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Resumen 

RESUMEN 

Cuando las plantas interactúan con ciertos patógenos activan respuestas de defensa inducibles que 
les permiten generar barreras físicas y quimicas que previenen el desarrollo del pat6geno. Las plantas 
resistentes desarrollan una respuesta de hipersensibilidad (HR) que se caracteriza por la formaci6n de 
lesiones necr6ticas alrededor del sitio de infección y por cambios bioquímicos tales como: activación de 
flujos de iones, generaci6n de especies reactivas de oxígeno (EROs), entrecruzamiento de las proteínas de 
pared celular, activación de proteínas cinasas, acumulación de ácido salicílico (SA) y compuestos 
antimicrobianos (fitoalexinas), asi como inducción de la expresión de varios genes de protección y 
defensa. 

El ácido salicflico (SA) es un regulador importante en las respuestas de defensa ante patógenos y 
en la resistencia sis~mica adquirida (SAR). Sus niveles se incrementan ante la infección por un patógeno 
tanto en el sitio de infección como en tejidos distales, e induce la expresión de varios genes asociados con 
la patogénesis (PR), muerte celular y resistencia a la infección. Aunque se sabe que el SA es una 
molécula que induce resistencia, se conoce muy poco de los eventos bioquímicos que relacionan la 
infección con su acumulación. 

Los esfingolipidos son componentes estructurales de las membranas de células eucariotas. Su 
estructura consiste de un ácido graso unido a una base esfingoidea por un enlace amida. Estos ¡ipidos 
también actúan como moléculas de señalización que regulan crecimiento celular, diferenciación y muerte 
celular programada en células de mamrfero y levadura. Sin embargo, su funci6n como moléculas de 
señalizaci6n en células de plantas ha sido poco estudiada y podria ser importante en las interacciones 
planta-pat6geno. 

La fumorusina (FSI) es una toxina producida por el hongo FuSflIÍum verticJ1/ioidesque inhibe la 
biosíntesis de esfingolípidos y cuando se aplica a embriones de ma[z durante la germinaci6n induce 
expresión de genes PRo fragmentación del DNA y activaci6n de nucleasas. Estas respuestas son 
caracteñsticas de la HR y probablemente se deban a la interrupci6n del metabolismo de esfingolfpidos 
observada como incremento en los niveles de esfinganina y fitoesfingosina. 

En este trabajo se investig6 si los esfingolipidos están involucrados en la vía de señalización que 
activa la acumulaci6n de ácido salicflico en embriones de mafz en germinación y la ruta por la cual este 
metabolito es sintetizado. Los embriones de maíz germinaron en presencia de FSI o de distintos 
esfingolípidos y sus niveles de ácido salicílico libre se determinaron por HPLC con un detector de 
fluorescencia. También se extrajo RNA total de embriones expuestos a la FSI o esfingollpidos para 
analizar la expresión de genes que participan en las dos rutas biosintéticas de ácido salidlico por RT-PCR 
semi -cuantitativo. 

El tratamiento de los embriones de maiz con FBI 10 11M provoc6 que los niveles de SA se 
duplicaran a las 36 horas y se observó un efecto dosis-respuesta cuando se probaron concentraciones 
mayores de la toxina. Para detenninar si la acumulaci6n de SA inducida por la FS! era debida al 
incremento de bases esfingoideas, se genninaron embriones en presencia de esfinganina o fitoesfingosina 
10 11M. Ambas bases esfingoideas elevaron los niveles de SA; la esfinganina provoc6 un incremento de 4 
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a 6 veces, mientras Que la fitoesfingosina triplic610s niveles de SA, a las 16 y 24 horas respectivamente. 
La ceramida también provocó que se incrementaran 3 veces los niveles de SA a las 24 horas. 

La FBl, esfinganina y ceramida-C6 indujeron la expresión de la PAL a las 6, 12 y 48 horas, 
respectivamente. La expresión de la ICS también fue incrementada por la FBI y esfinganina, aunque en 
menor magnitud y más tiempo en comparación con la expresiÓll de PAL Como control de cargado se 
utilizó al transcrito de la ubiquitina pues sus niveles no tuvieron variaciones evidentes a lo largo de la 
genninaciOn ni en respuesta a los compuestos probados. 

Los resultados de este trabajo demuestran la asociación del metabolismo de esfingolípidos con la 
respuesta de defensa de la plantas dependientes de la vía del ácido salicilico. Sin embar¡o, es difícil 
sefialar el compuesto en particular (base esfingoidea o ceramida) que es responsable de la acumulación 
de ácido salicllico por la interconvenión Que existe entre ellos. 

II 



Introducción 

A. Respuestas de defensa en las plantas infectadas por organismos pat6genos. 

A. L Reconocimiento del patógeno por la planta hospedera. 

Las plantas están expuestas al ataque por microorganismos patógenos muy diversos. por lo que 
han evolucionado para responder en fonna muy efectiva a este tipo de agresi6n. La interacción planta­
patógeno cuya consecuencia es la infección de la planta se conoce como compatible o de susceptibilidad, 
mientras que en la que no hay una infección exitosa se conoce como incompatible o de resistencia. Dentro 
de las respuestas de resistencia de las plantas a patógenos se pueden distinguir dos tipos: especifica y no 
especifica. La resistencia especffica está detenninada genéticamente por la interaccioo directa o indirecta 
entre el producto del gen de resistencia (R) de la planta y el producto del gen de avirulencia (A vn del 
patógeno, de tal manera que la presencia o ausencia de resistencia especffica en un hospedero depende de 
los genotipos de los organismos que participan en la interacción. Por el contrario, la resistencia no 
especffica (incompatibilidad básica) es exhibida por todas las especies vegetales que responden a los 
patógenos sin la interacción génica RlA VI: A pesar de esta distinción, los eventos biOQufmicos Que 
ocurren en los dos tipos de resistencia son muy similares (Somssich & Hahlbroct 1998; Bonas & 
Lahaye. 2002). 

Una respuesta de resistencia exitosa depende de la detección temprana del patógeno invasor asf 
como de la rápida y efectiva activación de los mecanismos de defensa por la planta En el caso de la 
interacción compatible frecuentemente se observan procesos similares a tos que ocurren en un hospedero 
resistente durante la infección. como son ciertos cambios bioquímicos en el tej ido infectado y la 
inducción de la expresión de detenninados genes. Sin embargo, esta respuesta es de menor magnitud que 
en la interacción incompatible y se presenta demasiado tarde para restringir el crecimiento del patógeno y 
prevenir la infección. 

Las plantas se han adaptado a percibir una gran variedad de moléculas de señalización 
denominadas elicitores. que inducen la respuesta de defensa. En las interacciones específicas los elicitores 
son mol&:ulas codificadas por genes de avirulencia (A vn del patógeno, mientras que los elicitores no 
especificas muestran una amplia diversidad estructural como: 
• Oligo- o polisacáridos derivados de la pared celular (tanto del patógeno como de la planta) que son 

liberados durante el proceso de infección (Sharp el al .• 1984). 
• Ácidos grasos. como los ácidos eicosapentanoico y araquidónico del oomiceto PhYlophthora infestans 

que inducen la producción de seSQuiterpenos antifúngicos en la P.1pa (Bostock el aJ., 1981). 
• Péptidos: Pep-! 3 es un fragmento de la glicoproteína GP42 de la pared celular del hongo patógeno de 

soya PhYlophlhora 50);7e. Este pt':ptido es percibido a través de un receptor en células de perejil 
provocando la activación lranscripcional de genes de defensa y producción de fitoalexinas (Hahlbrock 
el al. 1995). 

• Esfingolípidos: los cerebrósidos A y e purificados del hongo patógeno del arroz Magnapotthe gásea 
constituyen un novedoso grupo de elicitores que inducen síntesis de fitoalexinas y respuesta de 
hipersensibilidad en hojas de arroz (Koga el al, 1998). 
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Al. Respuestas tempranas en tejidos invadidos. 

Los diversos mecanismos de defensa en las plantas se pueden clasificar por su temporalidad en 
respuestas tempranas y respuestas tardías. El primer tipo de respuesta ocurre inmediatamente o a pocos 
minutos de estar en contacto con el organismo patógeno, generalmente en regiones cercanas al sitio inicial 
de infecci6n, mientras que las respuestas tardfas ocurren en horas, o incluso días después del contacto 
inicial y minimizan los efectos de la infecci6n y previenen infecciones subsecuentes (Talarczyk & 
Hennig, 2001). 

Las respuestas tempranas incluyen cambios activaci6n de flujos i6nicos, síntesis masiva de 
~species reactivas de Qxfgeno (EROs), rearreglos del citoesqueleto, fosforilaci6n y/o desfosforilaci6n de 
proteínas. así como la inducci6n de muerte celular programada frecuentemente referida como respuesta de 
ruper.;ensibilidad CHR). La funci6n principal de estos eventos es actuar como la primera línea de defensa, 
retrasando la propagaci6n del pat6geno e iniciando los mecanismos de señalizaci6n que conducen a 
cambios importantes en el metabolismo de la planta infectada (falarczyk & Hennig, 2001). 

A.2.1. ActivaciOn de canales iónicos y estallido oxidativo. 

Las respuestas iniciales detectadas en ctlulas de plantas infectadas por pat6genos son la activaci6n 
de canales i6nicos y la producci6n de peróxido de hidrógeno (H2Ü:I). Estas respuestas de defensa 
tempranas podrían estar mediadas por la regulaci6n de proteínas unidas a la membrana plasmática tales 
como la ATPasa de ci' (Lam el a/., 1998) y la ATPasa de H' (Vera-Estrella, 1994), por [a activaciOn de 
canales i6nicos (Gelli el aJ., 1997; Zimmennann, 1(97) y por inducci6n de la NADPH oxidasa unida a la 
membrana (Desikan, 1996; Xing el al, 1997). La consecuencia inmediata son los flujos i6nicos, 
principalmente influjo de Cal, y H' y salida de K', H¡PQ.· y CL El incremento en la concentración 
citosólica de Calo también se ha descrito en condiciones de estrés como choque térmico, estrés salino y 
sequía (Trewavas & Mah16, 1998). 

La producción rápida e intensa de EROs (principalmente HDI) se conoce como estallido 
oxidativo y se presenta en muchos tipos de estrés incluyendo estrés hiperosm6tico, sequía, heladas e 
infecciones por pat6genos (Foyer el,1l , 1997; Baker & Orlandi, 1995). El estallido oxidativo que se 
induce en infecciones por pat6genos presenta dos etapas, una transitoria y otra sostenida. En células en 
suspensi6n la primera etapa se presenta durante los primeros 30 minutos ante el reconocimiento del 
patógeno. y la segunda ocurre desde las 1.5 hasta las 6 horas posteriores a la inoculaci6n. En algunos 
casos. las interacciones compatibles también son capaces de inducir la producci6n de EROs, pero sólo se 
observa la primera etapa y esto se considera una respuesta no específica (Baker & Orlandi, 1995). 

La caracterizaci6n de hom6logos en plantas de la NADPH oxidasa de mamfferos (Keller el al, 
1998; Torres el.11., 1998) sugiri6 que, as! como ocurre en animales. esta enzima es la responsable de la 
prooucci6n de EROs durante el estallido oxidativo. La producci6n de EROs en plantas está regulada por 
eventos de fosforilaci6n y/o desfosforilaci6n. y por incrementos en los niveles de Cal, citosólico (Levine 
el.1/., 1994; Tenhaken el ,11.. 1995; Sagi & Auhr, 2001). Las funciones probables del estallido oxidativo 
incluyen (Figura 1): 
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a) Efecto t6xico directo en microorganismos pat6genos (Peng & Kuc. 1992; Wu el aJ., 1995). 
b) Incremento en la formaci6n de polímeros de lignina en la pared celular. lo cual podría crear una 

barrera fís ica ante la propagaci6n de algunos pat6genos (Lamb & Dixon, 1997; Walter el aJ., 1988). 
e) Participación en el entrecruzamiento oxidativo de proteínas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) en la 

pared celular, protegiéndola de la degradación por enzimas del patógeno (Bradley el al., 1992). 
d) Inducci6n de la síntesis de fitoalexinas (Devlin & Gustine, 1992). 
e) Generación de moléculas Que tienen funciones de señalización en la muerte celular programada 

(Alvarez el al., 1998). 

FIir .. "".. I 

r ropagaci6n de la &eiIaI 
(~ióniro<!, prot.offIM G 
protM88 CÍIUI&JI&) 
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fI_d<J.:!denNl 

Figura l. Funciones posibles de las especies reactivas de oxIgeno (EROs) en las respuestas de defensa de 
la célula vegetal. 

A,2,2. FosforilaciOn y desfosforilaci6n de protemas. 

Las cascadas de fosforilación también están involucradas en las respuestas de defensa a patógenos 
en diferentes niveles (Sheel. 1998). Algunos genes R codifican proteinas cinasas parecidas a receptores 
Que por sí mismas podrfan activar elementos de señalización por fosforilaci6n. El gen Pto de jitomate 
codifica a una cinasa citosólica de residuos de serina y treonina Que interactúa con otras proteínas 
proOablemente al fos forilarlas, y algunas de estas proteínas son factores de transcrip:ión putativos Que 
podrían activar la expresi6n de genes PR (Zhou el al., 1997). 

Las MAP cinasas (MAPKs) son los componentes posteriores a los receptores Que transducen los 
estímulos externos en respuestas intracelulares (Zhang & Klessig, 2001), La activación rápida y 
transitoria de la MAPK Que responde a elicitores denominada ERM ~Iicitor responsive MA PK) se 
demostró en células de perejil en cultivo tratadas con un péptido derivado de una glicoprotefna 
extracelular de PhYlOphlhora SOJ;1e (Ligterink el al., 1997). Ante la activaci6n, ERM es translocada al 
núcleo donde ¡xxIría estar involucrada en la activación de genes de defensa pues varios factores de 
transcripci6n son regulados por fosforilaci6n. La SrPK es una MAPK activada por ácido salicílico 
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~licylic acid induced 2l'Otein finase) Que fue purificada de plantas de tabaco infectadas con el virus del 
mosaico del tabaco (1'MV; Zhang & K1essig, 1997). La SIPK también es activada ¡x>r dos elicitinas y una 
preparación cruda de elicitores de la pared celular de Phytophthora spp Que activan la expresión de genes 
de defensa, la producción de fitoalexinas y la muerte celular hipersensible (Zhang el al., 1998). 

A.2.3. Respuesta de hipersensibilidad. 

La reacción de las plantas ante la infección por patógenos conduce a la activación de dos vfas de 
señalización diferentes, una de ellas induce muerte celular programada en el sitio de infección, y la otra 
activa mecanismos de resistencia en otras partes de la planta. 

Durante las interacciones incompatibles (y también durante las no especfficas) frecuentemente se 
desarrollan lesiones necrótÍcas en el sitio de infección y esta respuesta es lo Que se conoce como reacción 
hipersensible o muerte celular hipersensible. En este proceso ocurre condensación nuclear y 
fragmentación nucleosomal del DNA como se observa durante la apoptosis en células animales. a 
estallido oxidativo y los cambios en el estado redox de la célula son factores importantes Que activan la 
muerte celular, mas no jXlr el efecto citotóxico de las EROs, sino Que éstas actúan en la v{a de 
señalización Que regula tanto a la HR y a la resistencia (Rusterucci el al., 1999). La existencia de plantas 
mutantes Que exhiben necrotización espontánea en ausencia de un patógeno indica Que la muerte celular 
hipersensible es un proceso activo Que depende de la ttanscripción de genes y debe estar altamente 
regulado (Dangl el al., 1996; Bucmer el al, 1998). La muerte celular hipersensible puede ocurrir tanto en 
interacciones compatibles como en incompatibles; en el primer caso es inducida por el daño excesivo al 
tejido causado por el patógeno invasor, mientras Que en el segundo caso es activada por los mecanismos 
de resistencia y ayuda a limitar la propagación del patógeno. 

A.3. Respuestas tardIas. 

A.3.!. Cambios en el metabolismo y expresión de genes de defensa. 

La infección por un patógeno afecta significativamente el metabolismo de la planta y debe ser 
reprogramado para establecer una respuesta de defensa eficiente. Por ejemplo, en papa infectada por 
patógenos se ha observado una reducción drnstica de los niveles de la Rubisco (Somssich & Hahlbrock:, 
1998), y en células de perejil tratadas con una preparación cruda de elicitores derivados de Phytophfhora 
megasperma f. sp. giycinea se demostró Que la detención del ciclo celular y la proliferación celular 
preceden a la activación transcripcional de genes del metabolismo fenilpropanoide (Logemann el al., 
[995). 

La activación de vías de transducción de señales relacionadas con respuestas de defensa conduce 
a la activación o represión de varios genes. El patrón de expresión de algunos de estos genes es común 
para varios tijXlS de estrés, mientras Que la expresión de otros se induce o reprime especfficamente 
durante la patogénesis. Muchos genes Que responden a elicilores están involucrados en varias rutas 
bi(Xjufmicas tanto del metalx>lismo primario como del secundario. En particular, el metalx>\ismo 
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secundario ha sido estudiado detalladamente debido a que muchos de sus productos se relacionan con las 
respuestas de defensa ya sea incrementando la resistencia de la planta o participando en la regulación de 
otros genes de defensa. 

El metabolismo fenilpropanoide se altera de manera importante ante la infección ¡x:¡r patógenos en 
todos los sistemas experimentales que se han analizado. La expresión de los genes que codifican la 
fenilalanina amonio liasa (PAL), la cinamat0-4-hidroxilasa (C4H) y la 4-cumaratoCoA ligasa (4-CL) se 
induce de manera importante durante la patogénesis. Esto conduce a la activación de varias ramas de la 
ruta ferulpropanoide y a la producción y acumulación de varios compuestos fenólicos que pueden tener un 
efecto antimicrobiano directo (titoalexinas), o bien que pueden ser depositados para formar una barrera 
fisica ante la propagación del patógeno Oigninas), o pueden participar en las respuestas de defensa como 
compuestos de señalización (ácido salicnico, SA) (Hahlbrock el al. 1995). 
La expresión de otros genes también se induce ante la infección, en especial la de un gru¡x:¡ distinto de 
genes que ¡x:¡r estar estrechamente relacionados con la patogénesis se denominaron genes PRo Algunas 
proteínas PR poseen actividades enzimáticas que actOan directamente en contra del patógeno, como la 
familia PR-2 formada por endo-/3-1.3-glucanasas y [as PR-3, -4, -8 y -JI clasificadas todas como 
endoquitinasas (Van Loon & Van Strien, 1999). De las 14 familias de protelnas PR que se han descrito 
hasta el momento, la familia PR·! es la Oruca a la cual no se le ha asignado función pues aunque se ha 
demostrado que algunas de estas protelnas de tabaco y jilOmate poseen actividad antifOngica contra 
oomicetos. su mecanismo de acción se desconoce (Niderman el al .• 1995). Todos estos procesos se 
conocen como resistencia sisttmica adquirida (SAR) y confieren una mayor inmunidad al tejido infectado 
ante infecciones subsecuentes. 

B. Metabolismo fenilpropanoide 

Los compuestos feru!propanoides constituyen una familia con una alta diversidad estructural 
(Figura 2) y funci6n biol6gica. Su bioslntesis es im¡x:¡rtante para el desarrollo normal de la planta y está 
regulada ¡x:¡r diversos factores ambientales. 

B. 1. Bioslntesis de compuestos fenilpropanoides. 

Todos los compuestos fenilpropanoides se derivan del ácido cinámico (Figura 2) que se sintetiza a 
partir de [a feni[alanina ¡x:¡r acción de la fenilalanina amonio liasa (PAL), enzima que controla el flujo del 
metabolismo primario -vía del shikimato- al metabolismo secundario feni[propanoide. 

Los compuestos ferulpropanoides con e[ esqueleto básico C6-C3 de la fenilalanina se producen a 
partir del cinamato ¡x:¡r reacciones de hidroxilación y metilación, algunos ejemplos son los ácidos 
cumárico, cafeico, ferCilico, sinápico y las cumarinas simples (Figura 2). Los ácidos en su forma libre 
raramente se acumulan en altas concentraciones en las células porque son rápidamente col\iugados con 
azOcares (glucósidos de salicilato), con carbohidratos de pared celular (ésteres de ferulato) o con ácidos 
orgánicos (ácido clorogénico). 
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Figura 2. Relaciones biosintéticas entre compuestos fenilpropanoides (Dixon & Paiva, 1995). 
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Otros compuestos fenilpropanoides se derivan del esqueleto flavonoide CI5 cuya slntesis es 
catalizada por la chalcona sintasa (CHS) Que condensa p-cumaroil.coA y tres moléculas de malonil-CoA. 
En la mayorfa de las familias de plantas el prcx:Iucto inicial de la CHS es una telnlhidroxichalcona que 
después es convertida a otros tipos de flavonoides como flavonas, flavanonas, flavanoles, y antocianinas 
IXIT reacciones de hidroxilaciOn, metilaciOn, glicosilación, suJfonación, acilaciÓll, malonilación y/o 
prenilación (Figura 2, Dixon & Paiva, 1995). 

8.2. Importancia biológica de los compuestos fenilpropanoides en plantas. 

8.2.1. Funciones de los fenilpropanoides en el desarrollo de la planta. 

Los ácidos hidroxicinámicos representan el grupo más abundante de fenilpropanoides en plantas y 
funcionan como precursores en la sfntesis de lignina la cual provee soporte es[fUcrural, impenneabiEdad 
al agua para la conducción de ésta y solUlos a los tejidos. y también constituye una barrera flsica ante 
patógenos. Por otro lado. los ácidos hidroxicinrunicos y sus formas conjugadas también pueden funcionar 
como aleloqufmicos cuando se acumulan en altas concentraciones en la mayoña de los tejidos y son 
liberados al ambiente (Dixon & Paiva, 1995). 

Los fenilpropenos (que se forman por reducción del grupo carboxilo del ácido tr.ms-cinámico) 
como el alcohol cumarflico, coniferflico y sinapflico, también son precursores de ligruna, mientras que 
otros como el eugenol e isoeugenol son compuestos volátiles que atraen insectos para la polinización 
(Dixon & Paiva. 1995). 

También se ha reportado que los flavonoles se requieren para el crecimiento del tubo polInico en 
tabaco, petunia y papa (Fisher el al, 1997; Xu el al., 1997; van Eldik el al.. 1997; Yislnl el al, 1996). 

8.2.2. Funciones de los fenilpropanoides en condiciones de estrts. 

Las fitoalexinas son compuestos antimicrobianos que se sintetizan en respuesta al ataque por 
patógenos. El grupo de fitoalexinas fenilpropanoides incluye pterocarpanos, isoflavanos, isoflavoooides. 
cumarinas y l1avono1es. Los niveles de estos compuestos se incrementan significativamente alrededor del 
sitio de infección en concentraciones que resultan tóxicas para los patógenos en ensayos in vilro (Dixon el 
al .. 1995). 

Las antocianinas y l1avonas se incrementan en respuesta a una alta intensidad de luz visible y se 
ha propuesto que su función es atenuar la cantidad de luz que alcanza a las células fotosintéticas. 
Asimismo, la irradiación UV induce la sfntesis de flavonoides en Arabidopsis que absorben la luz UV 
protegiendo a la planta del daño por irradiación y muerte celular evitando la formación de dímeros en el 
DNA y su degradación (Li el al., 1993; Lois, 1994). 

Las antocianinas también se incrementan ante estrés por heladas (Christie el al., 1994) y cuando 
hay deficiencia nutricional, principalmente por limitación de fosfato, aunque las razones de este 
incremento se desconocen. Otras deficiencias nutrimentales provocan incrementos en las concentraciones 
de fenilpropanoides en rafees o exudados de estos tejidos, por ejemplo, la baja disponibilidad de nitrógeno 
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induce la acumulación de flavonoides e isoflavonoides que actúan como factores de nooulación que 
atraen a bacterias rijadoras de nitrógeno (Graham. 1991). 

El ácido salicflico (SA) es una molécula de señalización importante que se acumula durante la 
respuesta de hipersensibilidad que se activa ante el ataque de un patógeno e induce la transcripción de 
genes PR, muerte celular y resistencia local y sistémica en la planta (Gaffney et al., 1993; Klessig & 
Malamy, 1994). 

En [a figura 3 se enumeran los compuestos: fenilpropanoides cuya sintesis se induce ante varios 
tipos de estrés biólico y abi6tico. 

L~UV 

antocianinas 
flavona9 
i5Of\avonoides 

<fumarina 
Acido cloroqéniCO 
¿¡sUres de ferulato 
Aci&os feMÓliCQ5 
lignina cumarinas 

furanocumarinae; 
flavonoles 
lignina Dajall 'temperaturall 

~á<;~~'~'~'~Ii~,n~¡';'~~~~~~~~~~~~:':"~toc~:¡¡',d~";'~'",:~f~ 
Figura 3. Compuestos fenilpropanoides que se acumulan ante diferentes condiciones de estrés bibtico y 
abiólico (Mooificado de Dixon & Paiva, 1995). 

8.3. Regulaci6n transcripcional de la bioslntesis de fenilpropanoides dmante la respuesta de defensa. 

En [a mayoría de las especies vegetales se ha observado que la aparici6n de compuestos 
fenilpropanoides durante la respuesta a la infecci6n ¡xlf pat6genos se debe a la activación transcripcional 
de varios genes de la ruta biosintética. Algunos de los factores de transcripci6n involucrados en la 
regulación de estos genes se presentan en la tabla 1. Los factores de transcripci6n MYB son abundantes y 
han sido los más estudiados. En Ambldopsis se han identificado 175 genes myb putativos, mientras que 
en MediGlgo truncatuJa se han identificado por lo menos 100 de los cuales 11 son inducidos durante la 
infección en hoja y 28 durante la nooulación de raiz y la simbiosis con micorrizas (Dixon et al., 2002). 
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Tabla l. Factores de transcripci6n Que regulan o interactúan con genes del metabolismo fenilpropanoide 
involucrados en la respuesta de defensa a patógenos. 

Familia Gen O vra regulada Especie Referencia 
WRKY Fenilpropanoides y genes PR varias Eulgem el al. (200) 

MYB PAL y otros genes de defensa tabaco $ugimoto el al. (2(00) 
bHLH DFR y SAN Arabidops;s Nesi el al. (2(00) 

LlM PAL, 4CL y CAD tabaco Kawaoka el al. (200) 

bZIP CHS frijol DrOge-Laser el al. (I997) 

La actividad de los factores de transcripci6n es controlada a través de mecanismos 
transcripcionales y post-traduccionales. La regulación transcripcional determina la abundancia del factor 
al ajustar la sintesis de su RNAm. El control post-traduccional puede operar a través de distintos 
mecanismos como son fosforilaci6n, interacciones protefna-proteína y cambios en el potencial redox de la 
célula. Estos mecanismos pueden alterar la conformaci6n del factor, pennitirle interactuar con otras 
protefnas o afectar su localización subcelular. Algunas de estas modificaciones post-traduccionales han 
sido demostradas para distintos factores MYB. Por ejemplo, la capacidad de uni6n al DNA de los factores 
AmMYB305 y PhMYB3 se altera por oxidaci6n, aUllQue el control redox no se demostrado in '1;'10. Por 
otro lado, los factores de transcripci6n MYB contienen varios residuos de serina y treonina, especialmente 
en su dominio C-tenninal, Que podñan ser sustratos de cinasas y la fosforilaciÓfl podrfa afectar su 
actividad, como ya se ha demostrado para los factores c-MYB (Martín & ?azAres, 1997). Una evidencia 
indirecta de la regulación de factores MYB por fosforilaci6n es que el factor de transcripci6n MYB340 de 
Antirrhinum sintetizado in vivo tiene poca afinidad por el DNA, y al ser tratado con fosfatasa alcalina se 
une fuertemente al DNA, al igual Que el factor sintetizado ;n v;tro (Moyana el al., /9(6) 
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C. ÁCIDO SAllclLIco (SA) 

El ácido salicflico es uno de los metabolitos secundarios producidos por las plantas y es bien 
conocido por sus efectos terapéuticos. En 1828 Johann Buchner aisl6 la salicilina, el salicilato más 
abundante en la corteza del sauce blanco (S3Jix alba) que habla sido utilizada por egipcios, griegos y 
romanos como tratamiento contra la fiebre y el dolor. Durante el siglo XIX otros salicilatos, 
principalmente ésteres metilicos y glucósidos que se convienen fácilmente a SA, fueron aislados a partir 
de una gran variedad de plantas. 

E! SA es un compuesto fen61ico (Figura 4) que en forma pura es un polvo cristalino con punto de 
fusión 157·15C/C, moderadamente soluble en agua y muy soluble en solventes orgánicos polares. El SA 
fluoresce a 412 nm cuando es excitado a 301 run. 

c;~ C; 010 & '" 0y '" ' I A o I " 
¿ , 

~~ico ~ acetjldllcaico ~ 2.+dlGloro- """"""'" Ieonicot-lnico (INA) (6TH) 

Figura 4. Estructura qufffilca del áCido salIcfllco y compuestos análogos que activan la resistencia 
sistémica adquirida (SAR) en plantas. 

C.l. Funciones fisiológicas Que regula el SA en plantas. 

Aunque el SA se ha estudiado principalmente por ser una molécula de sefializaci6n en la respuesta de 
defensa de las plantas contra pat6genos, se han descrito otras actividades fisiol6gicas. 

a) Terrnogénesis en el ápice de flores del género AJUm. 
La lermogtnesis se ha observado en las inflorescencias del gtnero Arum as! como en 6 familias de 

angiospennas. La principal funci6n de este proceso es la volatilización de aminas e indoles que atraen a 
los insectos polinizadores. En todos los casos estudiados la termogtnesis se asocia con un incremento en 
la respiraci6n alternativa o insensible a cianuro que ocurre exclusivamente en las mitocondrias de plantas, 
hongos y algunos protis!as. En 1987 Raskin el al. purificaron al agente induclor de la termogénesis a 
partir de $aurom8tum guttalum (azucenas) y por espectromeUia de masas determinaron que se trataba del 
SAo Los estudios Que mostraron que el SA induce la respiraci6n alternativa al inducir la expresión del gen 
de la oxidasa alternativa confirmaron que el SA es un inductor natural de la termogénesis (Rhoads & 
McIntosh, 1992). 
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b) Crecimiento celular. 
Carswell el al. (1989) observó Que el SA activa la divisiOn celular en protoplastos de marzo 

Posteriormente Rate el al (1999) encontraron que la mutante de Arabidopsis aaJ6..1 (acceleratcd cell 
dcarh 6-1) Que desarrolla un fenotipo de muerte celular espontánea y las células de sus hojas son 
alargadas, posee altos niveles de SAo La disminución de los altos niveles de SA en estas mutantes por 
sobreexpresi6n de la salicilato hidroxilasa bacteriana (nahG) induce el desarrollo de crecimientos 
anormales parecidos a tumores. Asimismo, la mutante agd2 (aberranl growth ami dearh 2) también 
desarrolla crecimientos parecidos a tumores Que son exacerbados por depleción de tos niveles de SA 
(Rate & Greenberg, 2001). 

c) ExtxeSiOn de genes durante la senescencia. 
Aunque en los últimos años se han identificado genes cuya expresión se incrementa durante la 

senescencia (Lohman el al., 1994; Buchanan-Wollaston, 1994; 1997; Buchanan-Wollaston & Ainsworth, 
1997) se desconocfan las señales y las vfas de transducción que iocrementan la actividad transcri¡x:ional 
durante esta etapa. Morris el al. (200) demostraron Que el SA participa en la regulación de la expresión 
de genes durante la senescencia en las hojas, y más aún, Que las protefnas PAD4 y NPRI de la vfa de 
señalización del SA están implicadas en la regulaciOn. Encontraron Que durante la senescencia hay un 
incremento discreto de los niveles de SA en las hojas. DespuéS utilizaron plantas de Arabido{Jsis afectadas 
en la vfa de señalizaciÓn del SA (mutantes nprl y pad4. Y la transgénica nahú) para detenninar su 
importancia en el control de la expresión génica durante la senescencia inducida por el desarrollo. 
Observaron Que estas plantas presentan alteraciones en los patrones de expresión de los genes marcadores 
de senescencia SAGI2y LSC, concluyendo Que la expresión del gen SAGI2depende del SA y de algún 
otro factor de la senescencia aún no identificado, mientras Que la expresión de los genes LSC326 y 
LSC460 depende parcialmente del SAo Las alteraciones en la expresión de estos genes se acompañan 
por retrasos en el amarillamiento y una necrosis reducida, sugiriendo Que el SA se relaciona con la 
muerte celular Que ocurre en la etapa final de la senescencia. 

d) Tiempo de floraciOn. 
Yalpani el al. (1993) reportaron Que los niveles de SA en hojas de plantas de tabaco durante la etapa 

inicial de floración eran 5 veces mayores comparados con los de hojas de plantas sin flores abiertas, 
sugiriendo que los niveles end6genos de SA cambian en la transiciÓn a la floración. Por otro lado, 
Gaffney el al (1993) encontraron que las plantas transgénicas nabG incapaces de acumular SA y de 
activar respuestas de defensa ante la infecciÓn por patÓgenos, florecían después que las plantas silvestres. 
De la misma manera. las mutantes sJdlleds5(Nawrath & Métraux, 1999) y s"U(Wildermuth el al., 2001) 
también incapaces de acumular SA por defectos relacionados con el transporte o con la biosíntesis de 
éste, respectivamente, también presentan retrasos en la floraci6n. Estos resultados sugirieron que existe 
una correlación entre la deficiencia de SA y la floraciÓn tardfa en Arabidopsis. Este fenotipo no cambia 
ante la aplicación de SA exógeno. indicando Que la regulación del tiempo de floración en Arabidopsis 
requiere de la acumulaciÓn de SA endógeno. 
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Recientemente, Martínez el aJo (2004) demostraron que en Arabidopsis el SA es un regulador del 
tiempo de floración y que en condiciones de estrés (irradiacibn UV) acelern la transición del estado 
vegetativo al estado reproductivo. El SA regula el tiempo de floración a través de las vias de fotopericxio 
y autónoma, reprimiendo al gen represor de la floración FLC y activando a genes que promueven la 
floración como FT. ca y SOC!o En las plantas deficientes en SA (mutantes eds5 y sid2, trangénica 
nahGJ mantenidas en un fotoperiodo largo (16 h luz /8 h oscuridad) se encontraron mayores niveles de 
transcrito del gen FLCy menores niveles de los transcritos FI; ca y SOC!. Al parecer la deficiencia 
de SA no afecta a otras vías que también controlan el tiempo de tloración en Arabidopsis pues las 
mutantes eds5 y sid2 así como la transgénica nahG, responden a la vemalización y a giberelinas 
exógenas. 

e) Activación de las respuestas de defensa ante patógenos. 
El SA es la molécula de sefialización en respuesta a patógenos mejor caracterizada en plantas. Las 

evidencias que confirman su importancia se han obtenido por estudios independientes y se pueden resumir 
en: 
.:. El SA se acumula en respuesta a muchos tipos de patógenos (Malarny el al., 1990; Métraux el al., 

1990) . 
• :. Las plantas transfonnadas con el transgen nahG cuyo producto degrada al SA, o las plantas que 

poseen una mutación en la IUta biosintetica o en la vla de señalización de SA son más susceptibles a 
patógenos (Gaffney el aJ., 1993; Delaney el aJ., 1994; Wildennuth el al., 2001) . 

• :- Las plantas que son tratadas con SA o Blli (análogo activo del SAl y las que prOOucen 
constitutivamente altos niveles de SA tienen mayor resistencia a la infección (Friedrich el aJ., 1996; 
Verbeme el al., 2CXX» • 

• :- La acumulación de SA se presenta en la respuesta de hipersensibilidad (HR) e induce la transcripción 
de genes asociados con la patogénesis (PI?), muerte celular y resistencia a infecciones subsecuentes 
(Alvarez, 2CXX». 

Cl Mecanismos de acción del SA en las respuestas de defensa ante patógenos. 

Aunque muchos estudios han demostrado que el SA es una señal importante para la activación de 
respuestas de defensa en plantas, su mecanismo de acción molecular no está claramente establecido. En 
los experimentos realizados para detenninar los mecanismos a través de los cuales el SA induce 
respuestas de defensa se ha encontrado que incrementa los niveles de (Cal,).;. (Kawano el al .. 1998), se 
une a proteínas con actividad antioxidante (Slaymaker el aJ., 2002), activa a una MAPK en células de 
tabaco (Zhang & Klessig, 1997) e induce la expresión de varios genes de defensa (Dumer et al., 1997). 

C.2.1. Proternas que se unen al SAo 

El mecanismo de acción del SA se ha tratado de explicar a través de su interacción con proternas. 
El SA se une e inhibe a la catalasa y ascorbato peroxidasa cit0s6licas de tabaco, enzimas importantes para 
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la degradación de H¡()¡ (Chen el aJ., 1993), )Xlr lo Que se crera Que esta inhibici6n podrta generar e 
incrementar la magnitud del estallido oxidativo caracterfstico de la HR. Sin embargo, también se ha 
demostrado Que el SA actúa abajo del H¡Q¡ en las respuestas de defensa ante patógenos (Bi el aJ., 1995). 
La )Xlsible explicaci6n de estas observaciones contrastantes es Que el SA y H¡(}¡ estén involucrados en un 
mecanismo de autoamplificación (Draper, 1997; Van Camp el al., 1998). 

El SA también se une a la anhidrasa carbónica de cloroplastos y a una protefna con actividad de 
lipasa denominada SABP2 ~¡¡cy l ic ªcid Qinding Qrotein 1) (Slayrnaker et aL, 2002; Kumar & Klessig, 
2003). La anhidrasa carbónica tiene una función im)Xlrtante en las respuestas de defensa ante pat6genos 
pues su silenciamiento en Nicotiana bcnthanu"ana inhibe a la HR inducida por la coexpresión del gen de 
resistencia Pro de jitomate y el gen de avirulencia avrPro de Pscudomonas syringae (Slaymaker el aJ., 
2002). Por otro lado, el silenciamiento del gen $ABP2 de tabaco suprime la resistencia local al virus del 
mosaico de tabaco (1MV), la expresi6n del gen PR-/ inducida por SA y el desarrollo de resistencia 
sistémica adquida (SAR).La SABP2 es una proteína soluble poco abundante (la fmoUmg) cuya actividad 
de lipasa aumenta al unirse al SA con alta afinidad ~ nM; Kumar & Klessig, 2003). 

C.2.2. Activación de cascadas de seftalizaciOn a trav~ de una MAPK. 

Las MAP cinasas (MAPK) son mediadores im)Xlrtantes en la transducci6n de señales Que 
conectan la perce¡x:i6n de esUmulos externos con respuestas intracelulares. En células de tabaco el SA 
activa de manera rápida y transitoria una MAPK de 48 KDa denominada SIPK ~icytic acid induced 
QTOtein Pnase). La activación es proporcional a la concentración de SA aplicada a las células en cultivo y 
la actividad máxima es inducida por SA 500 JJM. La SIPK también se activa por elicitores derivados de 
la pared celular de Phytophfhora spp (Zbang el aJ., 1998). 

C.2.3. Activación de la expresión de genes de defensa. 

El incremento en los niveles de SA activa la expresión de varios genes de defensa Que se han 
clasificado en dos gru¡::os de acuerdo al tiempo en Que se expresan. Los genes de expresi6n tardfa, como 
los genes PR, se activan varias horas despuéS al tratamiento con SA a través de un proceso dependiente 
de la sfntesis de novo de protefnas. Los genes de respuesta temprana se activan a los 30 minutos 
posteriores al tratamiento con SAo Los genes tempranos más estudiados son los que ccx!ifican enzimas 
con actividad antioxidante como las glutati6n-S-transferasas (GSn y glucosiltransferasas (Gn (Horvalh 
& Chua, 1996). La expresión de estos genes tempranos también se induce en respuesta a auxinas, 
xenobi6ticos y H¡Q¡ (Xiang et a/., 1996). 

A pesar de la diferencia en el curso tem)Xlral de activación se ha encontrado un elemento coml1n 
de respuesta a SA denominado S(:Cuencia de activación (as-/) en el promotor de genes tempranos y 
tardíos de tabaco (Strompen et al, 1998; Droog el aJ., 1995) y Ambidopsis Q.ebe! et a/., 1998; Chen & 
Singh. 1999). El elemento as·/ se caracteriza)Xlr dos motivos pa!indrómicos imperfectos TGACGTCA 
que unen factores de transcripción de la familia TGA de plantas (Krawczyk et a/., 2002). Aunque el SA 
activa a genes tempranos y tardíos a través de la misma familia de factores de transcri¡x:i6n (TGA) y del 
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mismo elemento de respuesta en el promotor, la activación procede a través de distintos mecanismos. 
Uquillas el al. (2004) encontraron que la activación del gen PR-J procede a través de una vía dependiente 
de la proteína NPRI, mientras que la activación de los genes tempranos GST6 y E/GTno requiere a 
NPRI. Además, los genes tempranos y tardíos inducidos p:>r SA tienen diferente susceptibilidad a la 
activación por xenobi6ticos ya que el ácido 2,4-diclorofenoxiacético activa la expresión de GST6 y EIGT, 
pero no de PR -!. 

La proteina NPRI es un componente esencial en muchas respuestas mediadas por el SAo Esta 
proteína contiene una secuencia de localización nuclear bipartita y dos dominios que median interacciones 
proteina-protefna. Su expresión es constitutiva en las plantas y se encuentra como oligómero inactivo en 
el citosol. El incremento en los niveles de SA provoca la transiciOn de NPRI a la fonna monomérica 
activa que migra al núcleo donde actúa como coactivador de los factores de transcripción TGA, 
induciendo la expresión de los genes PR (Mou el al., 2003). 

ej. Metabolismo del ácido salicflico. 

La importancia del SA como señal para la resistencia a la infección ha provocado un interés 
considerable en su biosrntesis. Inicialmente se habfa establecido que el SA se sintetiza exclusivamente en 
el citosol a través de la vía de los fenilpropanoides (Yalpani el aJ., 19(3), pero recientemente se 
encontrO que también se sintetiza en el cloroplasto a partir del isocorismato por una vía que sOlo se 
conocra en procariotes (Wildennuth el al., 2001). 

C.3.1. Biosintesis de SA a partir de la fenila1anina. 

La enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza la desaminación de la fenHalanina 
produciendo ácido tmns-cinámico que es precursor en la vía de los fenilpropanoides para sintetizar 
cientos de metabolitos diferentes. Para la conversión del ácido cinámico a SA se han propuesto dos v[as 
que difieren en el orden de las reacciones de oxidación e hidroxilaciOn. El ácido cinámico puede ser 
hidroxilado para producir ácido Ol1o<umárico, y por oxidación de su cadena lateral se convierte en SAo 
En la ruta alternativa la cadena lateral del ácido cinámico se oxida para producir ácido benzoico (BA), 
que al ser hidroxilado en posición 0110 se convierte en SA (Figura 5). La sintesis de SA a partir del ácido 
cinámico se ha demostrado en varias especies como tabaco, pepino, papa y arroz (Sticher el al, 19(7). En 
tabaco, la conversión de BA a SA involucra la activación de la enzima 2-hidroxilasa de ácido benzoico 
(BA2H), la cual se sintetiza de novo por incremento en la concentración de BA o en respuesta al ataque 
de un patógeno antes de que se desarrolle la HR (Yalpani el al., 19(3). 

La actividad de la PAL regula el flujo metabólico a la ruta fenilpropanoide. En varias especies 
vegetales como A. IhaJifl!lo (Oh] el aJ., 1990), frijol (Cramer el aJ., 1989), perejil (Lois el aJ., 1989), 
chfcharo (Yamada el,1l, [992), arroz (Minami el aJ., 1989) y jitomate (Lee el al., 1992) la PAL es 
codificada por una familia otigogénica. La caracterización de los promotores individuales de los genes 
de frijol PAL2 y PALJ mostró que la expresión de estos genes difiere espacial y temporalmente durante 
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el desarrollo y en respuesta a estrmulos externos (Liang el al., 1989, Shuffiebottom el al., 1993). La 
expresión de los genes PAL es regulada ~ diversos factores como luz, herida, e infecciones ~ 
patógenos (Liang el al, 1989; Pellegrini el al., 1994). 

La PAL es una enzima tetramérica que se presenta en varias isoformas que pueden provenir de 
modificaciones post-traduccionales de los productos de uno o más genes, o algunas de las isofonnas 
pueden ser productos de diferentes miembros de la familia multigénica (Appert el al., 1994; Sanna el al., 
1998). Su actividad se regula principalmente a nivel transcri¡x:ional, y también es blanco de mecanismos 
de regulación adicionales tales como inhibición ~ productos del metabolismo fenilpropanoide (Bate el 
al., 19')4), y fosforilación (Allwood el al., 1999; Cheng el al., 2001). 

e.3.2. Bios[n!esis a partir del corismato. 

La ruta biosintética del SA a partir del corismato -Que sólo se conoera en bacterias- fue descrita 
recientemente en A. !haliana por Wildennuth el al. (2001) quienes mapearon la mutación sid2 en plantas 
afectadas en la acumulación de SA en respuesta a patógenos, y aislaron el gen !CSl que codifica la 
isocorismalo sintasa OCS). 

La res cataliza la hidroxilación del corismato para producir isocorismalO que es convertido a SA 
por la isocorismato piruvato tiasa OPL) generando piruvato como subproducto (Figura 5). Aunque no se 
han caracterizado las propiedades bioqurmicas de la TCS en A. tha/iana, la expresión del gen se induce 
local y sistémicamente ante patógenos fOngicos y bacterianos. Además, las mutantes sid2 infectadas ~ 
patógenos sólo acumulan del 5 al 10% del SA que se acumula en el ecotipo silvestre y su resistencia a 
patógenos es reducida. 

En la secuencia de aminoácidos predicha a partir del gen lCS! se identifican el dominio de uni6n 
a corismato, una secuencia de tránsito al cloroplasto en el extremo N·¡enninal, y en general presenta una 
identidad del 57% con la ICS de Cathanm!hus roscus y de 20% con las enzimas de bacterias. En A. 
thaJiana existen dos genes ICS, mientras que en e roscus solo hay un gen ICS y la enzima existe en dos 
isofonnas que no difieren significativamente en sus propiedades bioquimicas (van Tegelen el al., 1999). 
La actividad de las isoformas les en células de e roseus sólo es detectable cuando é.stas han sido 
tratadas con un elicitor (Moreno el al., 1994). 

El SA sintetizado en el cloroplasto podrfa tener como limitante el ser transportado a su sitio de 
acción en el citoplasma. Sin embargo, el mapeo de otra mutante sid indica que SID llEDS5 es una 
proleina localizada en la membrana del cJoroplasto con homologra a las proteínas MATE (multidrug and 
toxin extrusion proteins) que puede constituir una vía para la excreci6n del SA (Nawrath el al., 2002). 
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Figura 5. Rutas biosintéticas del ácido salicflico en plantas. Enzimas: isocorismato sintasa (lCS). 
isocorismatopiruvato Iiasa (lPL), fenilalanina amonio Iiasa (PAL) y ácido benzoico 2-hidroxilasa (BA2H) 
(Modificado de Shah, 2003). 

c.3.3. Formación de ésteres y glucósidos del ácido salicllico. 

El SA -al igual que otros compuestos fenólicos presentes en las plantas- es conjugado con 
azúcares. principalmenle glucosa en fonna de ésteres o glucbsidos. Las reacciones de conjugacibn 
catalizadas por glucosiltransferasas constituyen un me<:anismo para regular la actividad y localización 
subcelular de titohonnonas (Sembdner el al, 1994). En estudios realizados in vivo aplicando C'C1SA a 
hojas de tabaco se encontrb que el 2-0-~-D-gluc6sido de SA (SAG) se acumula durante el tiempo, 
mientras que la fonnación de glucosil salicilato (GS) es transitoria y ocurre rápidamente ante la aplicacibn 
de SAo Las formas conjugadas del SA no poseen actividad biológica; la formación rápida de GS podr(a 
ser un me<:anismo de protección ante los efe<:tos titotóxicos de las altas concentraciones de SA y la 
formación más estable de SAG poc!rfa ser una forma de almacenamiento para su liberación posterior (Lee 
& Raskin, 1999). 
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La ex.istencia de las formas conjugadas del SA en [as plantas sugiere una complejidad adicional en 
la mooulación de la señal del SA durante las respuestas de defensa pues se han identificado ll­
glucosidasas extracelulares que producen SA libre a partir de las formas conjugadas (Alvarez, 20CJ0). De 
hecho, la separación espacial de un gluc6sido inactivo y su ll·glucosidasa ha sido demostrada para varios 
compuestos fenólicos y constituye un mecanismo para regular a los compuestos bioactivos (Semlxlner el 
al., 19(4). 

CA. Interacción entre el SA y otras hormonas en las respuestas de defensa de plantas a patógenos. 

Muchos estudios han confinnado la importancia del SA en las respuestas de defensa ante 
patógenos. Sin embargo. el SA no es esencial en las respuestas de defensa ante tooos los pat6genos y 
existen otras hormonas como el ácido jasm6nico (lA). el etileno (El) y el ácido absclsico (ABA), cuyo 
mecanismo de acción puede ser sinergista, antagónico o independiente del SA. 

En A. thaJiana las respuestas de defensa dependientes de SA parecen ser efectivas ante patógenos 
biótrofos como Peronospora parasitica (Mauch·Mani & Slusarenko. 1996) y Erysiphe orontii (Reuber el 
aJ., 1998). La resistencia ante eSte tipo de patógenos está frecuentemente asociada con muerte celular 
hiprnensible en el sitio de infección por lo que el patógeno queda desprovisto de nutrientes. Las 
respuestas de defensa dependientes de lNET parece ser más efectivas ante patógenos necr6trofos como 
Borrytis cinete:l y PYthium spp (Vijayan cl aJ., 1998; Staswick el aJ., 1998; Thomma el aJ., 2CKXl). Las 
bacterias patógenas son restringidas por los mismos mecanismos de defensa pues la resistencia ante 
algunas cepas de Pseudomonas (bacteria biótrofa) depende de las respuestas de defensa activadas por la 
acumulación de SA (Delaney el aJ., 19(4), mientras que defectos en la vía de señalización del lAIET 
confieren susceptibilidad a la bacteria oecrótrofa &wima carotovora (Norman-Setterblad el aJ., 2CKXl). 

Como se mencionó anteriormente, la acción de las fitohormonas que participan en el mecanismo 
de defensa a patógenos no es independiente invariablemente, sino que sus vías de señalización pueden 
entrecruzarse generando respuestas cooperativas o antagónicas. Inicialmente se describió la relación 
antagónica entre el SA y lA. En tabaco el SA inhibe la transcripción de genes que codifican enzimas 
requeridas para la síntesis de lA (Harms el aJ., 1998; Nishiuchi el aJ., 1997) así como la expresión del gen 
PRlb mediada por lA, mientras que el tratamiento con lA inhibe la activación transcripcional de PRla 
inducida por SA (Niki el aJ .• 1998). En A. thaJiana la linea transgénica nahGy las mutantes con niveles 
reducidos de SA ex.presan en mayor intensidad genes dependientes de JA (Penninckx el aJ., 1996). 
Por otro lado, algunas respuestas de defensa dependen de la acción concertada de las fitohormonas. El 
SA y lA contribuyen a la resistencia de A. thaJiana ante Pleclosphaerella cuc/JJDen"na, (Thomma el a1., 
2<XX». Asimismo, a través de un análisis por microarreglos se demostró que el SA y el MelA coinducen 
la expresión de 55 genes involucrados en respuestas de defensa. desarrollo, mantenimiento celular, 
reconocimiento de señales o transducción, aunque también se observó que 8 genes que son inducidos 
significativamente por el SA son reprimidos por el MelA (Shenk el aJ., 200:). Por otro lado, la muerte 
celular en A. th¡¡Jiana inducida por la fumonisina BI producida por Fusan"um vCfcicJ11ioides requiere que 
las vías de señalización del SA, JA y Er sean completamente funcionales (Asai el a1., 2CKXl). Sin 
embargo, la muerte celular inducida por ozono requiere de SA y Er. y es reprimida por lA (Rao & Davis, 
1999; Rao el aJ., 2CKXl; üvermeyer el al., 2CKXl). 
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El ácido absclsico (ABA) también está involucrado en la interacci6n planta-patógeno. Esta 
hormona se incrementa en respuesta a [a infección por virus, bacterias y hongos (Whenham ~I al., 1986; 
Steadman & Sequeira, 1970; Kettner and ~rffling, 1995). Audenaert el al. (2002) demostraron que la 
mutante s;liens de jitomate con niveles reducidos de ABA es mucho más resistente que el erotipo 
silvestre al hongo neaótrofo BolTYlis cincIea, y que su susceptibilidad puede restaurarse por aplicación 
de ABA en concentraciones superiores a JO IlM. Estudios anteriores hablan demostrado que la aplicaci6n 
de ABA incrementa la susceptibilidad de varias especies vegetales hacia distintos patógenos como 
Phytop/¡thora infeslans y Cladosporium c/JCum~rin/Jm en papa (Henfling cl al., 1980), P. mcgaspcnna f. 
sp. glycinca en soya, !t:ronospom tabacina en tabaco (Sal! cl al., 1986) y B. cincrea en jitomate (Kettner 
& Dorffling, 1995). Los mismos autores determinaron que el mecanismo de acci6n del ABA en jitomate 
es independiente de lA y dependiente de SA a diferencia de A. rhaliana cuya resistencia a B. cincrea está 
mediada por lA y ET. El ABA modula la respuesta de defensa deljitomate dependiente de SA a través de 
dos mecanismos: reprimiendo parcialmente la actividad de PAL e influyendo directamente en la expresi6n 
de PR-I IX>rQue su promotor contiene al elemento de respuesta negativa a ABA TAACAAA (Giraudat el 
al., 19(4). Estos resultados sugieren Que el ABA antagoniza la respuesta de defensa dependiente de SA en 
la interacci6n del jitomate con B. cinerca. Se ha sugerido Que los hongos patógenos produzcan ABA o 
induzcan su bioslntesis en la planta hospedera para suprimir sus mecanismos de defensa. 

fl6xido nítrico (NO) es otra molécula importante para la activaci6n de respuestas de defensa ante 
patógenos (Dumer & KIessig, 1999) y su relación con el SA es incierta (KIessig el al, 2(XX). Estas 
moléculas de señalizaci6n parecen ser autoamplificadoras porque el NO -al igual que las EROs- estimula 
la acumulación de SA, y éste induce la producción de EROs tales como H¡()¡ y NO (Van Camp el al, 
1998; Dumer & Klessig, 1999). Además, las EROs y el SA cooperan con el NO para aumentar la muerte 
celular en células de soya en suspensi6n (Delledone el al., 1998). El SA también estimula la síntesis en 
plantas de una oxigenasa inducible por pat6genos Que tiene una alta homologla con la ciclooxigenasa de 
mamíferos Que es activada por NO (Sanz el al, 1998). Por el contrario, el SA podña antagonizar la vla de 
sei\alizaci6n del NO pues en mamlferos los salicilatos inhiben la actividad y la transcripción de la 6xido 
nfllico sintasa inducible (Farivar & Brecher, 1996) y en plantas podña suprimir la habilidad del NO de 
inhibir la respiración al activar la oxidasa alternativa insensible a NO (Millar & Day, 1997). 

Es evidente Que las plantas han desarrollado múltiples mecanismos de defensa para enfrentarse a 
diferentes grupos de pat6genos y Que el entrecruzamiento entre las vías de señalizaci6n constituyen un 
medio de regulaci6n importante para activar distintas combinaciones de las respuestas de defensa. 
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D. ESF1NGOLlPIDOS 

Los esfingolípidos son componentes estructurales de las membranas de células eucar10tas y de 
algunas bacterias (Dickson & Lester 1999; Huwiler el aJ., 2(XX); Kawahara el aJ., 2(0). Su distribución 
en las membranas celulares es asimétrica, es decir, están excluidos de la fase lIquida desordenada (Ld) de 
glicerofosfolfpidos y se segregan en microdominios específicos enriquecidos en colesterol formando una 
fase liquida ordenada (Lo) que flota en la fase Ld. Estos microdominios son entidades dinámicas que se 
fusionan, continuamente cambian de forma y pueden difundir lateralmente en la membrana plasmática, de 
tal fonna que se comportan como balsas que pueden acercar receptores activados y moléculas 
transductoras coordinando la organización espacio-temporal de vlas de transducci6n de señales en 
regiones específicas de la membrana (Fantini, 2003). Estos lipidos a diferencia de los fosfolfpidos no 
poseen el eSQueleto de glicerol y se derivan de la esfinganina (Figura 6). 

D.l. Diversidad estructural. 

Los esfingolfpidos se sinetizan a partir de las bases esfinaoideas Que son aminoalcoholes de 
cadena larga (principalmente 18 átomos de carbono) con un grupo amino en C·2 y dos grupos hidroxilo 
en C·I y C·3. Otras estructuras se pueden derivar por la presencia de grupos hidroxilo adicionales y 
grupos metilo, asf como insaturaciones (Figura 6). Un ácido graso se une al C·2 a través de un enlace 
amida para foonar ceramida, a la cual se unen otros grupos polares en C·l para generar esfingolipidos 
más complejos (Figura 7) tales como cerebr6sidos y glucosilinositolfosforilceramidas (GIPC) Que se 
fonnan por adición de uno a varios monosacáridas y grupos polares fosforilados a la ceramida (lUPAC. 
1998). 

D. I.I . Bases Esfingoideas. 

En células animales la base esfingoidea más abundante es la esfingosina, mientras que en la 
levadura S. cerevisiae es la fitoesfingosina (formada por hidroxilaci6n de la esfinganina en C4). En 
plantas la composici6n de bases esfingoideas es variable pues hay más de ocho diferentes bases 
esfingoideas derivadas de la D-eritro-esfinganina (Figura 6). Algunas de estas bases esfingoideas poseen 
instauraciones 4(E) y 8(Ffl); los isómeros predominantes entre las bases esfingoideas insaturadas de 
plantas son: (Efl).8-esfingenina, (4E, 8Efl)-4,8-esfingadienina y (8E1Z)-4·hidroxi·8-esfingenina, 
mientras que la esfinganina y fitoesfingosina están presentes en niveles muy ~os y la esfingosina no se 
detecta en todos los tejidos. Otras bases esfingoideas que difieren en la longitud de su cadena carbonada 
están presentes como componentes menores en los esfingolfpidos (Lynch, 1993). 

Parece que las bases esfingoideas con insaturaci6n 8(F1l) son exclusivas de plantas, aunque las 
proporciones de isómeros 8(E) a 8(2) encontradas en cerebrósidos de hojas de varias especies vegetales 
varia de 91:9 en pepino a 4:86 en trigo (Imai el aJ., 1997). Por otro lado, las proporciones relativas de las 
bases esfingoideas di· y trihidroxiladas en cerebrósidos difiere entre especies pues el 78% de las bases 
esfingoideas en soya son dihidroxiladas (Ohnishi & Fujino, 1982), mientras que el 87% de las bases 
esfingoideas en Arabidopsis son trihidroxiladas. A diferencia de los cerebr6sidos, las GIPC de hojas y 
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rafees poseen una composici6n similar de bases esfingoideas amai el aJ., 20CX>a). Estos estudios sugieren 
que las plantas mantienen dos pozos de ceramida, uno para la biosfntesis de cerebrósidos y el otro para 
GIPC que podrían ser seleccionados diferencialmente por la glucosilceramida sintasa (GCS) y la 
inositolfosforilceramida sintasa, o bien que las enzimas podrían tener un acceso restringido a los pozos de 
ceramida espacialmente separados (Sperling & Heinz, 2003). 

(dihidr~6fing06ina) 

J: 
~ ~ 

4-hidroxie6fi~anina (fitcesfingosina) 

;: 
l...l.. 

(E)-4-hidroxi-8-~6fing~nina 

r 
~!.. ¡ 

(Z)-4-hidroxi-8-esfingenina 

r 
~ l... 

( 4E,8E)-4 ,8-e6fingadienina 
~ 1 

( 4E.8Z)-4.8-esfingadienina 

Figura 6. Estructuras de las bases esfingo¡deas más comunes en plantas. 

D. 1.2 Ácidos grasos. 

En células de plantas hay una alta diversidad estructural de ceramidas pues más de 10 diferentes 
ácidos grasos pueden unirse a las 8 diferentes bases esfingoideas mencionadas anteriormente. Estos 
ácidos grasos son casi exclusivamente Cl-D-hidroxilados y la longitud de su cadena varia entre 14 y 26 
átomos de carbono. Los ácidos grasos más abundantes son saturados, Cl-D-hidroxilados de 16, 20, 22 y 
24C, mientras que los ácidos grasos de cadena muy larga (entre 22 y 26<::) ro9-insaturados se 
encuentran en proporciones muy bajas (Imai el aJ., 2<XXlb). En las ceramidas de levadura los ácidos 
grasos predominantes poseen 26<:: y la mayoría está hidroxilada en la posici6n Cl (Lester el aJ., 1993). 

D.l.3. Grupo polar. 

Casi todas las ceramidas generadas por las posibles combinaciones entre bases esfingoideas y 
ácidos grasos presentes en las plantas dan lugar a dos tipos de esfingo\fpidos: cerebrósidos y GIPCs 
(Figura 7). Los cerebrósidos neutros se forman por glicosilaci6n del grupo hidroxilo en e 1 de la 
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ceramida, produciendo P-D-glucosil- y p-D-manosil--ceramida. El derivado glicosilado puede elongarse 
por adici6n secuencial de hasta 3 residuos de manosa (unidos por enlaces PO-+ 3) y finalmente es 
encapuchado por un residuo de glucosa por un enlace P(I-+4). 

Las GIPCs (con carga negativa) poseen un grupo inositol-l-fosfato unido por un enlace 
fosfodi~ter al Cl de la ceramida, Que puede elongarse con cadenas de oligosacáridos. AUllQue las GIPC 
en plantas constituyen menos del 5%mol de los IIpidos totales, son componentes importantes de la 
monocapa externa de la membrana plasmática comprendiendo del 7 al 3O%mol de los IIpiclos de 
membrana (Lynch & Phinney, 1995) donde funcionan como aneJas Que unen covalentemente a proteInas 
(Svetek el al., 1999; Roudier el al, 2002). 

En mamIferos los esfingolfpidos tfpicos son las galactosilceramidas, gangliósidos (ceramidas cuyo 
grupo polar es el ácido siálico) y la esfingomielina, y ninguno de estos se ha encontrado en las plantas 
(Huwiler et al, 20))). La mayooa de los hongos contienen dos tipos de esfingoUpidos: cerebrósidos que 
contienen residuos de glucosa o galactosa, y GIPCs con residuos de manosa, mientras que la levadura 
S ccrevisiae sólo posee GIPCs (Dickson & l..ester, 1999) . 

• 11' 
.. 

Ceramidas 
R,. H 
CereI1r6¡;id05 

~ = p-O-Mano5a 

~ = p-O-Glucrea 

R. =[p-O-Man(I,4)] .. ~-P-D-Glu 
~ = p-O-Gru(I,4)-(p-O-Man{I,4)) .. ~- p-O-Glu 

Glucosilin05itolfosforilceramid8S (GIPCs) 

Re = a-O-GluN(I,4)- a-O-GluA(t,2)-m-lno(t-P)-

R, = p-O-Gal(I.4)- a-O-GluNac(I.4)- a-D-GluA(I.2)-m-lno(I-P)­
RI!I = [a-D-Man(I.2)}a-D-GluN(I,4)- a-O-GluA(1,6)-m-lno(I-P)-

Figura 7. Estructuras de esfingolípidos en plantas. Las 4 modificaciones a las bases esfingoideas en las 
ceramidas se presentan en fondo gris (hidroxilaci6n en C4, instauraciones 4(E) y/o 8(E1l). 

D.2. Metabolismo de esfingoUpidos. 

El metabolismo de esfingolípidos se encuentra finamente regulado pues tanto la biosfntesis como 
la degradación de éstos genera intennediarios con actividad biol6gica que median varios procesos 
celulares importantes. Esto se describirá con mayor detalle en los siguientes apartados. 
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D.2.1. Bioslntesis de novo. 

La biosfntesis de esfingolfpidos (Figura 8) inicia en el retfculo endoplásmico con la condensación 
de un ácido graso activado con CoA (principalmente palmitoil-CoA) con L-senna para producir 3-
cetoesfinganina. Esta reacción es catalizada por la serina palmitoil transferasa (Sm que puede ser 
inhibida por L-cicloserina, Il-cloroalanina y ciertas micotoxinas (Lynch 200'>; Zweerink el aJ., 1992). En 
mamfferos y S. ce/evisiae la SPT es un heterod[mero fonnado por las subunidades LCB1 y LCB2; en 
plantas es probable Que también lo sea pues en el genoma de Arabidopsis se han identificado dos genes 
putativos LeS2 y un gen LCSl (Genbank Acc. AB074928 y ABlXi3254, respectivamente). Además, la 
expresión del cONA de la subunidad LCB2 de Arabidopsis lhaJiana complementa a una mutante de 
levadura cuya actividad SPT es defectuosa (Tamura el al, 2(01). 

En la segunda reacciOn la :H:etoesfinganina es reducida a D-eJJtro.esfinganina en presencia de 
NADPH por la 3-cetoesfinganina reductasa. El gen que codifica a esta enzima en S ccrevisiae ya ha sido 
clonado (Beeler el al. 1998) y en el genoma de Arabidopsis se encontraron dos genes putativos (Genbank 
Acc. NM_1 11 481 y NM_121925) pero sus funciones aún no han sido identificadas. 

La siguiente reacci6n es la acilaci6n del grupo amino de la esfingaruna con un ácido graso para 
producir ceramida (N-acil-esfinganina). En levadura esta reacción es catalizada por dos esfinganina-N· 
aciltransferasas similares, LACl y LAGI. que requieren ácidos grasos de cadena larga y en la fonna 
activada acil-CoA (Schorling el al, 2001; Guillas el aJ .• 2(01). La deleci6n de ambos genes no es letal 
para S cerevisiae pero las células crecen poco. La habilidad de la doble mutante para crecer 
probablemente se deba a la actividad de dos ceramidasas (Ypcl Y Ydcl) para realizar la reacción 
inversa y producir ceramida a partir de ácidos grasos libres como sustrato, lo cual representa una ruta 
alternativa para la biosfntesis de ceramida independiente de ácidos grasos activados con CoA. El genoma 
de Arabidopsis contiene dos genes homólogos a LAG! (AF198179 y AF1981SO, Brandwagt el aJ., 200) 

y la actividad de la esfinganina·N-aciltransferasa ha sido reportada en microsomas de frijol y mafz 
(Lynch, 2(0). La D-en"tro-esfinganina y la D-entro.esfingosina son sustratos para la esfinganina-N­
aciltransferasa, mientras Que la fitoesfingosina y la D-tm:>-esfinganina no lo son. En levadura la N­
aciltransferasa tiene especificidad por ácidos grasos de 26C, mientras Que la enzima de plantas tiene 
especificidad por moléculas acil-CoA de 16 a 24C. lo cual sugiere que esta enzima detennina la 
composición de ácidos grasos en cerebr6sidos y GIPC. La u·hidroxilaci6n en el ácido graso debe ocurrir 
después de la formaci6n de ceramida dado que los ácidos grasos u-hidroxilados no son sustrato de la N­
aciltransferasa (Lynch, 2(0). 

Existe un segundo mecanismo (demostrado in vitro) para la sfntesis de ceramida en plantas que 
utiliza ácido palmítico libre. La actividad inversa de la ceramidasa (ceramida sintasa) es estimulada por 
adición de eJitro-esfinganina o esfingosina. y la fitoesfingosina inhibe la sfntesis de centmida. La 
comparaci6n de las actividades in vi!ro de la esfinganina-N-aciltransferasa y de la ceramida sintasa en 
preparaciones de membrana indica que la sfntesis de ceramida in vivo ocurre principalmente por la 
reacci6n dependiente de acil-CoA (Lyoch, 2000). 

Una vez sintetizada la ceramida, tanto a la base esfingoidea como al ácido graso se intrOOucen 
¡nsaturaciones y/o hidroxilaciones para generar la gran variedad de esfingolfpidos presentes en todas las 
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células. En plantas, a la esfinganina puede introducfrsele una instauración en C4 o ser hidrotilada en la 
misma posici6n y a ambas estructuras se les puede introducir una insaturaci6n adicional en es para 
projucir a los isómeros cisirrans anteriormente descritos. Otra modificaciOn importante en la ceramida es 
la adici6n de grupos polares al el que produce cerebrOsidos o GIPC. aunque también se desconoce si esta 
adici6n ocurre antes o después de las modificaciones al centro hidrofóbico de la ceramida. 

En lo referente a la slntesis de GIPC se desconocen las etapas Que ocurren después de la 
fOlTl1aci6n de ceramida pues no se ha identificado ningOn gen en plantas que coclifiQue a la inositol 
fosforilceramida sintasa. 

0.22 Degradación y n::cambio entre esfin&olfpidos. 

La degradación de esfingolfpidos complejos se realiza por reacciones mediadas por diferentes 
hidrolasas que eliminan los grupos que constituyen a los esfmgolfpidos. Este proceso ha sido estudiado 
principalmente en mamfferos en los Que se han caracterizado una gran variedad de efectos biológicos de 
la ceramida projucida por las enzimas que hidrolizan esfingoUpidos complejos. De estas enzimas. las 
mejor caracterizadas son las esf¡ngomielinasas (SMasas) de mamIferos. Estas enzimas eliminan el grupo 
fosfori lcolina de la esfingomielina generando ceramida. Se han identificado y caracterizado cinco 
diferentes SMasas de acuerdo a su pH 6ptimo (ácidas. neutras o alcalinas), localización celular y 
dependencia de cationes (Znl+ o Ma1. En la membrana plasmática se ha identificado actividad de SMasa 
ácida y hay evidencias de Que también contiene SMasa neutra asociada a caveolas. La generación de 
ceramida por SMasas en la membrana plasmática ejerce funciones diferentes segUn el til)) celular, tales 
como la inhibición de la lranslocación de la protelna cinasa e (PKC) y la inhibición de NF-KB (Hannun 
el aJ., 2001; Paris el aJ., 2001) pero no efectos medidados por la ceramida sintetizada de novo como 
detenci6n del ciclo celular y apoptosis (Hannun el al., 2001). La SMasa ácida lisosomal podrfa participar 
en la activación de la catepsina D como blanco directo de la ceramida lisosomal (Heinrich el al., 2(00). 

La ceramida es posteriormente degradada por ceramidasas Que rompen el enlace amida en la 
ceramida liberando una base esfingoidea y un ácido graso libre. Se han descrito 3 diferentes tipos de 
ceramidasas Que se clasifican como ácidas, neutras o alcalinas, de acuerdo a su pH 6ptimo (Petrus el al., 
2002). La esfingosina producida por la degradaci6n de ceramida en mamlferos puede ser fosforilada por 
cinasas de esfingosina. Otra alternativa es Que la esfingosina sea reutilizada por la ceramida sintasa para 

regenerar ceramida. La esfingosina-I-fosfato también puede entrar a la vía de salvamento por acción de 
una fosfatasa Que regenera a la esfingosina libre. o puede ser degradada por una liasa que produce un 
aldehfdo graso y etanolamina fosfato Que pueden entrar al metabolismo de glicerolfpidos (Hannun el aJ., 
2(01). 

34 



Palmitoil-CaA 
L-serina '\j 

5erit711 plllmit()i/tr;Jn5fertl54 (SF7) ~ 

3-cetoe5finganina 

t:5ffl1ltanlna-1-foefato IbMatllM 

Introducci6n 

<E --- -- -- -- -- ----e5f1nganina ._ • ••• _. _______ ~ e5f1nganina-Hoofato 
E5ffngJIniM ciM5.I 

Acil-CoA~ .t. 

E5fingonill8-N-lIcilt:rlln5ferllu ! ¡ r.h'RmU,,_ 

CerllmidlJ-,-f06fato fo6fat8u 
cera mida ~-_-_-_-_______ -_-____ : ___ -;. uramida+fasfato 

UDP-glucooy \ cet7lmidIJ C/MM 

Gll.ICMílceramidll 6int868 / IfIO!Ñt0Jf06fon1 cet7lmld6 6it7tB68 

glucooiluramida inooitolf05foriluramida 

Figura 8. Bios!ntesis ck novo (flechas sólidas) y recambio (flechas discontinuas) de esfingolfpidos en 
plantas. 

0.3.1. Actividad biológica de los esfingolfpidos. 

Como se describi6 anteriormente, varios intermediarios del metabolismo de esfingoUpidos tienen 
actividad biol6gica pues participan en distintos tipos de respuesta y cascadas de señalización. A 
continuaci6n se describen algunas de estas funciones en distintas especies. 

0.3.1. Esfingolfpidos bioactivos en mamrferos y S. a:revisie. 

Esfingosina 
La esfingosina biol6gicamente activa se foona principalmente a partir de la degradación de la 

ceramida en mamfferos. Esta base esfingoidea, a diferencia de la ceramida, es capaz de difundir 
rápidamente entre las membranas celulares lo que le pennite tener efectos en distintos compartimentos 
celulares. La esfingosina inhibe a la proteina cinasa C (PKO (Hannun et al .• 1986) Y a la fosfohidrolasa 
de ácido fosfatídico (Lavie el al., 1990), yen contraste, activa a la fosfolipasa O ya la diacilglicerol 
cinasa (DAGK) (Yamada & Sakane, 1993). La esfingosina también activa especificamente a un grupo de 
cinasas de proteTnas caracterizadas como cinasas dependientes de esfingosina (SDKs) Que fosforitan a 
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miembros de la familia de proteinas 14·3·3 que funcionan como proteinas adaptadoras en muchas vfas de 
señalización (Megidish el al., 2OCX). Otros sustratos de las SDKs son protefnas de choque térmico. 
ca1reticulina y la isomerasa de puentes disulfuro (Megidish el al., 1999). 

Varios de los efectos descritos de la esfingosina parecen ser especificos del tipo celular pues se 
han encontrado efectos antimitogénicos en ciertas Uneas celulares y efectos promitogénicos en otras 
(Merrill el al., 1997). 

Rtoesfingosina 
Los niveles de esta base esfmgoidea y de su derivado fosforilado se incrementan signicativamente 

en S. cerevisie cuando es sometida a choque térmico (cambio en la temperarura de 25-3O"C a 39-42"C) 
(Jenkins el al, 1997; Dickson el al., 1997; Skryzpek el al, 1999). La combinación de estudios 
farmacolÓ2icos y genéticos han mostrado que la fitoesfingosina y esfinganina son esenciales para la 
activación de una via de degradación de penneasas dependiente de ubiquitina que ocurre ante el ch(Xjue 
térmico. Esta via de degradación de proteinas activada por bases esfingoideas permite eliminar protefnas 
desplegadas o agregadas que podrt'an ser tóxicas para la ctlula. Por otro lado, también se ha encontrado 
que las bases esfingoideas son necesarias para el arresto transitorio del ciclo celular por el cual las 
levaduras responden al choque térmico (Jenkins & Hannun, 2001). 

Ceraatida 
El papel de la ceramida en la apoptosis ha sido el efecto más estudiado. Se ha demostrado que la 

acumulación de ceramida regula y en muchos casos es necesaria para la ejecución de la fase apoptótica en 
la que interviene la mitocondria (Hannun & Luberto, 200'J). 

A nivel molecular se han identificado 4 blancos de la ceramida, que son: 
a) Fosfatasas activadas ¡x>r ceramida (CAPP). 

Estas proteinas comprenden a las fosfatasas de serina!treonina PPI y PP2A. Su activación por 
ceramida presenta estereoespecifieidad y requerimiento estricto del doble enlace 4(E) en la base 
esfingoidea (Chalfant el al., 1999). Algunos de los sustratos de las CAPP que se han identificado son 
PKCn. BcI-2, PKB/Akt y Rb (Ricciarelli & Azzi, 1998; Deng el al .• 1998; Sato el al., 21XXl; Tarnrakar 
el al .• 2(0) por lo que posiblemente Jos efectos de la ceramida podrfan estar mediados IXlr la 
desfosforilación y regulación de estos y otros sustratos de las CAPP. 

b) Cinasa activada IXlr ceramida (CAPK). 
Esta cinasa resultó ser la cinasa aetivadora de Ras cuya activación podria mediar los efectos de la 
ceramida en las MAP cinasas ERK (Zhang el al., 1997). 

e) Catepsina D. 
La interacción de la cera mida con la catepsina D es necesaria y suficiente para inducir la proteólisis 
autocatalitica del precursor de 52 KDa que genera a la forma activa de la protelna (48/32 KDa). Se ha 
demostrado que la catepsina D participa en la apoptosis y Que la liberación de citocromo e asl como la 
activación de la caspasa 913 ocurren después de la activación de la catepsina D (Heinrich el al. 1999). 
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d) Protefna cinasa C ~ (PKC~). 
La ceramida incrementa la actividad de PKq, hacia el regulador del ~splicingN alternativo 
hnRNPAI. Se ha propuesto Que la mayor CosCorilaci6n de hnRNPA I podrta inducir su translocaci6n al 
nflcleo e incrementar su afinidad por el RNA (Municio el al., 1995). 

Esfingosina-I-fosfato (SI!') 
Varios eCectores biol6gicos como factores de crecimiento (pDGF y EGA y citocinas (INFa) 

promueven la biosíntesis de esfingosina-I -Cosfato al activar esfingomielinasas, ceramidasas y cinasas de 
esfingosina (Olvera & Spiegel, 1993; Alemany el al., 1999), lo cual sugiere Que la esfmgosina-l-fosfato 
es un mensajero intracelular. La esfingosina-l-fosfato también tiene funciones ext:racelulares pues 
recientemente se demostró Que puede unirse a receptores acoplados a protefnas G (GPCRs) codificados 
por la familia EDG. La interacci6n de la esfingosina-I-fosfato con los GPCRs induce proliferación, 
sintesis de matriz extracelular o inhibici6n de apoptosis inducida por ceramida, segOn el tipo celular en el 
Que se estudi6 (Lee el aJ., 1998; Zhang el al., 1991; Lee el aJ., 1999; Cuvillier el al, 1996). 

Ceramida-I-fosfato (Cerl!') 
Este esfingolfpido se ha detectado en células HL-60 de humano (Dressier & Kolesnick, 1990) y 

en el cerebro (Shinghal el al., 1993), y se han identificado dos fosfatasas que la hidrolizan 
especfficamente por lo Que también podrta ser importante en la regulación de funciones celulares 
(Shinghal el al., 1993; Boudker & Futennan 1993). G6mez-Muñoz el al. (1995) identificaron a la CerlP 
como un agente mitogénico pues a una concentraci6n de 10 uM estimula la sintesis de ONA Y la divisiOn 
celular en fibroblaslOS de rata. Posterionnente encontraron que 25 uM de CerlP activa la expresi6n del 
antigeno nuclear de proliferaciOn celular (PCNA; Gómez-Muñoz el aJ., 1997). Aunque la CerlP puede ser 
considerada como un análogo estructural a los agentes mitogénicos fosfatidato y lisofosfatidato, su efecto 
en la transducci6n de sefiales difiere considerablemente al de estos compuestos pues la CerIP a la 
concentraci6n que estimula la sfntesis de DNA no inhibe a la adenilato ciclasa y tampoco incrementa la 
actividad de MAP cinasas (isofonnas de 42 Y 44 KDa). 

0.3.2 Funciones de esfingolfpidos en plantas. 

A diferencia de mamiferos y S. CC/evisiae en los que se ha descrito ampliamente la funci6n de los 
esfingolipidos y sus precursores como moléculas de sei'ializaciOn, en plantas se han realizado muy pocos 
estudios para detenninar esta funci6n. A continuaci6n se describen las funciones que se han reportado 
hasta el momento. 

0 .3.2.1. Respuestas a algunos tipos de estrés abi6tico. 

Los esfingolípidos confieren estabilidad a las membranas contribuyendo a la adaptación al estrés 
por sequía (Norberg el al., 1991) y heladas (Lynch & Steponkus, 1987; Imai el al., 1995; 1997a; 1997b; 
Kawaguchi et al., 2OCKJ; Uemura & S¡eponkus, 1994; Uemura, 1995). Se ha observado que la proporci6n 
de GlcCer en la membrana plasmática de plantas tolerantes a heladas es menor que en las plantas 
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sensibles a bajas temperaturas y Que el contenido de GlcCer se reduce ante la adaptaci6n al frro (Lynch 
& Steponkus. 1987; Uemura & Stelxmkus, 1994; Uemura, 1995). El análisis de los esfingolípidos 
presentes en hojas de plantas resistentes al frro mostró que contienen niveles elevados de ácido 
hidroxinerv6nico(24h: 1), lo que sugiere que los cerebrOsidos con hidroxiácidos monoinsaturados de 
cadena muy larga presentan menores transiciones de fase Que los cerebrOsidos Que poseen hidroxiácidos 
saturados amai el al, 1995; 1997a). 

Asimismo. se ha encontrado que [a esfingosina-I-fosfato (SIP) participa en la señalización por 
ácido abscfsico (ABA) durante el estrés por sequía. Ng el Hl. (2001) encontraron que los niveles de SIP 
en extractos lipídicos se incrementan en plantas de COl1llT1Clina commums sometidas a estrés hídrico. 
Los mismos autores demostraron que la SIP promueve el cierre de los estomas al inducir un 
incremento en la concentraci6n citosólica de Cal, ([Cal').;.). La SIP en concentraciones de 6 y 5O).IM 
indujo oscilaciones de rCal').;. a los 120 y 4 min respectivamente, indicando que la frecuencia y amplilud 
de las oscilaciones de rCa l

').;. son características de la concentración de SIP aplicada. al igual que los 
cambios en la apertura estomatal. Los efectos de la SIP son reversibles y la presencia del doble enlace M 
es esencial ya que la esfinganina- I-fosfato no afecta la apertura de los estomas. Por liltimo, 
demostraron que la disminución de los niveles endó¡:enos de SIP por la DL-treo-dihidroesfmgosina 
(DHS. inhibidor competitivo de la esfmgosina cinasa en animales) atenlia el cierre de los estomas 
inducido por ABA. Este mismo efecto se observ6 en AflIbidopsis tipo silvestre pero no en Irneas 

"knockouC que no expresan a la subunidad a de la protetna G neterotrimérica. Esto sugiere Que las 
proteínas G son un componente en la via de señalización de la SIP que regula la apertura estomatal 
mediada por el ABA (Coursol el aJ., 2(03). 

0.3.2.2 RegulaciOn de la actividad de protelnas. 

Una de las primeras evidencias que postularon a los esfingoIrpidos de plantas como mediadores 
intracelulares fue el estudio de Bme el al. (992) quienes mostraron que la esfingosina (2.5 uM) estimula 
hasta un 90% la actividad pirofosfatasa (PPasa) en vesículas de tonoplasto y en vacuolas aisladas a partir 
de células en cultivo de Chenopodium rubrum. La esfingosina en concentraciones superiores a 5 ~M 
provoc6 el efecto contrario. La modulación de la actividad PPasa parece ser altamente especifica ya que 
otros dos esfingolipidos estrechamente relacionados (psicosina y lisosulfátido) no afectaron 
significativamente la actividad de PPasa. 

0.3.2.3. Fitop,atogénesis. 

Varios estudios han demostrado que los cerebrósidos fOngicos tienen actividad elicitora especffica 
pues inducen respuesta de hipersensibilidad, acumulaci6n de fitoalexinas y mayor resistencia a 
infecciones posteriores por pat6genos compatibles en plantas. Los cerebrósidos con actividad elicitora 
fueron aislados del hongo pat6geno de arroz Magnaporthe grisea y están formados por grupos (3E}-2-
hidroxihexadecenoil o (3E)-2-hidroxioctadecenoil unidos a (4E,8E}-9-metilesfingadienina (Koga el al, 
1998). El doble enlace 4(E) en la base esfingoidea es indispensable para la actividad elicitora, mientras 
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que los dobles enlaces 8(E) en la base esfingoidea o 3(E) en la acil amida no afectan su actividad 
elicitora. Estos resultados indican que las mcxlificaciones estructurales a las bases esfingoideas en los 
esfingolfpidos contribuyen a las diferentes respuestas celulares en las interacciones planta-patógeno. 

Otra evidencia de la participación de los esfingolípidos en respuestas de defensa de plantas al 
ataque por patógenos es el incremento en la expresión del gen SPT (ccxlifica la enzima que cataliza la 
primera reacción en la biosíntesis de novo de esfingolipídos) durante la respuesta de hipersensibilidad 
inducida en una variedad de papa resistente cuando es inoculada con el hongo P/¡ytophthora infestans 
(Birch el al, 1999). 

DJ.2.4. Muerte celular. 

La participación de los esfingolfpidos en la muerte celular fue propuesta inicialmente en estudios 
con toxinas amUogas a la esfinganina como las fumonisinas y la toxina AAL que son carcinogénicas en 
animales y también son fitotóxicas. En M"coli8lla tabacum, Lycopersicon escuJentum y Darura 
stramomum la fumonisina BI así como la toxina AAL inducen pérdida de electrolitos, clorosis y muerte 
celular, efectos que podrfan deberse a la acumulaciÓn de bases esfingoideas que provocan al inhibir a la 
esfinganina-N·aciltransferasa (Abbas el al, 1994). 

La relaciÓn de los esfingolipidos con la regulación de muerte celular y respuestas de defensa en 
plantas se demostró con la caracterizaciÓn del gen ACDII de Arabidopsis, que codifica una proteína con 
una alta afinidad por la esfingosina que acelera su transferencia entre membranas in vitro. La inactivación 
de este gen activa un programa de muerte celular Que no se relaciona con senescencia y que está 
coordinado con la activación de respuestas de defensa pues las plantas expresan constitutivamente algunos 
genes de defensa (PRI, PR2, PR5, GST, CHS¡ (Brodersen <t al., 20(2). 

DA. Inhibidores de la biosÚltesis de esfin20lrpidos y ooosecuencias tóxicas. 

El descubrimiento y caracterización de inhibidores naturales de la biosíntesis de esfingolfpidos 
producidos por varias especies de hongos ha permitido estudiar la función de sefializaciÓn de los 
esfingolipidos y sus precursores en distintas especies. Estos inhibidores poseen una estructura química 
semejante a las bases esfingoideas, hecho que les pennite interactuar con el sitio activo de las enzimas 
biosintéticas. 

Miriocina 
La miriocina (figura 9) es un compuesto producido por lsaria (Cordyceps) sinclaini; un hongo 

entomopatogénico utilizado por la medicina china lradicional (!m, 2003). La miriocina posee actividad 
inmunosupresora por lo que con base a su estructura se desarrolló el fármaco FTY720 cuya aplicación 
cHnica actualmente se está evaluando en transplantes en humanos (Napoli, 201X». Por otro lado, la 
miriocina administrada por v!a oral provoca toxicidad gastrointestinal y muerte en animales de laboratorio 
(Fujita el al., 1995). Estos efectos podrlan deberse a la reducción de los niveles de bases esfingoideas, 
ceramida y esfingolfpidos complejos pues inhibe de manera específica a la SPT (Miyake el al., 1995). 
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Asimismo, se ha observado Que la disminuci6n en los niveles de esfingolfpidos afecta negativamente el 
crecimiento celular y la viabilidad de la Ifnea celular CJLL·2, y que la apoptosis inducida por [a 
miriocina se previene por adici6n de esfingosina (Nakamura el aJ., 19(6). 

Aunque se han descrito otros inhibidores de la SPT como L<icioserina y ~<Ioro-alanina (Hanada 
el aJ., 2(0), la miriocina es el más potente de los que se conocen pues inhibe a la SPT a concentraciones 
picomolares. 

Fumonisina BI (F8I) 
Las fumonisinas son toxinas producidas por hongos de la especie FUS8flUin, principalmente 

FusaniJm verticillioides (antes F. mom11fonne = Gibberella fujikllJ'OJ), F. proliferatum y F. nygamai 
(Rheeder el al, 2002). La especie de mayor importancia econ6mica es F. verticil/ioides, pues es un 
patógeno del marz que se desarrolla en tejidos vegetativos y reproductivos, frecuentemente sin causar 
srntomas de infección en la planta. Sin embargo, cuando los genotipos de la planta y el hongo son los 
adecuados, asr como las condiciones ambientales, el hongo puede causar marchitamiento, pudrici6n de 
tallo y mazorca (Nelson el aJ., 1993). Se ha estimado que el 59% del marz y de los productos de marz en 
todo el mundo están contaminados con cantidades variables de fumonisina B 1 (figura 9), que es la 
toxina más prevaleciente entre las fumonisinas (Proctor el al., 1999; Haschek el aJ., 2001). 

A diferencia de la mayorfa de las micotoxinas que son solubles en solventes orgánicos, las 
fumonisinas son hidroffiicas. Su estructura qufmica está formada por un esqueleto de aminopenlOl 
(cadena de 20 carbonos que en varias posiciones tiene por sustituyentes un grupo amino, de uno a tres 
hidroxilos y dos grupos metilo) unido a dos ácidos tricarbalOicos por enlaces tster (Figura 9). 

Por [a similitud estructural entre el esqueleto de las fumonisinas con las bases esfingoideas, uno 
de sus mecanismos de acci6n molecular incide en la biosfntesis ck novo de los esfingo][pidos. La FB l es 
un potente inhibidor de la esfinganina-N·acil-transferasa (enzima Que cataliza la acilación de esfinganina) 
Que impide la biosíntesis de esfingolfpidos complejos con una re" de 0.1 11M en preparaciones 
microsomales de hfgado de rata (Wang el aJ., 1991). 

Las fumonisinas afectan a los animales en diferentes fonnas al interferir con el metabolismo de 
esfingolipldos (Dunon, 1996; Marasas, 1995; Merrill et aJ., 2001). Una de las especies más susceptibles 
son los equinos en los que causa degeneración encefálica (Marasas el;ú., 1988) asf como en conejos 
(Bucei el aJ., 1996). edema pulmonar en cerdos (Harrison el aJ., 1m), y efectos hepatot6xicos, 
carcinogénicos y apoptosis en hfgado de ratas (Gelderb[om el al., 1991; Pozzi el aJ., 2OXl). Mediante 
estudios epidemiológicos se ha asociado el consumo de fumonisinas a una alta tasa de cáncer de 
esófago en humanos (Sydenham el al., 1991). La inhibici6n de la srntesis de ceramida por las fumonisinas 
provoca acumulación de esfinganina en tejidos. suero y orina, lo cual se utiliza como marcador de 
exposición a la toxina. El incremento en los niveles de esfinganina es tan rápido y considerable Que 
generalmente domina sobre la depleci6n de esfingolipidos complejos en los efectos de las fumonisinas en 
las células. Sin embargo. se ha observado que la falta de glicoesfingotipidos afecta la función de algunas 
proteinas membranales (Stevens & Tang, 1997). 
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Las fumonisinas también son fitotóxicas. Abbas el al. (1991) demostraron esta actividad sobre [a 
maleza Da(uta stramonium, en la cual la FBI provoca una muerte celular rápida. Posteriormente se 
confirmó este efecto en otras malezas por lo que se propuso el uso de la FB1 como herbicida (Abbas & 
Boyeue, 1992). La FB1 también tiene efectos fitotóxicos en Lemna mli10rdesde concentraciones tan 
bajas como 40 nM, provocando una disminución significativa en su crecimiento y en la capacidad de 
sintetizar clorofila, efectos que también son inducidos por la FB2 y FB3 en concentración 1 ~ (fanaka 
el aJ., 1993). En especies de plantas cultivadas la FB 1 también es fitotóxica. En el jitomate provoca 
necrosis en las hojas; en el malz inhibe en un 75% la elongación radicular durante la germinación 
(Dohe1ert el aJ., 1994) Y reduce el crecimiento de plántulas de manera dosis«pendiente, siendo más 
fitotóxica que la FB2 y FB3 (Lamprecht el aJ., 1994). 

Figura 9. Interrup::i6n de la bioslntesis de novo de esfingolfpidos por inhibidores producidos por hongos 
pat6genos de plantas. 
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ToxinaAPJ... 
La toxina AAL (Figura 9) es producida por el hongo Altemaria alternara f. sp. /ycopcrsjci Que 

infecta plantas de tomate homocigotas con geootipo asd.m', induciendo muerte celular. Por el contrario, 
los genotipos homocigotos dominantes AsdAsc son resistentes a la acción de la toxina. Aun cuando no 
se ha determinado con certeza la identidad del gen Ase, se sabe Que confiere resistencia a la toxina 
AAL restaurando la bios[ntesis de esfingolrpidos y previniendo la muerte celular (Spassieva ~l al .• 2(02). 

La toxina AAL al igual Que la FB l inhibe la sIntesis de ceramida. Sin embargo, esta t6xina sólo 
induce efectos fitot6xicos pues no se ha asociado con intoxicaciones en animales (Abbas el al., 1994). La 
toxina AAL (1 !lM) provoca acumulación de esfinganina y fitoesfingosina en hojas de plantas de tomate 
susceptibles a A. alternara a las 24 horas posteriores al tratamiento, asi como lesiones necr6ticas Que 
aumentan en tamaño y número hasta que la planta muere a los 5 dias posteriores. 
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En nuestro grupo de investigaci6n se ha estudiado la respuesta de hipersensibilidad (HR) que 
desarrollan las plantas de maiz ante la infección por el hongo FUsaflinn vefticJllioides. Este hongo se 
encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y está asociado principalmente al malz, aunque es capaz 
de infectar también al sorgo, trigo, frijol, y soya. Fusadum verticlJlioides es productor de una gran variedad 
de toxinas, entre ellas las fumorusinas . Estas toxinas poseen una estructura Química análoga a las bases 
esfingoideas y debido a ello uno de sus mecanismos de acción molecular incide en la biosíntesis de novo de 
los esfingolipidos. La fumonisina BI (FBl) es un potente inhibidor de la esfinganina-N-acil-transferasa 
(enzima Que cataliza la acilación de esfinganina), por lo Que interrumpe la biosfntesis de esfingolípidos 
complejos (Wang el al., 1991). 

En los (¡Itimos años se ha estudiado a nivel celular y molecular la acci6n de la FBI durante la 
genninaci6n de ma(z y se ha encontrado Que la toxina provoca varios cambios moleculares como son: 
pérdida en la integridad del DNA gen6mico (Alcántara-Sánchez, 1998), activaci6n de nucleasas especificas 
(De la Torre, resultados no publicados), y activación transcripcional de genes asociados con la patQgtnesis 
(SanJuan, 2001). También se determin6 el efecto de la FB l en los niveles de las bases esfingoideas 
fitoesfingosina, esfinganina y esfingosjna, de las cuales finicamente las dos primeras se encontraron en los 
tejidos embrionarios de malz. La FB l indujo acumulación de fitoesfin20Sina y esfinganina con una cinética 
diferente pues a las 24 horas se observ6 la máxima acumulaciOn de esfinganina, mientras que la máxima 
acumulaci6n de fitoesfingosina se present6 a las 36 horas. La acumulación de bases esfingoideas result6 
dependiente de la concentraci6n de toxina aplicada (Rivas San Vicente, 2001). Los tiempos de máxima 
acumulaci6n de bases esfingoideas coinciden con los cambios celulares antes mencionados, los cuales son 
característicos de la respuesta de hipersensibilidad por lo que posiblemente la FB I también podrfa inducir 
acumulaci6n de SAo 

Por otro lado, existen algunos reportes que sugieren la existencia de una posible asociaci6n entre el 
metabolismo de esfingolipidos y la respuesta de hipersensibilidad. Inicialmente se demostró que 
esfingolipídos derivados del micelio deJ patOgeno Magnaporthe grisea actüan como elicitores especificos en 
plantas de arroz induciendo HR, acumulación de fitoalexinas y mayor resistencia ante infecciones 
subsecuentes por pat6genos compatibles (Koga el al., 1998). Posteriormente, Birch el al. (1999) encontraron 
que durante la HR que desarrolla la papa ante la infección por PhYlophthora infestans aumenta la expresi6n 
del gen SPT Que codifica a la serina palmitoil nansferasa. enzima que cataliza la primera reacción en la 
biosintesis de novo de esfingolipidos. Finalmente. Stone el al. (2OCXJ) encontraron semejanzas notables entre 
la HR inducida en plantas de Arabidopsis por patOgenos avirulentos y las respuestas a la FBI, como son: 
acumulaci6n de EROs, producci6n de camalexina (fitoalexina) y activaci6n de la expresi6n de genes de 
defensa. 
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m. Hip6tesis 

Los compuestos esfingoideos participan en la modulación de la respuesta de defensa de las plantas 
contra patógenos alterando los niveles de ácido saJicflico. 

IV. Objetivos 

Objetivo general: 

liJ Establecer la asociación entre el metabolismo de esfingolfpidos y la acumulación de ácido saJicilico 
como parte de la respuesta de defensa de la planta contra patógenos. 

Objetivos especlficos: 

liJ Detenninar los ni veles basales de ácido saJicilico en embriones de marz en germinación. 
liJ Analizar el efecto de inhibidores de la bioslntesis de esfmgolfpidos (fumonisina BI y miriocina) en los 

niveles de ácido salicflico. 
liJ Detenninar el efecto de bases esfingoideas (fi toesfmgosina y esfinganina) y ceramida en los niveles de 

ácido salicilico, y en la expresión de genes involucrados en su biosfntesis (PAL e l CS). 
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V. Materiales y métodos 

Material biolOgico 

Se emplearon semillas de malz raza Chalqueno cosechas 2002 y 2003 de los cuales se extrajo 
manualmente el embri6n. Tanto las semillas como los embriones se almacenaron a 4"C. Las semillas de estos 
lotes tenfan un porcentaje de genninaci6n superior al 90%. 

Métodos 

1. Imbibición de embriones. 

l.l. En ausencia y presencia de FB! JO/.lM 
Los embriones de mafz se desinfectaron con una solución de hi¡xx:lorito de scxiio (0.5%) seguida de 

varios enjuagues con agua estéril. Posteriormente se distribuyeron 40 embriones en cada placa de agar al 1% 
(con o sin FBI) y se incubaron a 2'1C. en oscuridad durante 12 a 60 h. Para las placas con FBI, primero se 
disolvi6 el agar al 1%, posteriormente se reparti6 en volo.menes de 20 mL en tubos Coming con capón de 
rosca y se esterilizó. Cuando se enfri6 a una temperaruta entre 40 y 4~. se adicionaron a cada tubo 200 IlL 
de la solución stock de FB I (Sigma) 1 mM disuelta en acetonitrilo:agua (1:1 v/v), se agitaron en el vortex y 
finalmente se vaciaron en cajas de Petri estériles. Las semillas control se incubaron en presencia del 
disolvente. 
J.2 En fJl"(!SC/1Cia de dJlelen/es concentraciones de FEJ. 

Se prepararon 100 mL de agar al 1%, se distribuyeron en 5 tubos Coming de 50 mL con tapón de 
rosca (20 mL de agar ¡x>r tubo) y se esterilizó. Cuando el agar se enfri6, se añadieron a diferentes tubos 20, 
200,500 y 100) uL de FB I I mM para tener concentraciones de 1, 10,25 y 50 1lM. El contenido de cada 
tubo se mezcl6 por agitaci6n en el vOrtex y se vaci6 en C<\las Petri estériles. 

Los embriones de mafz previamente desinfectados con hi)XlClorito de sodio se distribuyeron en estas 
placas y se incubaron a 29"C en oscuridad durante 36 horas. 
J.3. En presencia de esfinganina, fi(oesfingosina o ccramida-C6 JO /.1M 

Los embriones de mafz previamente desinfectados se colocaron en placas de agar preparadas como 
se indic6 anterionnente adicionando al agar estéril bases esfingoideas o ceramida disueltas en etanol en las 
cantidades que se indican en el siguiente cuadro. Las soluciones se distribuyeron homogéneamente sobre el 
medio y se dejaron las cajas abiertas dentro de la campana para permitir la evaporaci6n del etanol. Los 
embriones se incubaron a 2!fC en oscuridad durante 16 a 48 horas. 

Esfingo/{pido Concentración Alicuota ÚlL) adicionada 
(mM) del stock a 20 mL de agar estéril 

Esfinganina 3.766 53 
Fitoeslíngosina 3.653 55 
Ceramida C6 1.677 119 
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1.4. Con minOcina 1 ro nM y 1 11M 
Se preparó un stock de miriocina (Sigma) 100 JJM en metanol al 100%. De ésta solución se tomaron 

aUcuotas de 50 y 500 IlL Que se adicionaron a 50 mL de agar al 1% estéril para llevarlas a concentraciones. 
de 100 nm y I IlM, respectivamente. Cada preparación de agar con miriocina se repartiO en 3 cajas Petri 
previamente etiquetadas. Los embriones desinfectados se incubaron a 2g'C en oscuridad durante 6 a 48 
horas, renovando el medio de imbibici6n con la toxina cada 24 horas. 

2. Exttacción de SA (Mewly & Metr.lUJ<, 1993). 

Se congelaron en el mortero 20 embriones por muestra (alrededor de 1.5 gramos) con nilrOgeno liquido 
para pulverizarlos. El tejido pulverizado se transfrrió a un rubo de plástico con tapón de rosca y se 
adicionaron 3 mL de la mezcla metanol9O% yagua 10% (v/v), y 100 ng de ácido o-anísico (lO /.1L de una 
solución 10 ngl/.1L). Se sonic6 durante 10 min en un sonicador de una frecuencia fúa y posteriormente se 
centrifugó durante 15 min a 36IXI rpm en una centrffuga Sorvall RT 6(XX)D. El sobrenadante se transfrrió a 
un tubo limpio y el pellet se resuspendi6 por segunda ocasión en 3 mL de metanol al m. Se sonicó y 
centrifugó nuevamente, y el sobrenadante obtenido se mezcló con el primero. El metanol se evaporo b<\io 
una comente de nitrógeno y el extracto se redisolvi6 en 2 mL de ácido tric1oroacético' al 5% (pIv), se sonic6 
durante 5 min y se centrifugó a 4(0) rpm durante 10 min en una centrffuga Beckman GS-6R. E1 ácido 
salicnico se extrajo del sobrenadante con dos volCtmenes de la mezcla cic1opentano:acetato de etilo (1: 1 v/v) 
agitando suavemente durante 15 mino Para separar las fases se centrifug6 durante 10 min a 3600 rpm. La fase 
orgánica (superior) se transfirió a un tubo limpio y se realizó una segunda extracción con la mezcla de 
solventes orgánicos. La fase orgánica se evaporO bajo una corriente de nitrógeno y el extracto seco se 
disolvi6 en 500 I.IL de metano!. 

3. Determinación de condiciooes para el análisis cuantitativo pcI" HPLC del ácido salicflico (SA) y ácido o­
anIs.ico (o-AND. 

3.1. Elección de fase móvil y determinación de los tiempos de retención del SA y o-ANI. 
De acuerdo a métodos reportados para el análisis de SA por HPLC en fase reversa y por elución 

¡socrática se prepararon 250 mL de cada una de las siguientes mezclas pan¡. fase m6vil: 

Tabla 2. ComposiciOn de las mezclas de fase m6vil utilizadas para el análisis cuantitativo del SA JXlr HPLC 
en fase reversa y eluci6n isocrática. 

Mezcla 
Acetato de sodio 0.2 M pH 5.5 90% y metanollO% 
MetanoVagualácido fosfórico al 85% (4016010.2) 
Acetato de sodio 40 mM pH 3.5 75% Y 
metano125% 

Estándar interno 
ninguno 
mnguno 
ácido 3-

hiclroxibenzoico 

Referencia 
Nugroho el a/., 2001 
Venema el al., 1996 
Eshita, 2001 

Agua (con 4% de ácido acético) 60% y metanol40% ninguno Sawyer & Kumar, 2003 
Las soluciones se filtraron a través de fileros de nitrocelulosa de 0.22 Ilm, y las mezclas se sonicaron en un 
frasco cerrado durante 15 min para degasificarlas. 
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Las soluciones de ácido salicflico y ácido o-anfsico (Sigma) se prepararon en metanol, ambas en 
concentración de 5 mg/mL. A partir de cada una de ellas se prepararon dos diluciones consecutivas 1:100, 
siendo la concentración de la primera SO ng/uL y de la segunda 0.5 ng/llL. De ésta última se prepararon 
soluciones de concentraciones 12.5, 5 y 0.5 pg/mL con las diferentes fases móviles a probar, de tal forma 
que se inyectaran 250, 100 y 10 pg, respectivamente, en los 20 uL que toma el inyector del equilXl HPLC. 

El SA y o-ANI se separaron en una columna SUPELCOSIL TW LC·18S (15 cm x 4.6mm, 5 11m) por 
eluciÓll isocrática con una bomba SHIMADZU modelo LC·IOADVP. Para cada una de las fases móviles 
preparadas se probaron diferentes velocidades de flujo (de 1.5 a 0.8 mUmin) para detenninar en cuál de ellas 
se tenfa buena resolución as[ como tiempos de retención adecuados. El SA y o-ANI se detectaron en un 
espectIOfluorómetro SHIMADZU modelo RF-IOAXL conectado al procesador de datos C-R5A. Para la 
detección de ambos compuestos se estableció la A de excitación en 305 ron y la A de emisión en 405 nm. 

3.2. FJaboración de curvas de calibración. 

Se prepararon diferentes diluciones de SA y o-ANI en el intervalo de 0.5 a 7.5 pg/IlL en la fase 
móvil que se seleccionó con anterioridad. De cada dilución se inyectaron 20 IlL por triplicado para poder 
calcular la desviación estándar de cada punto en la curva de calibración. 

4. Cuantificación de SA en extractos. 

A partir de los extractos solubilizados en 500 lJl de metano! se tomaron diferentes al[cuotas que se 
llevaron a un volumen final de 250 uL con fase móviL De cada dilución IX>f extracto se inyectaron 20 1lL. 
Los compuestos fenólicos se separaron en la columna CII por elución con la mezcla metanol 40% yagua 
(con 4% de ácido acético) 60%, y se detectaron a una longitud de onda de excitación de 305 nm y 405 nm 
para emisión. Las ailuras de los picos correspondientes al SA y o-ANI se interpolaron en las curvas de 
calibración correspondientes par.¡. calcular la cantidad de ácido salicOico en la muestra de tejido. Los 
resultados se expresaron en ng de SA por gramo de peso fresco. 

5. Extracción y calibración de RNA total. 

Por cada muestra se congelaron en un mortero estéril entre 8 y 10 embriones con nitrógeno Ifquido 
para pulverizarlos. A este polvo se añadió 1 mL de TRIzoI (lnvitrogen) y la suspensi6n se lransfiri6 a un 
tubo eppendorf est~ri[ y se incubó a temperatura ambiente durante 2.5 mino El tubo se centrifugó a 12,000 
rpm durante 10 min a 4"C en una centrifuga Jouan MR1 812. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo limpio. 
se le añadieron 200 IlL de fenol-cloroformo 1:1 (v/v) y se agit6 durante 15 segundos. Se centrifugó 
nuevamente a 12,(0) rpm durante 10 min a 4"<:. La fase acuosa se transfirió a un tubo eppendorf estéril, el 
RNA se precipit6 por adici6n de 500 IlL de isopropanol e incubación a temperatura ambiente durante 10 
mino El tubo se centrifug6 a 12,000 rpm durante JO min a 4"C, y el sobrenadante se elimin6 por decantaci6n. 
El bot6n se lav6 con I mL de etanol al 70% frfo (preparado con H¡Q tratada con DEPC). Se centrifugó a 
6,400 rpm durante 5 min a 4"( para compactar nuevamente al bot6n y eliminar al sobrenadante por 
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decantación y evaporación a temperatw'a ambiente, Finalmente el botón se resuspendió enlOO ).JL de agua 
tratada con DEPC, 

El RNA total extraido se cuantificó por espectrofotometrfa detenninando la absorbancia de una 
dilución 1: 100 a una A de 260 nm. 

(~~J1L) = Abs- (40 1lg!mL) (Factor de diluciónX l mL ) 
1 DO 1000 ~L 

La calibración del RNA se realizó por electrororesis horizontal en geles de agarosa al 1% (pIv) con 
bromuro de etidio (0.5 llg/rnL) utilizando como amortiguador TAE 1 X. El RNA teñido se visualizó en un 
transiluminador de luz UV Hoefer Scientific Instruments modelo UV1M· IO. 

6. OonaciOn de fragmentos de cDNA de PAL, ICS, PR-I Y UBQ de malz. 

Con base a las secuencias de DNA que se indican en la tabla 3 (yen el Apéndice A) se diseñaron 
0ligonude6tidos especificos para sintetizar el cONA a partir de los transcritos de la renilalanina amonio liasa 
(PAL), isocorismato sintasa OCS), ubiquitina (UBQ) y de la proteina asociada con la patogénesis (PR-I), y 
amplificarlo por PCR, Todas las secuencias son de maiz excepto la de ICS. Al no encontrar las secuencias 
del gen o del transcrito de les en maiz se busc6 alguna secuencia expresada (secuencia ES1) relacionada a 
la isocorismato sintasa oeS) de Ambidopsis reportada por Wildennuth el al. (2001). Sin embargo, entre 
todas las bases de datos de los genomas de plantas monocotiledóneas se encontró una sola secuencia EST de 
arroz de 703 pb que es casi idéntica al cONA de la rcs de Ambidopsis, y se empleó para diseñar los 
oligonucléotidos. 

Todos los cONAs (excepto el de PR·!) se sintetizaron a partir de 2 ).Jg de RNA total extrafdo de 
embriones de malz germinados durante 36 h, empleando los oligos reverse (Rv). El cONA de res también 
se sintetizó a partir de RNA extrafdo de hojas de plántulas de maiz y arroz. 

Parn clonar al cONA de PR·l se parti6 del RNA total extraido de embriones germinados en presencia de 
SA 1 mM. 

Tabla 3 Oligonucle6tidos especlficos diseñados para sintetizar cDNAs y amplificarlos por PCR 
Transcrito Secuencia de acceso al S=encia de oligonoclrotidos Tamanodel 

tJenBW' fraamento 
ZmPAL L77912 PAIFw S·-6)6 GTC AAC TCC GTG A4C GKr3' 4lB pb 

P;>Ul>- S'-TGT N5G TGGK.GK..A TGAGCT T-3" 
QdCS CA7634iO lC5Fw S·.)6A GGC K.G CCA A lT CA T Kr3" 231 pb 

;;SIl>- S'.¡.,A[, m GGAAAC T66 GAT GC-3' 
ZmPR-¡ U82200 fflfw S'·NjA N::T CGC CGC N5G N::T A-3· 381 pb 

ffl.fW S··P6C TGCNjATGA TGA)6ACG-3" 
ZmUBQ U29158 UBO-fw S·~ lTG GTG lTG CGT CTC )6-3" 306 pb 

U80-Rv S·~CTCAA6GGTGATCGTCT·3' 
, hUp://www.ncbl.nlm.mh.gov 

48 



Mat.:riab y Métodos 

6.1. Transcripción reversa. 

Los diferentes fragmentos de cONAs se sintetizaron con el kit ImProm II de Promega a partir de 2 
Ilg de RNA total siguiendo el protocolo del proveedor. El RNA molde se combin6 con 20 pmoles del oligo 
Rven un volumen de 5 IJL. La muestra se incubó a 7C1'C durante 5 min, y posteriormente se enfriaron en 
baño de hielo y asf se mantuvieron durante la preparaci6n de la mezcla para la transcripci6n reversa. La 
mezcla para la transcripci6n reversa se preparo como se indica en la tabla 3. 

Tabla 4. Preparaci6n de la mezcla para transcripción reversa en un volumen final de 20 11M. 
Componente Concentraci6n Volumen ÚlL) 

H,o.OEl'C 
Buffer de reacci6n ImPromIlnI 5X 
MgCll25 mM 
Mezcla de dNTPs 10 mM (c/u) 

final 

IX 
3mM 

0.5 mM 

8 
4 
2 

La mezcla se agit6 en el v6nex y se adicion6 1 IJL de transcriptasa reversa. Los 15 IlL de la mezcla 
se combinaron con los 5 IJL que contenfan al RNA molde y al oligo antisentido. La reacci6n se incubó a 
2IT durante 5 min para el alineamiento. Posteriormente se incubó a 38"C durante I hora, y por último, se 
incubó a 7Cf'C durante 15 min para inactivar a la transcriptasa reversa;. Los cONAs se almacenaron a - 2a'C. 

6.2. Amplificación del cDNA por PCR. 

Se tomaron 5 IJL de cada una de las reacciones de transcripción reversa para amplificar los cONAs 
por PCR en un volumen de 25 IlL con los componentes quc se indican en la siguientc tabla: 

Tabla 5 Preparaci6n de las mezclas para PCR 
Componentc Volumcn ÚlL) Concentración 

fm'¡ 

Buffer PCR IOX 2.5 IX 
MgCJ¡ 25 mM 2 2mM 
dNJ1's 10 mM 0.5 0.2 mM 
Oligo Fw 20 J.IM 0.6 O.5uM· 
Oligo Rv 20 uM 0.6 O.5J.1M· 
Taq ONA polimcrasa (5U/uL) 0.2 IU 
H.o 13.5 cb" 20IJL 
• La concentracIón final de los ohgos para amplificar al cONA de UBQ fue O.2IJM 

La amplificaci6n se realizó en el tennocic1ador GeneAmp PCR System 9700 con el siguiente 
programa: 
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94"<: por 3 min 

94"C por 40 seg } 
58"C por 40 seg 
Trie por 40 seg 
72"C por 7 min 

1 ciclo 

30 ciclos 

etapa final de elongaciOn. 

Los PrOOuctos de amplificaciOn se separaron IX»' electroforesis horizontal en un minigel de agarosa al 
1.5% con bromuro de elidio (0.5 IlglmL), preparado con TBE 1 X. El DNA tenido se visualizO en un 
transiluminador de luz UV Hoefer Scientific Instruments modelo UVfM-1O y su fotograffa se obtuvo con la 
cámara marca Fischer Scientific modelo EPH-6. 

6.3. PurificaciOn de DNA a partir de geles de a¡arosa. 

Las bandas de interés se cortaron rápidamente con una navaja de un solo filo y se colocaron en tubos 
eppendOIf previamente etiquetados y pesados. Los tubos con la agarosa se pesaron para calcular el volumen 
de ésta (0.1 g = 100 IlL). La purificaciOn del DNA se realizO con el kit Geneclean m de Bio 101. A cada 
tubo con agarosa se le adicionaron 4 volúmenes de NaI (respecto al volumen de agarosa). Los tubos se 
colocaron en un heat block a 55"C durante 5 min, mezclando suavemente cada minuto. Una vez disuelta la 
agarosa, se agitO en el vOrtex la solución Glass-Milk (resina que se une fuertemente al DNA) y se agregaron 
5 J,lL de ésta a cada tubo y se mezclO. Se incubO durante 5 min a temperatura ambiente, agitando a cada 
minuto. Los tubos se centrifugaron a velocidad máxima por 5 seg y se eliminO el sobrenadante por 
decantación. Se realizaron 3 lavados con 700 )JL de New Wash helado, eliminándolo por centrifugación y 
decantaciOn. El New Wash remanente se eliminó por evaporación a temperatura ambiente. A cada lubo se le 
agregaron 15 J,lL de agua estéril. se calentaron a 5(fC IX»' 3 mino Por último, los tubos se centrifugaron a 
velocidad máxima por 30 seg y los sobrenadantes se transfirieron a tubos eppendorf estériles y etiquetados. 

6.4. LigaciOn de los insertos. 

Los fragmentos de ONA purificados se clonaron en el plásmido pGEM-T Easy Vector (3015 pb) de 
Promega. Este plásmido contiene extremos cohesivos con la base limina. por lo Que los productos de PCR -a 
los Que se les anadiO una adenina en sus extremos- son complementarios y se puede l!evar a cabo la reacción 
de ligaciOn con la enzima DNA ligasa. 

En un tubo eppendorf de 0.6 mL estéril se combinaron 5 )JL de buffer de ¡igaciOn rápida 2X, l IlL 
del vector (SO ng), entre 2 y 3 J,lL del inserto (dependiendo de la cantidad de DNA purificado), y 1 IlL de 
DNA ligasa T4 (3U/IlL). Se mezclO por pipeteo suave y se incubO a temperatura ambiente durante l hora. El 
producto de la reacciOn de ligaciOn se almacenó a - 2<1'c. 
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6.5. Transformación de células competentes. 

En !uOOs eppendorf de 1.5 mL estériles y etiQuetados se mezclaron 2 uL de las reacci6n de ligaci6n 
correspondiente con 50 uL de células competentes de Eschenchia coJi DH5a , y se incubaron en hielo 
durante 20 mino Posterionnente se incubó durante 45·50 seg en un baño de agua a 42"1: y rápidamente se 
regresaron los 1U00s al hielo en el Que se mantuvieron durante 2 mino A cada tubo se le añadieron 950 uL de 
medio SOC a temperatura ambiente y se incubaron a rrc durante 15 horas con agitaci6n suave en una 
incubadora Lab Line Orbit. Una vez Que se recuperaron las células del choque ttnnico, los tubos se 
centrifugaron a velocidad máxima, se decant6 el medio y se añadieron 350 uL de medio SOC nuevo a cada 
tubo. Las ctlulas se resuspendieron IX>r pipeteo suave. Se plaquearon SO, 100 y 200 uL de cada reacción de 
transfonnaci6n a placas LBlamplIPTGIX-gal previamente etiquetadas. Las placas se incubaron durante 
16-24 horas a 3iC. Posteriormente se incubaron a 4"1: para facilitar la detecci6n de las colonias 
transfonnadas. 

6.6. PurifiOlCiOn de DNA plasm!dico (Minipreps) 

Por cada reacci6n de transfonnaci6n (4 insertos diferentes) se eligieron 6 colonias positivas, con 
cada una de ellas se inocularon 3 mL de medio LB con ampicilina y se incubaron durante 16 horas a 3TC 
con agitaci6n. De cada cultivo se trasftrieron 350 uL a un tubo eppendorf esltril y se mezclaron con ISO uL 
de glicerol al 50% para almacenarlas a -70'C. 

El resto del cultivo se transfiri6 a tubos eppendorf de 1.5 mI... se centrifug6 en una microfuga Servan 
MCI2 FA-MICRO a 20,(0) rpm durante 30 seg y el medio de cultivo se elimin6 por decantación. El pelle! 
se resuspend.i6 en 50 uL de solución GTE y se incubó a temperatura ambiente durante 5 mino Se añadieron 
200 uL de la soluci6n de lisis recitn preparada (NaOH 0.2 M I SDS all%), se mezcl6 suavemente y se 
incubó en baño de hielo durante 5 mino Después se agregaron 150 uL de soluci6n de acetato de potasio 5 M 
pH 4.8, se invirti6 suavemente para mezclar y se incubó en hielo durante 5 min para precipitar al DNA 
gen6mico. Se centrifug6 a 12,(XX) rpm durante JO min a 4"1: en la centrffuga Jouan MRI812 y se 
transfirieron 400 uL del sobrenadante a un tubo nuevo. Al sobrenadante se le agreg6 RNAsa A a una 
concentración de 20 uglmL y se incubó a 3iC durante 1.5 horas. Destrues se realizaron dos extracciones con 
400 uL de fenol:c1orofonno (1 :1 v/v) mezclando por agitaci6n suave. Se centrifug6 a 12,(XX) rpm en la 
microfuga durante l min para separar las fases, la fase acuosa (superior) se transfiri6 a un tubo limpio. El 
DNA plasmfdico se precipit6 por adici6n de 700 uL de isopropanol frfo y se incubó en hielo durante 10 mino 
E! DNA plasmídico se recuper6 IX>r centrifugación a 12,((() rpm durante 15 min a 4"1:. El sobrenadante se 
elimin6 por decantaci6n y el bot6n se lavó con 500 ).1L de etanol al 70%. Se centrifug6 a 12,((() rpm durante 
3 min en la microfuga, se decant6 el etanol y se elimin6 por evaporación a 5S<:. El pellet se resuspend.i6 en 
32 IlL de agua esttril, se agregaron 8 uL de NaCI 4 M Y 40 uL de PEG80CXl (13%). Se mezcl6 por pipeteo y 
se incubó en hielo durante 30 minutos. Para remover al sobrenadante se centrifug6 a 12,((() rpm durante 15 
min a 4°C, se decant6 y el pellet traslúcido se ertiuagó con etanol al 70%. Se centrifugó para decantar al 
etanol y se elimin6 completamente por evaporación a 55"C. Finalmente el plásmido se resuspendi6 en 20 uL 
de agua estéril y se almacen6 a - 2ifC. 
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6.7. Secuenciaci6n. 

Los insertos en los plásmidos purificados fueron secuenciados en la Unidad de Biologfa Molecular 
del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, en un secuenciador automático ABIPRlSM 310 (Perkin Elmer) 
usando los oligonucleOtidos TI y S1'6. Las secuencias de los fragmentos de cONA clonados se compararon 
con la base de datos del National Center for Biotechnology Infonnation (http;l/www.ncbi.nlm.nih.gov) 
mediante el programa BLAST para corroborar su identidad. 

6.8. DigestiOn de plásmidos. 

En un tubo eppendorf de 0.5 mL se mezclaron 10).IL del ONA plasmrdico, 1.5 llL de buffer React 3 
IOX (Invitrogen) y 2.5 llL de agua estéri l. Esta mezcla se incubO a 100"C durante 5 min para relajar al 
plásmido e inmediatamente se enfriO en baño de hielo. Posterionnente se añadiO I llL de EcoRl (lO 
unidades) y se incubO a 37C durante I hora. 

Los productos de la digestiOn se separaron por electroforesis horizontal en un minigel de agarosa al 
1% con bromuro de etidio (0.511gfmL), preparado con TBE IX. Las bandas de ONA se visualizaron en un 
transiluminador de luz UV. 

7. DeterminaciOn de condiciones óptimas pan el ensayo de RT-PCR semi<uantitativo. 

Los cDNAs se sintetizaron a partir de 2 ~g de RNA total empleanoo los oligas Rv indicados en la tabla 
2 y el kit lmPromII de Promega. Después se realizaron varias pruebas de PCR en un volumen de 15 llL 
variando distintos parámetros Que fueron la concentraciOn de oligos de 0.1 a OA ).lM, la cantidad de molde 
de 2 a 5 ~L de cDNA y el número de ciclos de amplificaciOn entre 25 y JO, todo esto para definir las 
condiciones Optimas Que pe¡mitieran el análisis cuantitativo de los niveles de cada uno de los transcritos en 
los embriones expuestos a esfingolipfdos e inhibidores del metabolismo esfingoideo. 
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Re~ultados 

VI. RcsuItados 

l. Condiciones para el análisis cuantitativo por HPLC del ácido salicflico (SA) y ácido o-anfsico (o-AND. 

1.1. Com¡x¡sici6n de fase m6vil, velocidad de flujo y tiempos de retenci6n del SA y o-ANl. 

Las condiciones cromatográficas óptimas para la separación de los estándares de SA y o-ANl por HPLC 
en fase reversa en la columna SUPELCOSIL™ LC·18S (15 cm x 4.6mm, 5 11m) por elución isocrática y 
detección de fluorescencia fueron: 

1Q Composición de fase móvil: 40% CH30H y óO% H20 (con 4% CH3COOH) 
0.8 mUmin ~ Aujo ,. Condiciones para la detección por fluorescencia: A-= 305 nm y J..- = 405 nm 

Los tiempos de retención del SA y o-ANI bajo estas condiciones tuvieron una variación mlnima entre 
5.476 y 5.512 min para el o-ANl y de 9.463 a 9.576 mm para el SA (Figura 10). Ambos compuestos se 
pudieron resolver y detectar en los extractos de embirones de mafz (Figura 11). 
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Figura 10. Cromatogramas de los estándares de los ácidos o-anlsico (A) y salicílico (B) obtenidos bajo 
e1uciOn ¡socrática en una columna de fase reversa CI8 con la mezcla metanol40% yagua 60% (con 4% de 
ácido ac~tico) a un flujo de 0.8 mUmin. 
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FlgUl'a 11. Detección de SA y o-ANI por cromatografia lIquida con detección de fluorescencia en un extracto 
de embriones de ma[z genninados durante 36 horas. 

1.2. FlaboraciÓll de curvas de calibración. 
A partir de soluciones de SA y o-ANI de concentración 50 pg/mL se prepararon diluciones en 

el intervalo de 0.05 a 7.5 pg/mL para inyectar de l a ISO pg (en 20 !JL Que toma el inyector). Las diluciones 
se inyectaron en orden decreciente de concen[fación. El lImite de detección del SA fueron 4 pg. El intervalo 
de masas inyectadas en el Que se obtuvo una respuesta lineal del detector fue de 10 a 100 pg para ambos 
compuestos. Las curvas de calibración de los ácidos o-anfsico y salicflico se presentan en las figuras 12 y 13. 

"""" ! 50000 ~ o 

" .0000 • E 30000 • " 20000 y" 477.82x. 6105.5 

~ • R'·O.9961 .. '0000 , , 
" " 50 ro "" plcogramos 

Figura 12. Curva de calibración del ácido salicflico (SA). 
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Figura 13. Curva de calibración del ácido o-anfsico (o-AND. 

2. Porcentajes de recuperación en la extracciOn de SAo 

Rl:~ulwdos 

Para establecer la eficiencia de extracción de SA se determinó la cantidad de estándar interno (ácido o­
anfsico) que se debfa adicionar a los extractos. En un primer ensayo se prepararon dos series de extractos (a 
partir de 1.5 gramos de embriones) a los que se adicionaron 25 y 250 ng de o-ANI teniendo como 
antecedente que para la extracción de SA a partir de 1.5 gramos de hojas de pepino se utilizaron 250 ng de o­
ANI (Mewly & Metraux. 1993). El análisis ¡x>r HPLC de las dos series de extractos mostró que la adición de 
25 ng de o-ANl era insuficiente pues no se pudo detectar el estándar interno, mientras que la adiciOn de 250 
ng result6 en una baja eficiencia. En este primer ensayo se obtuvieron porcentajes de recuper.iCión alrededor 
del 30% (Figura 14). muy lxUos con respecto a los porcentajes entre 65 y 73% reportados ¡x>r Mewly & 
Metraux (1993). En un segundo ensayo de extracción se añadieron 100 ng de o-ANI, Y con esta cantidad de 
estándar interno se estimaron porcentajes de recuperaci6n del 37.6 al 62.8% (x = 52.2 ± 1104, para 5 
diferentes extractos). Esta cantidad de o-ANI se agreg6 a todos los extractos para estimar el porcentaje de 
recuperación de SA en cada extracci6n individual. 

70 
65 - 73% (Mewfy & Metrux, 1'193) 

e 60 5:[2 ~ 
u 50 1 • • 40 ~ 29.5 • 30 • • 20 
~ 

~ " O 

'50 "lO 
r"IQ de estándar Interno 

Figura 14. Eficiencia de extracci6n de SA detenninada por la adición de diferentes cantidades de estándar 
interno y su comparación con los valores reponados en otros estudios. 
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3. Niveles basales de SA en embriones de maIz en germinaciOn. 

Se determinó el contenido de SA en embriones secos y germinados en condiciones óptimas antes de 
determinar si los inhibidores de la bios{ntesis de esfingoUpidos, asf como estos ]fpidos induclan algún efecto 
en los niveles de SA en embriones de maíz durante la germinación. En los embriones secos se encontró un 
alto contenido de SA libre (113 ngs..!g-.). Sin embargo, este valor se obtuvo con base al peso seco de los 
embriones. Al germinar éstos absorben rápidamente agua (fabla 6) por lo que los ca.lculos del contenido de 
SA durante la germinación se realizó con base al peso húmedo. Como se observa en la tabla 6 y figura 15, 
los niveles de SA se mantuvieron entre 18 y 27 nglg entre las 12 y 60 horas de germinación. 

Tabla 6. Contenido de SA libre e incremento en peso húmedo de embriones de mafz secos y germinados 
durante 4 a 60 horas 

H"", de 
ng $A/ g .., 

Incremento en peso 

2ttTtlinaciOn hümedo' 
O 113 + 11 . 

4 58 + 10 1.84 + 0.04 
8 33 + 3 1.90 + 0.08 
12 21 + I 1.88 + 0.03 
16 27 + 11 1.91 + 0.25 
24 26+10 1.95 + 0.15 
36 25" 2.02 + 0.09 
48 18+ " 2.15+0.29 
60 20+ 1 2.15+0.09 

• peso humedo I peso seco 

140.0 

120.0 

o 100.0 

• .- 110.0 
• 
• 60.' • • < 60.' 

20.0 

,., , • • " 16 " " ... 60 

l"Ioru de genninlldón 

Figura 15. Contenido de SA libre en embriones secos (. ) yen genninación ([] ). 
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4. Efecto de la FEl en los niveles de SA en embriones de malz en germinación. 

4.1. 1ncremenlO en los niveles de SA en respuesta a FBllO~. 

Debido a Que la FEl en concentracibn 10 /.1M provoca cambios moleculares característicos de la 
respuesta de hipersensibilidad, se evaluó la capacidad de la toxina para inducir acumulación de SA en 
embriones de maíz durante la germinación. Los resultados de tres experimentos independientes mOSlraI'on 

Que la FB] 10 ¡lM induce una acumulación discreta, pero significativa (P<O.OI) de SA libre en los embriones 
de malz germinados durante 36 horas (Tabla 7 y Figura 16). 

Tabla 7 Concentraciones de SA en embriones de malz embebidos en ausencia y presencia de FBl 10 11M. 

. 

Tiempo de 
¡enninaci6n (horas) 

P<O.OI 

A 

B 

12 
24 
J6 
48 
60 

" 35 
o 30 • 
~ 25 
m 

• 20 

• 15 m 
< 10 

5 

O 

2.50 

2.00 

1.50 

1.00 

0.50 

0.00 

12 

12 

ng SA I ¡ramo de tejido Relación 
Conlroles 

16.49 + 3.47 
18.54 + 4.31 
16.32 + 1.81 
21.7 + 1.86 
17.46 + 2.68 

24 36 48 

FBl 
19.92 + 2.96 
23.16 + 2.8 

3J.J9 + 3.29" 
21.07 ± 2.54 
25.05 + 3.25 

Ocontrol 

-FB1 

60 

FB l/control 
L21 
1.25 
1.91 
0.97 
1.43 

Acumulación relativa al cootrol 

24 36 .. 
horas de gennlnaclÓfl 

60 

Figura 16. Acumulación de SA 
inducida por la FB l. (A) Contenido 
de SA en embriones de maiz 
genninados en ausencia ( O) y 
presencia ( . ) de FB 1 10 f.lM. (B) 
Acumulación relativa a los controles 
de genninaci6n. 
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4.2. Acumulación de SA en respuesta a diferentes concentraciones de FBl . 

Para determinar si la respuesta mostrada por los embriones embebidos con FE I 10 11M es dependiente 
de la dosis de toxina. se germinaron embriones durante 36 horas en presencia de varias concentraciones de 
FB!. En este ensayo se observó un efecto dosis-respuesta (Tabla 8 y Figura 17), es decir, la acumulación de 
SA en los embriones de maíz fue proporcional a la concentración de FSI aplicada. Cuando se aplicó FSl 25 
~M se incrementaron en un 100% los niveles de SA libre y a 50 ~M se observó un incremento mayor al 
150%. 

Tabla 8. Niveles de SA en embriones de malz embebidos con diferentes concentraciones de FS1 durante 36 h. 

A 

B 

" 
50 

• 
j .. 
~30 
~ 
.20 
< 

" 
o 

3.00 

2.50 

2.00 

' .50 

' .00 

0.50 

Concentración de n¡ SA I ¡ralOO de tejido 
FB1 ú<Ml 

O 18.99 + 1.68 
1 22.85 + 1.34 
10 31.37 + 3.48 
25 40.47 + 3.39 
50 49.53 + 2.77 

o " " 50 

~ntra<:l6n de FB1 (JiM) 

AcumulaciÓfl relativa al control 

0.00 +-~'-,.--"~ 

" " 50 

Coneentraclón de FB1 (JlM) 

AcumuladOr! relativa 
olrontrol 

1 
1.20 
1.65 
2.13 
2.61 

Figura 17. (A) Efecto dosis­
respuesla en la acumulación de 
SA inducida por FBl en 
embriones de maiz germinados 
durante 36 h. (5) Acumulaci6n de 
SA relativa al control de 
genninaci6n. 
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5. Efecto de las bases esfingoideas y la ceramida en los ruveles de SA en embriones de maIz en 
genninaci6n. 

5.1. Acumulación de SA inducida por fitoesfingosina yesfinganina 10 ¡.¡M. 
Para determinar si la acumulaci6n de SA inducida por la FB 1 estaba asociada al incremento en los 

niveles de bases esfingoideas ocasionado por la inhibición de la esfinganina·N-acil transferasa por la toxina 
(Rivas. 2001), se embebieron embriones de malz en placas que contenían esfinganina o fitoesfigosina 10 
IlM. Ambas bases indujeron un incremento considerable en los niveles de SA y éste se observó en tiempos 
más cortos que con FBI (fabla 9 y Figura 18). El tratamiento con esfinganina provocó un incremento de 6 
veces en los niveles de SA de embriones genninados durante 16 horas, mientras que en embriones 
germinados con la fitoesfingosina se triplicaron los ruveles de SA a las 24 horas de genninación. El 
disolvente en que se prepararon los esfingolipldos no tuvo ningún efecto sobre la inducción de SAo El 
incremento en los niveles de SA con esfinganina es transitorio pues a las 24 horas se reducen a 95 nglg, 
aunque se mantienen por encima del control hasta las 48 horas. 

Tabla 9 Niveles de SA (ng!¡ramo) en embriones de maiz embebidos con bases esfinl!oideas (10 jJM) 

H"" "" controles Etanol 
Es_ 

fitoesfin2osina 
imbibici6n ( 0.275%) 

16 22.08 + 4.47 29.99 + 3.19 130.37 + 7.38 47.29 + 6.69 
24 18.62 + 4.74 23.7 + 3.86 95.74 + 5.66 59.74 + 4.27 
JO 20.83 + 3.71 27.86 + 3.()i 53.11 +5 27.61 + 3.28 
J6 18.53 + 1.8 17.87 + 4.25 36.44 + 3.84 40.13+4.49 
42 21.51 + 1.65 14.92 + 1.78 38.53 + 3.4 24.09 + 2.71 
48 24.38 + 2.65 14.74 + 2.35 26.87 + 3.08 22.11+3.02 

16. '-~~~~~~~~~~~~-Ocontrol 

14' 
o 120 
~ !' 100 ~~~~~~~_ .fitoesfingoslna 

Q 80 
~ 

'" 60 
Q 
< .. 

20 

• 
16 24 30 36 42 48 

horas de Imblblcl6n 

F¡gura 18. Efecto de las bases esfrngoideas en la acumulación de SA en embriones de maiz durante la 
germinación. Los embriones se genninaron en presencia de las bases esfingoideas fitoesfingosina (. ) y 
esfinganina (. ) 10 jJM, Y en presencia del solvente (O) durante el tiempo indicado. El SA se extrajo y se 
cuantificó por HPLC oon un detector de fluorescencia. 
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5.2. Acumulación de SA inducida por ceramida-C6 10 IJ,M. 

Debido a Que tanto las bases esfingoideas como la ceramida pueden actuar como mol&:ulas de 
señalización. se diseñó un experimento para detenninar si la esfinganina o la ceramida era la responsable de 
inducir la producción de SAo Considerando que la esfinganina ex6gena en el ensayo anterior podría ser 
util izada como sustrato por la esfinganina·N·aciltransferasa e incrementar los niveles de ceramidas 
endógenas, se detennin6 si una ceramida de cadena corta (ceramida-C6) podía inducir acumulación de SA en 
los embriones. Para este ensayo se utilizO un nuevo lote de semillas de maiz (cosecha 2003), y considerando 
que pOOria existir variabilidad entre lotes de maíz se repitió el ensayo con esfinganina 10 flM incluyendo 
tiempos de genninaci6n más cortos. 

Al comparar el efecto de la esfinganina 10 J.LM en Jos embriones del nuevo lote de semillas (Figura 
19) con el presentado anterionnente (Figura lS) se obseJVó Que el patrón de acumulación de SA no fue el 
mismo pues en los embriones de la cosecha 2002 la máxima acumulación ocumó a las 16 horas, mientras 
Que en embriones de la nueva cosecha ocumó a las 36 horas. Sin embargo, si se obseJVó un incremento en 
los niveles de SA libre a tiempos tempranos en los tejidos incubados con esfinganina. En la tabla 10 y figura 
19 se observa Que la ceramida exógena tambitn provocO un incremento superior al 200% en los niveles de 
SA en embriones de mafz Que se observó únicamente a las 24 horas. 

Tabla JO. Niveles de SA (ng/gramo) en embriones de mafz embebidos con esfinganina y ceramida JO IlM. 
Entre parentesis se indica la acumulación de SA relativa a los controles de genninación 

Horas de imbibici6n fI2 SA 12rnlTIO tejido 
Controles Esfifl2iU\ina Ceramida-C6 

4 58.1 +9.7 138.4 +34.1 (2.4) 47.3 + 15.6 m.S) 
8 35.6 + 7.4 99.2 + 27.6 (2.8) 24.6 + 10.7 (0.7) 

12 25.S + 5.2 102.2 + 27.7 (4) 27.8+ 11.4 (1.1) 

16 23 + 4.9 62.7 + 18.2 (2.7) 31.4 + 10.2 (1.4) 

24 25.3 + 7.9 79.2 ± 17.5 (3.1) 78.1 + 21.4 (3.1) 

J6 27.1 +7.1 1425 + 36.3 (5.2) 34.6 + 11.2 (1.3) 

48 27 +9 67.7 + 18 (2.5) 14.9 + 11 (0.6) 

60 33.5 + 6.6 53.2 + 15.6 (1.6) 26.2 + ¡lA raS) 
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Figwa 19. Efecto de la esfingartina y la ceramida 10 ~ en la acumulación de SA en embriones de mafz 
durante la germinación. (A) Incremento en los niveles de SA inducido por esfinganina ( . ) y centmida (O) 
en embriones de la cosecha 2003. (E) Acumulación de SA relativa a los controles de genninaciOn. 

6. Efecto de miriocina 100 nM y 1 JJ.M en los niveles de SA en embriones de maIz en germilw;i6n. 

La FB 1 es un inhibidor de la esfinganina-N-acil-transferasa y causa acumulación de bases 
esfingoideas que a su vez provocan un aumento en Jos niveles de SA. Para corroborar la relación entre el 
incremento en la concentración intracelular de esfinganina y/o esfingolfpidos complejos y la acumulación de 
SA se analizó el efecto de un inhibidor de la serina palmitoil transferasa (miriocina) en los niveles de SA en 
embriones de maiz en genninaci6n pues este causarla una reducci6n en los niveles de bases esfingoideas. Se 
probaron dos concenlraciones de miriocina (100 nM y I ~ ya Que in vitro inhibe a la SPT de células 
CI1..L-2 con una lelO de 0.3 nM (Miyake el aJ., 1995). 
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Los niveles de SA en los embriones genninados en presencia de miriocina fueron ligeramente 
inferiores o similares a los niveles de SA presentes en los controles (Tabla II y Figura 20). En particular, se 
observó una reducción del 50% en los niveles de SA a las 24 horas y no hubo diferencia entre las dosis de 
miriocina empleadas. 

Tabla 11. Niveles de SA (ng!gramo) en embriones de maiz germinados en presencia de miriocina 100 nM y 

luM 
Horas de imbibici6n controles Miriodna 100 nM Miriocina 1 JJM 

6 51.1 + 8.4 30.2 + 7.4 31.4 + 5.5 
12 20. 1 +4.1 15.4 + 3.4 19.8 + 4.0 
24 28.1 +5.2 13.3+3.1 13.7+3.1 
36 26.0 + 4.9 17.3 + 3.6 17.4 + 3.6 
48 35.6 + 6.3 3J.J + 5.6 32.3 + 5.8 

70 .. h======:::~=". 
o 50 • t;h-----------------------.• '.~ ,u. 
• .., 
Q 

< 30 
0 
Q ,. < 

10 

O 

• 12 24 36 .. 
horu d.lmblbh;:IOri 

Figura 20. Efetto de la miriocina en los niveles de SA en embriones de maiz en germinación. 
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7. Análisis molecular de la expresi6n de genes que participan en la biosfntesis de SAo 
Para detenninar si efeclivamente la acumulaci6n de SA inducida por FSI. bases esfingoidcas y 

ceramida se debe a la inducción en su biosíntesis, se analiz6 por RT-PCR semi-cuantitativo la expresión de 
los genes PAL e les en respuesta a esfingolípidos e inhibidores del metabolismo esfillgoideo. 

7.1. Clonaci6n de cONAs parciales de PAL, ICS, UBQ y PR-l. 
Los oligonucle6tidos diseñados (tabla 3 en materiales y métodos) pennitieron sintetizar y amplificar 

a los cONAs de malz correspondientes a los transcritos de PAL, ICS, y USO (Figur.! 21) a partir de RNA 
total de embriones de ma!z germinados durante 36 horas. El cONA de ZmPAL contiene 418 pares de bases 
(pb) y el cDNA de ZmUBQ 306 pb (Figura 21A). Debido a que los oligonuclcótidos par.! amplificar la 
secuencia de ZmlCS se diseñaron a partir de una secuencia EST de arroz, se us6 RNA de embriones y hOJa 
de esta planta como control positivo (Figura 21C) y se pudo amplificar también a partir de RNA de maíz 
(Figura 210). No fue posible clonar al cDNA de ZmPR· I a partir del RNA de embriones ge!1l1inados en 
presencia de FB J 10 !-1M (que se util izarla como control positivo de la acumulaci6n de SA ante una mayor 
expresi6n de PAL y/o leS) debido a que el oligonucle6tido reverse amplificó inespecíficamente un 
fragme nto de cDNA que corresponde a una prote!na de choque ténnico (HSP, Figura 2IB). En un segundo 
ensayo para clonar al cDNA de ZmPR· 1 se utilizó RNA de embriones ge!1l1inados en presencia de SA 5 
mM, y se probó un nuevo oligonucleótido revcrsc (Apéndice A). pero no se lograron amplificar los 
productos esperados de 381 y 262 pb. 

100 pl:>-+ 

A 
MK23 4 5 

--
e 

Emluión Hoja 
MK 23 4 5 

B 

= 

5OOp~ --
ii 

381 p~ -

600 

l00p~_ 

D 

Em~¡jón. ...1!Oja 
MK2345 

p' 

Figura 21. Fragmentos de cONA obtenidos por RT-PCR: (A) PAL Y UBQ (418 y 306 pb, respectivamente), 
(B) HSP de ma!z, (C) ICS de arroz y (O) ICS de ma!z. En (A), (e) y (D) en los carriles 2 y 4 se cargaron 
controles negativos (RNA como molde). 
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La identidad de cada uno de los cONAs clonados (tabla 12) se corroboró por comparación con la 
base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI, hl1p://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
mediante el programa BLAST. Las secuencias de los cONAs se presentan alineadas con sus homólogas en el 
Apéndice B. 

Tabla 12. Similitud entre las secuencias de cONA clonadas a partir de embriones de maíz y secuencias 
registradas en el banco de genes 

Clona Especie Acceso % identidad 
Genbank 

Zeamays L77912 88 
ZmPAL Tnlicum aes/ivum AYOO5474 88 

Hordeum vulgare Z49146 87 
Oryza 53/i va AY224546 87 
Zea mays U29158 98 

ZmUBQ Oryza saliva X76064 88 
Horc/eum mlgare X04133 86 
Magnaporthc gnSca AF056625 86 
Oryza 53liva CA7634 10 87 

Zm/es Glycfnemax CD398634 86 
Tnlicum acslivum BQ905086 84 
Arabidopsis tlIaJiana AY056055 67 
Tn'ticum acso'vum HSP80-2 X98582 90 

ZmHSP Hordellm vlllgan: HSP90 AY325266 90 
Oryza saliva HSP82 ZII920 86 

7.2. Condiciones óptimas para el análisis de expresiOn génica por RT-PCR semi-cuantitativo. 

Un aspecto muy importante en este ensayo fue verificar la integridad del RNA que se utilizó como 
molde para sintetizar a los cONAs, así como la calibración de todas las muestras. Cada muestra de RNA se 
cuantificó por espectrofolometrfa y posteriormente se determinó su calidad al analizar 2 ~g por electroforesis 
horizontal en geles de agarosa al 1 % fJ>Iv) con bromuro de etidio (Figura 22). 

Todos los cDNAs se sintetizaron con oligonucle6tidos especfficos (Tabla 3 en Materiales y Métodos) 
a Partir de 2 f.lg RNA lotal, y se realizaron varias pruebas de PCR variando la cantidad de molde, 
concentración de oligonucleótidos y número de ciclos de amplificación. El transcrito de la ubiquitina (UBQ) 
es muy abundante pues se pudo detectar usando una concentración de oligonucle6tidos de 0.08 f.lM con 27 
ciclos de amplificación (Figura 236 y E). Para la detección semi-cuantitativa del transcrito de la PAL se 
utilizaron 27 ciclos y una concentración de oligonucléotidos de 0.1 v.M (Figura 23A y C), mientras que el 
transcrito de la ICS fue el menos abundante ya que se requirieron 30 ciclos y una concentración de 
oJigonucléotidos de 0.4 }lM. Las condiciones establecidas para cada transcrito se resumen en la tabla 13. 
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Tabla 13 Condiciones para el ensayo de RT PCR cuantitativo . 

Transcrito [oligas) ¡.tLcDNA' Ciclos de }lL de PCR ' cargados 
e. M) amplificaci6n en gel 

PAL 0-> 2 27 10 
ICS 0-' 4 JO 15 

UBQ 0.08 2 27 10 
• Smtellzado a pamr de 2u& de RNA .... en un volumen de 20 JJL. 
• Volumen final por reacción 15 flL 

Controles FB1 

6 12 24 36 48 6 12 24 .36 48 horas de 
germinac;ón 

Figura 22. Calibración en gel de 2 f.1g de RNA total Que señan utilizados para sintetizar cONAs. 
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Figura 23. DeterminaciÓn de los parámetros óptimos para la detecci6n semi-cuantitativa de los transcritos 
ZmPAL, ZmICS y ZmUBQ ¡x>r RT·PCR. Se realizaron pruebas variado la cantidad de cONA, el nOmero de 
ciclos y la concentraci6n de oligonucléotidos. 
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7.3. Análisis de la expresión de PAL e lCS en respuesta a FBl, miriocina, esfinganina y ceramida-C6. 

Se analizaron los niveles de transcrito de la fenila1anina amonio-liasa (PAL) y de la isocorismato 
sintasa (ICS) debido a que éstas catalizan la primera reacci6n en cada una de las dos rutas biosintéticas 
descritas para el SA (Shah, 2003). 

La FB 1, esfinganina y ceramida-C6 indujeron la expresi6n de PAL (Figura 24A). Con F8 I se 
observó un incremento en la expresión de PAL desde las 6 horas, y se alcanzó la m1ixima expresión a las 12 
horas. El análisis densitométrico indicó que los niveles de transcrito aumentaron 4 veces (Figura 248). La 
esfinganina también causó un incremento en la expresión de PAL, detectable desde las 12 horas de 
genninación (Figura 248), y a partir de este tiempo los niveles del transcrito disminuyeron gradualmente 
hasta alcanzar los niveles presentes en el control. La ceramida indujo un incremento del 40% (1.4 veces) 
hasta las 48 horas (Figura 24A y B). 

La expresi6n del gen feS también se incrementó por el tratamiento con la FB I y esfinganina, pero 
esta inducción fue discreta, de apenas un 25% en las primeras horas de germinación y se hizo más evidente a 
partir de las 36 horas con FBl ya las 48 horas con esfinganina (Figura 24C y D). 

E! transcrito de ubiquitina en los embriones de malz es abundante y resultó un marcador adecuado 
como control de carga en la técnica de PCR semi-cuantitativo pues los niveles no tuvieron variaciones 
evidentes durante la genninación ni en respuesta al tratamiento con las toxinas y compuestos esfingoideos 
(Figura 24E). 
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Figura 24. Análisis de la expresión de 105 genes PAL (A), les (D) y UBQ (E) en embriones de maíz 
genninados en presencia de inhibidores de la biosfntesis de esfingolipidos (FBl \O ¡1M Y miriocina 1 
~M) Y esfingoUpidos (esfinganina y ceramida-C6 1O}lM). Densitometria de la expresión de PAL (8) e 
leS (O) en respuesta a los esfingolípidos y a los inluDidores de su biosíntesis. La expresión de UBQ (F) 
permaneció constante durante la germinación y ante el tratamiento con esfingolipidos o con las 
toxinas que afectan el metabolismo esfingoideo. 
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VII. Discusioo de resu1tados 

Análisis cuantitativo de SA por HPLC. 
La mayoría de las técnicas reportadas para el análisis cuantitativo de SA por HPLC en fase reversa por 

eluci6n isocrática y detecci6n de fluorescencia se realizan a partir de tejido verde diferenciado, 
principalmente hojas (Nugroho el aJ., 2001; Eshita, 2001). En la primera etapa para establecer las 
condiciones de an;1lisis de SA se probaron las tres soluciones de elución Que difieren en su composición 
(Tabla 2 en Materiales y Métodos) para evaluar su capacidad de resolver al estándar interno (o-ANI) y al 
analito (SA) de otros compuestos fluorescentes presentes en los tejidos del embri6n de malz. Sin embargo, 
ninguna de las mezclas result6 satisfactoria para este propósito por lo Que se evalu6 la mezcla metanol 40% 
y 60% agua (con 4% de ácido acético) empleada como fase mOvil para separar al SA de otros fármacos en 
una columna el. (Sawyer & Kumar, 2003). Esta fase móvil permiti6 resolver a los estándares de o-ANI Y SA 
a un flujo de 1.5 mUmin, aunque se estableci6 un flujo más bajo (0.8 mUmin) para separar al o-ANI y al 
SA de otros compuestos fen6licos presentes en los extractos. 

El método analftico para la cuantificación de SA en extractos de compuestos fen6licos de embriones de 
malz result6 altamente sensible y lineal en un rango amplio Que permiti6 analizar los niveles de o-ANI Y de 
SA con limites de detección menores a 10 pg. 

Porcen~ de recupO"aCÍOn en la extracción de SA 
Aunque se han reportado distintos compuestos como estándares internos en la extracción de SA (Eshita, 

2OOl), la elección del ácido o-anisico se debi6 a Que, además de satisfacer las caracterfsticas de un estándar 
intemo (propiedades qUimicas semejantes al SA, detecci6n especifica asi como alta sensibilidad para su 
detecci6n), se confinnó su ausencia en los embriones de maíz y bajo las condiciones anteriormente descritas 
para el análisis por HPLC se separa con una buena resoluci6n del SA y de otros compuestos feoólicos 
presentes en los extractos. 

La adición de un estándar interno es recomendable en una tecnica analitica pues pennite detenninar la 
eficiencia de cada extracción individual, por lo Que se obtienen datos más precisos del contenido de SA en el 
tejido vegetal. Los solventes empleados (metanol al 90% y la mezcla acetato de etilo:cicJopentano 1:1 v/v) 
permitieron una extracción cuantitativa de SA a partir de embriones de maíz pues los porcen~ de 
recuperación obtenidos para el estándar interno (o-AND casi siempre fueron mayores al 60%, y similares a 
los reportados por Mewly & Metraux (993) en la extracci6n de SA a partir de hojas de pepino. 

Niveles basales de SA en embriones de ma1z en germinación. 
Aparentemente los embriones secos tienen un alto contenido de SA libre que disminuye 50% a las 4 

horas de genninaci6n. Sin embargo. este valor de contenido relativo se expresó en base al peso seco y en las 
muestras de embriones de maíz embebidos se expresan en base al peso húmedo. La toma de agua en los 
embriones ocurre rápidamente yel peso casi se duplica desde las 4 horas de germinaci6n, lo Que sugiere Que 
los niveles de SA son similares a estos dos tiempos. La disminución posterior de los niveles de SA hasta 
alcanzar valores entre 18 y 27 ng/g posiblemente también se deba a la actividad de glucosiltransferasas Que 
lo conjugan para almacenarlo. 
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Se deseaba comparar los niveles de SA libre encontrados en embriones de mafz con valores reportados 
en la literatura, pero en todas las especies vegetales de las que se conoce el contenido de SA las 
determinaciones fueron realizadas en hojas de plantas de por lo menos dos semanas de edad. Entonces, este 
es el primer estudio que cuantifica al SA en una etapa de desarrollo temprana como es la germinaci6n. Es 
probable que la sintesis y acumulaci6n del SA encontrado en los embriones secos ocurriera durante la 
maduraciOn de la semilla. 

Resulta interesante que el contenido de SA en embriones de malz secos (113 nglg) es muy similar al 
reponado en hojas de plantas de malz de 4 a 6 semanas de edad (alrededor de ISO nglg; Morris el al., 1998). 
El alto contenido de SA libre en los embriones secos sugiere que no sólo es una molécula de resistencia 
inducible. sino que también podtía constituir una defensa preformada durante el desarrollo de la semilla para 
optimizar sus respuestas de defensa durante la germinación. ya que la inducción de la expresión de genes 
involucrados en la bioslntesis de SA y su traducción a proteinas requerirla tiempo que el patógeno podrfa 
aprovechar para colonizar a la semilla en germinación. Esta suposici6n está respaldada en repones que 
demuestran que las semillas de cereales están preparadas para contender a los patógenos al tener proteinas 
con actividad antiffingica e insecticida. Estas protelnas tienen una distribución diferencial pues en semillas de 
malz la proteIna inactivadora del ribosoma se encuentra preferentemente en el endospenno. mientras que la 
zeamatina es más abundante en el embrión (Guo el aJ., 1999). 

Por otro lado. el SA presente en el embrión seco también debe ser importante para regular procesos 
fisiológicos durante la germinaciOn y el establecimiento de la plántula como son el crecimiento celular (Rate 
et aJ., 1999) y la termotolerancia (Oarke et al., 2(X)4). 

Incremento en los niveles de SA inducido por la FBl en embriones de mafz en gemrinaci6n. 
La FBl es una toxina que induce varias respuestas caracter1sticas de defensa y de la HR en embriones 

de maIz durante la germinaci6n. La FBI provocó acumulación de SA en embriones de malz durante la 
germinaciOn (Figura 16). Este incremento fue notorio a las 36 horas de germinaci6n y se observ6 un efecto 
dependiente de la dosis en esta respuesta (Figura 17). Al comparar el curso tempora! de acumulaci6n de 
bases esfingoideas inducido por la FBI 10 J.LM durante la germinaci6n de ejes embrionarios de mafz (Rivas 
San Vicente. 2(01) con el incremento en los niveles de SA es evidente que la acumulaciÓn de bases 
esfingoideas precede a la del SA (Figura 25), por lo que se postul6 como hipótesis de este trabajo que estos 
precursores de esfingolfpidos participan en la regulación de la biosfntesis de SA. 

Sabiendo que el SA es una molécula importante en la integración de la respuesta de defensa a patógenos 
que induce la activación transcripcional de genes de proteInas PR y que es esencial en la HR. serta posible 
que la degradaci6n de DNA y activación transcripcional de glucanasas y quitinasas inducidas por la FBl 
también ocurriera como consecuencia de la elevación en los niveles de SAo 

Nuestros resultados proveen evidencia bioqufmica directa de que la FBl induce la acumulación de SA en 
plantas. Anteriormente solo se tenfan evidencias genéticas en plantas de A. thaliana, que al ser infiltradas con 
FB I o transferidas a placas de agar con la toxina desarrollan lesiones parecidas a la HR y expresan genes PR 
(Stone el aJ., 2(XX)). Es interesante notar que la elevaci6n de casi dos veces en los niveles de SA inducida por 

la FBI en los embriones de mafz en germinaciOn es muy semejante a la acumulación de este metabolito en 
hojas de plántulas de mafz de 4 a 6 semanas de edad inoculadas con esporas de ColletotriclJum gr.uninicola 
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o Sipo/ans mayms (2.6 veces; Monis el al., 1998). Esto sugiere que en las etapas tempranas de desarrollo 
existe la capacidad funcional completa para desarrollar una respuesta de defensa dependiente de la vfa del 
ácido salicflico. 
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Figura 25. Acumulación de bases esfi ngoideas (pmoles/rng tejido; Rivas San Vicente, 2001) y ácido 
salicOico (nglg) inducida por FBI 10 1lM. 

Fiecto de las bases esfingoideas y ceramida en los niveles de SA en embriones de ma1z en germinación. 
La hipótesis de que la acumulación de SA inducida por la FBI estaba relacionada con el incremento en 

los niveles de bases esfingoideas se corroboró al encontrar que la esfinganina y fitoesfingosina 10 llM 
aumentaron los niveles de SA de los embriones en germinación en mayor magnitud (6 y 3 veces, 
respectivamente) y en tiempos más cortos (16 y 24 horas, respectivamente) que la toxina (Figura 18). Sin 
embargo, es diffcil señalar que uno de estos compuestos en particular sea directamente responsable de la 
acumulación de SA en los embriones pues los esfingolfpidos se pueden metabolizar rápidamente en la célula 
e interconvertirse entre ellos. Las bases esfingoideas que se adicionan al medio de imbibición pueden 
difundir rápidamente a través de la membrana plasmática y podrtan ser fosforiladas para fonnar esfinganina­
I-fosfato y fitoesfingosina-I-fosfato (Crowther & Lynch, 1997), derivados que también poseen actividad 
biológica en marnfferos y S. O!Jevisiae (Dickson & l..ester, 1999; Huwiler et al., 2<XX>). Asimismo, la 
esfinganina al ser sustrato de la esfinganina-N-acil-transferasa podrfa incrementar los niveles de ceramidas 
endógenas, y entonces éstas podrtan ser las responsables de la acumulación de SAo Para corroborar o 
descartar esta hipótesis se determinó si una ceramida de cadena corta incrementa los niveles de SA en los 
embriones de mafz en germinación. La ceramida-C6 t.ambi~n estimuló la acumulación de SA (Figura 19), 
pero con una cinttica más lenta pues se observó el efecto hasta las 24 horas. Este incremento tardfo (con 
respecto al inducido por las bases esfingoideas) en los niveles de SA provocado por la ceramida-C6 podña 
deberse a Que este esfingolfpido al tener una estructura qUímica más compleja Que las bases esfingoideas no 
difunde tan rápido como ellas a través de la membrana plasmática. 
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[)i'-Cll~ión di.' r<! 'llltado~ 

Este experimento no resolvió totalmente nuestra pregunta pues también es posible que la ceramida sea 
hidrolizada por una ceramidasa liberando moléculas de esfingosina que incrementarla los niveles de bases 
esfingoideas. También es posible que la esfingosina sea reacilada con un ácido graso de cadena larga como 
se ha demostrado en células de mamiferos «()greunen el al .• 2002). 

La interconversiÓll de esfingolipidos dificulta la interpretación del efeclO de las bases esfingoideas y 
ceramida en la inducción de SA, aunque de cualquier manera los resultados indican una evidente asociación 
entre la acumlación de SA yel metabolismo de estos Upidos. 

Un aspecto importante del incremento en los niveles de SA provocado por las bases esfingoideas y la 
ceramida en los embriones en genninación es que una vez alcanzada la acumulación máxima de SA, los 
niveles decrecen con tendencia a los niveles basales. Esto se debe a que los esfingoUpidos exógenos son 
metabolizados por los embriones (desapareciendo el estimulo que promueve la acumulación de SAl pues en 
otro ensayo en el que los embriones se transfirieron cada 24 horas a placas de agar frescas (adicionadas con 
esfinganina o ceramida C6) si se mantuvieron los altos niveles de SA (Figura 27 en el A~ndice C). 

Efecto de un inhibidor de la slntesis de bases esfingoideas (miriocina). 
La miriocina es otra micotoxina que afecta la bios{ntesis de esfingolfpidos por ser un potente inhibidor 

de la serina palmilOil transferasa (SPT; Miyake el aJ., 1995), enzima que cataliza la primera reacción en esta 
ruta. Para corroborar que es el incremento en la concentración de bases esfingoideas en la ctluJa y no la 
deJ)lecioo de otros esfmgol[pidos -como la ceramida- lo Que induce acwnulación de SA, se determioo el 
efecto de la miriocina en los niveles de SA en embriones durante la genninación. Como se esperaba. el 
contenido de SA de los embriones genninados en presencia de miriocina fue similar o ligeramente inferior al 
de los controles (Figura 20), con lo cual se demuestra Que los esfmgolipidos y la actividad de la SPT son 
importantes en la cascada de señalización que activa la acumulación de SA en la respuesta de defensa a 
patógenos. 

Ya se habia sugerido la participación de la SPT y sus productos Oas bases esfingoideas) en la respuesta 
de defensa a patógenos por el hecho de Que la transcripción del gen SPT de papa. se induce fuertemente 
durante la interacción incompatible con el hongo Phytophthora infcstans (Birch el al .• 1999). Sin embargo, 
aun no se ha demostrado que los niveles de bases esfingoideas se eleven, por lo que la miriocina seria una 
herramienta Otil para detenninar si inhibe o reduce la intens.idad de la HR en algOn sistema de 
incompatibilidad. 

Es importante notar que aunque no se detenninaron los niveles de bases esfingoideas en los embriones 
expuestos a la miriocina. es casi seguro que disminuyeron pues las concentraciones de toxina empleadas (100 
nM y I ~M) son superiores a la Ki de la SPT de células C'I1.L-2 (2.8 x 10.10 M). Por otro lado., la miriocina 
en concentración 100 nM fue suficiente para prevenir la muerte celular provocada por la toxina AAL 200 
nM (que induce acumulación de bases esfingoideas) en hojas de jitomate (Spassieva el al., 2002). 

Condiciones Optimas para el análisis de expresiOn gtnica por RT-PCR semi-cuantitativo. 
Los niveles de los transcritos de los genes Que codifican las enzimas de la ruta biosintética de ácido 

salic[iico se detenninaron con la técnica de RT·PCR semi-cuantitativo. Esta técnica pennite detectar niveles 
bajos de transcrito y variaciones en los niveles de ~te si se emplea un RNAm marcador cuyos niveles no 
vañen a lo largo de la genninación ni en respuesta a los compuestos que se probaron. Se encontró Que 
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los niveles del transcrito de la ubiquitina no variaron a lo largo de la genninaci6n y tampoco fueron 
afectados por la adición de las toxinas o de los esfingolfpidos (Figura 24E y F). Para analizar los niveles de 
los transcritos de los genes PAL e les se detenninó para cada uno la cantidad de molde, la concentraci6n de 
oligonucleótidos y el número de ciclos de amplificación. Para analizar la expresión de ZmPAL y ZmUSO 
fueron suficientes 2 flL de cDNA y 27 ciclos de amplificación, con concentraciones de oligonucléotidos de 
0.1 y 0.06 }lM, respectivamente, mientras Que para analizar la expresión de ZmiCS se requirió el doble de 
cDNA (4 JlL), una alta concentraci6n de oligonucle6tidos (0.4 }lM) y 30 ciclos de amplificación. El RNAm 
de ZmICS es escaso en los embriones en genninación debido a que la proteína se dirige a cloroplasto y en 
esta temprana etapa del desarrollo apenas se empiezan a diferenciar los p!astidios. La ~a concentraciÓn de 
oligonucle6tidos utilizada para la Zmuso no fue limitante pues aún con 0.04 J.1M se pudo visualizar el 
producto de amplificación en un gel de agarosa teñido con bromuro de etidio (Figura 23). El número de 
ciclos de amplificación detenninado para cada cDNA se mantuvo dentro del intervalo exponencial sin haber 
alcanzado la saturación (Figura 23). 

Análisis de la expresiOn de genes que participan en la biostntesis de SA en respuesta a FBI. miriocina, 
esfin¡anina y ceramida. C6. 

Se supuso que la acumulación de SA libre provocada por FBl. bases esfingoideas y ceramida podóa 
deberse a una inducción en su biosfntesis teniendo como antecedente que la infeCciOn por patógenos y otras 

condiciones de estrés aumentan la expresión de la PAL (Reinold & Hahlbrock, 1996; DUon & Paiva, 1995). 
Tambitn se analizó la expresión del gen que codifica a la ICS porque recientemente se demostró su 
participación en la resistencia a patógenos (Wildennuth el al, 2001). 

El análisis de la expresión de los genes ZmPAL y ZmICS (Figura 24 A y e) demostró Que la 
acumulación de SA inducida. por FBI, esfinganina y ceramida C6 se relaciona con una mayor expresión de 
estos genes. Se esperaba encontrar mayor expresión de estos genes en los embriones genninados con 
esfinganina pues de todos los compuestos evaluados fue la Que provocO mayor acumulación de SA. Sin 
embargo, la mayor inducción de la expresiOn de ZmPAL y ZmICS se debió a la FBI, lo cual podrfa 
atribuIrse a Que la toxina tiene otros mecanismos de acción molecular Que podrfan activar la expresión de 
genes de defensa independientemente de la acumulación de bases esfingoideas. 

El análisis densitométrico sugiere Que la mayoría del SA acumulado provino de la ruta biosintética de la 
PAL pues en los embriones expuestos a la FBl ya la esfinganina su transcrito se incrementó 4 y 2.5 veces 
(Figura 248), respectivamente, mientras Que el transcrito de la res aumentó 1.5 veces en respuesta a la FB I 
(Figura 24D). Sin embargo, para confinnar o descartar esta suposición se deberán detenninar los niveles de 
ambas prote[na (PAL e leS) as[ como su actividad en embriones sometidos a los tratamientos Que ya se han 
descrito. 

Este es el primer estudio Que detennina la contribuciOn de las dos rutas biosintéticas del SA en la 
respuesta de defensa, evaluando la expresión de las enzimas importantes en la regulación de estas vias. 
En plantas se hademostrado Que la PAL regula la biosíntesis de SA por la v[a de los fenilpropanoides. La 
producción de SA a partir del corismato catalizada por la les se describió recientemente y su regulación no 
ha sido estudiada. pero en procariotes se reportó Que la leS regula biosfntesis de salicilatos (Gaille el al., 
2003). 
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Posible participacibn de ZmHSP en la activacibn de la respuesta de defensa por esfingolIpidos. 
Es interesante notar Que se aisló un cDNA de una protefna de ch(Xjue térmico (ZmHSP) con un 

oligonucle6tido diseñado para sintetizar al cDNA de ZmPR-I a partir de RNA de embriones expuestos a 
FB I 10 JJM como un transcrito Que aparentemente se incrementa. 

En S. cerevisiae y mamiferos se ha demostrado Que la respuesta a ch(Xjue térmico está mediada por 
cambios en los niveles de esfingolipidos, aUllQue difieren en términos del lipido activo, mecanismo y funci6n 
final. Las bases esfingoideas (sintetizadas de novo) se consideran como los principales esfingollpidos 
bioactivos en la respuesta al ch(Xjue térmico en levadura debido a Que incrementan los niveles de trehalosa 
Que actúa como termoprotector permitiendo que la levadura sobreviva y crezca a temperaturas elevadas. En 
mamiferos el incremento en los niveles de ceramida (ocasionado por la deg:rndaci6n de esfingomielina) se ha 
relacionado con la apoptosis, aunque la acumulaci6n de ceramida en respuesta al ch(Xjue térmico no conduce 
a muerte celular en todas las lineas celulares y podrta tener alguna Q(ra funci6n termoprotectora aún no 
descubierta (Jenkins 2003). 

La inducci6n de la expresión de ZmHSPen embriones de mafz expuestos a la FBI sugiere Que en 
plantas -al igual Que en S. cen:visia~ la acumulación de bases esfingoideas induce la expresi6n de HSPs. Sin 
embargo, también es posible que la acumulación de SA inducida por la FB I sea la responsable de la mayor 
expresioo de ZmHSP pues el SA induce la expresión de HSPs en jitomate y Arabidopsis, y les confiere 
termolOlerancia al igual Que a otras especies vegetales (ame el aJ., 2004). 

Recientemente se ha descubierto Que las HSPs tienen una función importante en la respuesta de 
defensa a patOgenos. La SIPK (cinasa de proteinas inducida por SAl de Nicoliana benthamiana interactúa 
con la HSP90 citosOlica en ensayos de doble hlbrido (Kanzaki el al., 2(03). Los mismos autores demostraron 
la participaciOn de las HSPs en la respuesta de defensa a patógenos al encontrar que las plantas silenciadas 
en los genes HSfX:KJ y HSP70 no desarrollan HR ante la infiltración de la proteina INF del hongo 
P/¡ytoplhora jnfeslans, o de la bacteria Pscudomonas cichoni, y Que su expresión de genes PR fue menor en 
comparación a las plantas silvestres. En A. thaliana una mutaciOn en el dominio de unión a A TP de la 
HSP90 compromete la funci6n de la proteina de resistencia RPMl que activa la respuesta de defensa ante 
Pscudomonas syn"ngae (Huben el aJ., 2003). 

En base a los resultados ohtenidos y a los elementos que se conocen de la vra de señalización del 
acido salicflico, se pro¡xme el modelo representado en la figura 26. El incremento intracelular en la 
concentración de esfinganina -ya sea por la rápida difusiOn de la base esfingoidea exOgena a través de la 
membrana plasmatica, o bien, por la inhibición de la esfmganina-N-acil-transferasa por la FBl - activa la 
expresi6n del gen o genes Que codifican a la PAL Que participa en la bioslntesis de SAo Esta enzima se 
presenta en varias isoformas Que pueden ser productos de diferentes miembros de la familia multigénica o 
pueden provenir de mooificaciones post-traduccionales de uno o mas genes (Appen el aJ., 1994; Sarma el aJ., 
1998). La inducción de la expresión de PAL aumenta la biosfntesis de SA en el citosol y este metabolito 
induce la expresi6n de genes y afecta la conformación de muchas protd nas al alterar el estado redox de la 
ctlulas, entre ellas el regulador transcripcional NPR 1 y el factor de transcripci6n TGA l (Mou el aJ., 2003; 
Després el aJ., 2003). A través de la familia de factores transcripcionales TGA el $A activa a genes 
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tempranos (GSTy Gl) y tardfos (genes P/?J, aunque la activaciOn procede a través de distintos mecanismos 
pues la activación transcripcional de los genes PR procede a través de una v!a dependiente de NPR l 
(Uquillas el al. 20)4). La proteína NPRI en el citosol se mantiene como un oligómero inactivo a través de 
puentes disulfuro intramoleculares, ocultando una secuencia de localización nuclear. El incremento en los 
niveles de SA provoca la transición de NPRl a la forma monomérica activa Que migra al núcleo donde actúa 
como coactivador de los factores de transcripcibn TGA induciendo la expresión de los genes PR (Mou el al, 
2003). La actividad de algunos factores de transcripción como TGA I y TGA4 depende de la acumulación de 
SA pues se reduce su puente disulfuro y adoptan una conformación Que les permite interactuar con NPR l. 
La unión de NPR 1 a estos factores transcripcionales aumenta su afinidad por el DNA en el elemento cis 
TGACG (Despres el al., 2003). 

Los factores de transcripciOn WRKY también participan en la via de sefialización del SAo Se ha 
demostrado Que el factor WRKY70 de A. lhaJiana actúa ño abajo de NPRI como coactivador de genes 
inducidos por SA (Li el aJ.. 2004). El gen lCSl de A. thaJiana posee en su promotor elementos cis 
denominados cajas W Que son reconocidas por factores de transcripción WRKY. por lo Que es probable Que 
la acumulación de SA en el citosol provocada por la esfmgaruna active al factor WRKY requerido para la 
activacibn transcripcional del gen o genes lCS en mafz. Esto explicarla que la inducei!>n de la expresión de 
ZmICS ocurriera después de la activación transcripcional de ZmPAL 

Es probable Que la inducción de la expresión de ZmPAL y ZmICS por los esfingolipidos esté 
mediada principalmente por factores de transcripción MYB. Las proteinas MYB son la familia de factores 
transcripcionales más abundantes en plantas y son los principales reguladores del metabolismo secundario 
(Jin & Martin, 1999), y más aun, que la protefna AtMYB30 de A. thaJiana actúa como un regulador positivo 
de la HR (Vailleau el aJ., 2002). 

Resultaña interesante detenrunar el mecanismo por el cual los esfingolipidos inducen la expresi6n de 
genes Que participan en la biosfntesis de SAo en especial, la combinación de elementos cis y factores trans 
que se requiere para la transcripción de los genes PAL e ICS. Se sabe Que los factores MYB de plantas se 
unen a uno o más de dos elementos cis cuyas secuencias consenso son CNGlTR, GKlWGTIR y 
GK11WGGTR donde N=Aff/CIG, R=NG. K=GJT y W=Aff (Yang el aJ., 2(01). Otro aspecto interesante 
sena detenrunar si los esfingo][pidos modulan la actividad de las protefnas MYB y otros factores 
transcripcionales involucrados por mecanismos post·traduceionales. Quizá los esfingolfpidos activen cinasas 
Que alteren el estado de fosforilacibn de los factores transcripcionales y esto aumente su afinidad por el DNA 
y la transcripción de genes (Johnson el aJ., 1999). 

Este trabajo aporta evidencias de la participaci6n de los precursores de esfingolfpidos en regulación 
de la respuesta de defensa en plantas, y es probable que el balance en los niveles de estos compuestos y de 
sus derivados fosforilados module la respuesta de defensa y muerte celular en plantas. Recientemente se 
describió que la mutante acd5 (accelerated cell death) de A. thaJiana muestra sfntomas exacerbados durante 
el ataque por pat6genos y muerte celular (liang el aJ., 2003). Una vez aislado el gen, se identificó a la 
protefna ACOS como una ceramida cinasa que probablemente contribuye en la regulación de los niveles de 
ceramida Que induce muerte celular. 
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VIn. Conclusiones 

La FBl siendo una micotoxina que altera la biosfntesis de esfingolfpidos provocando acumulación de 
bases esfingoideas, resultó una herramienta útil para estudiar la asociación entre el metabolismo de 
esfingolípidos y la acumulación de ácido salicflico. La FBl induce un incremento significativo en los niveles 
de ácido salicilico libre en embriones de ma[z a las 36 horas de imbibición, y este incremento es 
proporcional a la concentraci6n de toxina añadida. Asimismo, la esfinganina y fitoesfingosina inducen una 
acumulación de ácido salicflico libre en mayor magnitud y en menor tiem)X) que la FB 1, lo que sugiere que 
estos compuestos están mediando el incremento en los niveles de ácido salicilico observado. Por otro lado, la 
ceramida-C6 exógena también provoca acumulación de ácido salicflico, )X)siblemente porQue es hidrolizada 
)X)r una ceramidasa en los embriones para generar esfingosina, aunque esta )X)sibilidad no fue explorada en 
este trabajo. 

Tanto la FBl como la esfmganina activan la expresión de los genes PAL e ICS que codifican 
enzimas importantes en las dos rutas biosintéticas del ácido salicOico. La inducci6n de la eJt:presión de estos 
genes sugiere que la regulaci6n a nivel transcripcional es uno de los mecanismos )X)r los cuales se controla la 
actividad de la PAL y de la rcs. 

Los resultados obtenidos en este trabajo a)X)yan la hipótesis sobre una de las funciones de los 
compuestos esfingoideos como moléculas de señalización que participan en la respuesta de defensa de 
plantas contra patógenos a !raves de la acumulación de ácido salicilico. 
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XI. Apéndice 

Secuencias consultadas para el diseño de oligonucltotidos utilizados en el ensayo de RT-PCR semi­
cuantitativo. Las secuencias donde se alinean los oligonucloOtidos se indican en negritas. 

ZIIIPAL (L77 912 ) 

1141 CGCCGCAG'I'G GCTGGGCCCC CAGATCGAGG TCATCC'GCGC CGCCACCAAG TCCATCGAGC 
12 o 1 GCGAGGTCAA C'I'CCGT'GAAC GACAACCCGG TCA TCGACGT CCACCGCGGC AAGGCCCTGC 
1261 ACGGCOOCAA CT'I'CCAOGGC ACCCCCIITCC GCGTGT<:CAT OGACAACGCC CGCcrCGCCA 
1321 TCGCCAACAT CGGCAAGCTC A1"GTT'CGCGC AG'l'"I'CI'CCGA GCTCGTCAAC GAG'TTCJ'ACA 
1381 ACMCGOOCT CACCTCCAAC CTOOCCGGCA GCOX'AACCC CAGCCTGGAC TACGGC'ITCA 
1441 AOGGCACCGA GATCGCCATG GCCTCCTACT GCI'CCGAGCT CCAGTACCTG GGCAACCCCA 
15 o 1 TCACCAACCA CGTGCAGAGC GCOOACGAGC ACAACCAOGA CGT'GAAC'l'CC CTOGGCCTCG 
1561 TCTCGGCCAG GAAGACCGCC GAGGC'GATCC ACATCC'I'GAA GCTCA'l'GTCG 1'CCACCTACA 

ZIIIUSO (02 9158 ) 

421 'I'OGCroACTA CAACATTCAG AAOGAGAGCA CCCt'CCACTT GG1'GTTOCGT CTCAGGGGCG 
481 GCA'I'GCAGAT C"M'CG'I'GAAG ACTCTGACTG GCAAGACTAT CACCC"'t'T'GAG GTCGAGTCTr 
541 CTGATACCAT TGACAATGTC AAGGCCAAGA TCCAOOACAA OGAOGGCATt:: CC'I'CCGG.ACC 
601 AGCAGC'GGCT CA'ITITI'GCC GGCAAGCAGC TC'GAOOACGG GCGCACGC'M' GCeGACTACA 
661 ACA'l"'I'O.GAA OGAGAGCACC CTCCAC'Ii'GG TGCTGCGTCT CAGGGG'I'GGC ATGCAGATCT 
721 TCGTGAAGAC ACTl"AC'TOOC AAOAcaATCA CCCTTGAOOT GlGAG'TCCTCG GACACCATCG 

z.J>/U (08:2:2 0 0) 

1 GAACTAGTAA 'M'ATCAGCAA ACAACAAACA ATGGCACCCA GGCTAGCGTG CCTCCTAGCT 
61 C'TGGCCATGG CAGCCATC'GT CGTOOCGCCG TGCACGGCCC AGAACTCGCC QCAOOA.CTAC 
121 GTOOACCCGC ACAACGCOGC GCGCGCCGAC G'roGGCGTCG QGCCGGTGTC CTGGGACGAC 

181 ACCGTGGCCG CGTACGCGCA GAGCTACGCG GCGCAGCGCC AGGGCGACTG CAAGCTGATt:: 
241 CACTCCOOCG OOCCCTACOO CGAGAAccrc T'TC'TGGGGCT CCGCCGGCGC CGACTGGTC'G 
301 GC'GTCCGACG CCGTGGGCTC CTGGG'I"GTCC GAGAAGCAGT ACTACGACCA COACACCAAC 
361 AGC'I'GCGCGG AGGGGCAGGT GTGCOOCCAC TACACGCAOO 'I'OO'I'GTGGCG CCACTCCACC 
421 GCCATCGGCT G'I'GCCCGCGT CGTCTGC'GAC AACAACGCCG GCGTCTTCAT CATCrGCAGC 
481 TACAACCCGC CGGGCAACGT CGTCOOCGAG AGCCCCTACT AGACTGTCAT GCA.TACTACA 
541 A'M'ATATATA TATACGC'M'A ATA'M'AACTl" CAGCA'I'GCAT GCATA'M'ATA AATAGTGTTG 
601 TCAACTCTGT ATATCA'M'AT A'M'ACCATGA 'M'ATAT'l'GTl' GATGAACATA ATAAGTCAAT 
661 AAAACCATGC AOOC'GA'l"TTG TGAGCCAAAA AAAAAAAAAA AAAA.A.AAAAA AAAAAA 

NATACTCTTC ATCCGAGCCC AGCCGGT'M'G TOOTCTGCCC ACTGNAGAOO CACOCCAATT 
CATACAAGAT TA'l"GAAATTT TTGCCC'GTGG AATGTATGCT OOACCTGTI'G GTTGGl llOO 
AGGAGC"I'GAA AGTGAGTT'I'G CTGTTGGGAT TAGATCAGCA CTACTAGGAA AAOOTCATAG 
CACTITAGTl' 'I'GTGC'1'GGTG CCOOAATTGT '1'GAAGGTACA AATCCATCCT 'l"J'GAATOGGA 
TGAGCTTGAC CTCAMQCAT CCCAOT'I'TGC AAAGTrATTG CAGTATCAAG AACAACATAT 

T'I"GCTTGCAA GAGGC'I'GA.AA ATA'I'GGGAAC AGTGA'l"TTGA ATTGTAAcrA GGAGTTl'T'l'G 
IIIIGTl'GTG AAGAAGAlTG CllIlIlIlC CCTGCCATGA ACTTCAAAGG AlTGTCTTGT 
TCAAGTGCTT GCATACCAAT TATGTTTCCG ATCAATCAAA CACCTCCTAC ATACGCAGCC 

GC'i'GAAGCAT AAATCCAAGA AOGTGACGAA GAGAAAAGTI' GCGAAGAGTA CAAAGGC'l'AT 
ATGTACAATA AATTGTAACT ATTCAGTi'AG TGCAGTi'GTG CAAGTGTATA 'l"J'GAACCCCA 
TAGIIIGTTA GCTTC I IICG AATCGCTTAT ACATTTGATT CTTAAAATAA ATAMTATAT 
AAACACACCA TTTCACAAGC ATACAAAAAA AAAAAAAAAA AAA 
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Alineamiento del cONA parrial de la PAL de maIz Cl!aJquciio (2'mPAL) coa secuencias bom61ogas. 
Origen de las secuencias: Ya mays 0..71912), o. saliva (AY224546), T. II('S(jYUJ1l (AY005474). H. 
ru/g"" (249146). 

"""'-
Zea lNIys 
O. satfva 
T. aescfvum 
H. vulgare 

,~"'-

Zea mays 
O. sacfva 
T. a estjvum 
H. vulgare 

,~"'-

Zea maya 
O. satlva 
T. aes tlVU111 
H. vulgare 

ZmPIU. 
Zea mays 
O. aatlv .. 
T • .. esclvum 
H. vulg .. re 

~"'­

ze.. mays 
o . . .. clva 
T. aes ti",.. 
H. vulg .. r .. 

Z",PAL 
Zea maya 
O. a .. civ .. 
T. aest.ivum 
H. vulgar .. 

ZmPAL 
Ze .. maya 
O . .... civ .. 
T. aeac1vum 
H. vulg .. r e 

"""'-
Ze .. maya 
O . . .. c1v.!! 
T ... estivum 
H. vulgare 

1171 1230 

TCATC'CGCGC CGCCAC'CAAG TC'CATCGAOC 
TCATC'CGCGC GGCCACCAAO TCGA.TCGAGC GCGAGGTCAA C'I'COGTG.I\AC GACAACCCOG 
TIATI"CGATI TOCCACCAAG TCGA.1"I"GAGC G"I"GAGATCAA cr<:TGTCMC GACAACCCGC 
TCATCCGGl"C" TGCCAC'CAAG TC'CATCGAGC GCGAOCrrCAA CTCOOI'CAAC GACAACCCAO 

••••••••••••• 00 •••••••• 

1231 12'0 
TCATC(lAc:ur Gl'C{:CO"I'OGC AA(iG(.'(lCTCC A CGGCOGCAA CTTCGACOGC ACOCCCATCG 

TCAT<:GACtlT CCACCOCOOC AAOOC'OCTOC ACOOCOGCAA C'ITCCAOOOC ACCCCCATCG 
TCATCGA.c:ur CCACCGCOOC AADOCCcrOC ACOOCGGCAA C'ITCCAOOOC ACOCCCATCG 
TCATCGA.c:ur CTCCW1'OGC AAGOCCATCC ACOOTOOCAA ~ ACCCCCATrC 
TCAT'I'GACGT CCACCOTOOC ANJGCACTCC ATOOCOOCAA CTTCCAGGGC ACACCCATCG ........................ 
12'1 1350 
GCGTGTCCAT OOACAACACC AOOCTCOCCG TCGCOOCGAT CGGCAAGCTC AIUllCOCOC 
GCGTGTCCAT OOACAACOCC CGCCTCGCCA TCGCCAACAT COGC.MllCTC ATU1TCOCGC 
GCGTGTCCAT 001<CAACAC1:: CGCCTCGCCA TCOCCAACAT co::JCAAGCTC ATGT1"COCCC 
GTGTCTCCAT OOACAACAC'C CGCCTCGCCA 'l"I'OCTOC"l'AT 1'OOCAAGCTG ATG"i"I"COCGC 
Gl'GTGTCCAT OOACAACACC CG"TCl'COCCA TCOCCAACAT TOOCMGC'I'C A1'G"I"TroCGC 

1351 1410 
AGl'TC"t'COOA OC"I'CGTGAAC GACTTCTACA ACAATOOCCT GCCGTCCAAC C"itri"CCOGAO 
AGT1'C'l'ecGA OC"l'CGTCAAC GAGTTCTACA ACAACQDCT CACCTCCAAC CTOGCCGOCA 
AGT1'C'l'ecGA GCTOG'l"CAAC GAGTTCTACA ACAACOOGCT CACOTCAAAC croGCCOOCA 
AGTTCt"COGA GCTCOTGAAC GACTICTACA ACAATOOCCT 0CC"i'TCCAAC C'rol'CC'OOTG 
AGTTCt"COGA GCTC<1t'CAAC GAOTTCTACA ACAACQDCT GACCTCCAAC C't'ClIJCAClClC 
••••••• •• ... .. o" . ............... . • o, ••• • ••••• 
1411 

OOCOCAACCC """"""'" 
OCOOCAACCC """"""'" 
GCCGCAACCC GAGCTTGGAC 
OOCOCAACCC GAGCTTOO.AC 

~ """"'""'" 

1470 
TACGGC:ITCA AOGGCOCCUA GATTOCCA.TG GCCl'CCTACT 
TACOOC'M'CA AGGGCACCGA GATCGCCATG GCCl'CCTACT 
TACOGC:TTCA AGGGCACCGA GATCGCCATG oct"t'C'tTACT 
TATOG"i"ITCA AClOGCGCCGA GATCGCCATG occrcarACT 
TACGGC:ITCA AClOGCACCClA GATCGCCATU OC"M'CCTACT • • ••••••• ••• • ••••••••• o" ••••• •••• ••• o. o. .. • ••••••• 

1471 1530 
GCTCCGAGCT CCAGT'i"CCTG GCCAACCCeG TGACCAACCA c:urCCAGACO GCOOAOCAGC 
GCTCCGAGCT CCAGTACCrG OOCAACCCCA TCACCAACCA. COTOCAGAOC GCOOI.CGAGC 
GCTCOGAGCT CCAG"ITCCTC GCCAACCCGG TCACCAACCA CGTCCAGAGC GCOOAGCI\GC 
GCTCT'GAGCT OCAGTTCTTG OOCAACCCOG TGACTAACCA "l'G'l'CCAGAGC OCUGAGCAGC 
GCTCT'GAGCT CCAGTAt::CTT OCCAACCCOO TGACCAACCA 't'GTCCAGAGT GCOOAOCAGC 

1531 15'0 
ACAACCAOOA CGTGAACTCC CTCCXX:CTCA TCTCGTCCAG GAAGACQGCC GAOGCCGTCG 
ACAACCAOGA CGT"GAA.CTCC CI"OOOCCTCG TCTCOGCCAG GAAGACCGCC GAGOCGATCG 
ACAACCAOOA c:urcAACTCC CTCOCJCCTCU TCTCCGCCAlJ GAAGACCGCC GAGGCOOI"OO 
ACAACCAGGA TGTGAACTCA c:rrGGTC.'TCA TCTCATttAG GAAGACGCCO GAOOCTATrC 
ACAACCAClGA COTGAACTCT CTCOGCC"i"CG TCTCOOCCAG GAAGACCGCC GAOOCTGTGG 
.......... •• ..... • ... o. .......... 
15'1 16 50 
A~ A 
ACATCCTGAA TCGi"GGCUCT GTGCCAOOCC aroGACCrOC 
ACATCttCAA GCTCATGTCC TCCACCTACC TOOTT'GCGCT CTGCCAOQCC GTCGACCTGC 
1lCA1'CTTGAA. GATCATGTCT TCCACGTI"CC TOOTOOC't'CT GTGCCAOOCC ATI"GACC"ITC 
ACATCCTGAA GCTCATGTCC TCCACATACA T'OOTOGCGCt' GTOCCAOOCC ATCGACCTCC 
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Alineamiento del cONA parcial de la ICS de malz Cha!quello (ZmICS) con secuencias homólQ2aS. 
Origen de las secuencias: a $3lil'8 (CA7634IO), A. tl13lian8 (AY05605S), G. mu (CD398634) y T. 
~tiYl1l11 (BQ905086). 

ZmICS 
O.sat1v .. 
A. thaliamt 
G._ 
T ..... stivum 

ZIIIICS 
O.", .. t 1v" 
A. r:h.Itliolllla 
G.~ 

T.al!stivum 

,.,'" 
O.s .. tiv.l 
A. tha1101lll'' 
G._ 
T ..... stivum 

Z ... l CS 
O.sativa 
A. r:h.Itliollll .. 
G._ 
T."l!stiVUlll 

,.,'" 
O ..... t1v .. 
A. tha1101lll .. 
G._ 
T ....... t1vum 

AAC'T'Tl'G CAA./I.Cl'OGGA TGCTT····· ••••• 'I'GAGA 'I'CAAGC'I'CAT CCCA'ITCAAA 
AATAAC'I"I'TG CAAAC'I'OOGA T'GCTT..... • •• ··TGAOO TCAAGCTCAT CCCA'ITCAAA 
ATGAGA'iTCA GCCTCGCTGT TTCTTCTCTC G1'CGCAGTGA CGTTOOT'CG"I' CCCGl\TC'M'C 
AOCAACTTOG TGA.AC1'GAGA T'GTCT ••••• ·····TGAGC TCTAOC'TCAT CCCACTCCAG 

GCTn'RA 'I"G1lC ••••• - .. - - - -OCCA A.IVI./'.AARCAT CTCTAT'M'OO 

521 5BO 
AGATOGGT'IT G'-TACC'l'TC AACGATCCCC GCACC'OOCO' TACAJ:CAGAG 'I'GCTGTGACC 
OOATOOATTT G- ·TACC'l'TC AACAATTCCG OCACCAOCA- CAAACTAAAG TGC1'ATGACC 
'lTCTCGATCT AOC'TAAC'GA.(J AAC'OOAAACG GAAACGGAAA C'OOAACAGTG TCATCTGATC 
GTAAOOACTG G··TGCCITC CAcrATCCCT arcccAOCA- TATA'lTAAAG CACCAAGATC 
CGTCATCAAA G---ACCTr<: RACAATCCCG GCACCOOCA- TAAACtlAAAR TACTA.TA.11'IC 

SBl 640 
'T'TTT'CCAAGT AA .... CGCT GATCTAATCC CGACAOCGAA C'I'CGCACTCA GCTCCTCCAA 
TITJ'CCTAGT AG----TGC1' GATCTAATCC CM.CAfJCAAA CTCAC'MTCA. GCTCCTCCAA 
GTAATCTOOT TAGCGTTOCT OOTAT'COGCT' CTOCAGTTTT C'TTCCOTGA.C C'TI'GATCCTT 
C'TTM'CCA.CC M· · · · TQCT GACCTGATGC CAACItDCAAA CTCA.CTCTCT CC'I'CCA.CCAA 
'M'WAMCA.A.GT AG----TGC1' GAWCTAATCC CAA.CA.RCA.A.A. CI'CACTTTAA RC'l'CCACCAA .... 
641 700 
A.C:CAGCCAAC AOGACCOOCA. TACA.'M'CCAC OOTCA.A.A.A.AT 'I'1"CA.CA.A.TCC CGTATGAATI 
ACCAACCAAC ADG'I'CCAGCA. TACA'ITCCAC oaOc.UAAA.T 'iTCATAATCT TGTATGAATI 
TCTC'T'CATGA. CGA'I"I"OOAGA TCCATCAGM. 0011 ¡ 11GTC 'M'CAACGJ'CA. CC'I'CTGATI­
M:CAA.CCAAC A.OOI'CCAGCA. TACAT'I'C'CTC GATCAAATAC 'l"I'CTG'I"rTC GCAATIAAAA 
ACCAACCAAC AOO'I'CCAGCA TACA.'M'CCAC GC1I'ro.AAGAT 'iTCATAATCT CGTATGAATI 

701 760 
=OT 
GClCIn'OCCT<.: 'J'NCAG- - -TO OGCAGACCAC AAA.CCOGCTG OG-CTCQGAT GAAGAGTATN 
- -CGTOCCTA 'l"(l(n'{lGTATG CGTTITGATC CTAATQGCAA GATCOC"I'G'IT GAA'l'OI3GA.AC 
GITGTGC'CTC 'ITCTG---TT OOAAACCCAC AAACTG-C'I'O GA-C'l'CO(](l'l' GAA.GAGT'l'GA 
GGCGC'OC'ITC 'I"TCAG-'-TG OOCA.A.A.CCAC AAACAG-CTG OO-CTTOOAT GAHGAGCA'M' ... ... 
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Alineamiento del cDNA parcial de la UBQ de ma1z Cha!quefto (ZmUBQ) con secuencias bom6lo¡as. 
Origen de las secuencias: Z. l1UlYS (U29l58), Q saliYB (X76004), H. vuJzare (X04133) y M pisca 
(ARJ56625). 

""''''' Zell "",ys 
O.SIIUVII 

M.grisell 
H.vulgllre 

""'"'" Zell lISoIIys 
O.sllcivII 
M.grJsell 
H. vulgllre 

"""'" Zea """ya 
O. sacivII 
M.gri sell 
H.vulgllre 

""'" Zea "..ys 
O.SlltJ.VII 
M.gri sea 
H.vulgllre 

""'" zell ""'y. 
O. s lIcivlI 
M.gri sea 
H. vulgllre 

""'" zell ""'yll 
O.slItJva 
H. l]ri.Bea 
H.vull]lIre 

241 300 
CACTT OGTGTTGCGT CTCAGOGGCO OCATGCAGAT CTTCGTGAAG ACTC'I'GACro 

=<:CACTT OGTGTTGCGT CTCAOOGGCO OCATGCAGAT CTTCGTGAAG ACTCTGACTG 
=ccACCT TGTGC1'CAGG c:t'CAIJOOGAG OCATGCAGAT CTTCGTCAAG ACCTTGACTG 
CTcrCCACCT CGTGCI'CCGC CTCCGTOOl'G OCATGCAGAT T'l"I'rot'CAA. ACCCTCAcrG 
CCCTTCACCT 00'I'GC1'CCGC CTTCGTOOl'G GCATGCAGAT C'I"I'roroAAG ACCCTGACOO 

... * .... *......... . ..... . 
301 360 
GCANJACTAT CACCCTTGAG GT'CGAGTCM' crGATACCAT ~TAATOTC AAOOCCAAGA 

OCAAGACTAT CACCCTTGAG ~ CTGIoTACCAT TGACAATOTC AAGGCCAAGA 
GCAAGACCAT CACCCTTGAG GTCGI\GTCGT CTGACACCAT TGACAATOTC AAGOCCAAGA 
GCAAGA<::GAT TACCTTOOAG GTCGJ\Gl'CCI' CCGATACCAT CGACAATGTA AAtnCGAAGA 
GCAAGACCAT CACAc.-nxw:J GTOGAGTCCT CTGACACCAT CGACAACCTC .t.AGGC'GAAGA 

361 420 
TCCAOGACAA OOAOOGCATC CCTCCOOACC AGCAOCOOCT CATT'T"1'7GCC OOCAAGCAGC 
TCCAOOACAA OOAOOOCATC CCTCCOGACC AlJCADCOOI:r CATT'M"I'GCC OOCAAGCAGC 
TCCAOGACAA OOAOOOCATC CCCCCQGACC AGCAOCUTCT CATCTTCOCT O!JCJI.ADCAGC 
TCCAOGACAA OOAOOO'l'ATT CCTCCOOACC AACAACOCCT TATI"l"I'COCT 00AAAJ:JCAm 
TCCAClGACAA OOAOOGCATC CCTCCOOACC NJCNJCOCCT CATCTlTOCT OOCAAGCAGC .......... ........ .. ....... . .. .... .."* .. 
421 480 
TCGAOOACGO OCGCACGCTG ClCTGACI'ACA ACA't'TCNJAA OON:l.1oDCACT CTCCAC:I"roG 
TCGAOOACGG OCGCACOC"IT GCC'(U.CTACA ACATTCAaAA ~ crcCAC:I"roG 
TTGAOOATOO CCGCACCCTG OCTGACTACA ACATCCAGAA GGAGTCCACC CTCCACCTTG 
TOOAGGJI.COO TCOGACCCTT TCCGACTACA ATATCCAGAA OGAAACGACC CTC:<:ATI"l"GG 
TCGAOOATOO CCGCACCCTG GC'TGACTATA ACATCCNlAA OOAGTCCACT CTCCACCTOG .. . ... ........•. .......• 
481 540 
TGCTGCGTCT CAOOOGl'OGC ATGCAGATCT TCGTQAAGAC ACTTAC."l'OOC AAGACGATCA 

TGCTGCGTCT CAGOOGTOOC ATGCAGATCT TCOTGAAGAC ACTTACTOOC Al\GACGATCA 
TGCTCAOGCT ~ ATGCAGATCT TCGTCAAGAC crrGACTOOC ANJACCATCA 
TC'CTTCGTCT CCGTOOTOGC ATGCAGATTl' TCGTCAJ\GAC TTTGACOGGC AAGACCATCA 

TOCTCAOOCT TCGTOOAOOC ATOCAGATM' TCOTGAAGAC CCTCACCOGC AAGACCATCA 

'" ""'""""'" G 
CCCTTGAOOT OOAGTCCTCG 

=== 
=~ 
OA= GGAGTCcrcr 
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Alineamiento del cDNA parcial de la ZmHSP de maíz Olalqueno con secuencias homólogas. Oriaen de 
las secuencias: T. aestivum (X98582), o. satill8 (Z11920) y H. YU/gare (A Y325266). 

""'" T ....... clvum 
H.vulg ... r .. 
O . . ... clv ... 
eon .... nsu .. 

""" T .... esC1vum 
H. vulg .. re 
O .... C1v .. 
eOnsen.u. 

""" T ... e"tlvwn 
H.vulg ... r .. 
o .... tIv. 
eon"en.u. 

""" T ....... ci VUBI 

H.vulg.re 
O ••• Clv. 
eOn .... n .. u. 

ZmHSP 
T ..... clvum 
H. vulg.re 
O .... clv .. 
caneen.ue 

ZmHSP 
T ..... elvum 
H. vulg.re 
o .•• t1v. 
eon .... n.ue 

""" T .• eet1vum 
H.vulg ... re 
O ... tlv .. 
eOn.en .. u .. 

""" T .... s civum 
H. vulg.r .. 
O .•• civ .. 
eon ... neus 

3451 3510 
AGCTOCAGAT GATGAAGACG 

ACCCCATCTC CCTOTOOACC GAGAAGACCA CTGAGAAOOA AA"I"ITCTGAC GATGAAGATG 
ACCCCATCTC CCTO"J'GQACT GAGAAGACCA CCGNJAAGGA AATTTcrGAC ClATGAAGACG 
ACCCTATCrC TCTATGGl\.CT GAGAAGACCA CI"ClAClAAOOA AATTTCTGAT GATGAAGATG 
aeee.atete .ec.tggae. gagaagaeea e.gagaagga AatTtCCGAt GATGAAGAcCl 

3511 3570 
~TAA ClAAOOAT ••• ~A AOO'M'GAOOA 1'GT1"GATGAT GAJ>.AAOOAAG 
~ ClAADGATACT ClAGCWJGGC1\ AClGTTClAOOA TG1"I'GATGAG ClAGAAOOAACl 
AaJAGGAGAA ClAAOOATACC GAClGAOOGCA AOOTTGAOOA TGTTGATGACl ClAGAAGGAACl 
AOGAAGAGAA GAAOOATOCT GAOGA.QOOGA AClGTTGAGGA TGTI'GATGAA GAGAAOGAAG 
AgGAqGAgAA GAAOGAT.e. GAOGAOOG.A AOO'M'GAOOA TGTTGATOA. GAgAAOGAAG 

3571 3630 
~ GAAGAAGAAG AAGATCAAOG AClG"ITrCTCA TGAGTOOCAA TTOOTCAACA 
AG.t.AClOAAAA ClAAGAAAAAIJ AAGATCAAOO l\ACrrCTC'rCA TGAGTOGAAC TTOOTCAACA 
N3ANJGAAAA GAAGAAAAAG AAGATCAAOO AAGTCTCTC:A TGAGTOOAAC TTOGTCAACA 
AAAAoOOAGAA QAAAAAGAA,IJ AAGATCAAOO AOOI"ITCTCA TGACn'OGTCC CTGG"I'CAACA 
AgAAOGA.aAA GAAgAAgMO AAGATCAAOO AgOTt"T"CT<:A TGAGTOG. ae CTQGTCAACA 

3631 3690 
AGCAaAAGCC AATCTOGATG loOGAAGCCTCl AOOAGATTAC O •• G/laGACl TATGCI'OCTT 
.!JCAG1lBOCC TATCTQGATG ~ AClGAGATCAA CAAOGAAGAG TATQCTGCTT 
AOCAGAAGCC TATCTOGATG AClGAAOCCAG A.OGAGATCAA CAAOOAAGAG TATGCI'OCTT 
AACAGAAOCC TATCTOGATG AOOAAGCCTCl AOOAGATCAC TAAGQAOOAO TATClCTGC'I"I" 
AgCAGAAGC'C TateCggatg AOGAAQCCtCl AOOAGATeAc eAA,gGAaGAO TATG<."J'OC'TT 

3691 3750 
TCTACAAGAG CTTGACCAAC GACTGTGAOO AOCATCTI'ClC Tm'GAAOCAC TTCttrtH IG 
TCTACAAGAG CTTQACCAAT QAC'T()()QA,IJG AGCATITGGC TGTCAAGCAC TTcrcroTTG 
TCTACAAGAG CTTGACCAAT GAC"l'OClGN:]G AOCATI"I"OOC TGTCAAOCAC TTcrcrorro 
TCTACAAGTC CCTGACAAAC GACTGOGAOO AOCATCTIOC TGTCAAGCAC T"TCTCTGTOG 
TCTACAAGa.g CtTGACeAAe GACTGgGAOO AGCATe1"tOC TGTeAAGCAC TTCTCTGTtG 

3751 3810 
AOOOCCAGCT TGAG"ITCAAG OCCGTACTCT "I"I'G"I'OCCAAA GCClGGCCCCC '1"l'C.'GACCTCT 
JIGGClCCAGCT TGAG"ITCAAG GCTGTCCTGT TTGTOCCCAA GAOOJCCCCC 'M'TGACCTcr 
~ TGAOTTCAAO OC"J'GTC(."f'IJI TIG"ITCCCAA GAOGOCCCCC TTCGACCTCT 
AQClG1'C\GCT OGAATTCAAA OC"l'GTTCTCT TTGTTCCCAA GAOOOCACCA TTCGACCTCI' 
AClOGcCAOC."l' tGAg'I'ICAAg OCtGT. CTe1" 1TGTgCCeAA GaGOOCc<'Ce TTeGACCTCT 

3811 3870 
TCGACACCACl GAAClAAGCCG AACAACATCA AGCTGTATGT GCGACGCGTC TrCATCATCT 
TCGACAACAA GAAGAAGGCC AACAACATCA AGCTGTATGT GCGCCGTGTC 'l'TCATCATOO 
TCGACAACAA GAAGAAOOCC AACAACATCA AOCTGTATGT GCGCCGTGTC TrCATCATOO 
TTGATACGAG ClAAClAAGCT(: AACAACATCA AGCTCTACClT CCGCCClAGTC TrCATCATOO 
TcGAcAccAg GAAGAAGccc AACAACATCA AGCTqTAtGT gCGcCO.GTC TrCATCATgg 

3871 
~ .. . 
ACAACTGTGA. OOI>.GTTGATC CCTGAGTACC 
ACAACTGTGA TOAGTroA.TC CCTGAGTACC 
ACAAC"I'GTGA ClGAOC'IGATC CCTGAGTOOC 
aCAaetgtga .gag. tgatc cctgagt •• e 
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Efecto de la esfinganjna y ceramida 10 ~ en los niveles de SA de embriones de maIz durante la 
gemllnaci6n, renovando el medio de imbibici6n cada 24 horas. 

Tabla 14. Contenido de SA libre en embriones de malz genninados en presencia de esfinganina y 
ceramida JO f,IM 

Horas de imbibición 

6 
12 
24 
36 
48 
60 

A 

B 

ng SA /2f3,mo 
controles esfin¡anina 
51.8 + 7.9 218.9 + 39.5 
32.2 + 2.9 114.6 + 22.3 
32.6 + 4 122.3 + 23.8 

28.6 + 2.8 111.5 + 21.9 
34.7 + 0.7 106.9 + 21.1 
26.2 ± 2 69.3 ± 15.1 

300 ¡---O COOI<O'" 

250 t-f-~~~~~~~ . Esflnganlna 

.g 200 . eeremldl es 
~ 
~ 150 +-.~--=~_ 
< o 100 
~ 

• 
~ 
• 
~ = • 

'" O 

5 

• 
.; ~ 3 --
• ~ 2 
• o • ., 
e , 

O ~ 

6 

6 

12 24 36 46 60 
Horas di ImbIbIción 

• Elflnglnlna 

11 eerlmldl ee 

12 24 36 '6 60 

Horas de Imbibición 

Ceramida-C6 
106.9 + 23.2 
61.6 + 14.9 
145.6 + 30.3 
131.1 + 27.6 
97.5 + 21.4 
96.5 +21.4 

Fi¡ura 27. Efecto de la esfinganina y ceramida 10 llM en la acumulaci6n de SA en embriones de malz 
durante la genninací6n. El medio de imbibici6n adicionado con el esfingolipido correspondiente se 
renov6 cada 24 horas. (A) Incremento en los niveles de SA iducído por la esfinganina y la ceramida. (8) 
AcumuJaci6n relativa a los controles de germinación. 
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