sucesivamente con an1bos proccdin1ientos. La posición de Jos 
marcadores de peso molecular se encuentra indicada en el n1argcn izquierdo de cada gel 
y los números con flechas indican las protcinas de intéres. 

El experimento control. en el que se expusieron las V~fp a las condiciones de 

fosforilación habituales con AT31P se hizo con objeto de verificar que las proteínas 

separadas en los geles en tiras y luego identificadas ppr tinción con azul de Coomassie 

en un gel de doble dimensión eran las mismas que se fosforilaban en nuestras 

condiciones anteriores de elcctrroforesis en geles en capilar (Figuras :!4 y 25). En este 

experimento se corrió de igual forma un control de cargado (Figura 26). 

Con objeto de identificar a algunas de las proteínas que se fosforilaban diferencialmente 

con FB1 y esfinganina. iritentarnos establecer su secuencia de l!minoácidos del extremo 

an1ino tt:rminal. Para ello selecc'on?mos rrimc!'" a las prnteiriac;:. ñesignadas co., Jos 

números t.. 2 y 3 por ser de las que se forforilaban en presencia de Ja toxina y de la base . 

esfingoidea. pero también porque esas estaban en mayor cantidad .. ya que se podían 

teñir con azul de Coomassic. y este es un requisito indispensable para que sean 

recortadas y soinetidas a la degradación de Edman. Había otras proteínas membra-nales 

que se fosforilaban más. panicularmente la proteína 5 .. desgraciadamente .. está presente 

en bajas cantidades y no es detectable por Coomassie .. aunque si por nitratn de plata. 
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Figura 24. Geles bidin1cnsionales de proteínas de Ja n1cmbrana plasn1ática de cn1brionc:s 
de maíz obtenidos a partir de tiras para EJE. Las \.'l\.1P se expusieron a condiciones de 
fosforilación én ausencia (A) y presencia (8) de Esfinganina 1 nl\.,1 según se describió en 
Materiales y Métodos. Para Ju separación de las proteínas por punto isocléctrico en un 
intervalo de pH 4.7 se cargaron 500 µg de proteína cnun gel de EJE en tiras pltlsticas. 
mismas que se acoplaron posteriormente a geles de poliacrilan1ida-SDS. El ticn1po de 
tinción fue de 4 horas con azul de Coomassic (A). La posición de los marcadores de 
peso molecular se encuentra indicada en el margen izquierdo de cada gel y los números 
con flechas indican las proteínas de intéres. 
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Figura 25. Electo de la Esfinganina en b fosforilación de proteínas de n1embrana 
plasmátka obt~11idas a panir lit tiras µJra EiE. Las VJv1P :ooe expusieron ...i \.:On.Jiciones de 
fosforilación en ausencia (A) Y presencia (8) de Esfinganina 1 nrvt según se describió en 
f\..1ateriales y Métodos. Para la separación de las proteínas por punto isoeléctrico en un 
intervalo de pl-1 de 4-7 se cargaron 500 µg de proteína en tiras. mismas que fueron 
acopladas posterionnente a geles de poliacrilarnida-SDS. El tiempo de exposición fue 
de 30 días. Los marcadores de peso mo!ecular están indicados en el margen izquierdo v 
los circulas enumerados indican las proteínas de intéres. · 
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Figura 26. Verificación de la cantidad de proteína de la n1cn1brana plasmática de 
embriones de maíz. Las vesículas de n1cmbrana plasmática se fosforilaron segUn se 
describió en Materiales y 1v1étodos. Se realizó un gcl de poliacrilan1ida-SDS (AJ. El 
carril 2 se cargó con 1 µL de una dilución del esttlndar de peso molecular ( 1: l ). el carril 
3 es Ja muestra sin Esfinganina y el carril 4 es Ja muestra con una concentración de l 
nl\.1 de SN. En an1bas condiciones se cargaron :!O µg de proteína. El gel se corrió 1 hora 
a 50 V y 2 horas a 90 V. El tiempo de tinción fue de 2.5 horas con nitrato de plata. El 
gel unidimensional fue expuesto a un0; pelicula de autorradiogralia durante 1.5 días. la 
autorradiografiu correspondiente se muestra a la derecha (B). La posición de los 
marcadores de peso molecular está indicada en el margen izquierdo. 

Desgraciadamente .. una proteina teñida ;>or plata no se puede someter al p;ocedimiento 

de sccuenciación. Este se puede iniciar a partir de manchas de protcinas que una -vez que 

fueron separadas .. en nuestro caso por enfoque isoeléctrico y por peso molecular. se 

transfieren electroforéticamente a una mem~rana de PVDF en la que se tiñen con azul 

de Coomassie. La Fig. ::?7 muestr3: .una_· de las t t_ membranas .de PVDF teñidas que 

fueron obtenidas a panir de otros .tant-os: geles. A p~nir de por lo menos 8 de ellas se 

reconaron las bandas.~ .. 2 .. Y· 3·.·· para"-'se~.·;·~luidaS~y sometidas al_ pr~cedimicnt9 de 
,·' >-· _.,,.. '~ . > ,_.. • •• • 

sccuenciación. Desgraciadamente .. -- ~i~Sünll ·de IiiS fres' dio señal de amilioácidos en los 

ciclos de degradación d_e Edm~~···A~ pa-;ecer .. te~~an el grupo amino libre bloqueado. 
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Figura 27. Men1brana de PVDF teñida con azul de Coomassie. 500 µg de proteína 
membrana) fueron scpara~os en una tira de enfoque i.socJCctrico c0n inrnohilinas en un 
intervalo de 4-7. Al tem1inar el electrocnfoquc de las proteínas en las tiras. éstas se 
colocaron sobre un gel en placa al 10~'0 de acrilamida para que las proteínas se 
separaran de acuerdo a su peso molecular. Al terminar esta .segunda electroforesis. el gel 
en placa se transfirió a una men1brana de PVDF y se tir)ó con azul de Coon1assie como 
se describe en Materiales y f\.1étodos. 
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DISCUSION 

DISCUSION 

Los mecanismos moleculares de defensa de la planta ante el ataque de patógenos no están 

bien entendidos (Agrios. 1997: Knoggc. 1998: Somssich y Hahlbrock. 1998). Un enfoque 

experimental para tratar de dilucidarlos es trabajar con componentes moleculares tanto de la 

pane del patógeno~ como de Ja de planta. La exposición de unos a los otros constituye un 

sistema experimental que puede arr~jar resultados que contribuyan a entender a los factores 

involu~rados en este fen~meno .. ~~-nsiderai:ido que la membrana plasmática es una de las 

primeras barreras celulares ·a h1s que se enfrenta el patógeno (Agrios. 1997: Scheel. 1998: 

Somssich y H.ahlbrock. ·.199-~)f ~~ ···¡n,p~nante conocer la panicipación de esta men1brana 

ante la presenciá·.dei -p~tógená. E~ÍóS- estudios- se ven. facilitados técnicamente por la 

posibilidad de obtener: úria fracción subcelular enriquecida en vesículas de membrana 

plasmática. 

En este trabajo .hemos ~utilizado a la Fumonisina B 1 .. una toxina producida por el hongo 

Fusarium mo11ili._rorn1c .. como la molécula del patógeno que puede inducir cambios en la 

men1brann plasmRtica de la célula hospedera. en este caso. las células del embrión de maiz 

en germinación. Este trabajo planteó su hipótesis con base en la suposición de que la FB1 

representa una señal para la planta y de que podrí~ ser reconocida por algunos compo:ientes 

de la membrana plasmática como receptores. o enzimas c~mo las cinasas .. de tal manera que 

al interaccionar con éstos .. la señal podría 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 manifestación de la enfermedad. 

Específicamente .. en el presente trabajo se ha considerado la posibilidad de que la célula 

embrionaria del maíz responda a la FB1 a través de mecanismos que involucren la 

e-stimulación de cinasas membranales .. para lo cual se realizaron diferentes experimentos 

cuya finalidad fue la de lograr la ident;ficación 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 acción 

inhibitoria de Ja FB1 sobre la ceramida sintetasa. 
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La identific::ición de las proteínas blanco de Jas cinasas se llevó a cabo de acuerdo al punto 

isocléctrico y peso molecular de )as proteínas y se intentó hacei- la secuenciación de la 

región del extremo amino tern1inal de por lo menos tres de ellas. 

Por la literatura se tiene conocin1iento cie Ja fosforilm.:ión en proteínas de la membrana 

plasmática en plantas. por citar algunos casos po'"1emos mencionar el estudio con cultivos 

en suspensión de células de ton1ate (lycopersicon esculentun1 L.) (Vera·estrcll~ et u/ .. 

19941. 199411 S• Xing et al,. 1996). en raíz de remolacha (Beta ""/~aris L.) (Baizahal y 

González de Ja Vara. 1994. 1997 y Raya y González de la Vara. 2001) Y en raíz de n1aiz 

(Zea may ... · L.) (De Nisi et al .• 1999). La fosforilación de proteínas de membrana es un 

fenómeno celular de regulación de la actividad enzimática muy frecuente. que abarca tanto 

un gran número 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. 

:?001 ). En este trabajo se usaron fracciones de membrana plasn1ática aisladas con un 70-

SO~ó de pureza. El antececedente directo de este trabqjo fue la tesis de Zomosa et al .• 

(.:?000). en la que se detectó la actividad de cinasas endógenas de la membrana plasmática. 

detenninando los pesos. moleculares aproximados de las proteínas fosforiladas de acuerdo a 

su migración electroforética en geles de poliacrilamida-SDS. En la presente tesis. con 

o~jeto de lograr una identificación de las proteínas blanco de .la actividad de cinasas. se 

procedió a realizar una identificación más detallada haciendo una separación bidimensional 

por punto 1socléctrico y peso motecular. Los controles rcahzados con proteinas marcadoras 

demostraron que la técnica porporcionaba resultados confiables y aseguraba una buena 

separación clectrof"orética. 

En todos los ensayos en los que las vesículas de la membrana plasmática fueron expuestas a 

Fumonisina B1 o a compuestos esfingoideos y a condiciones de fosforilación. se obtuvo 

siempre el control de cargado4 el cual consistió en un gel unidimensional de separación de 

las proteínas por peso molecular en Jos que se cargaron las nluestras control y las tratadas. 
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Estos geles sirvieron para verificar que en las preparaciones n1cmbranalcs usadas el patrón 

proteico fuese el n1isrno tanto cualitativa como cuantitativamente y así validar debidamente 

que el efecto encontrado en la fosforilación de una proteína se debiera a un efecto del 

tratamiento y no a la cantidad de proteína aplicada a los geles. La comparación entre los 

patrones de las n1ernbranas control y tratadas ayudó a con1probar que el patrón dt.: 

n1igración (movilidad. númert> y cantidad de las bandas de proteína) fuese el mismo en las 

condiciones experimentales comparadas y aden1ás sirvió para identificar a aquellas 

proteínas que estuvieran siendo fosforiladas. Por otra pane~ con la separación de las 

proteínas en los geles bidimensionales (en los que las proteínas se sometieron primero a una 

separación de acuerdo a sus puntos isoeléctricos en un intervalo de pH de 3 a 1 O o bien de 4 

a 7 y subsecuentementc a unn separación por peso molecular). se encontró que el patrón 

proteico de nuestras preparaciones de vesículas de membrana plasn1ática .. constaba de 

alrededor de 100 proteínas detectndas visualmente. número que por identificación de 

acuerdo al programa PDQuest se elevó a 180. Estos valores coinciden con lo reportado en 

la literatura para membranas plasmáticas de raíz de cebada (Hurkman .. 1986). Para observar 

el patrón de fosforilación de las proteínas .. los geles obtenidos rueron expuestos a una 

n1isn1a película de autorradiografia. con el fin de realizar un ticn1po de revelado sin1ultáneo 

para las muestra:: control y tratadas. El análisis de las autoradiografias resultantes reveló 

que de todos los polipéptidos presentes en las prepil.raciones. sólo algunos se fosforilaban. y 

que incluían proteínas desde bajo hasta alto peso molecul~r. con pHs b.ocléctricos acíclicos 

y básicos. Pese a tener buena resolución en las separaciones de las proteínas tanto en los 

intervalos de pHi de 3 a 10 como de 4 a 7. hubo algunas microzonas del gel en JaS que las 

p1ott:í.1as se veían ~oc:ada~ con otras n·1uy cer...: ...... 1a!t. Cun!tide1w1do lo uní.erior. sulo 

aquellas proteínas que se fosforilaron diferencialmentc (esto es. que aumentaban o 

disminuían la intensidad de su , fosforilac~ón) de una manera reproducible de un 

experimento a otro en presencia de la Fllínonisina B 1 o Ja esfinganinn y que estaban bien 

separadas. fueron· seleccionadas·:·);· -~·e.- les-. asignó un número de identificacióÍl .. Cabe 

mencionar que: no hubo aJ'.>ariCióñ ~¡,-·-des~Pari~ió~· de algún polipéptido fosf~ri~ado-por efecto 

de la Fumonisina 81 o la ~stiri·~~~i~~.:··~in~ .. cjUe'·1~ que se apreció fueron _cámb·i~s discretos 

que se manifestaron como aumento o disminución en In fosforilo.ción de algunas proteínas. 

93 



DISCUSION 

Es imponantc mencionar que si bien en nuestras preparaciones de vesículas de membrana 

plasmática observarnos una fosforilación basal debida a la participación de cinasas 

endógenas. cabe Ja posibilidad de que durante el procedimiento de purificación de las 

membranas exista algún( os) componentc(s) que pudiera estar activando a las cinasas o bien 

tOsfatasas. A este respecto seria recomendable realizar algunos experhnentos como hacer la 

purificación de membranas con un método diferente como el que utiJizan gradientes de 

sacarosa y realizar el ensayo de fosforilación con estas VMP para comparar posteriom1ente 

su patrón de fosforilación con el obtenido para nuestras membranas obtenidas por el 

sisten1a de panición de fases. Otro experimento que ayudarin a dar luz sobre la 

fosforilación basal seria hacer un ensayo dc'fosforilación con el hon1ogenado total. 

Una. preparación de VMP de ejes embrionarios. permitirá adsentir el origen de las cina.sas: 

si éste era el de membranas plasn1áticas del escutelo o del eje embrionariO. 

En el caso del aumento de fosforilación. este resultado sugiere que la FB1 o Ja esfinganina 

promovieron la unión del grupo fosfato a sitios de proteínas que no estaban fosforilados a 

través de una estimulación de cinasas membranales. En aquellas proteínas que disminuyen 

su fosforilación es posible que sea debido a fosfatasas activadas por la toxina o el 

compuesto esfingoideo. Es probable que algunos de los polipéptidos rnembranales que 

pueda~ ser fosforilados no sean marcados con el A T 32 P debido a que cuando se realizó el 

ensayo de fosforilación estos sitios ya habían sido fosforilados con A TP endógeno (y por lo 

tanto no radiactivo). Para evidenciar estos sitios seria recomendable hacer un ensayo de 

fosforilación de las membranas habiéndolas tratadas previamente con fosfatasas. Para 

~jernplificar la imponancia que tiene el realizar este ensayo podemos mcnc1onar Ún estudio 

previo reali7ado con cultivos de suspensiones de células de tomate. en donde se expusieron. 

Jac;; membranas plasmáticas de estas a evocadores de Cladosporiz1111 fu/\·11111 resultando en 

una rápida defosforilación de ta H+-ATPast. de Ja membrana plasmática mediada por una 

fosfatasa. llevando a un incrcr.1ent:> significativo en la actividad de la enzima y a la 

subsecuente acidificación del medio extracelula.r (Vera-Estrella et al .. 19941). 

Para tener un mejor análisis y poder observar las diferencias en la fosforilación de manera 

cuantitativa se realizó un análisis densitométrico de todas las autoradiografias. encontrando 
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que 6 proteínas se fostbrilaron difcrencialmcntc y fueron designadas con números. La 

proteína 1 con un peso molecular entre 21-23 kDa y punto isocléctrico de 5.1-4.9. las 

proteínas 2 y 3 con PI\1 entre 21-23 kDa y amhas con pHi de 4.8-4.5. Ja proteína 4 con PM 

de 18-19 kDa y pHi de 6.8-7.0 y Jos polipéptidos 5 y 6 con pesos moleculares de 16-17 kDa 

y pHi de 5.2-5.5 y de 4.9-5.1 respectivamente. Los resultados sugieren que las proteínas 4 y 

5 aumentaron su fosforilación y los polipéptidos J. 2. 3 y 6 la disminuyeron por efecto de la 

Fun1onisina 81. 

Un experimento que sería interesante evaluar es el de fo. adición in t•ivo de la FB 1 a los 

embriones de maíz .. obtener las vesículas de membrana plasmática. y hacer el ens;:iyo de 

fosforilación in \"itro (con10 en esta tesis) y hacer la separación bidimensional y comparar el. 

patrón proteico y de fosforilación con el obtenido en este trabajo. Una variante de· este 

experimento seria el marcaje de las proteínas mcmbranales in \•ivo ai'l.adiendo 32P a Jos 

embriones de maíz con y sin los compuestos esfing.oideos y obteniendo las yesiculas de 

membrana plasmática ya marcadas para analizar sus patrones de fosforilación. An1bas 

modalidades darían información sobre la panicipnción de otros componentes cdularcs en la 

respuesta a Fumonisinu B1 y a la base esfingoidea y su interación con la fosforilnción de las 

proteínas de In membrana plasmática. 

Debido al efecto de la FB1 en el metabolismo de los esfingolípidos. fue conveniente evaluar 

el efecto de dos bases esfing.oideas: la esfinganina y la fitoesfingosina~ , m_~sm~s · qu_e ·~e 

acumulan cuando la FB 1 inhibe a la ceramida sintctasa (Abbas et U/.~· 1994.: Hu~·iler et U/~ .. 

:!000 y Riley et al ... J 994) .. y de la cerarnida. compuesto esfigoideo que· es oñSifítl.do ··a panir 

de la esfignnina.. por lo que se realizaron diversos experimentos. El. prin1C~~'.·d~ .. :~lloS: Í ue 

evnlo..i~r .:J efe~t.:> c!c di:'cr~J.te:.o ccncc.1::adones de .::sfinc,anin:.. ) fito.esf:~~o&·i~~~; 'así·. c·O~o 
de ceramida en el ensayo de fosforilación de las proteínas memb~n~Je_s~·-~i~~~iC?~dc? ,la 

separación de_ éstas sólo por peso molecular. Se encontró una cli~'~di~-ínfli~~·¡¿~::~~,. la . . -.,,., ... ' , . ,-.. ' .. ·~ , .. 

fosforilación con JO· y. 100 nM de los compuestos esfingoide.os ~.:Y.::riO." a·Sr~COn ·: i": nM .. 

concentració_n .¿"· la ~ue ~o· se observara~ diferencias con_ :re~P:~~-t~.; ~-.i. ·~~~riti_~l~~.~~·i.}~ien'". ía· · 

separación de_ p~~teinas f~e so_lo por peso molecular .. en J~. ~~~~ -~Ü~d~.n.·,-~r~~~~~.~i~.f~~bios 
evidentes en ... Ja· f'~-~fOrilación de proteínas en pequeñás '.,·~a.:t:l,id~d·~¡~~(Er~'-:~Í~c·;-¿·:'de·

1

• la 

esfinganina se exploró con inás detalle. ya que en ~I labO~al~rio ·~-e. ~~t~":¡~~'ri~ "~~l~s que 

indicaron que cuando los embriones se exponían a la Fumonisina B1 in vil·o había una 
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dc\;ación de 7 veces de esfinganina en la membrana plasmática comparada con el control 

(GutiCrrez-Nájera. ~003). Se encontró que con J nt\.1 no huho una clara diferencia respecto 

al control_ pero que conforme aumentaba la concentración de la base. la fosforilación 

disminuia. habiendo una excepción con 1 µt\.1. con la que se observaba un aumento en In 

fosforilación. Este efecto de Ja concentración J µ~1 de esfinganina en Ja fosforilación no es 

fácil de explicar. y se requieren hacer más experimentos para caracterizar mejor el efecto de 

Ja esfinganina sobre la reacción de fosforilación de proteínas de la membrana plasmática. 

desde determinar rcquer1n11entos de calcio. tiempo de exposición y explorar 

concentraciones de la base inclusive por debajo de las ya ·probadas. Sin embargo .. se decidió 

explorar con más detalle el efecto de 1 nl\.·1 de esfinganina haciendo la separación de las 

proteínas membranales de acuerdo a su pH isoe)éctrico y peso molecular. 

Se encontró que se obtenía el misn10 patrón proteico tanto entre Ja muestra control cor.10 en 

Ja expuesta a la esfinganina .. al igual que lo obtenido con los experimentos realizados con Ja 

FB1 .. lo cual es lógico .. puesto que al ser un ensayo in t•itro con las membranas aisladas .. no 

se cuenta con toda la maquinaria celular para poder observar la aparición de alguna proteína 

<por biosíntesis) .. o la desaparición de algunas otras (por degradación) .. como consecuecia de 

la acción de lri toxina o del compuesto esfingoideo. Sin embargo. en el caso de la 

degradación. esta última posibilidad podrfa caber .. si el compuesto tuviera un efecto sobre 

alguna proteasa .. las cuales pueden estar en las preparaciones de vesículas de membrana 

plasmática: si bien en la obtención de éstas se emplean varios inhibidores de proteasas .. En 

las autorradiografias se logró apreciar claramente el efecto de Ja esfinganina en la 

fosforilación de las proteínas _mem~ranales. encontrándose que además de presentarse las 

seis proteínas que se fosforilaron' consistente y difercncialmente con la FB 1 .. se obsen,aron 

otras cinco y que estas once proteínas expresaron diferencias en su fosforilación ~olamente 

en el sentido de un alimento muy claro .. Las proteínas membran::iles cUya fosforilación fue 

estimulad::i fueron ocho con pesos moleculares entre I 6 y 23 kDa y tres entre 63 y 89 kDa .. 

además de presentar p~ isoeléctricos ácídicos entre 4.5 y 6.0 y una .cOn un pH_i cte 6 .. 8-7 .. 

Quedó muy claro con el análisis densitométrico que .. al compararse l_os p~rcentajes '!e 

fosforilación con respecto a los obtenidos con Ja Fumonisina B1-~ ·los de la esfinganina 

fueron mayores. Esto indica que Ja fosforilación y por tanto las ciriasas responsables de 

ésta. son más sensibles a Ja esfinganina que a la FB1. lo cual podría tener más sentido 
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fisiológico porque la esfinganina es un compuesto endógeno de la célula embrionaria a 

di fcrcncia de lo. toxina que no lo es. Un efecto de conccntracioneS tan bajas de esfinganina 

sobre la fosforilación de proteínas resulta muy interesante. pues las evidencias en otros 

sistemas celulares indican que esta base es un segundo mensajero en sistemas de 

transducción de señales~ el estudio de la f...sfingosina-1-fosfato (S l P) que juega un papel de 

mediador en la regulación de la turgencia de las células guarda por el ácido abscisico en 

hojas de Con1111elinu communis (Ns et aL. :?00 t) y el papel de S 1 P en Ja regulación de las 

actividades de canales de iones en protoplastos de células guarda de Arahidopsi.\· (Fan et u/ .• 

2002). lo ejemplifican. También se han considerado como segundos mensajeros y 

moduladores intracelulares en sistemas de animales al inositol 1. 4,. 5-trifosfato (JP3) 

(Nelson y Cox. 2000). diacilglicerol. csfingosina. lisoesfingolipidos y ácidos grasos 

insaturados (Oishi el al. 1990). Resulta atractivo que en nuestro caso. la esfinganina pudiera 

estar nctuando como un elemento en Ja transducción de la serial de respuesta a un patógeno. 

representado en este modelo. por la exposición a FB 1• ya que en éste. la concentración n Ja 

cual se obtuvieron resultados fue 1 nM de esfinganina. mientras que en otros sistemas se 

han utilizado concentraciones mayores. por citar algunos ejemplos tencn1os que en céluta.S 

epiteliales de rii\ón de cerdo al utilizar una concentración de 1-3 µ~1 de esfinganina se 

obtuvo una inhibición del crecimiento celular y un incremento en Ja n1uene celular fyoo e1 

al .. 1996) y en otro estudio realizado con fibroblastos de ratón al utilizar concentraciones de 

5-100 µM de esfingosina y de su fonna metilada /\".i\r°·-dimetiJ-esfingosina. se,obSérvó l:i 

activación de cinas:as de proteína dependientes de esfingosina (SDKs) (Megidish et al •• 

1999) y finalmente en un sistema con hojas de Con1melic1 con1n111nis , utÍlizaroi'i 

concentraciones de -4-6 µM de esfing.osina-1-fosfato observando Ja promocióri del CÍl!rre de 

la apertura estomatal y concentraciones de 6 y 50 µM de esta misma base produjo un 

incremento en la concentración de Cal• citosólico (Ng el u/ •• 2001 ). 

Por Jos resultados anteriores resultabl"' muy interesante identificar a las proteinas 

fosforiladas di~erencialmente para saber si _estaban implicadas· en reacciones de defensa 

contra patógenos o bien en sistemas de transducción de señales relacionadas. En esta tesis .. 

de las seis y once proteínas cuya fosforilaCión se encontró que fue diferencial por efecto de 
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Ja Fun1onisim.1 B1 y de la esfinganina n:spcctivumcntc y que eran candidatas a secuenciarse:. 

solamente se eligieron los polipéptidos 1. 2 y 3. debido a que fueron los únicos que 

JograrOn observarse con la tinción de Coomassic al cargar aproximadamente 500 µg de 

proteína en geles en tiras para enfoque isocléctrico. Jo cual implicaba que estaban en 

suficiente cantidad para practicárseles la degradación de Edman. El propósito era que una 

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

datos para identificarlas. Es probable que entre estas proteínas se encontraran a!gunas 

relacionadas con Ja respuesta de defensa o incluso alguna (s) cinasa (s) que se estuvieran 

autofosforilando. Desgracit".d.amcnle. el análisis practicado a las proteínas designadas con10 

J. :? y 3 fue infructuoso. pues no hubo señal de ningún an1inoácido en los ciclos de 

sccucnciación. lo cual sugiere que no hay un exlren10 amino libre. Una manera de rcsover 

este problema es someter a las proteínas a un análisis por MALDJ-TOF/MS (matrix 

assisted lasser desorption ionization-timc of flight n1ass spcctrometry). ya que esta técnica 

es más ~ensible .. requiere a la proteína separada en el gel y no transferida a otra matriz y 

puede ser revelada para su identificación a través de una tinción con nitrato de plata. Una 

fragmentación proteolitica de la proteína. la purificación de los fragmentos parciales y la 

sccucnciación subsecuente. serian también una solución. pero el costo y· la cantidad de 

proteína requerida .. también serian superiores al análisiS por espectrometria de n1asas. 

Uno de los aspecto~ que no se abordaron en este estudio y que es imponanté. es determinar 

el tipo de cin01sas responsables que están panicip01ndo en Ja fosforllación de proteínas de Ja 

membrana plasmática. Para ello. se pueden utilizar inhibidores o estimuladores específicos 

de cinasas y extender este estudio a probar fosfatasas comerciales. Este enfoque ha sido útil 

para establecer la identidad y características de varias cinaso.s membranales como las doS 

cinasas de proteína que regulan la fosforilación de la H•-ATPasa de la membrana 

plasmático. de suspensiones de células de tomate. en donde se determinó la panicipacióry de 

una cinasa C de proteínas (PKC) y una cinasa.dependiente de ca>- y ealmodulina (CaM) 

(Xing et al . ., 1996) así como tambien podem"as mencionar el est•.Jdio rcaliiado" en raiz de 

maíz. en el que se encontró una cinasa dependiente de calcio .. la cual regula Ja fosforilacióO 

de la H•-ATPasa de la membrana plasmática (De Nisi et al .• 1999). 
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El mecanismo por el cual la Fun1onisinn B 1 y los con1pucstos esfingoideos ejercen la acción 

sobre la actividad de cinasas membranalcs observada en este trabajo. no puede ser 

determinado por los experimentos aquí reseñados. Las cinasas podrían estar teniendo una 

interacción directa con Ja FB1 o con Jos con1puestos csfingoideos. pero no puede 

descartarse que haya clen1cntos también localizados en la membrana que modulen esUl 

interacción. Tan1poco se puede saber cual es la relación que tienen estos eventos de 

fosforilación con otros pasos de un posible sistema de transducción de señales. si es que lo 

hay. No se puede descartar que de las proteínas fosforiladas alguna(s) puedan ser las 

mismas cinasa(s) que tienen capacidad de autofosforilación. Sin embargo. si la aplicación 

de la FB1 lleva a la acumulación de bases esfingoideas en Ja men1brana plasmática cJ.-:luwiler 

et al .• :2000: Yoo el al ... 1996). es posible que Jos efectos en la fosforilación de proteínas que 

encontramos con esfinganina ai\adida a las membranas. sean los que se presentan 

naturalmente cuando la FB1 se intema~iza en las células del embrión e inhiba a la ccramida 

sintetasa. 

Se han descrito algunas cinasas de proteínas en plantas que participan en la respuesta a 

patógenos como en el arrozXa-21 y trigo Lr/O que contienen Ja clase de genes R (gene de 

la resistencia) .. que codifican a cinasas que funcionan con10 receptores con un dominio 

cxtracelular. un dominio en. la membrana y un dominio de cinasa scrina/treonina .en el 

citoso~ y otras que están in~olucradas en pasos posteriores. una vez que la señal fue 

reconocida .y es ahora transmitida en.la célula del hospedero como el caso del gcn·P10 del 

tomate que es la única clase de gen R que codifica una proteína citosólica con actividad de 

cinasa serina/treonina. Algunas de las proteínas que interactúan con la cinasa Pto han sido 

identificadas. E.1 gen Pril t•Pt~-interaCtuando l '")codifica para una cinasa serina/trcontna 

que es prol:-ablemente el sustrato hacia debajo de Pto; otras tres proteinas .. codificadas por 

los genes Pti-1. Pti-? y Pri6. se han ericontrado que interaccionan con la cinasa Pto. Cada una 

de las tres proteínas pueden -ser factores transcripcionales que actúan sobre la región 

promotora de url largo número de genes relacionados a la patogénesis (PR). En perejil. el 

reconocimiento ,de evoCll~ores ~o específicos por Ja célula hospedera puede disparar una 

vía de señalamiCnto, inediada por una cinasa de proteínas activada por mitógeno (MAPK) 

(Blumwald et uf •• 1998: Romeis. 2001 ). También ha sido reportada la afluencia de calcio y 
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la acfrddad de cinasas de proteínas por inducción de cvocador':s en varios pato-sistemas 

corno una de las respuestas tempranas requeridas para una señalización hacia abajo exitosa. 

a este respecto las cinasas de proteína dependientes de calcio CCDPKs) son estructuras 

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

algunos genes que codifican para MAPKs que se activan durante la respuesta de la planta 

hacia evocadores o pátogcnos podemos mencionar IFIPK. SIAJK. A1,\1PK3 y ER,\IA: que 

corresponden a tabaco. alfalfa. Arabidopsis y perejil respectivamente. y S/PK. S.··L\IK y 

Ar}\IPK6 para" tabaco. alfalfa y Arabiclopsis han sido caracterizados. El señalamiento de 

cinasas l\1AP es complejo. ya que existen familias de genes para cada miembro dt::" MAPK. 

l\1APKK y MAPKKK de Ja cascada de fosforilación. Estas enzimas son multifuncionalcs y 

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

de raza. asi como ante un estimulo del amhientc! algunas vías de cinasas MAP son 

utilizadas en paralelo ante un simple cstiniulo de elicitación {Ronieis. 2001 ). Sin emhargo. 

las MAP cinasas son proteínas solubles que estarían ausentes en nuestras preparaciones 

membranales. pero no puede descartarse que Ja acción de las cinasas membranalcs que 

hcnios detectado tengan una relación hacia abajo de una posible vía de señalización. 

En este trabajo hemos identificado la actividad de cinasas que responden a la Fumonisina 

B1 y a esfinganina. Todas ellas han sido medidas c:n presencia de CaJcio. pero eS posible 

que no todas rcspondé.1-n a Calcio. ya que el requerimiento de calcio fue establecido para la 

fosforilación de proteínas membranales cuando las proteínas fueron identificadas solo en 

geles de separación por peso molecular (Zornosa. 2000). El presente trabajo establece las 

bases para una caracterización n1ás detallad~ que pueda describir urya relación entre la FBi .. 

los compuestos esfingoideos y la panicipación de cin3.sas. La identificación de tos 

polipéptidos fosforilados es clave para entender esta relación y establecer un posible papel 

de Jos compuestos esfingoideos en la respuesta a patógenos. 
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CONCLllSIONF:S 

CONCLUSIONES 

Hemos identificado a seis proteínas de la membrana plasmática que se fosforilan 

diferencialmente por exposición a FB1 y a once por esfinganina. 

No se puede detenninar si alguna de éstas. proteírias pueden ser cinasas que se 
. ;<:::-: ' ·.- ,_.:.:'._.:: .. ·, 

autofosforilan o si p~drían .'~er.· PrOt.e_in~ · rdacion.~das·' cori. Ja· .. respuesta de la célula 

embrionaria ante la prese.ncia de la toxiita ·del PalóS.éiio~ ::: -, 

' :,~ ; . 

,-·.,-:.. ,_·,· 

El efecto d~.-estimul-ació": ~~ ~s~_Og8:"i.~3- so~r~---.1~" á~t~vi~Bd _ ~~-~ fosf~~ilación observado 

puede estar reladona~o con_~~ papei. ~edi~-~~~.:d~- la~ b~~~ ~~ l~i' r~~p~esta· al p-~tóSeno. 
. . - : . . 

~ ·. :' : ·: .. . . . 

Quedan por c::teienn_inar los_ l!lec::aniSm?s por i?s ·cualéS, la F~1 .. ;.-:-·i'n ·esfi~~~~)~a ·ejercen 

Jos efectos observados de es~ifriu1~Ción·. /. i·~hi~b_"(~-ión ~n· hi fo~fcfri_l~~ión. d·e--·p;c;>iCíri~. de. In 

membrana pl3smátic~. 

Es probable que alguna(s) d_e lá(_s) fosforilnción(es) observadas en este trabajo puedan 

ser el inicio de alguna(s) cascada(;;) de señalización de Ja célula de la planta ante la 

presencia de la toxina y por lo ~nnto del patógeno. 
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PERSPECTIVAS 

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

observadas. 

Una vez identificadas .las P:rotCinas · fosforiladas se· pueden caracterizar los sitiOs de 

fosforilación con ~tic~.e~o~ esPeciÍicos -~ bÍ~ri · ~r ·~ra!imentacfón\.·: se~UenciaC0ión de 
. -. . . . ~ . 

la fosfoprOiCina~: ~~~'_~(~:~·¡·~-~~-~~.:·'~;:_ ~ir~-s~(!~~~~~pat~C:iÓ_~-~P.~~, ~~-i. -~~ .P~~den · C<?rrer ~ás 

rápidamente ):_en -~~-)'.º~-.~~~_íici_~~:·~-~~~t·~·· e~~, ~i_f~re~:t~~ tl-á~~~'ieÜ¡~~· .. 
. . , 

cinasas. 

Detenniilar la relació~ que pueda(~) iener esta(.:;) cir:i~a(~) con I~ pro~3.ble respuesta de 

la célula embrio~aria ante 1a'1oxina:pn:~d_U.ci.da·p~r s_~ pat~geno .. 
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