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Resumen

RESUMEN

Cuando las plantas interactiian con ciertos patdgenos activan respuestas de defensa inducibles que
les permiten generar barreras fisicas y quimicas que previenen el desarrollo del patogeno. Las plantas
resistentes desarrollan una respuesta de hipersensibilidad (HR) que se caracteriza por la formacién de
lesiones necréticas alrededor del sitio de infeccion y por cambios bioquimicos tales como: activacion de
flujos de iones, generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs), entrecruzamiento de las proteinas de
pared celular, activacion de proteinas cinasas, acumulacion de 4cido salicilico (SA) y compuestos
antimicrobianos (fitoalexinas), asi como induccién de la expresion de varios genes de proteccién y
defensa.

El 4cido salicilico (SA) es un regulador importante en las respuestas de defensa ante pat6genos y
en la resistencia sistémica adquirida (SAR). Sus niveles se incrementan ante la infeccién por un patégeno
tanto en el sitio de infeccion como en tejidos distales, e induce la expresion de varios genes asociados con
la patogénesis (PK), muerte celular y resistencia a la infeccién. Aunque se sabe que el SA es una
molécula que induce resistencia, se conoce muy poco de los eventos bioquimicos que relacionan la
infeccién con su acumulacion.

Los esfingolipidos son componentes estructurales de las membranas de células eucariotas. Su
estructura consiste de un 4cido graso unido a una base esfingoidea por un enlace amida. Estos lipidos
también actian como moléculas de sefializacién que regulan crecimiento celular, diferenciacién y muerte
celular programada en células de mamifero y levadura. Sin embargo, su funcién como moléculas de
sefializacion en células de plantas ha sido poco estudiada y podria ser importante en las interacciones
planta-patogeno.

La fumonisina (FB1) es una toxina producida por el hongo Fusarium verticillioides que inhibe la
biosintesis de esfingolipidos y cuando se aplica a embriones de maiz durante la germinacién induce
expresion de genes PR, fragmentacion del DNA y activacion de nucleasas. Estas respuestas son
caracteristicas de la HR y probablemente se deban a la interrupcién del metabolismo de esfingolipidos
observada como incremento en los niveles de esfinganina y fitoesfingosina.

En este trabajo se investigé si los esfingolipidos estdn involucrados en la via de sefializacién que
activa la acumulacién de 4cido salicilico en embriones de maiz en germinacion y la ruta por la cual este
metabolito es sintetizado. Los embriones de maiz germinaron en presencia de FB1 o de distintos
esfingolipidos y sus niveles de dcido salicilico libre se determinaron por HPLC con un detector de
fluorescencia. También se extrajo RNA total de embriones expuestos a la FB1 o esfingolipidos para
analizar la expresién de genes que participan en las dos rutas biosintéticas de 4cido salicilico por RT-PCR
semi-cuantitativo.

El tratamiento de los embriones de maiz con FB1 10 pM provocd que los niveles de SA se
duplicaran a las 36 horas y se observd un efecto dosis-respuesta cuando se probaron concentraciones
mayores de la toxina. Para determinar si la acumulacién de SA inducida por la FBI1 era debida al
incremento de bases esfingoideas, se germinaron embriones en presencia de esfinganina o fitoesfingosina
10 pM. Ambas bases esfingoideas elevaron los niveles de SA; la esfinganina provocd un incremento de 4
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a 6 veces, mientras que la fitoesfingosina triplico los niveles de SA, a las 16 y 24 horas respectivamente.
La ceramida también provoco que se incrementaran 3 veces los niveles de SA a las 24 horas.

La FBI, esfinganina y ceramida-C6 indujeron la expresion de la PAL a las 6, 12 y 48 horas,
respectivamente. La expresion de la ICS también fue incrementada por la FBI1 y esfinganina, aunque en
menor magnitud y més tiempo en comparacién con la expresion de PAL. Como control de cargado se
utilizé al transcrito de la ubiquitina pues sus niveles no tuvieron variaciones evidentes a lo largo de la
germinacién ni en respuesta a los compuestos probados.

Los resultados de este trabajo demuestran la asociacién de] metabolismo de esfingolipidos con la
respuesta de defensa de la plantas dependientes de la via del 4cido salicilico. Sin embargo, es dificil
sefialar el compuesto en particular (base esfingoidea o ceramida) que es responsable de la acumulacién
de 4cido salicilico por la interconversién que existe entre ellos.
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A. Respuestas de defensa en las plantas infectadas por organismos patogenos.

A.1. Reconocimiento del pat6geno por la planta hospedera.

Las plantas estdn expuestas al ataque por microorganismos patdgenos muy diversos, por lo que
han evolucionado para responder en forma muy efectiva a este tipo de agresion. La interaccién planta-
patdgeno cuya consecuencia es la infeccién de la planta se conoce como compatible o de susceptibilidad,
mientras que en la que no hay una infeccién exitosa se conoce como incompatible o de resistencia. Dentro
de las respuestas de resistencia de las plantas a patogenos se pueden distinguir dos tipos: especifica y no
especifica. La resistencia especifica estd determinada genéticamente por la interaccion directa o indirecta
entre el producto del gen de resistencia () de la planta y el producto del gen de avirulencia (Avr) del
patdgeno, de tal manera que la presencia o ausencia de resistencia especifica en un hospedero depende de
los genotipos de los organismos que participan en la interacciéon. Por el contrario, la resistencia no
especifica (incompatibilidad bdsica) es exhibida por todas las especies vegetales que responden a los
pat6genos sin la interaccion génica R/Awr. A pesar de esta distincion, los eventos bioquimicos que
ocurren en los dos tipos de resistencia son muy similares (Somssich & Hahlbrock, 1998; Bonas &
Lahaye, 2002).

Una respuesta de resistencia exitosa depende de la deteccién temprana del patégeno invasor asi
como de la ripida y efectiva activacién de los mecanismos de defensa por la planta. En el caso de la
interaccién compatible frecuentemente se observan procesos similares a los que ocurren en un hospedero
resistente durante la infeccién, como son ciertos cambios bioguimicos en el tejido infectado y la
induccién de la expresién de determinados genes. Sin embargo, esta respuesta es de menor magnitud que
en la interaccién incompatible y se presenta demasiado tarde para restringir el crecimiento del patdgeno y
prevenir la infeccion.

Las plantas se han adaptado a percibir una gran variedad de moléculas de seiializacion
denominadas elicitores, que inducen la respuesta de defensa. En las interacciones especificas los elicitores
son moléculas codificadas por genes de avirulencia (Avr) del patégeno, mientras que los elicitores no
especificos muestran una amplia diversidad estructural como:

¢ Oligo- o polisacdridos derivados de la pared celular (tanto del patdgeno como de la planta) que son
liberados durante el proceso de infeccion (Sharp ef al., 1984),

* Acidos grasos, como los 4dcidos eicosapentanoico y araquidénico del oomiceto Phytophthora infestans
que inducen la produccién de sesquiterpenos antiftingicos en la papa (Bostock et al, 1981).

¢ Péptidos: Pep-13 es un fragmento de la glicoproteina GP42 de la pared celular del hongo patégeno de
soya Phytophthora sojae. Este péptido es percibido a través de un receptor en células de perejil
provocando la activacion transcripcional de genes de defensa y produccion de fitoalexinas (Hahlbrock
et al,, 1995).

* Esfingolipidos: los cerebrésidos A y C purificados del hongo patégeno del arroz Magnaporthe grisea
constituyen un novedoso grupo de elicitores que inducen sintesis de fitoalexinas y respuesta de
hipersensibilidad en hojas de arroz (Koga et af,, 1998).
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A2. Respuestas tempranas en tejidos invadidos.

Los diversos mecanismos de defensa en las plantas se pueden clasificar por su temporalidad en
respuestas tempranas y respuestas tardias. El primer tipo de respuesta ocurre inmediatamente 0 a pocos
minutos de estar en contacto con el organismo patégeno, generalmente en regiones cercanas al sitio inicial
de infeccién, mientras que las respuestas tardias ocurren en horas, o incluso dias después del contacto
inicial y minimizan los efectos de la infecciébn y previenen infecciones subsecuentes (Talarczyk &
Hennig, 2001).

Las respuestas tempranas incluyen cambios activacion de flujos 16nicos, sintesis masiva de
especies reactivas de oxfgeno (EROs), rearreglos del citoesqueleto, fosforilacién y/o desfosforilacion de
proteinas, asf como la induccién de muerte celular programada frecuentemente referida como respuesta de
hipersensibilidad (HR). La funcién principal de estos eventos es actuar como la primera linea de defensa,
retrasando la propagacién del patégeno e iniciando los mecanismos de sefalizacién que conducen a
cambios importantes en el metabolismo de la planta infectada (Talarczyk & Hennig, 2001).

A.2.1. Activacién de canales i6nicos y estallido oxidativo.

Las respuestas iniciales detectadas en células de plantas infectadas por patogenos son la activacién
de canales i6nicos y la produccion de peroxido de hidrégeno (H:0:). Estas respuestas de defensa
tempranas podrian estar mediadas por la regulacién de proteinas unidas a la membrana plasmética tales
como la ATPasa de Ca” (Lam ef al,, 1998) y la ATPasa de H' (Vera-Estrella, 1994), por la activacién de
canales i6nicos (Gelli ef af., 1997; Zimmermann, 1997) y por induccién de la NADPH oxidasa unida a la
membrana (Desikan, 1996; Xing ef al, 1997). La consecuencia inmediata son los flujos idnicos,
principalmente influjo de Ca™ y H' y salida de K', H:PO« y CI. El incremento en la concentraci6n
citosélica de Ca™ también se ha descrito en condiciones de estrés como choque térmico, estrés salino y
sequia (Trewavas & Mahlo, 1998),

La produccién ripida e intensa de EROs (principalmente H:0:) se conoce como estallido
oxidativo y se presenta en muchos tipos de estrés incluyendo estrés hiperosmético, sequia, heladas e
infecciones por patogenos (Foyer et al, 1997, Baker & Orlandi, 1995). El estallido oxidativo que se
induce en infecciones por patbgenos presenta dos etapas, una transitoria y otra sostenida. En células en
suspension la primera etapa se presenta durante los primeros 30 minutos ante el reconocimiento del
patogeno, y la segunda ocurre desde las 1.5 hasta las 6 horas posteriores a la inoculacién. En algunos
casos, las interacciones compatibles también son capaces de inducir la produccion de EROs, pero sélo se
observa la primera etapa y esto se considera una respuesta no especifica (Baker & Orlandi, 1995).

La caracterizacion de homélogos en plantas de la NADPH oxidasa de mamiferos (Keller ef .,
1998; Torres et al., 1998) sugirid que, asi como ocurre en animales, esta enzima es la responsable de la
produccion de EROs durante el estallido oxidativo. La produccion de EROs en plantas est4 regulada por
eventos de fosforilacion y/o desfosforilacion, y por incrementos en los niveles de Ca™ citosélico (Levine
et al., 1994; Tenhaken er al, 1995; Sagi & Fluhr, 2001). Las funciones probables del estallido oxidativo
incluyen (Figura 1):
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a) Efecto toxico directo en microorganismos patogenos (Peng & Kuc, 1992; Wu et al., 1995).

b) Incremento en la formacién de polimeros de lignina en la pared celular, lo cual podria crear una
barrera fisica ante la propagacion de algunos patdgenos (Lamb & Dixon, 1997; Walter ef af,, 1988).

¢) Participacion en el entrecruzamiento oxidativo de proteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) en la
pared celular, protegiéndola de la degradacion por enzimas del patégeno (Bradley et al, 1992).

d) Induccién de la sintesis de fitoalexinas (Devlin & Gustine, 1992).

e) Generacién de moléculas que tienen funciones de sefalizacién en la muerte celular programada

(Alvarez et al., 1998).

[ Efecto téxico en el patdgeno |

3
3 A Y
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(canales inicos, proteinas G Muerte celular Activacién transcripcional de
proteinas cinasas) programada genes de defensa

Figura 1. Funciones posibles de las especies reactivas de oxigeno (EROs) en las respuestas de defensa de
la célula vegetal.

A.2.2. Fosforilaci6n y desfosforilacién de proteinas.

Las cascadas de fosforilacién también estdn involucradas en las respuestas de defensa a patdgenos
en diferentes niveles (Sheel, 1998). Algunos genes R codifican proteinas cinasas parecidas a receptores
que por si mismas podrian activar elementos de sefalizacion por fosforilacion. El gen Pro de jitomate
codifica a una cinasa citosolica de residuos de serina y treonina que interactiia con otras proteinas
probablemente al fosforilarlas, y algunas de estas proteinas son factores de transcripcion putativos que
podrian activar la expresion de genes PR (Zhou et al., 1997).

Las MAP cinasas (MAPKSs) son los componentes posteriores a los receptores que transducen los
estimulos externos en respuestas intracelulares (Zhang & Klessig, 2001). La activacién rédpida y
transitoria de la MAPK que responde a elicitores denominada ERM (elicitor responsive MAPK) se
demostrd en células de perejil en cultivo tratadas con un péptido derivado de una glicoproteina
extracelular de Phytophthora sojae (Ligterink et al., 1997). Ante la activacion, ERM es translocada al
ntcleo donde podria estar involucrada en la activacion de genes de defensa pues varios factores de
transcripcion son regulados por fosforilacion. La SIPK es una MAPK activada por dcido salicilico
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(salicylic acid induced protein kinase) que fue purificada de plantas de tabaco infectadas con el virus del
mosaico del tabaco (TMV; Zhang & Klessig, 1997). La SIPK también es activada por dos elicitinas y una
preparaci6n cruda de elicitores de la pared celular de Phytophthora spp que activan la expresion de genes
de defensa, la produccién de fitoalexinas y la muerte celular hipersensible (Zhang et al., 1998).

A.2.3. Respuesta de hipersensibilidad.

La reaccion de las plantas ante la infeccion por patbgenos conduce a la activacién de dos vias de
sefializacion diferentes, una de ellas induce muerte celular programada en el sitio de infeccion, y la otra
activa mecanismos de resistencia en otras partes de la planta.

Durante las interacciones incompatibles (y también durante las no especificas) frecuentemente se
desarrollan lesiones necroéticas en el sitio de infeccidn y esta respuesta es lo que se conoce como reaccion
hipersensible o muerte celular hipersensible. En este proceso ocurre condensacién nuclear y
fragmentacién nucleosomal del DNA como se observa durante la apoptosis en células animales. El
estallido oxidativo y los cambios en el estado redox de la célula son factores importantes que activan la
muerte celular, mas no por el efecto citotéxico de las EROs, sino que éstas actfian en la via de
sefializacion que regula tanto a la HR y a la resistencia (Rusterucci et a/,, 1999). La existencia de plantas
mutantes que exhiben necrotizacién espontdnea en ausencia de un patdgeno indica que la muerte celular
hipersensible es un proceso activo que depende de la transcripcion de genes y debe estar altamente
regulado (Dangl et al, 1996; Buckner et al,, 1998). La muerte celular hipersensible puede ocurrir tanto en
interacciones compatibles como en incompatibles; en el primer caso es inducida por el dafio excesivo al
tejido causado por el patdgeno invasor, mientras que en el segundo caso es activada por los mecanismos
de resistencia y ayuda a limitar la propagacién del patdgeno.

A.3. Respuestas tardias.
A.3.1. Cambios en el metabolismo y expresion de genes de defensa.

La infeccion por un patdgeno afecta significativamente el metabolismo de la planta y debe ser
reprogramado para establecer una respuesta de defensa eficiente. Por ejemplo, en papa infectada por
pat6genos se ha observado una reduccién dréstica de los niveles de la Rubisco (Somssich & Hahlbrock,
1998), y en células de perejil tratadas con una preparacién cruda de elicitores derivados de Phytophthora
megasperma f. sp. glycinea se demostrd que la detencién del ciclo celular y la proliferacién celular
preceden a la activacién transcripcional de genes del metabolismo fenilpropanoide (Logemann ef af,
1995).

La activacion de vias de transduccion de sefiales relacionadas con respuestas de defensa conduce
a la activacién o represion de varios genes. El patrén de expresién de algunos de estos genes es comin
para varios tipos de estrés, mientras que la expresion de otros se induce o reprime especificamente
durante la patogénesis. Muchos genes que responden a elicitores estdn involucrados en varias rutas
bioquimicas tanto del metabolismo primario como del secundario. En particular, el metabolismo
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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 regulacién de
otros genes de defensa.

El metabolismo fenilpropanoide se altera de manera importante ante la infeccién por patdgenos en

todos los sistemas experimentales que se han analizado. La expresion de los genes que codifican la
fenilalanina amonio liasa (PAL), la cinamato-4-hidroxilasa (C4H) y la 4-cumaratoCoA ligasa (4-CL) se
induce de manera importante durante la patogénesis. Esto conduce a la activacién de varias ramas de la
ruta fenilpropanoide y a la produccién y acumulacién de varios compuestos fen6licos que pueden tener un
efecto antimicrobiano directo (fitoalexinas), o bien que pueden ser depositados para formar una barrera
fisica ante la propagaci6n del pat6geno (ligninas), o pueden participar en las respuestas de defensa como
compuestos de sefializacion (4cido salicilico, SA) (Hahlbrock ef al,, 1995).
La expresion de otros genes también se induce ante la infeccién, en especial la de un grupo distinto de
genes que por estar estrechamente relacionados con la patogénesis se denominaron genes PR. Algunas
proteinas PR poseen actividades enzimiticas que actian directamente en contra del patégeno, como la
familia PR-2 formada por endo-B-1,3-glucanasas y las PR-3, -4, -8 y -11 clasificadas todas como
endoquitinasas (Van Loon & Van Strien, 1999). De las 14 familias de proteinas PR que se han descrito
hasta el momento, la familia PR-1 es la Ginica a la cual no se le ha asignado funcién pues aunque se ha
demostrado que algunas de estas proteinas de tabaco y jitomate poseen actividad antiffingica contra
oomicetos, su mecanismo de accidén se desconoce (Niderman ef al, 1995). Todos estos procesos se
conocen como resistencia sistémica adquirida (SAR) y confieren una mayor inmunidad al tejido infectado
ante infecciones subsecuentes.

B. Metabolismo fenilpropanoide

Los compuestos fenilpropanoides constituyen una familia con una alta diversidad estructural
(Figura 2) y funcién bioldgica. Su biosintesis es importante para el desarrollo normal de la planta y est4
regulada por diversos factores ambientales.

B.1. Biosintesis de compuestos fenilpropanoides.

Todos los compuestos fenilpropanoides se derivan del 4cido cindmico (Figura 2) que se sintetiza a
partir de la fenilalanina por accién de la fenilalanina amonio liasa (PAL), enzima que controla el flujo del
metabolismo primario -via del shikimato- al metabolismo secundario fenilpropanoide.

Los compuestos fenilpropanoides con el esqueleto bésico C6-C3 de la fenilalanina se producen a
partir del cinamato por reacciones de hidroxilacién y metilacion, algunos ejemplos son los 4cidos
cumdrico, cafeico, fertlico, sindpico y las cumarinas simples (Figura 2). Los 4cidos en su forma libre
raramente se acumulan en altas concentraciones en las células porque son rdpidamente conjugados con
azficares (glucosidos de salicilato), con carbohidratos de pared celular (ésteres de ferulato) o con 4cidos
orgdnicos (4cido 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 C15 cuya sintesis es
catalizada por la chalcona sintasa (CHS) que condensa p-cumaroil-CoA y tres moléculas de malonil-CoA.
En la mayoria de las familias de plantas el producto inicial de la CHS es una tetrahidroxichalcona que
después es convertida a otros tipos de flavonoides como flavonas, flavanonas, flavanoles, y antocianinas
por reacciones de hidroxilacién, metilacion, glicosilacion, sulfonacion, acilacién, malonilacion ylo
prenilacién (Figura 2, Dixon & Paiva, 1995).

B.2. Importancia biolégica de los compuestos fenilpropanoides en plantas.
B.2.1. Funciones de los fenilpropanoides en el desarrollo de la planta.

Los 4cidos hidroxicindmicos representan el grupo mas abundante de fenilpropanoides en plantas y
funcionan como precursores en la sintesis de lignina la cual provee soporte estructural, impermeabilidad
al agua para la conduccién de ésta y solutos a los tejidos, y también constituye una barrera fisica ante
pat6genos. Por otro lado, los 4cidos hidroxicindmicos y sus formas conjugadas también pueden funcionar
como aleloquimicos cuando se acumulan en altas concentraciones en la mayoria de los tejidos y son
liberados al ambiente (Dixon & Paiva, 1995).

Los fenilpropenos (que se forman por reduccién del grupo carboxilo del 4cido frans-cindmico)
como el alcohol cumarilico, coniferilico y sinapilico, también son precursores de lignina, mientras que
otros como el eugenol e isoeugenol son compuestos voldtiles que atraen insectos para la polinizaci6n
(Dixon & Paiva, 1995).

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

B.2.2. Funciones de los fenilpropanoides en condiciones de estrés.

Las fitoalexinas son compuestos antimicrobianos que se sintetizan en respuesta al ataque por
patdgenos. El grupo de fitoalexinas fenilpropanoides incluye pterocarpanos, isoflavanos, isoflavonoides,
cumarinas y flavonoles. Los niveles de estos compuestos se incrementan significativamente alrededor del
sitio de infeccion en concentraciones que resultan toxicas para los patdgenos en ensayos i1 vitro (Dixon et
al, 1995).

Las antocianinas y flavonas se incrementan en respuesta a una alta intensidad de luz visible y se
ha propuesto que su funcién es atenuar la cantidad de luz que alcanza a las células fotosintéticas.
Asimismo, la irradiacion UV induce la sintesis de flavonoides en Arabidopsis que absorben la luz UV
protegiendo a la planta del dafio por irradiacién y muerte celular evitando la formacién de dimeros en el
DNA vy su degradacion (Li et al, 1993; Lois, 1994).

Las antocianinas también se incrementan ante estrés por heladas (Christie ef a/,, 1994) y cuando
hay deficiencia nutricional, principalmente por limitacién de fosfato, aunque las razones de este
incremento se desconocen. Otras deficiencias nutrimentales provocan incrementos en las concentraciones
de fenilpropanoides en raices o exudados de estos tejidos, por ejemplo, la baja disponibilidad de nitrégeno
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induce la acumulacién de flavonoides e isoflavonoides que actfian como factores de nodulacion que
atraen a bacterias fijadoras de nitrégeno (Graham, 1991).

El 4cido salicilico (SA) es una molécula de sefalizacién importante que se acumula durante la
respuesta de hipersensibilidad que se activa ante el ataque de un patdgeno e induce la transcripcion de
genes PR, muerte celular y resistencia local y sistémica en la planta (Gaffney ef al,, 1993; Klessig &
Malamy, 1994).

En la figura 3 se enumeran los compuestos fenilpropanoides cuya sintesis se induce ante varios
tipos de estrés bidtico y abibtico.
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Figura 3. Compuestos fenilpropanoides que se acumulan ante diferentes condiciones de estrés bidtico y
abiotico (Modificado de Dixon & Paiva, 1995).

B.3. Regulacién transcripcional de la biosintesis de fenilpropanoides durante la respuesta de defensa.

En la mayoria de las especies vegetales se ha observado que la aparicibn de compuestos
fenilpropanoides durante la respuesta a la infeccién por patdgenos se debe a la activacién transcripcional
de varios genes de la ruta biosintética. Algunos de los factores de transcripcion involucrados en la
regulacién de estos genes se presentan en la tabla 1. Los factores de transcripcién MYB son abundantes y
han sido los més estudiados. En Arabidopsis se han identificado 175 genes myb putativos, mientras que
en Medicago truncatula se han identificado por lo menos 100 de los cuales 11 son inducidos durante la
infeccion en hoja y 28 durante la nodulacion de raiz y la simbiosis con micorrizas (Dixon et af., 2002).
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Tabla 1. Factores de transcripcién que regulan o interactian con genes del metabolismo fenilpropanoide
involucrados en la respuesta de defensa a patdgenos.

Familia Gen o via regulada Especie Referencia
WRKY Fenilpropanoides y genes PR varias Eulgem et al. (2000)
MYB PAL y otros genes de defensa tabaco Sugimoto et al. (2000)
bHLH DFR y BAN Arabidopsis Nesi et al. (2000)
LIM PAL, 4CLy CAD tabaco Kawaoka ef a/. (2000)
bZIP CHS frijol Drsge-Laser et al. (1997)

La actividlad de los factores de transcripcién es controlada a través de mecanismos
transcripcionales y post-traduccionales. La regulacion 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 fosforilacién, interacciones proteina-proteina y cambios en el potencial redox de la
célula. Estos mecanismos pueden alterar la conformacién del factor, permitirle interactuar con otras
proteinas o afectar su localizacién subcelular. Algunas de estas modificaciones post-traduccionales han
sido demostradas para distintos factores MYB. Por ejemplo, la capacidad de unién al DNA de los factores
AmMYB305 y PAMYB3 se altera por oxidacion, aunque el control redox no se demostrado 7n vivo. Por
otro lado, los factores de transcripcién MYB contienen varios residuos de serina y treonina, especialmente
en su dominio C-terminal, que podrian ser sustratos de cinasas y la fosforilacién podria afectar su
actividad, como ya se ha demostrado para los factores c-MYB (Martin & PazAres, 1997). Una evidencia
indirecta de la regulacién de factores MYB por fosforilacion es que el factor de transcripcién 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 vitro (Moyano et al., 1996).
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C. ACIDO SALICILICO (SA)

El 4cido salicilico es uno de los metabolitos secundarios producidos por las plantas y es bien
conocido por sus efectos terapéuticos. En 1828 Johann Buchner aislé la salicilina, el salicilato més
abundante en la corteza del sauce blanco (Sa/ix alba) que habia 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 glucésidos que se convierten fécilmente a SA, fueron aislados a partir
de una gran variedad de plantas.

El SA es un compuesto fenélico (Figura 4) que en forma pura es un polvo cristalino con punto de
fusion 157-159°C, moderadamente soluble en agua y muy soluble en solventes orgénicos polares. El SA
fluoresce a 412 nm cuando es excitado a 301 nm.

0. _OH 0. _OH 0. _OH
O Su
OH 0
Y (o >
o] = »N
a N ad N

Acido salicllico Acido acetilsalicllico Acido 2,4-dicloro- Benzotiadiazol
isonicotinico (INA) (BTH)

Figura 4. Estructura quimica del 4cido salicilico y compuestos an4logos que activan la resistencia
sistémica adquirida (SAR) en plantas.

C.1. Funciones fisiol6gicas que regula el SA en plantas.

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

a) Termogénesis en el dpice de flores del género Arum.

La termogénesis se ha observado en las inflorescencias del género Arum asi como en 6 familias de
angiospermas. La principal funcién de este proceso es la volatilizacién de aminas e indoles que atraen a
los insectos polinizadores. En todos los casos estudiados la termogénesis se asocia con un incremento en
la respiracion alternativa o insensible a cianuro que ocurre exclusivamente en las mitocondrias de plantas,
hongos vy algunos protistas. En 1987 Raskin et al. purificaron al agente inductor de la termogénesis a
partir de Sauromatum guttatum (azucenas) y por espectrometria de masas determinaron que se trataba del
SA. Los estudios que mostraron que el SA induce la respiracion alternativa al inducir la expresién del gen
de la oxidasa alternativa confirmaron que el SA es un inductor natural de la termogénesis (Rhoads &
MeclIntosh, 1992).
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b) Crecimiento celular.
Carswell et al. (1989) observé que el SA activa la division celular en protoplastos de maiz.

Posteriormente Rate et al. (1999) encontraron que la mutante de Arabidopsis acd6-1 (accelerated cell
death 6-1) que desarrolla un fenotipo de muerte celular espontdnea y las células de sus hojas son
alargadas, posee altos niveles de SA. La disminucién de los altos niveles de SA en estas mutantes por
sobreexpresion de la salicilato hidroxilasa bacteriana (nahG) induce el desarrollo de crecimientos
anormales parecidos a tumores. Asimismo, la mutante agdZ (aberrant growth and death 2) también
desarrolla crecimientos parecidos a tumores que son exacerbados por deplecion de los niveles de SA

(Rate & Greenberg, 2001).

¢) Expresion de genes durante la senescencia.

Aunque en los Gltimos afios se han identificado genes cuya expresién se incrementa durante la
senescencia (Lohman et a/,, 1994; Buchanan-Wollaston, 1994; 1997; Buchanan-Wollaston & Ainsworth,
1997) se desconocian las sefiales y las vias de transduccién que incrementan la actividad transcripcional
durante esta etapa. Morris ef a/. (2000) demostraron que el SA participa en la regulacién de la expresion
de genes durante la senescencia en las hojas, y més afin, que las proteinas PAD4 y NPR1 de la via de
sefializacién del SA estdn 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 Arabidopsis afectadas
en la via de sefalizacién del SA (mutantes npr/ y pad4, y la transgénica nahG) para determinar su
importancia en el control de la expresién génica durante la senescencia inducida por el desarrollo.
Observaron que estas plantas presentan alteraciones en los patrones de expresion de los genes marcadores
de senescencia SAGI2y LSC, concluyendo que la expresion del gen SAGI2 depende del SA y de algtin
otro factor de la senescencia ain no identificado, mientras que la expresién de los genes LSC326 y
LSC460 depende parcialmente del SA. Las alteraciones en la expresion de estos genes se acompafian
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 floraci6n.

Yalpani et al. (1993) reportaron que los niveles de SA en hojas de plantas de tabaco durante la etapa
inicial de floracién eran 5 veces mayores comparados con los de hojas de plantas sin flores abiertas,
sugiriendo que los niveles end6genos de SA cambian en la transicion a la floracién. Por otro lado,
Gaffney et al. (1993) encontraron que las plantas transgénicas nahG incapaces de acumular SA y de
activar respuestas de defensa ante la infeccién por patégenos, florecian después que las plantas silvestres.
De la misma manera, las mutantes sid//eds5 (Nawrath & Métraux, 1999) y sid2 (Wildermuth er a/,, 2001)
también incapaces de acumular SA por defectos relacionados con el transporte o con la biosintesis de
éste, respectivamente, también presentan retrasos en la floracion. Estos resultados sugirieron que existe
una correlacién entre la deficiencia de SA y la floracién tardia en Arabidopsis. Este fenotipo no cambia
ante la aplicacion de SA exdgeno, indicando que la regulacién del tiempo de floracion en Arabidopsis
requiere de la acumulacion de SA end6geno.
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Recientemente, Martinez er al (2004) demostraron que en Arabidopsis el SA es un regulador del
tiempo de floracién y que en condiciones de estrés (irradiacién UV) acelera la transicién del estado
vegetativo al estado reproductivo. El SA regula el tiempo de floracién a través de las vias de fotoperiodo
y auténoma, reprimiendo al gen represor de la floracién FLC y activando a genes que promueven la
floracién como F7, CO y SOCI. En las plantas deficientes en SA (mutantes eds’ y sid2, trangénica
nahG) mantenidas en un fotoperiodo largo (16 h luz / 8 h oscuridad) se encontraron mayores niveles de
transcrito del gen FLC'y menores niveles de los transcritos 7, CO y SOCI. Al parecer la deficiencia
de SA no afecta a otras vias que también controlan el tiempo de floracion en Arabidopsis pues las
mutantes eds3 y sidZ, asi como la transgénica nahG, responden a la vernalizacién y a giberelinas
exbgenas.

e) Activacién de las respuestas de defensa ante pat6genos.

El SA es la molécula de sefializacién en respuesta a patbgenos 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 patdgenos (Malamy ef al., 1990; Métraux ef a/,
1990).

%+ Las plantas transformadas con el transgen nahG cuyo producto degrada al SA, o las plantas que
poseen una mutacién en la ruta biosintetica o en la via de sefializacién de SA son mds susceptibles a
patbgenos (Gaffney et al., 1993; Delaney et al., 1994; Wildermuth et a/, 2001).

% Las plantas que son tratadas con SA o BTH (andlogo activo del SA) y las que producen

constitutivamente altos niveles de SA tienen mayor resistencia a la infeccién (Friedrich et al., 1996;

Verbeme et al,, 2000).

La acumulacién de SA se presenta en la respuesta de hipersensibilidad (HR) e induce la transcripcién

de genes asociados con la patogénesis (PK), muerte celular y resistencia a infecciones subsecuentes

(Alvarez, 2000).

L7
-

C.2. Mecanismos de accién del SA en las respuestas de defensa ante pat6genos.

Aunque muchos estudios han demostrado que el SA es una sefial importante para la activacién de
respuestas de defensa en plantas, su mecanismo de accién molecular no estd claramente establecido. En
los experimentos realizados para determinar los mecanismos a través de los cuales el SA induce
respuestas de defensa se ha encontrado que incrementa los niveles de [Ca™]« (Kawano ef al, 1998), se
une a proteinas con actividad antioxidante (Slaymaker ef al, 2002), activa a una MAPK en células de
tabaco (Zhang & Klessig, 1997) e induce la expresion de varios genes de defensa (Durner et al,, 1997).

C.2.1. Proteinas que se unen al SA.

El mecanismo de accion del SA se ha tratado de explicar a través de su interaccién con proteinas.
El SA se une e inhibe a la catalasa y ascorbato peroxidasa citosélicas de tabaco, enzimas importantes para
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la degradacion de H:0: (Chen et al, 1993), por lo que se creia que esta inhibicién podria generar e
incrementar la magnitud del estallido oxidativo caracteristico de la HR. Sin embargo, también se ha
demostrado que el SA actta abajo del H0zen las respuestas de defensa ante patogenos (Bi ef al., 1995).
La posible explicacién de estas observaciones contrastantes es que el SA y H:0: estén involucrados en un
mecanismo de autoamplificacién (Draper, 1997; Van Camp et al,, 1998).

El SA también se une a la anhidrasa carbonica de cloroplastos y a una proteina con actividad de
lipasa denominada SABP2 (salicylic acid binding protein 2) (Slaymaker et al., 2002; Kumar & Klessig,
2003). La anhidrasa carbénica tiene una funcién importante en las respuestas de defensa ante patogenos
pues su silenciamiento en Nicotiana benthamiana inhibe a la HR inducida por la coexpresion del gen de
resistencia Pro de jitomate y el gen de avirulencia avrPro de Pseudomonas syringae (Slaymaker ef al.,
2002). Por otro lado, el silenciamiento del gen SABP2 de tabaco suprime la resistencia local al virus del
mosaico de tabaco (TMV), la expresién del gen PR-/ inducida por SA y el desarrollo de resistencia
sistémica adquida (SAR). La SABP2 es una proteina soluble poco abundante (10 fmol/mg) cuya actividad
de lipasa aumenta al unirse al SA con alta afinidad (k=90 nM; Kumar & Klessig, 2003).

C.2.2. Activacion de cascadas de sefializaci6n a través de una MAPK.

Las MAP cinasas (MAPK) son mediadores importantes en la transduccién de sefiales que
conectan la percepcion de estimulos externos con respuestas intracelulares. En células de tabaco el SA
activa de manera répida y transitoria una MAPK de 48 KDa denominada SIPK (salicylic acid induced
protein kinase). La activacion es proporcional a la concentracion de SA aplicada a las células en cultivo y
la actividad méxima es inducida por SA 500 pM. La SIPK también se activa por elicitores derivados de
la pared celular de Phytophthora spp (Zhang et al., 1998).

C.2.3. Activaci6n de la expresi6n de genes de defensa.

El incremento en los niveles de SA activa la expresion de varios genes de defensa que se han
clasificado en dos grupos de acuerdo al tiempo en que se expresan. Los genes de expresion tardia, como
los genes PR, se activan varias horas después al tratamiento con SA a través de un proceso dependiente
de la sintesis de movo de proteinas. Los genes de respuesta temprana se activan a los 30 minutos
posteriores al tratamiento con SA. Los genes tempranos més estudiados son los que codifican enzimas
con actividad antioxidante como las glutatién-S-transferasas (GST) y glucosiltransferasas (GT) (Horvath
& Chua, 1996). La expresion de estos genes tempranos también se induce en respuesta a auxinas,
xenobitticos y H:0: (Xiang et al., 1996).

A pesar de la diferencia en el curso temporal de activacién se ha encontrado un elemento com(n
de respuesta a SA denominado secuencia de activacion (as-1) en el promotor de genes tempranos y
tardios de tabaco (Strompen et al,, 1998; Droog et al., 1995) y Arabidopsis (Lebel et al,, 1998; Chen &
Singh, 1999). El elemento as-/ se caracteriza por dos motivos palindromicos imperfectos TGACGTCA
que unen factores de transcripcion de la familia TGA de plantas (Krawczyk et a/, 2002). Aunque el SA
activa a genes tempranos y tardios a través de la misma familia de factores de transcripcion (TGA) y del
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mismo elemento de respuesta en el promotor, la activacion procede a través de distintos mecanismos.
Uquillas et al. (2004) encontraron que la activacion del gen PR-/ procede a través de una via dependiente
de la proteina NPR1, mientras que la activacion de los genes tempranos GST6 v EIGT no requiere a
NPRI. Ademds, los genes tempranos y tardios inducidos por SA tienen diferente susceptibilidad a la
activacién por xenobidticos ya que el 4cido 2,4-diclorofenoxiacético activa la expresién de GST6y EIGT,
pero no de PR-1.

La proteina NPRI es un componente esencial en muchas respuestas mediadas por el SA. Esta
proteina contiene una secuencia de localizacién nuclear bipartita y dos dominios que median interacciones
proteina-proteina. Su expresion es constitutiva en las plantas y se encuentra como oligémero inactivo en
el citosol. El incremento en los niveles de SA provoca la transicién de NPR1 a la forma monomérica
activa que migra al nficleo donde actia como coactivador de los factores de transcripcion TGA,
induciendo la expresion de los genes PR (Mou et al,, 2003).

C.3. Metabolismo del 4cido salicilico.

La importancia del SA como sefial para la resistencia a la infeccién ha provocado un interés
considerable en su biosintesis. Inicialmente se habia establecido que el SA se sintetiza exclusivamente en
el citosol a través de la via de los fenilpropanoides (Yalpani ef al, 1993), pero recientemente se
encontrd que también se sintetiza en el cloroplasto a partir del isocorismato por una via que sélo se
conocia en procariotes (Wildermuth er a/,, 2001).

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

La enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza la desaminacién de la fenilalanina
produciendo 4cido trans<cindmico que es precursor en la via de los fenilpropanoides para sintetizar
cientos de metabolitos diferentes. Para la conversién del 4cido cindmico a SA se han propuesto dos vias
que difieren en el orden de las reacciones de oxidacién e hidroxilacion. El 4cido cindmico puede ser
hidroxilado para producir 4cido orfe-cumdrico, y por oxidacion de su cadena lateral se convierte en SA.
En la ruta altemativa la cadena lateral del 4cido cindmico se oxida para producir 4cido benzoico (BA),
que al ser hidroxilado en posicidn orfo se convierte en SA (Figura 5). La sintesis de SA a partir del 4cido
cindmico se ha demostrado en varias especies como tabaco, pepino, papa y arroz (Sticher ef a/,, 1997). En
tabaco, la conversion de BA a SA involucra la activacion de la enzima 2-hidroxilasa de 4cido benzoico
(BA2H), la cual se sintetiza de novo por incremento en la concentracion de BA o en respuesta al ataque
de un patogeno antes de que se desarrolle la HR (Yalpani ef a/, 1993).

La actividad de la PAL regula el flujo metab6lico a la ruta fenilpropanoide. En varias especies
vegetales como A. thaliana (Ohl et al, 1990), frijol (Cramer et a/, 1989), perejil (Lois et al, 1989),
chicharo (Yamada et al, 1992), arroz (Minami ef al,, 1989) y jitomate (Lee et af, 1992) la PAL es
codificada por una familia oligogénica. La caracterizacién de los promotores individuales de los genes
de frijol PALZ y PAL3 mostrd que la expresion de estos genes difiere espacial y temporalmente durante
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el desarrollo y en respuesta a estimulos externos (Liang et a/, 1989, Shufflebottom et al, 1993). La
expresion de los genes PAL es regulada por diversos factores como luz, herida, e infecciones por
patdgenos (Liang ef al, 1989; Pellegrini et 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 mis genes, o algunas de las isoformas
pueden ser productos de diferentes miembros de la familia multigénica (Appert ef 4/, 1994; Sarma et al,,
1998). Su actividad se regula principalmente a nivel transcripcional, y también es blanco de mecanismos
de regulacion adicionales tales como inhibicién por productos del metabolismo fenilpropanoide (Bate et
al., 1994), y fosforilacién (Allwood et al., 1999; Cheng et al., 2001).

C.3.2. Biosintesis a partir del corismato.

La ruta biosintética del SA a partir del corismato -que sblo se conocia en bacterias- fue descrita
recientemente en A. thaliana por Wildermuth ef a/. (2001) quienes mapearon la mutacién s/d2 en plantas
afectadas en la acumulacién de SA en respuesta a patégenos, y aislaron el gen /CS/ que codifica la
isocorismato sintasa (ICS).

La ICS cataliza la hidroxilacién del corismato para producir isocorismato que es convertido a SA
por la isocorismato piruvato liasa (IPL) generando piruvato como subproducto (Figura 5). Aunque no se
han caracterizado las propiedades bioquimicas de la ICS en A. thaliana, la expresion del gen se induce
local y sistémicamente ante patdgenos flingicos y bacterianos. Ademds, las mutantes s/d2 infectadas por
patogenos solo acumulan del 5 al 10% del SA que se acumula en el ecotipo silvestre y su resistencia a
patogenos es reducida.

En la secuencia de aminodcidos predicha a partir del gen /CS7 se identifican el dominio de uni6n
a corismato, una secuencia de transito al cloroplasto en el extremo N-terminal, y en general presenta una
identidad del 57% con la ICS de Catharanthus roseus y de 20% con las enzimas de bacterias. En A.
thaliana existen dos genes /CS, mientras que en C. roseus solo hay un gen /CS y la enzima existe en dos
isoformas que no difieren significativamente en sus propiedades bioquimicas (van Tegelen et a/, 1999).
La actividad de las isoformas ICS en células de C. roseus solo es detectable cuando éstas han sido
tratadas con un elicitor (Moreno er al,, 1994).

El SA sintetizado en el cloroplasto podria tener como limitante el ser transportado a su sitio de
accién en el citoplasma. Sin embargo, el mapeo de otra mutante sid indica que SID1/EDSS5 es una
proteina localizada en la membrana del cloroplasto con homologia a las proteinas MATE (multidrug and
toxin extrusion proteins) que puede constituir una via para la excrecién del SA (Nawrath et al,, 2002).
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Figura 5. Rutas biosintéticas del 4cido salicilico en plantas. Enzimas: isocorismato sintasa (ICS),
isocorismatopiruvato liasa (IPL), fenilalanina amonio liasa (PAL) y 4cido benzoico 2-hidroxilasa (BA2H)
(Modificado de Shah, 2003).

C.3.3. Formaci6n de ésteres y gluctsidos del 4cido salicilico.

El SA -al igual que otros compuestos fendlicos presentes en las plantas- es conjugado con
aziicares, principalmente glucosa en forma de ésteres o glucosidos. Las reacciones de conjugacién
catalizadas por glucosiltransferasas constituyen un mecanismo para regular la actividad y localizacion
subcelular de fitohormonas (Sembdner et a/, 1994). En estudios realizados in vivo aplicando [“C]SA a
hojas de tabaco se encontré que el 2-O-B-D-glucsido de SA (SAG) se acumula durante el tiempo,
mientras que la formacion de glucosil salicilato (GS) es transitoria y ocurre rdpidamente ante la aplicacion
de SA. Las formas conjugadas del SA no poseen actividad biologica; la formacion rapida de GS podria
ser un mecanismo de proteccion ante los efectos fitotdxicos de las altas concentraciones de SA y la
formacion m4s estable de SAG podria ser una forma de almacenamiento para su liberacion posterior (Lee
& Raskin, 1999).
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La existencia de las formas conjugadas del SA en las plantas sugiere una complejidad adicional en
la modulacién de la sefial del SA durante las respuestas de defensa pues se han identificado B-
glucosidasas extracelulares que producen SA libre a partir de las formas conjugadas (Alvarez, 2000). De
hecho, la separacién espacial de un glucésido inactivo y su B-glucosidasa ha sido demostrada para varios
compuestos fendlicos y constituye un mecanismo para regular a los compuestos bioactivos (Sembdner et

al., 1994),
C.4. Interaccién entre el SA y otras hormonas en las respuestas de defensa de plantas a patdgenos.

Muchos estudios han confirmado la importancia del SA en las respuestas de defensa ante
patogenos. Sin embargo, el SA no es esencial en las respuestas de defensa ante todos los patégenos y
existen otras hormonas como el 4cido jasménico (JA), el etileno (ET) y el dcido abscisico (ABA), cuyo
mecanismo de accién puede ser sinergista, antagénico o independiente del SA.

En A. thaliana las respuestas de defensa dependientes de SA parecen ser efectivas ante patbgenos
bidtrofos como Peronospora parasitica (Mauch-Mani & Slusarenko, 1996) y Erysiphe orontii (Reuber et
al, 1998). La resistencia ante este tipo de patbgenos estd frecuentemente asociada con muerte celular
hipersensible en el sitio de infeccién por lo que el patdgeno queda desprovisto de nutrientes. Las
respuestas de defensa dependientes de JA/ET parece ser méas efectivas ante patégenos necrétrofos como
Botrytis cinerea y Pythium spp (Vijayan et al., 1998; Staswick et al, 1998; Thomma ef al,, 2000). Las
bacterias patbgenas son restringidas por los mismos mecanismos de defensa pues la resistencia ante
algunas cepas de Pseudomonas (bacteria bibtrofa) depende de las respuestas de defensa activadas por la
acumulacion de SA (Delaney et al, 1994), mientras que defectos en la via de sefializacién del JAJ/ET
confieren susceptibilidad a la bacteria necrétrofa Erwinia carotovora (Norman-Setterblad et a/, 2000).

Como se menciond anteriormente, la accién de las fitohormonas que participan en el mecanismo

de defensa a patégenos no es independiente invariablemente, sino que sus vias de sefializacién pueden
entrecruzarse generando respuestas cooperativas o antagénicas. Inicialmente se describio la relaciéon
antagbnica entre el SA y JA. En tabaco el SA inhibe la transcripcién de genes que codifican enzimas
requeridas para la sintesis de JA (Harms ef al,, 1998; Nishiuchi et a/., 1997) asi como la expresién del gen
PRIb mediada por JA, mientras que el tratamiento con JA inhibe la activacién transcripcional de PR/a
inducida por SA (Niki et al., 1998). En A. thaliana la linea transgénica nahG y las mutantes con niveles
reducidos de SA expresan en mayor intensidad genes dependientes de JA (Penninckx et af,, 1996).
Por otro lado, algunas respuestas de defensa dependen de la accién concertada de las fitohormonas. El
SA y JA contribuyen a la resistencia de A. thaliana ante Plectosphaerella cucumerina, (Thomma et al,
2000). Asimismo, a través de un andlisis por microarreglos se demostrd que el SA y el MeJA coinducen
la expresion de 55 genes involucrados en respuestas de defensa, desarrollo, mantenimiento celular,
reconocimiento de sefiales o transduccion, aunque también se observd que 8 genes que son inducidos
significativamente por el SA son reprimidos por el MeJA (Shenk et al, 2000). Por otro lado, 1a muerte
celular en A. thaliana inducida por la fumonisina Bl producida por Fusarrum verticilliordes requiere que
las vias de senalizacion del SA, JA y ET sean completamente funcionales (Asai et a/, 2000). Sin
embargo, la muerte celular inducida por ozono requiere de SA y ET, y es reprimida por JA (Rao & Davis,
1999; Rao et al,, 2000; Overmeyer et al., 2000).
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El 4cido abscisico (ABA) también estd involucrado en la interaccién planta-patdgeno. Esta
hormona se incrementa en respuesta a la infeccién por virus, bacterias y hongos (Whenham et al., 1986;
Steadman & Sequeira, 1970; Kettner and Dérffling, 1995). Audenaert ef al. (2002) demostraron que la
mutante sitiens de jitomate con niveles reducidos de ABA es mucho més resistente que el ecotipo
silvestre al hongo necrdtrofo Botrytis cinerea, y que su susceptibilidad puede restaurarse por aplicacién
de ABA en concentraciones superiores a 10 pM. Estudios anteriores habian demostrado que la aplicacion
de ABA incrementa la susceptibilidad de varias especies vegetales hacia distintos patogenos como
Phytophthora infestans y Cladosporium cucumerinum en papa (Henfling et al,, 1980), P. megasperma f.
sp. glycinea en soya, Peronospora tabacina en tabaco (Salt et al,, 1986) y B. cinerea en jitomate (Kettner
& Dorffling, 1995). Los mismos autores determinaron que el mecanismo de accién del ABA en jitomate
es independiente de JA y dependiente de SA a diferencia de A. thaliana cuya resistencia a 5. cinerea esté
mediada por JA y ET. El ABA modula la respuesta de defensa del jitomate dependiente de SA a través de
dos mecanismos: reprimiendo parcialmente la actividad de PAL e influyendo directamente en la expresion
de PR-] porque su promotor contiene al elemento de respuesta negativa a ABA TAACAAA (Giraudat et
al., 1994). Estos resultados sugieren que el ABA antagoniza la respuesta de defensa dependiente de SA en
la interaccion del jitomate con B. cinerea. Se ha sugerido que los hongos patdgenos produzcan ABA o
induzcan su biosintesis en la planta hospedera para suprimir sus mecanismos de defensa.

El 6xido nitrico (NO) es otra molécula importante para la activacién de respuestas de defensa ante
patogenos (Dumner & Klessig, 1999) y su relacién con el SA es incierta (Klessig ef al,, 2000). Estas
moléculas de senalizacion parecen ser autoamplificadoras porque el NO -al igual que las EROs- estimula
la acumulacién de SA, y éste induce la produccién de EROs tales como H:0: y NO (Van Camp ef a/,
1998; Durner & Klessig, 1999). Ademés, las EROs y el SA cooperan con el NO para aumentar la muerte
celular en células de soya en suspensién (Delledone et al., 1998). El SA también estimula la sintesis en
plantas de una oxigenasa inducible por pat6genos que tiene una alta homologia con la ciclooxigenasa de
mamiferos que es activada por NO (Sanz et a/., 1998). Por el contrario, el SA podria antagonizar la via de
sefializacion del NO pues en mamiferos los salicilatos inhiben la actividad y la transcripcién de la éxido
nitrico sintasa inducible (Farivar & Brecher, 1996) y en plantas podria suprimir la habilidad del NO de
inhibir la respiracion al activar la oxidasa alternativa insensible a NO (Millar & Day, 1997).

Es evidente que las plantas han desarrollado miltiples mecanismos de defensa para enfrentarse a
diferentes grupos de patégenos y que el entrecruzamiento entre las vias de sefalizacién constituyen un
medio de regulacién importante para activar distintas combinaciones de las respuestas de defensa.
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D. ESFINGOLIPIDOS

Los esfingolipidos son componentes estructurales de las membranas de células eucariotas y de
algunas bacterias (Dickson & Lester 1999; Huwiler et al,, 2000; Kawahara et a/, 2000). Su distribucién
en las membranas celulares es asimétrica, es decir, estdn excluidos de la fase liquida desordenada (Ld) de
glicerofosfolipidos y se segregan en microdominios especificos enriquecidos en colesterol formando una
fase liquida ordenada (Lo) que flota en la fase Ld. Estos microdominios son entidades dindmicas que se
fusionan, continuamente cambian de forma y pueden difundir lateralmente en la membrana plasmética, de
tal forma que se comportan como balsas que pueden acercar receptores activados y moléculas
transductoras coordinando la organizacién espacio-temporal de vias de transduccién de sefiales en
regiones especificas de la membrana (Fantini, 2003). Estos lipidos a diferencia de los fosfolipidos no
poseen el esqueleto de glicerol y se derivan de la esfinganina (Figura 6).

D.1. Diversidad estructural.

Los esfingolipidos se sinetizan a partir de las bases esfingoideas que son aminoalcoholes de
cadena larga (principalmente 18 4tomos de carbono) con un grupo amino en C-2 y dos grupos hidroxilo
en C-1 y C-3. Otras estructuras se pueden derivar por la presencia de grupos hidroxilo adicionales y
grupos metilo, asi como insaturaciones (Figura 6). Un 4cido graso se une al C-2 a través de un enlace
amida para formar ceramida, a la cual se unen otros grupos polares en C-1 para generar esfingolipidos
méds complejos (Figura 7) tales como cerebrosidos y glucosilinositolfosforilceramidas (GIPC) que se
forman por adicién de uno a varios monosacéridos y grupos polares fosforilados a la ceramida (ITUPAC,

1998).
D.1.1. Bases Esfingoideas.

En células animales la base esfingoidea mis abundante es la esfingosina, mientras que en la
levadura 8. cerevisiae es la fitoesfingosina (formada por hidroxilacién de la esfinganina en C-4). En
plantas la composicion de bases esfingoideas es variable pues hay mds de ocho diferentes bases
esfingoideas derivadas de la D-eritro-esfinganina (Figura 6). Algunas de estas bases esfingoideas poseen
instauraciones 4(E) y 8(E/Z); los isbmeros predominantes entre las bases esfingoideas insaturadas de
plantas son: (E/Z)-8-esfingenina, (4E, 8E/Z)-4,8-esfingadienina y (8E/Z)-4-hidroxi-8-esfingenina,
mientras que la esfinganina vy fitoesfingosina estdn presentes en niveles muy bajos v la esfingosina no se
detecta en todos los tejidos. Otras bases esfingoideas que difieren en la longitud de su cadena carbonada
estdn presentes como componentes menores en los esfingolipidos (Lynch, 1993).

Parece que las bases esfingoideas con insaturacion 8(E/Z) son exclusivas de plantas, aunque las
proporciones de isémeros 8(E) a 8(Z) encontradas en cerebrosidos de hojas de varias especies vegetales
varia de 91:9 en pepino a 4:86 en trigo (Imai et a/,, 1997). Por otro lado, las proporciones relativas de las
bases esfingoideas di- y trihidroxiladas en cerebrésidos 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 cerebrosidos, las GIPC de hojas y
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raices poseen una composicién similar de bases esfingoideas (Imai ef a/., 2000a). Estos estudios sugieren
que las plantas mantienen dos pozos de ceramida, uno para la biosintesis de cerebrosidos y el otro para
GIPC que podrian ser seleccionados diferencialmente por la glucosilceramida sintasa (GCS) y la
inositolfosforilceramida sintasa, o bien que las enzimas podrian tener un acceso restringido a los pozos de
ceramida espacialmente separados (Sperling & Heinz, 2003).

i OH
: m/\(’\/\/\/\/\/\/\/\
| NHz
' Esfinganina (dihidroesfingosina)
OH OH
i (E)-4-esfingenina 4-hidroxiesfinganina (fitoesfingosina)
| ik OoH
| m/\‘)\/\/\y\/\/\/\/\ mf\(’\(\/\f\/\/\/\/\
| N, NHz OH
, (E)-8-esfingenina E)-4-hidroxi-8-esfingenina
OH OH
! Ho’\l)\/\/\_/\/\/\/\/ "’WWV
5 NH; OH
" (2)-8-esfingenina (2)-4-hidroxi-8-esfingenina
OH oH
M’W\/\/\N\N\ "of\])W\NW
i ol NH,
_I (4E,B8E)-4,8-esfingadienina (4E,8Z)-4,8-esfingadienina

Figura 6. Estructuras de las bases esfingoideas mds comunes en plantas.

D.1.2. Acidos grasos.

En células de plantas hay una alta diversidad estructural de ceramidas pues més de 10 diferentes
4cidos grasos pueden unirse a las 8 diferentes bases esfingoideas mencionadas anteriormente. Estos
4cidos grasos son casi exclusivamente a-D-hidroxilados y la longitud de su cadena varia entre 14 y 26
4tomos de carbono. Los 4cidos grasos més abundantes son saturados, c-D-hidroxilados de 16, 20, 22 y
24C, mientras que los 4cidos grasos de cadena muy larga (entre 22 y 26C) w9-insaturados se
encuentran en proporciones muy bajas (Imai e a/, 2000b). En las ceramidas de levadura los 4cidos
grasos predominantes poseen 26C y la mayoria estd hidroxilada en la posicion o (Lester ef al,, 1993).

D.1.3. Grupo polar.
Casi todas las ceramidas generadas por las posibles combinaciones entre bases esfingoideas y

4cidos grasos presentes en las plantas dan lugar a dos tipos de esfingolipidos: cerebrosidos y GIPCs
(Figura 7). Los cerebrosidos neutros se forman por glicosilacién del grupo hidroxilo en Cl1 de la
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ceramida, produciendo B-D-glucosil- y B-D-manosil-ceramida. El derivado glicosilado puede elongarse
por adicién secuencial de hasta 3 residuos de manosa (unidos por enlaces P(1—>3) y finalmente es
encapuchado por un residuo de glucosa por un enlace p(1—4).

Las GIPCs (con carga negativa) poseen un grupo inositol-1-fosfato unido por un enlace
fosfodiéster al C1 de la ceramida, que puede elongarse con cadenas de oligosacéridos. Aunque las GIPC
en plantas constituyen menos del 5%mol de los lipidos totales, son componentes importantes de la
monocapa externa de la membrana plasmética comprendiendo del 7 al 30%mol de los lipidos de
membrana (Lynch & Phinney, 1995) donde funcionan como anclas que unen covalentemente a proteinas
(Svetek et al., 1999; Roudier et al., 2002).

En mamiferos los esfingolipidos tipicos son las galactosilceramidas, gangliésidos (ceramidas cuyo
grupo polar es el 4cido sidlico) y la esfingomielina, y ninguno de estos se ha encontrado en las plantas
(Huwiler et al,, 2000). La mayoria de los hongos contienen dos tipos de esfingolipidos: cerebrosidos que
contienen residuos de glucosa o galactosa, y GIPCs con residuos de manosa, mientras que la levadura
S. cerevisiae so6lo posee GIPCs (Dickson & Lester, 1999).

-\ '\ Ceramidas
R,=H
o Cerebrésidos
R_U/\M\/\/W R.2= ﬁ'D'MSHOSﬂ

NH Ry = B-D-Glucosa
O’JY\/\/\N\/V\ 1626 R4 =[B-D-Man(1,4)],5-B-D-Clu
Rs = B-D-Glu(1,4)-[B-D-Man(1,4)],,- B-D-Glu

OH

Glucosilinositolfosforilceramidas (GIFCs)

Rs = a-D-GluN(1,4)- a-D-GluA(1,2)-m-Ino(1-P)-

R, = B-D-Gal(1,4)- a-D-GluNac(1,4)- a-D-GluA(1,2)-m-Ino(1-F)-
Rs = [a-D-Man(1,2)]-a-D-GluN(1,4)- a-D-GluA(1,6)-m-Ino(1-P)-

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

D.2. Metabolismo de esfingolipidos.
El metabolismo de esfingolipidos se encuentra finamente regulado pues tanto la biosintesis como

la degradaciéon de éstos genera intermediarios con actividad biologica que median varios procesos
celulares importantes. Esto se describird con mayor detalle en los siguientes apartados.
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D.2.1. Biosintesis de movo.

La biosintesis de esfingolipidos (Figura 8) inicia en el reticulo endopldsmico con la condensacién
de un 4cido graso activado con CoA (principalmente palmitoil-CoA) con L-serina para producir 3-
cetoesfinganina. Esta reaccién es catalizada por la serina palmitoil transferasa (SPT) que puede ser
inhibida por L-cicloserina, B-cloroalanina y ciertas micotoxinas (Lynch 2000; Zweerink ef al,, 1992). En
mamiferos y S. cerevisiae la SPT es un heterodimero formado 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 LCB2y un gen LCBI (Genbank Acc. AB074928 y AB063254, respectivamente). Ademés, la
expresion del cDNA de la subunidad LCB2 de Arabidopsis thaliana complementa a una mutante de
levadura cuya actividad SPT es defectuosa (Tamura ef af,, 2001).

En la segunda reaccién la 3-cetoesfinganina es reducida a D-emtro-esfinganina en presencia de
NADPH por la 3-cetoesfinganina reductasa. El gen que codifica a esta enzima en 5. cerevisiae ya ha sido
clonado (Beeler et 4., 1998) y en el genoma de Arabidopsis se encontraron dos genes putativos (Genbank
Acc. NM_111481 y NM_121925) pero sus funciones atin no han sido identificadas.

La siguiente reaccién es la acilacion del grupo amino de la esfinganina con un 4cido graso para
producir ceramida (N-acil-esfinganina). En levadura esta reaccién es catalizada por dos esfinganina-N-
aciltransferasas similares, LAC1 y LAGI, que requieren 4cidos grasos de cadena larga y en la forma
activada acil-CoA (Schorling et al,, 2001; Guillas ef a/, 2001). La delecién 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 reaccién
inversa y producir ceramida a partir de dcidos grasos libres como sustrato, lo cual representa una ruta
alternativa para la biosintesis de ceramida independiente de 4cidos grasos activados con CoA. El genoma
de Arabidopsis contiene dos genes homélogos a LAGI (AF198179 y AF198180, Brandwagt et a/, 2000)
y la actividad de la esfinganina-N-aciltransferasa ha sido reportada en microsomas de frijol y maiz
(Lynch, 2000). La D-ertro-esfinganina y la D-ertro-esfingosina son sustratos para la esfinganina-N-
aciltransferasa, mientras que la fitoesfingosina y la D-trec-esfinganina no lo son. En levadura la N-
aciltransferasa tiene especificidad por dcidos 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 determina la
composicion de 4cidos grasos en cerebrosidos y GIPC. La a-hidroxilacion en el dcido graso debe ocurrir
después de la formacion de ceramida dado que los 4cidos grasos a-hidroxilados no son sustrato de la N-
aciltransferasa (Lynch, 2000).

Existe un segundo mecanismo (demostrado in vitro) para la sintesis de ceramida en plantas que
utiliza 4cido palmitico libre. La actividad inversa de la ceramidasa (ceramida sintasa) es estimulada por
adicion de entro-esfinganina o esfingosina, y la fitoesfingosina inhibe la sintesis de ceramida. La
comparacion de las actividades 7n vifro de la esfinganina-N-aciltransferasa y de la ceramida sintasa en
preparaciones de membrana indica que la sintesis de ceramida in vivo ocurre principalmente por la
reacci6n dependiente de acil-CoA (Lynch, 2000).

Una vez sintetizada la ceramida, tanto a la base esfingoidea como al 4dcido graso se introducen
insaturaciones y/o hidroxilaciones para generar la gran variedad de esfingolipidos presentes en todas las
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células. En plantas, a la esfinganina puede introducirsele una instauracién en C4 o ser hidroxilada en la
misma posicién y a ambas estructuras se les puede introducir una insaturacién adicional en C8 para
producir a los isémeros cis/rans anteriormente descritos. Otra modificacién importante en la ceramida es
la adicién de grupos polares al C1 que produce cerebrésidos o GIPC, aunque también se desconoce si esta
adici6n ocurre antes o después de las modificaciones al centro hidrofébico de la ceramida.

En lo referente a la sintesis de GIPC se desconocen las etapas que ocurren después de la
formacién de ceramida pues no se ha identificado ningfin gen en plantas que codifique a la inositol

fosforilceramida sintasa.
D.2.2 Degradaci6n y recambio entre esfingolfpidos.

La degradacién de esfingolipidos complejos se realiza por reacciones mediadas por diferentes
hidrolasas que eliminan los grupos que constituyen a los esfingolipidos. Este proceso ha sido estudiado
principalmente en mamiferos en los que se han caracterizado una gran variedad de efectos bioldgicos de
la ceramida producida por las enzimas que hidrolizan esfingolipidos complejos. De estas enzimas, las
mejor caracterizadas son las esfingomielinasas (SMasas) de mamiferos. Estas enzimas eliminan el grupo
fosforilcolina de la esfingomielina generando ceramida. Se han identificado y caracterizado cinco
diferentes SMasas de acuerdo a su pH 6ptimo (4cidas, neutras o alcalinas), localizacién celular y
dependencia de cationes (Zn™ 0 Mg™). En la membrana plasmética se ha identificado actividad de SMasa
4dcida y hay evidencias de que también contiene SMasa neutra asociada a caveolas. La generacion de
ceramida por SMasas en la membrana plasmética ejerce funciones diferentes segfin el tipo celular, tales
como la inhibici6n de la translocacién de la proteina cinasa C (PKC) y la inhibicién de NF-kB (Hannun
et al,, 2001; Paris et al,, 2001) pero no efectos medidados por la ceramida sintetizada de movo como
detencién del ciclo celular y apoptosis (Hannun ef 2/, 2001). La SMasa 4cida lisosomal podria participar
en la activaci6n de la catepsina D como blanco directo de la ceramida lisosomal (Heinrich et al., 2000).

La ceramida es posteriormente degradada por ceramidasas que rompen el enlace amida en la
ceramida liberando una base esfingoidea y un 4cido graso libre. Se han descrito 3 diferentes tipos de
ceramidasas que se clasifican como 4cidas, neutras o alcalinas, de acuerdo a su pH dptimo (Pettus ef al,,
2002). La esfingosina producida por la degradacién de ceramida en mamiferos puede ser fosforilada por
cinasas de esfingosina. Otra alternativa es que la esfingosina sea reutilizada por la ceramida sintasa para
regenerar ceramida. La esfingosina-1-fosfato también puede entrar a la via de salvamento por acci6n de
una fosfatasa que regenera a la esfingosina libre, o puede ser degradada por una liasa que produce un
aldehido graso y etanolamina fosfato que pueden entrar al metabolismo de glicerolipidos (Hannun ef a/.,
2001).
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Figura 8. Biosintesis de novo (flechas s6lidas) y recambio (flechas discontinuas) de esfingolipidos en
plantas,

D.3.1. Actividad biol6gica de los esfingolfpidos.

Como se describi6 anteriormente, varios intermediarios del metabolismo de esfingolipidos tienen
actividad biolégica pues participan en distintos tipos de respuesta y cascadas de sefializacién. A
continuacién se describen algunas de estas funciones en distintas especies.

D.3.1. Esfingolipidos bioactivos en mamiferos y 5. cerevisie.

Esfingosina

La esfingosina biolégicamente activa se forma principalmente a partir de la degradacién de la
ceramida en mamiferos. Esta base esfingoidea, a diferencia de la ceramida, es capaz de difundir
rapidamente entre las membranas celulares lo que le permite tener efectos en distintos compartimentos
celulares. La esfingosina inhibe a la proteina cinasa C (PKC) (Hannun er a/,, 1986) y a la fosfohidrolasa
de 4cido fosfatidico (Lavie ef a/,, 1990), y en contraste, activa a la fosfolipasa D y a la diacilglicerol
cinasa (DAGK) (Yamada & Sakane, 1993). La esfingosina también activa especificamente a un grupo de
cinasas de proteinas caracterizadas como cinasas dependientes de esfingosina (SDKs) que fosforilan a
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miembros de la familia de proteinas 14-3-3 que funcionan como proteinas adaptadoras en muchas vias de
sefializacién (Megidish et a/, 2000). Otros sustratos de las SDKs son proteinas de choque térmico,
calreticulina y la isomerasa de puentes disulfuro (Megidish et al., 1999).

Varios de los efectos descritos de la esfingosina parecen ser especificos del tipo celular pues se
han encontrado efectos antimitogénicos en ciertas lineas celulares y efectos promitogénicos en otras

(Merrill et al,, 1997).

Fitoesfingosina

Los niveles de esta base esfingoidea y de su derivado fosforilado se incrementan signicativamente
en S. cerevisie cuando es sometida a choque térmico (cambio en la temperatura de 25-30°C a 39-42°C)
(Jenkins er al, 1997; Dickson et al, 1997; Skryzpek et al, 1999). La combinacién de estudios
farmacolégicos y genéticos han mostrado que la fitoesfingosina y esfinganina son esenciales para la
activacion de una via de degradacion de permeasas dependiente de ubiquitina que ocurre ante el choque
térmico. Esta via de degradacion de proteinas activada por bases esfingoideas permite eliminar proteinas
desplegadas o agregadas que podrian ser toxicas para la célula. 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).

Ceramida
El papel de la ceramida en la apoptosis ha sido el efecto més estudiado. Se ha demostrado que la
acumulacién de ceramida regula y en muchos casos es necesaria para la ejecucion de la fase apoptética en
la que interviene la mitocondria (Hannun & Luberto, 2000).
A nivel molecular se han identificado 4 blancos de la ceramida, que son:
a) Fosfatasas activadas por ceramida (CAPP).
Estas proteinas comprenden a las fosfatasas de serina/treonina PP1 y PP2A. Su activacién por
ceramida presenta estereoespecificidad y requerimiento estricto del doble enlace 4(E) en la base
esfingoidea (Chalfant et al,, 1999). Algunos de los sustratos de las CAPP que se han identificado son
PKCa, Bcl-2, PKB/Akt y Rb (Ricciarelli & Azzi, 1998; Deng et al., 1998; Sato et al., 2000; Tamrakar
et al., 2000) por lo que posiblemente los efectos de la ceramida podrian estar mediados por la
desfosforilacién y regulacion de estos y otros sustratos de las CAPP.
b) Cinasa activada por ceramida (CAPK).
Esta cinasa result6 ser la cinasa activadora de Ras cuya activacién podria mediar los efectos de la
ceramida en las MAP cinasas ERK (Zhang et al,, 1997).
c) Catepsina D.
La interaccién de la ceramida con la catepsina D es necesaria y suficiente para inducir la prote6lisis
autocatalitica del precursor de 52 KDa que genera a la forma activa de la proteina (48/32 KDa). Se ha
demostrado que la catepsina D participa en la apoptosis y que la liberaci6n de citocromo ¢ asi como la
activacion de la caspasa 9/3 ocurren después de la activacién de la catepsina D (Heinrich et al,, 1999).
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d) Protefna cinasa C & (PKCE).
La ceramida incrementa la actividad de PKCE hacia el regulador del “splicing” alternativo
hnRNPA1. Se ha propuesto que la mayor fosforilacion de hnRNPA1 podria inducir su translocacién al
nficleo e incrementar su afinidad por el RNA (Municio ef a/,, 1995).

Esfingosina-1-fosfato (S1P)

Varios efectores biol6gicos como factores de crecimiento (PDGF y EGF) y citocinas (TNFet)
promueven la biosintesis de esfingosina-1-fosfato al activar esfingomielinasas, ceramidasas y cinasas de
esfingosina (Olvera & Spiegel, 1993; Alemany et al,, 1999), lo cual sugiere que la esfingosina-1-fosfato
es un mensajero intracelular. La esfingosina-1-fosfato también tiene funciones extracelulares pues
recientemente se demostrd que puede unirse a receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) codificados
por la familia EDG. La interaccién de la esfingosina-1-fosfato con los GPCRs induce proliferaci6n,
sintesis de matriz extracelular o inhibicién de apoptosis inducida por ceramida, segfin el tipo celular en el
que se estudio (Lee et al, 1998; Zhang et al,, 1991; Lee ef al,, 1999; Cuvillier et al, 1996).

Ceramida-1-fosfato (CerlP)

Este esfingolipido se ha detectado en células HL-60 de humano (Dressier & Kolesnick, 1990) y
en el cerebro (Shinghal ef al, 1993), y se han identificado dos fosfatasas que la hidrolizan
especificamente por lo que también podria ser importante en la regulacién de funciones celulares
(Shinghal et al., 1993; Boudker & Futerman 1993). Gémez-Muiioz et a/. (1995) identificaron a la CerlP
como un agente mitogénico pues a una concentracion de 10 uM estimula la sintesis de DNA vy la divisi6n
celular en fibroblastos de rata. Posteriormente encontraron que 25 M de CerlP activa la expresion del
antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA; Gomez-Muiioz et al, 1997). Aunque la Cer1P puede ser
considerada como un andlogo estructural a los agentes mitogénicos fosfatidato y lisofosfatidato, su efecto
en la transduccién de sefales difiere considerablemente al de estos compuestos pues la CerlP a la
concentracion que estimula la sintesis de DNA no inhibe a la adenilato ciclasa y tampoco incrementa la
actividad de MAP cinasas (isoformas de 42 y 44 KDa).

D.3.2. Funciones de esfingolipidos en plantas.

A diferencia de mamiferos y 5. cerevisiae en los que se ha descrito ampliamente la funcion de los
esfingolipidos y sus precursores como moléculas de sefializacién, en plantas se han realizado muy pocos
estudios para determinar esta funcién. A continuacion se describen las funciones que se han reportado

hasta el momento.
D.3.2.1. Respuestas a algunos tipos de estrés abibtico.

Los esfingolipidos confieren estabilidad a las membranas contribuyendo a la adaptacion al estrés
por sequia (Norberg et al, 1991) y heladas (Lynch & Steponkus, 1987; Imai ef af,, 1995; 1997a; 1997b;
Kawaguchi et al., 2000; Uemura & Steponkus, 1994; Uemura, 1995). Se ha observado que la proporcién
de GlcCer en la membrana plasmética de plantas tolerantes a heladas es menor queen las plantas
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sensibles a bajas temperaturas y que el contenido de GlcCer se reduce ante la adaptacién al frio (Lynch
& Steponkus, 1987; Uemura & Steponkus, 1994; Uemura, 1995). El anélisis de los esfingolipidos
presentes en hojas de plantas resistentes al frio mostr6 que contienen niveles elevados de 4cido
hidroxinervénico(24h:1), lo que sugiere que los cerebrosidos con hidroxidcidos monoinsaturados de
cadena muy larga presentan menores transiciones de fase que los cerebrosidos que poseen hidroxi4cidos
saturados (Imai ef al., 1995; 1997a).

Asimismo, se ha encontrado que la esfingosina-1-fosfato (SI1P) participa en la sefializacién por
4cido abscisico (ABA) durante el estrés por sequia. Ng et a/. (2001) encontraron que los niveles de S1P
en extractos lipidicos se incrementan en plantas de Commelina communis sometidas a estrés hidrico.
Los mismos autores demostraron que la S1P promueve el cierre de los estomas al inducir un
incremento en la concentracion citosolica de Ca™ ([Ca™)«). La SIP en concentraciones de 6 y 50 uM
indujo oscilaciones de [Ca*}« a los 120 y 4 min respectivamente, indicando que la frecuencia y amplitud
de las oscilaciones de [Ca®]« son caracteristicas de la concentracién de S1P aplicada, al igual que los
cambios en la apertura estomatal. Los efectos de la SIP son reversibles y la presencia del doble enlace A4
es esencial ya que la esfinganina-1-fosfato no afecta la apertura de los estomas. Por fltimo,
demostraron que la disminucién de los niveles end6genos de S1P por la DL-treo-dihidroesfingosina
(DHS, inhibidor competitivo de la esfingosina cinasa en animales) atenfia el cierre de los estomas
inducido por ABA. Este mismo efecto se observé en Armabidopsis tipo silvestre pero no en lineas

“knockout” que no expresan a la subunidad a de la protefna G heterotrimérica. Esto sugiere que las
proteinas G son un componente en la via de sefializacién de la S1P que regula la apertura estomatal
mediada por el ABA (Coursol et al., 2003).

D.3.2.2. Regulaci6n de la actividad de protefnas.

Una de las primeras evidencias que postularon a los esfingolipidos de plantas como mediadores
intracelulares fue el estudio de Bille ef 2/ (1992) quienes mostraron que la esfingosina (2.5 puM) estimula
hasta un 90% la actividad pirofosfatasa (PPasa) en vesiculas de tonoplasto y en vacuolas aisladas a partir
de células en cultivo de Chenopodium rubrum. La esfingosina en concentraciones superiores a 5 uM
provoc el efecto contrario. La modulacién de la actividad PPasa parece ser altamente especifica ya que
otros dos esfingolipidos estrechamente relacionados (psicosina y lisosulfitido) no afectaron
significativamente la actividad de PPasa.

D.3.2.3. Fitopatogénesis.

Varios estudios han demostrado que los cerebrosidos ftingicos tienen actividad elicitora especifica
pues inducen respuesta de hipersensibilidad, acumulacién de fitoalexinas y mayor resistencia a
infecciones posteriores por patégenos compatibles en plantas. Los cerebrésidos con actividad elicitora
fueron aislados del hongo patégeno de arroz Magnaporthe grisea y estdn formados por grupos (3E)-2-
hidroxihexadecenoil o (3E)-2-hidroxioctadecenoil unidos a (4E,8E)-9-metilesfingadienina (Koga et 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 modificaciones estructurales a las bases esfingoideas en los
esfingolipidos contribuyen a las diferentes respuestas celulares en las interacciones planta-patogeno.

Otra evidencia de la participacion de los esfingolipidos en respuestas de defensa de plantas al
ataque por patogenos es el incremento en la expresion del gen SPT (codifica la enzima que cataliza la
primera reaccién en la biosintesis de novo de esfingolipidos) durante la respuesta de hipersensibilidad
inducida en una variedad de papa resistente cuando es inoculada con el hongo Phytophthora infestans

(Birch et al,, 1999).
D.3.2.4. Muerte celular.

La participacién de los esfingolipidos en la muerte celular fue propuesta inicialmente en estudios
con toxinas andlogas a la esfinganina como las fumonisinas y la toxina AAL que son carcinogénicas en
animales y también son fitotdxicas. En MNicotiana tabacum, Lycopersicon esculentum vy Datura
stramonium la fumonisina B1 asi como la toxina AAL inducen pérdida de electrolitos, clorosis y muerte
celular, efectos que podrian deberse a la acumulacién de bases esfingoideas que provocan al inhibir a la
esfinganina-N-aciltransferasa (Abbas ef al,, 1994).

La relacion de los esfingolipidos con la regulacién de muerte celular y respuestas de defensa en
plantas se demostrd con la caracterizacién del gen ACDI/ de Arabidopsis, que codifica una proteina con
una alta afinidad por la esfingosina que acelera su transferencia entre membranas 77 vifro. La inactivacion
de este gen activa un programa de muerte celular que no se relaciona con senescencia y que estd
coordinado con la activacién de respuestas de defensa pues las plantas expresan constitutivamente algunos
genes de defensa (PRI, PR2, PR5, GST, CHS) (Brodersen et al., 2002).

D.4. Inhibidores de la biosintesis de esfingolipidos y consecuencias toxicas.

El descubrimiento y caracterizacién de inhibidores naturales de la biosintesis de esfingolipidos
producidos por varias especies de hongos ha permitido estudiar la funcién de sefalizacion de los
esfingolipidos y sus precursores en distintas especies. Estos inhibidores poseen una estructura quimica
semejante a las bases esfingoideas, hecho que les permite interactuar con el sitio activo de las enzimas
biosintéticas.

Miriocina

La miriocina (figura 9) es un compuesto producido por fsaria (Cordyceps) sinclairi, un hongo
entomopatogénico utilizado por la medicina china tradicional (Im, 2003). La miriocina posee actividad
Inmunosupresora por 1o que con base a su estructura se desarroll6 el faormaco FTY720 cuya aplicacién
clinica actualmente se estd evaluando en transplantes en humanos (Napoli, 2000). Por otro lado, la
miriocina administrada por via oral provoca toxicidad gastrointestinal y muerte en animales de laboratorio
(Fujita et al, 1995). Estos efectos podrian deberse a la reduccién de los niveles de bases esfingoideas,
ceramida vy esfingolipidos complejos pues inhibe de manera especifica a la SPT (Miyake ef al,, 1995).
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Asimismo, se ha observado que la disminuci6n en los niveles de esfingolipidos afecta negativamente el
crecimiento celular y la viabilidad de la linea celular CTLL-2, y que la apoptosis inducida por la
miriocina se previene por adicion de esfingosina (Nakamura et a/., 1996).

Aunque se han descrito otros inhibidores de la SPT como L-cicloserina y B-cloro-alanina (Hanada
et al,, 2000), la miriocina es el mas potente de los que se conocen pues inhibe a la SPT a concentraciones

picomolares.

Fumonisina B1 (FBI)

Las fumonisinas son toxinas producidas por hongos de la especie Fusamum, principalmente
Fusarium verticillioides (antes F. moniliforme = Gibberella fujikuror), F. proliferatum y F. nygamai
(Rheeder et al, 2002). La especie de mayor importancia econémica es < verticillioides, pues es un
pat6geno del maiz que se desarrolla en tejidos vegetativos y reproductivos, frecuentemente sin causar
sintomas de infeccion en la planta. Sin embargo, cuando los genotipos de la planta y el hongo son los
adecuados, asi como las condiciones ambientales, el hongo puede causar marchitamiento, pudricién de
tallo y mazorca (Nelson ef a/, 1993). Se ha estimado que el 59% del maiz y de los productos de maiz en
todo el mundo estin contaminados con cantidades variables de fumonisina Bl (figura 9), que es la
toxina més prevaleciente entre las fumonisinas (Proctor et a/, 1999; Haschek et a/,, 2001).

A diferencia de la mayorfa de las micotoxinas que son solubles en solventes organicos, las
fumonisinas son hidrofilicas. Su estructura quimica estd formada por un esqueleto de aminopentol
(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 4cidos tricarbalilicos por enlaces éster (Figura 9).

Por la similitud estructural entre el esqueleto de las fumonisinas con las bases esfingoideas, uno
de sus mecanismos de accién molecular incide en la biosintesis de novo de los esfingolipidos. La FB1 es
un potente inhibidor de la esfinganina-N-acil-transferasa (enzima que cataliza la acilaci6n de esfinganina)
que impide la biosintesis de esfingolipidos complejos con una ICs de 0.1 pM en preparaciones
microsomales de higado de rata (Wang et al,, 1991).

Las fumonisinas afectan a los animales en diferentes formas al interferir con el metabolismo de
esfingolipidos (Dutton, 1996; Marasas, 1995; Merrill et al,, 2001). Una de las especies mis susceptibles
son los equinos en los que causa degeneraci6n encefilica (Marasas ef al, 1988) asi como en conejos
(Bucci et al, 1996), edema pulmonar en cerdos (Harrison et al, 1990), y efectos hepatotoxicos,
carcinogénicos y apoptosis en higado de ratas (Gelderblom er al,, 1991; Pozzi ef al, 2000). Mediante
estudios epidemiolégicos se ha asociado el consumo de fumonisinas a una alta tasa de céncer de
es6fago en humanos (Sydenham ef a/,, 1991). La inhibicién de la sintesis de ceramida por las fumonisinas
provoca acumulacién de esfinganina en tejidos, suero y orina, lo cual se utiliza como marcador de
exposicion a la toxina. El incremento en los niveles de esfinganina es tan répido y considerable que
generalmente domina sobre la deplecién de esfingolipidos complejos en los efectos de las fumonisinas en
las células. Sin embargo, se ha observado que la falta de glicoesfingolipidos afecta la funcién de algunas
proteinas membranales (Stevens & Tang, 1997).
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Las fumonisinas también son fitotoxicas. Abbas et a/. (1991) demostraron esta actividad sobre la
maleza Datura stramonium, en la cual la FB1 provoca una muerte celular rdpida. Posteriormente se
confirmé este efecto en otras malezas por lo que se propuso el uso de la FB1 como herbicida (Abbas &
Boyette, 1992). La FBI también tiene efectos fitotdxicos en Lemna minor desde concentraciones tan
bajas como 40 nM, provocando una disminucién significativa en su crecimiento y en la capacidad de
sintetizar clorofila, efectos que también son inducidos por la FB2 y FB3 en concentracion 1 pM (Tanaka
et al, 1993). En especies de plantas cultivadas la FB1 también es fitotéxica. En el jitomate provoca
necrosis en las hojas; en el maiz inhibe en un 75% la elongacién radicular durante la germinacién
(Dohelert et al, 1994) y reduce el crecimiento de plantulas de manera dosis-dependiente, siendo més
fitotoxica que la FB2 y FB3 (Lamprecht et al., 1994).
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Figura 9. Interrupcién de la biosintesis de novo de esfingolipidos por inhibidores producidos por hongos
patogenos de plantas.
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Toxina AAL

La toxina AAL (Figura 9) es producida por el hongo Altemaria alternata f. sp. Iycopersici que
infecta plantas de tomate homocigotas con genotipo asc/asc, induciendo muerte celular. Por el contrario,
los genotipos homocigotos dominantes Asc/Asc son resistentes a la accién de la toxina. Aun cuando no
se ha determinado con certeza la identidad del gen Asc, se sabe que confiere resistencia a la toxina
AAL restaurando la biosintesis de esfingolipidos y previniendo la muerte celular (Spassieva et al,, 2002).

La toxina AAL al igual que la FBI inhibe la sintesis de ceramida. Sin embargo, esta t6xina s6lo
induce efectos fitotoxicos pues no se ha asociado con intoxicaciones en animales (Abbas ef a/, 1994). La
toxina AAL (1 uM) provoca acumulacion de esfinganina y fitoesfingosina en hojas de plantas de tomate
susceptibles a A. alfernata a las 24 horas posteriores al tratamiento, asi como lesiones necrticas que
aumentan en tamafio y nlimero hasta que la planta muere a los 5 dias posteriores.
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II. Antecedentes inmediatos.

En nuestro grupo de investigacién se ha estudiado la respuesta de hipersensibilidad (HR) que
desarrollan las plantas de maiz ante la infeccién por el hongo Fusamum verticillioides. Este hongo se
encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y estd asociado principalmente al maiz, aunque es capaz
de infectar también al sorgo, trigo, frijol, y soya. Fusarium verticillioides es productor de una gran variedad
de toxinas, entre ellas las fumonisinas. Estas toxinas poseen una estructura quimica andloga a las bases
esfingoideas y debido a ello uno de sus mecanismos de accién molecular incide en la biosintesis de novo de
los esfingolipidos. La fumonisina Bl (FB1) es un potente inhibidor de la esfinganina-N-acil-transferasa
(enzima que cataliza la acilacién de esfinganina), por lo que interrumpe la biosintesis de esfingolipidos
complejos (Wang et al., 1991).

En los dltimos afios se ha estudiado a nivel celular y molecular la accién de la FBI durante la
germinacién de mafz y se ha encontrado que la toxina provoca varios cambios moleculares como son:
pérdida en la integridad del DNA genémico (Alc4ntara-Sdnchez, 1998), activacién de nucleasas especificas
(De la Torre, resultados no publicados), y activacion transcripcional de genes asociados con la patogénesis
(SanJuan, 2001). También se determind el efecto de la FB1 en los niveles de las bases esfingoideas
fitoesfingosina, esfinganina y esfingosina, de las cuales Ginicamente las dos primeras se encontraron en los
tejidos embrionarios de maiz. La FB1 indujo acumulacién de fitoesfingosina y esfinganina con una cinética
diferente pues a las 24 horas se observd la médxima acumulaci6én de esfinganina, mientras que la mdxima
acumulacién de fitoesfingosina se presentd a las 36 horas. La acumulacién de bases esfingoideas resultd
dependiente de la concentracién de toxina aplicada (Rivas San Vicente, 2001). Los tiempos de méixima
acumulacion de bases esfingoideas coinciden con los cambios celulares antes mencionados, los cuales son
caracteristicos de la respuesta de hipersensibilidad por lo que posiblemente la FB1 también podria inducir
acumulacién de SA.

Por otro lado, existen algunos reportes que sugieren la existencia de una posible asociacion entre el
metabolismo de esfingolipidos y la respuesta de hipersensibilidad. Inicialmente se demostrd que
esfingolipidos derivados del micelio del patdgeno Magnaporthe grisea actfian como elicitores especificos en
plantas de arroz induciendo HR, acumulacién de fitoalexinas y mayor resistencia ante infecciones
subsecuentes por patdgenos compatibles (Koga ef al., 1998). Posteriormente, Birch ef al. (1999) encontraron
que durante la HR que desarrolla la papa ante la infeccién por Phytophthora infestans aumenta la expresion
del gen SPT que codifica a la serina palmitoil transferasa, enzima que cataliza la primera reaccién en la
biosintesis de novo de esfingolipidos. Finalmente, Stone et /. (2000) encontraron semejanzas notables entre
la HR inducida en plantas de Arabidopsis por patogenos avirulentos y las respuestas a la FBI, como son:
acumulacion de EROs, produccion de camalexina (fitoalexina) y activacién de la expresion de genes de

defensa.
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III. Hipbtesis

Los compuestos esfingoideos participan en la modulacién de la respuesta de defensa de las plantas
contra patdgenos alterando los niveles de 4cido salicilico.

IV. Objetivos

Objetivo general:

Establecer la asociacion entre el metabolismo de esfingolipidos y la acumulacién de 4cido salicilico
como parte de la respuesta de defensa de la planta contra pat6genos.

Objetivos especificos:

Determinar los niveles basales de dcido salicilico en embriones de maiz en germinacién.
M Analizar el efecto de inhibidores de la biosintesis de esfingolipidos (fumonisina Bl y miriocina) en los

niveles de 4cido salicilico.
Determinar el efecto de bases esfingoideas (fitoesfingosina y esfinganina) y ceramida en los niveles de
4cido salicilico, y en la expresion de genes involucrados en su biosintesis (PAL e ICS).
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V. Materiales y métodos
Material biol6gico

Se emplearon semillas de maiz raza Chalquefio cosechas 2002 y 2003 de los cuales se extrajo
manualmente el embrién. Tanto las semillas como los embriones se almacenaron a 4°C. Las semillas de estos
lotes tenian un porcentaje de germinacion superior al 90%.

Meétodos
1. Imbibicién de embriones.

1.1. En ausencia y presencia de FBI 10 uM.
Los embriones de maiz se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio (0.5%) seguida de

varios enjuagues con agua estéril. Posteriormente se distribuyeron 40 embriones en cada placa de agar al 1%
(con o sin FB1) y se incubaron a 29°C, en oscuridad durante 12 a 60 h. Para las placas con FB1, primero se
disolvi6 el agar al 1%, posteriormente se reparti6 en volimenes de 20 mL en tubos Comning con tapén de
rosca y se esterilizd. Cuando se enfrié a una temperatura entre 40 y 45°C, se adicionaron a cada tubo 200 pL
de la solucion stock de FB1 (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.

1.2. En presencia de diferentes concentraciones de FBI.

Se prepararon 100 mL de agar al 1%, se distribuyeron en 5 tubos Coming de 50 mL con tapén de
rosca (20 mL de agar por tubo) y se esterilizé. Cuando el agar se enfrid, se afiadieron a diferentes tubos 20,
200, 500 y 1000 pL de FBI 1 mM para tener concentraciones de 1, 10, 25 y 50 uM. El contenido de cada
tubo se mezcld por agitacion en el vortex y se vaci6 en cajas Petri estériles.

Los embriones de maiz previamente desinfectados con hipoclorito de sodio se distribuyeron en estas
placas y se incubaron a 29°C en oscuridad durante 36 horas.

1.3. En presencia de esfinganina, fitoesfingosina o ceramida-C6 10 uM.

Los embriones de maiz previamente desinfectados se colocaron en placas de agar preparadas como
se indico anteriormente 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 evaporacién del etanol. Los
embriones se incubaron a 29°C en oscuridad durante 16 a 48 horas.

Esfingolipido Concentracion | Alicuota (uL) adicionada
(mM) del stock a 20 mL de agar estéril
Esfinganina 3.766 53
Fitoesfingosina 3.653 55
Ceramida C6 1.677 119
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1.4. Con miriocina 100 nM y 1 uM.

Se prepard un stock de miriocina (Sigma) 100 pM en metanol al 100%. De ésta soluci6n se tomaron
alicuotas de 50 y 500 uL que se adicionaron a 50 mL de agar al 1% estéril para llevarlas a concentraciones
de 100 nm y 1 puM, respectivamente. Cada preparacién de agar con miriocina se repartié en 3 cajas Petri
previamente etiquetadas. Los embriones desinfectados se incubaron a 29°C en oscuridad durante 6 a 48
horas, renovando el medio de imbibicion con la toxina cada 24 horas.

2. Extraccion de SA (Mewly & Metraux, 1993).

Se congelaron en el mortero 20 embriones por muestra (alrededor de 1.5 gramos) con nitrogeno liquido
para pulverizarlos. El tejido pulverizado se transfirid a un tubo de pldstico con tapon de rosca y se
adicionaron 3 mL de la mezcla metanol 90% y agua 10% (v/v), y 100 ng de 4cido o-anisico (10 pL de una
solucién 10 ng/uL). Se sonicd durante 10 min en un sonicador de una frecuencia fija y posteriormente se
centrifugd durante 15 min a 3600 rpm en una centrifuga Sorvall RT 6000D. El sobrenadante se transfiri6 a
un tubo limpio y el pellet se resuspendid por segunda ocasién en 3 mL de metanol al 90%. Se sonico y
centrifugd nuevamente, y el sobrenadante obtenido se mezcld con el primero. El metanol se evapor6 bajo
una corriente de nitrogeno y el extracto se redisolvid en 2 mL de 4cido tricloroacético al 5% (p/v), se sonico
durante 5 min y se centrifugd a 4000 rpm durante 10 min en una centrifuga Beckman GS-6R. El 4cido
salicilico se extrajo del sobrenadante con dos volmenes de la mezcla ciclopentano:acetato de etilo (1:1 v/v)
agitando suavemente durante 15 min. Para separar las fases se centrifugd durante 10 min a 3600 rpm. La fase
orgénica (superior) se transfiri6 a un tubo limpio y se realizé6 una segunda extraccién con la mezcla de
solventes orgdnicos. La fase orgéinica se evapord bajo una corriente de nitrégeno y el extracto seco se
disolvi6 en 500 pL de metanol.

3. Determinacion de condiciones para el analisis cuantitativo por HPLC del 4cido salicflico (SA) y 4cido o-
anisico (0-ANI).
3.1. Eleccitn de fase m6vil y determinacion de los tiempos de retenci6n del SA y o-ANL

De acuerdo a métodos reportados para el andlisis de SA por HPLC en fase reversa y por elucién
isocrética se prepararon 250 mL de cada una de las siguientes mezclas para fase movil:

Tabla 2. Composicién de las mezclas de fase mévil utilizadas para el anélisis cuantitativo del SA por HPLC
en fase reversa y elucion isocritica.

Mezcla Estindar interno Referencia
Acetato de sodio 0.2 M pH 5.5 90% y metanol 10% ninguno Nugroho et af., 2001
Metanol/agua/cido fosforico al 85% (40/60/0.2) ninguno Venema et al., 1996
Acetato de sodio 40 mM pH 3.5 75% vy 4cido 3- Eshita, 2001
metanol 25% hidroxibenzoico
Agua (con 4% de 4cido acético) 60% y metanol 40% ninguno Sawyer & Kumar, 2003

Las soluciones se filtraron a través de filtros de nitrocelulosa de 0.22 pm, y las mezclas se sonicaron en un
frasco cerrado durante 15 min para degasificarlas.
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Las soluciones de 4cido salicilico y 4cido o-anisico (Sigma) se prepararon en metanol, ambas en
concentracién de 5 mg/mL. A partir de cada una de ellas se prepararon dos diluciones consecutivas 1:100,
siendo la concentracion de la primera 50 ng/uL y de la segunda 0.5 ng/uL. De ésta tltima se prepararon
soluciones de concentraciones 12.5, 5 y 0.5 pg/mL con las diferentes fases méviles a probar, de tal forma
que se inyectaran 250, 100 y 10 pg, respectivamente, en los 20 pL que toma el inyector del equipo HPLC.

El SA y 0-ANI se separaron en una columna SUPELCOSIL™ LC-18S (15 ¢m x 4.6mm, 5 um) por
elucién isocrtica con una bomba SHIMADZU modelo LC-10ADVP. Para cada una de las fases moviles
preparadas se probaron diferentes velocidades de flujo (de 1.5 a 0.8 mL/min) para determinar en cudl de ellas
se tenfa buena resolucién asi como tiempos de retencién adecuados. El SA y o-ANI se detectaron en un
espectrofluordmetro SHIMADZU modelo RF-10AXL conectado al procesador de datos C-RSA. Para la
deteccién de ambos compuestos se estableci6 la A de excitacién en 305 nm y la A de emisién en 405 nm.

3.2. Elaboraci6n de curvas de calibracion.

Se prepararon diferentes diluciones de SA y 0-ANI en el intervalo de 0.5 a 7.5 pg/uL en la fase
movil que se selecciond con anterioridad. De cada dilucién se inyectaron 20 pL por triplicado para poder
calcular la desviacion estdndar de cada punto en la curva de calibracion.

4, Cuantificacién de SA en extractos.

A partir de los extractos solubilizados en 500 pL de metanol se tomaron diferentes alicuotas que se
llevaron a un volumen final de 250 puL con fase mévil. De cada dilucién por extracto se inyectaron 20 pL.
Los compuestos fendlicos se separaron en la columna Ci: por elucién con la mezcla metanol 40% y agua
(con 4% de 4cido acético) 60%, y se detectaron a una longitud de onda de excitacién de 305 nm y 405 nm
para emision. Las alturas de los picos correspondientes al SA y 0-ANI se interpolaron en las curvas de
calibracién correspondientes para calcular la cantidad de 4cido salicilico en la muestra de tejido. Los
resultados se expresaron en ng de SA por gramo de peso fresco.

5. Extraccién y calibracién de RNA total.

Por cada muestra se congelaron en un mortero estéril entre 8 y 10 embriones con nitrogeno liquido
para pulverizarlos. A este polvo se afiadié | mL de TRIzol (Invitrogen) y la suspensién se transfiri6 a un
tubo eppendorf estéril y se incubb a temperatura ambiente durante 2.5 min. El tubo se centrifugé a 12,000
rpm durante 10 min a 4°C en una centrifuga Jouan MR1812. El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio,
se le afadieron 200 uL de fenol-cloroformo 1:1 (v/v) y se agitd durante 15 segundos. Se centrifugd
nuevamente a 12,000 rpm durante 10 min a 4°C. La fase acuosa se transfirié a un tubo eppendorf estéril, el
RNA se precipitd por adiciéon de 500 uL de isopropanol e incubacién a temperatura ambiente durante 10
min. El tubo se centrifugé a 12,000 rpm durante 10 min a 4°C, y el sobrenadante se eliminé por decantacién.
El botén se lavo con 1 mL de etanol al 70% frio (preparado con H:0 tratada con DEPC). Se centrifugd a
6,400 rpm durante S min a 4°C para compactar nuevamente al botén y eliminar al sobrenadante por
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decantacién y evaporacién a temperatura ambiente. Finalmente el boton se resuspendié en100 uL de agua

tratada con DEPC.
El RNA total extraido se cuantificé por espectrofotometria determinando la absorbancia de una
dilucién 1:100 a una A de 260 nm.
(pgrinea/L) = Absaxoms (40 pg/mL) (Factor de dilucién)( 1 mL )
1 DO 1000 pL
La calibracién del RNA se realizo por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% (p/v) con
bromuro de etidio (0.5 pg/mL) utilizando como amortiguador TAE 1X. El RNA tefiido se visualizd en un
transiluminador de luz UV Hoefer Scientific Instruments modelo UVTM-10.

6. Clonacién de fragmentos de cDNA de PAL, ICS, PR-1 y UBQ de mafz.

Con base a las secuencias de DNA que se indican en la tabla 3 (y en el Apéndice A) se disefiaron
oligonucledtidos especificos para sintetizar el cDNA a partir de los transcritos de la fenilalanina amonio liasa
(PAL), isocorismato sintasa (ICS), ubiquitina (UBQ) y de la proteina asociada con la patogénesis (PR-1), 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 ICS en maiz se busco alguna secuencia expresada (secuencia EST) relacionada a
la isocorismato sintasa (ICS) de Arabidopsis reportada por Wildermuth ef a/. (2001). Sin embargo, entre
todas las bases de datos de los genomas de plantas monocotiledéneas se encontrd una sola secuencia EST de
arroz de 703 pb que es casi idéntica al cDNA de la ICS de Armbidopsis, y se empled para disefiar los
oligonucléotidos.

Todos los cDNAs (excepto el de PR-1) se sintetizaron a partir de 2 ug de RNA total extraido de
embriones de maiz germinados durante 36 h, empleando los oligos reverse (R¥). El ¢cDNA de ICS también
se sintetizo a partir de RNA extraido de hojas de pldntulas de maiz y arroz.

Para clonar al cDNA de PR-1 se parti6 del RNA total extraido de embriones germinados en presencia de

SA 1 mM.
Tabla 3. Oligonucledtidos especificos disefiados para sintetizar cDNAs y amplificarlos por PCR.

Transcrito | Secuencia de acceso al Secuencia de oligonucle6tidos Tamafio del
GenBank' fragmento

ZmPAL L77912 PALFw  5-GAG GTC AAC TCC GTG AAC GAC-3' 418 pb

PALRy  5-TGT AGG T6G ACG ACATGA GCT T-3'
OsICS CA763410 IC5Fw  5-AGA GGC ACG CCA ATT CAT AC-3' 231 pb

CoRy  5'-AAC TTT GCA AAC TGG GAT GC-3'

ZmPR-1 U82200 PRIF¥  5-AGA ACT CGC CGC AGG ACT A-3 381 pb
PRI-Ry  5-AGC TGC AGA TGA TGA AGA CG-3'

ZmUBQ U29158 UBR-Fw 5-CAC TTG GTG TTG CGT CTC AG-3' 306 pb
UB@-Rv 5-CAC CTC AAG GGT GAT CGT CT-3'

*http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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6.1.  Transcripci6n reversa.

Los diferentes fragmentos de cDNAs se sintetizaron con el kit ImProm II de Promega a partir de 2
ng de RNA total siguiendo el protocolo del proveedor. El RNA molde se combiné con 20 pmoles del oligo
Rven un volumen de 5 pL. La muestra se incubd a 70°C durante 5 min, y posteriormente se enfriaron en
bafio de hielo y asi se mantuvieron durante la preparacién de la mezcla para la transcripcion reversa. La
mezcla para la transcripcion reversa se prepard como se indica en la tabla 3.

Tabla 4. Preparaci6n de la mezcla para transcripcion reversa en un volumen final de 20 pM.

Componente Concentracion ~ Volumen (uL)
final

H:0-DEPC 8

Buffer de reaccién ImPromII™ 5X 1X 4

MgCl: 25 mM 3mM 2

Mezcla de dNTPs 10 mM (c/u) 0.5 mM 1

La mezcla se agit6 en el vortex y se adiciond 1 pL de transcriptasa reversa. Los 15 uL de la mezcla
se combinaron con los 5 pL que contenian al RNA molde y al oligo antisentido. La reaccién se incubb a
25°C durante 5 min para el alineamiento. Posteriormente se incubd a 38°C durante 1 hora, y por Gltimo, se
incubd a 70°C durante 15 min para inactivar a la transcriptasa reversa. Los cDNAs se almacenaron a - 20°C.

6.2.  Amplificacién del cDNA por PCR.

Se tomaron 5 pL de cada una de las reacciones de transcripcion reversa para amplificar los cDNAs
por PCR en un volumen de 25 pL con los componentes que se indican en la siguiente tabla:

Tabla 5. Preparacion de las mezclas para PCR.

Componente Volumen (uL) | Concentracién
final
Buffer PCR 10X 2.5 1X
MgClz 25 mM 2 2 mM
dNTPs 10 mM 0.5 0.2 mM
Oligo Fw 20 uM 0.6 0.5 uM’
Oligo Rv 20 uM 0.6 0.5 uM’
Tag DNA polimerasa (SU/uL) 0.2 1U
H:0 13.5 cbp 20 ulL

*La concentracion final de los oligos para amplificar al cDNA de UBQ fue 0.2 uM

La amplificacion se realizd en el termociclador GeneAmp PCR System 9700 con el siguiente
programa:
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94°C por 3 min 1 ciclo

94°C por 40 seg

58°C por 40 seg } 30 ciclos

72°C por 40 seg

72°C por 7 min etapa final de elongacién.

Los productos de amplificacién se separaron por electroforesis horizontal en un minigel de agarosa al
1.5% con bromuro de etidio (0.5 pg/mL), preparado con TBE 1X. El DNA tefiido se visualizd en un
transiluminador de luz UV Hoefer Scientific Instruments modelo UVTM-10 y su fotografia se obtuvo con la
cémara marca Fischer Scientific modelo EPH-6.

6.3.  Purificacién de DNA a partir de geles de agarosa.

Las bandas de interés se cortaron rdpidamente con una navaja de un solo filo y se colocaron en tubos
eppendorf previamente etiquetados y pesados. Los tubos con la agarosa se pesaron para calcular el volumen
de ésta (0.1 g = 100 pL). La purificacién del DNA se realizé con el kit Geneclean III de Bio 101. A cada
tubo con agarosa se le adicionaron 4 volGmenes de Nal (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 solucién Glass-Milk (resina que se une fuertemente al DNA) y se agregaron
5 pL de ésta a cada tubo y se mezcl6. Se incubd durante 5 min a temperatura ambiente, agitando a cada
minuto. Los tubos se centrifugaron a velocidad méxima por 5 seg y se elimind el sobrenadante por
decantaci6n. Se realizaron 3 lavados con 700 uL de New Wash helado, elimindndolo por centrifugacién y
decantacién. El New Wash remanente se elimind por evaporaci6n a temperatura ambiente. A cada tubo se le
agregaron 15 uL de agua estéril, se calentaron a 50°C por 3 min. Por Gltimo, los tubos se centrifugaron a
velocidad méxima por 30 seg y los sobrenadantes se transfirieron a tubos eppendorf estériles y etiquetados.

6.4.  Ligaci6n de los insertos.

Los fragmentos de DNA purificados se clonaron en el pldsmido pGEM-T Easy Vector (3015 pb) de
Promega. Este pldsmido contiene extremos cohesivos con la base timina, por lo que los productos de PCR -a
los que se les afiadi6 una adenina en sus extremos- son complementarios y se puede llevar a cabo la reaccion
de ligacion con la enzima DNA ligasa.

En un tubo eppendorf de 0.6 mL estéril se combinaron 5 pL de buffer de ligacion rdpida 2X, 1 uL
del vector (50 ng), entre 2 y 3 uL del inserto (dependiendo de la cantidad de DNA purificado), y 1 uL de
DNA ligasa T4 (3U/uL). Se mezclé por pipeteo suave y se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora. El
producto de la reaccién de ligacién se almacenda - 20°C.
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6.5. Transformacién de células competentes.

En tubos eppendorf de 1.5 mL estériles y etiquetados se mezclaron 2 L de las reaccion de ligacion
correspondiente con 50 uL de células competentes de Escherichia coli DH5w, y se incubaron en hielo
durante 20 min. Posteriormente se incubé durante 45-50 seg en un bafio de agua a 42°C y rdpidamente se
regresaron los tubos al hielo en el que se mantuvieron durante 2 min. A cada tubo se le afiadieron 950 uL de
medio SOC a temperatura ambiente y se incubaron a 37°C durante 1.5 horas con agitacién suave en una
incubadora Lab Line Orbit. Una vez que se recuperaron las células del choque térmico, los tubos se
centrifugaron a velocidad médxima, se decantd el medio y se afiadieron 350 uL de medio SOC nuevo a cada
tubo. Las células se resuspendieron por pipeteo suave. Se plaquearon 50, 100 y 200 uL de cada reaccién de
transformacién a placas LB/amp/IPTG/X-gal previamente etiquetadas. Las placas se incubaron durante
16-24 horas a 37°C. Posteriormente se incubaron a 4°C para facilitar la deteccién de las colonias
transformadas.

6.6.  Purificacién de DNA plasmidico (Minipreps)

Por cada reaccién de transformacion (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 37°C
con agitacién. De cada cultivo se trasfirieron 350 pL a un tubo eppendorf estéril y se mezclaron con 150 pL
de glicerol al 50% para almacenarlas a -70°C.

El resto del cultivo se transfiri6 a tubos eppendorf de 1.5 mL, se centrifug6 en una microfuga Sorvall
MC12 FA-MICRO a 20,000 rpm durante 30 seg y el medio de cultivo se eliminé por decantacion. El pellet
se resuspendié en 50 pL de solucion GTE y se incubd a temperatura ambiente durante 5 min. Se afiadieron
200 pL de la solucion de lisis recién preparada (NaOH 0.2 M / SDS al1%), se mezcl6 suavemente y se
incubé en baiio de hielo durante 5 min. Después se agregaron 150 pL de solucién de acetato de potasio 5 M
pH 4.8, se invirti6 suavemente para mezclar y se incubd en hielo durante 5 min para precipitar al DNA
gendmico. Se centrifugé a 12,000 rpm durante 10 min a 4°C en la centrifuga Jouan MRI1812 y se
transfirieron 400 pL del sobrenadante a un tubo nuevo. Al sobrenadante se le agregd6 RNAsa A a una
concentracién de 20 pg/mL vy se incub6 a 37°C durante 1.5 horas. Después se realizaron dos extracciones con
400 pL de fenol:cloroformo (1:1 v/v) mezclando por agitacién suave. Se centrifugd a 12,000 rpm en la
microfuga durante | min para separar las fases, la fase acuosa (superior) se transfirié a un tubo limpio. El
DNA plasmidico se precipitd por adicién de 700 uL de isopropanol frio y se incub6 en hielo durante 10 min.
El DNA plasmidico se recuper6 por centrifugacién a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se
eliminé por decantacion y el botén se lavo con 500 uL de etanol al 70%. Se centrifugd a 12,000 rpm durante
3 min en la microfuga, se decant6 el etanol y se eliminé por evaporacién a 55°C. El pellet se resuspendi6 en
32 uL de agua estéril, se agregaron 8 uL de NaCl 4 M y 40 uL. de PEG8000 (13%). Se mezclé por pipeteo y
se incubd en hielo durante 30 minutos. Para remover al sobrenadante se centrifugd a 12,000 rpm durante 15
min a 4°C, se decantd y el pellet trasltcido se enjuagd con etanol al 70%. Se centrifugé para decantar al
etanol y se eliminé completamente por evaporacién a 55°C. Finalmente el pldsmido se resuspendié en 20 uL
de agua estéril y se almacenda - 20°C.
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6.7.  Secuenciaci6n.

Los insertos en los pldsmidos purificados fueron secuenciados en la Unidad de Biologia Molecular
del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, en un secuenciador automético ABIPRISM 310 (Perkin Elmer)
usando los oligonucle6tidos T7 y SP6. Las secuencias de los fragmentos de cDNA clonados se compararon
con la base de datos del National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
mediante el programa BLAST para corroborar su identidad.

6.8.  Digestién de pldsmidos.

En un tubo eppendorf de 0.5 mL se mezclaron 10 uL del DNA plasmidico, 1.5 uL de buffer React 3
10X (Invitrogen) y 2.5 uL de agua estéril. Esta mezcla se incub6 a 100°C durante S min para relajar al
plasmido e inmediatamente se enfri6 en bafio de hielo. Posteriormente se afiadié 1 pL de EcoR1 (10
unidades) y se incub6 a 37°C durante 1 hora.

Los productos de la digestion se separaron por electroforesis horizontal en un minigel de agarosa al
1% con bromuro de etidio (0.5 pg/mL), preparado con TBE 1X. Las bandas de DNA se visualizaron en un

transiluminador de luz UV.
7. Determinaci6n de condiciones 6ptimas para el ensayo de RT-PCR semi-cuantitativo.

Los cDNAs se sintetizaron a partir de 2 pg de RNA total empleando los oligos Rv indicados en la tabla
2 y el kit ImPromll de Promega. Después se realizaron varias pruebas de PCR en un volumen de 15 puL
variando distintos pardmetros que fueron la concentraci6n de oligos de 0.1 a 0.4 uM, la cantidad de molde
de 2 a 5 pL de cDNA vy el ntmero de ciclos de amplificacion entre 25 y 30, todo esto para definir las
condiciones 6ptimas que permitieran el anélisis cuantitativo de los niveles de cada uno de los transcritos en
los embriones expuestos a esfingolipidos e inhibidores del metabolismo esfingoideo.
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VL Resultados
1. Condiciones para el anilisis cuantitativo por HPLC del 4cido salicilico (SA) y 4cido o-anisico (0-ANI).
1.1. Composicién de fase movil, velocidad de flujo y tiempos de retencion del SA y o-ANL

Las condiciones cromatogréficas optimas para la separacién de los estdndares de SA y 0-ANI por HPLC
en fase reversa en la columna SUPELCOSIL™ LC-18S (15 ¢cm x 4.6mm, 5 pum) por elucién isocritica y
deteccion de fluorescencia fueron:

% Composicion de fase mévil:  40% CH30H y 60% H20 (con 4% CH3COOH)
% Flujo 0.8 mL/min
% Condiciones para la deteccién por fluorescencia: Acciacen = 305 nm y Aemisien = 405 nm

Los tiempos de retencion del SA y o-ANI bajo estas condiciones tuvieron una variacién minima entre
5.476 y 5.512 min para el o-ANI y de 9.463 a 9.576 min para el SA (Figura 10). Ambos compuestos se
pudieron resolver y detectar en los extractos de embirones de maiz (Figura 11).
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Figura 10. Cromatogramas de los estdndares de los dcidos o-anisico (A) y salicilico (B) obtenidos bajo
elucion isocrdtica en una columna de fase reversa C18 con la mezcla metanol 40% y agua 60% (con 4% de
dcido acético) a un flujo de 0.8 mL/min.
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Figura 11. Deteccién de SA y o-ANI por cromatografia liquida con deteccion de fluorescencia en un extracto
de embriones de maiz germinados durante 36 horas.

CHRONATOGRAN

PENO

w Ll

1.2, Elaboraci6n de curvas de calibraci6n.

A partir de soluciones de SA y 0-ANI de concentracién 50 pg/mL se prepararon diluciones en
el intervalo de 0.05 a 7.5 pg/mL para inyectar de 1 a 150 pg (en 20 uL que toma el inyector). Las diluciones
se inyectaron en orden decreciente de concentracién. El limite de deteccién 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 calibracién de los &cidos o-anisico y salicilico se presentan en las figuras 12 y 13.

Curva de calibracion del 4cido salicilico
60000
8 50000
E 40000
s 30000
§ oo g
:..3 10000 {1 ¢ S
04 = : . = :
0 20 40 60 80 100
picogramos

Figura 12. Curva de calibracion del 4cido salicilico (SA).
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Curva de calibracion del 4cido o-anisico
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Figura 13. Curva de calibracién del dcido o-anfsico (o-ANI).

2. Porcentajes de recuperacién en la extraccion de SA.

Para establecer la eficiencia de extraccién de SA se determiné la cantidad de estdndar interno (4cido o-
anisico) que se debia 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 extraccion de SA a partir de 1.5 gramos de hojas de pepino se utilizaron 250 ng de o-
ANI Mewly & Metraux, 1993). El anélisis por HPLC de las dos series de extractos mostrd que la adicion de
25 ng de 0-ANI era insuficiente pues no se pudo detectar el estdndar interno, mientras que la adicién de 250
ng resultd en una baja eficiencia. En este primer ensayo se obtuvieron porcentajes de recuperacién alrededor
del 30% (Figura 14), muy bajos con respecto a los porcentajes entre 65 y 73% reportados por Mewly &
Metraux (1993). En un segundo ensayo de extraccién se afiadieron 100 ng de o-ANI, y con esta cantidad de
estdndar interno se estimaron porcentajes de recuperacién del 37.6 al 62.8% (x = 52.2 + 11.4, para §
diferentes extractos). Esta cantidad de o-ANI se agregd a todos los extractos para estimar el porcentaje de
recuperacion de SA en cada extraccion individual.

70 - 65— 73% (Mewly & Metrux, 1993)
__g 60 532
g 501
8 4+ 205
g 30 ®
o 20 -
=
2 104
0
250 100
ng de estandar interno

Figura 14. Eficiencia de extraccién de SA determinada por la adicién de diferentes cantidades de estindar
interno y su comparacion con los valores reportados en otros estudios.
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3. Niveles basales de SA en embriones de maiz en germinacion.

Se determiné el contenido de SA en embriones secos y germinados en condiciones 6ptimas antes de
determinar si los inhibidores de la biosintesis de esfingolipidos, asi como estos lipidos inducian algfin efecto
en los niveles de SA en embriones de maiz durante la germinacion. En los embriones secos se encontrd un
alto contenido de SA libre (113 ngsa/geis). Sin embargo, este valor se obtuvo con base al peso seco de los
embriones. Al germinar éstos absorben rdpidamente agua (Tabla 6) por lo que los célculos del contenido de
SA durante la germinacion se realizd con base al peso hiimedo. Como se observa en la tabla 6 y figura 15,
los niveles de SA se mantuvieron entre 18 y 27 ng/g entre las 12 y 60 horas de germinacion.

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

Horas de . Incremento en peso
germinaci6n g hmedo’
0 113 + 11 3
4 58+ 10 1.84 + 0.04
8 33+ 3 1.90 + 0.08
12 21+ 1 1.88 + 0.03
16 27+ 11 1.91 +0.25
24 26+ 10 1.95+0.15
36 25+ 4 2.02 +0.09
48 18+ 4 2.15+0.29
60 20+ 1 2.15+0.09
“ peso hiimedo / peso seco
140.0 -
120.0 -
o 100.0
o
E 80.0
< 600
o
S 400
20.0
0.0 +
0 4 8 12 16 24 36 48 60
horas de germinacién

Figura 15. Contenido de SA libre en embriones secos (H) y en germinacion (0).
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4. FEfecto de la FBI en los niveles de SA en embriones de maiz en germinacién.

4.1. Incremento en los niveles de SA en respuesta a FB1 10 uM.

Debido a que la FBI en concentracion 10 uM provoca cambios moleculares caracterfsticos de la
respuesta de hipersensibilidad, se evalud la capacidad de la toxina para inducir acumulacion de SA en

embriones de maiz durante la germinacion. Los resultados de tres experimentos independientes mostraron

que la FB1 10 uM induce una acumulacion discreta, pero significativa (P<0.01) de SA libre en los embriones

de maiz germinados durante 36 horas (Tabla 7 y Figura 16).

Tabla 7. Concentraciones de SA en embriones de maiz embebidos en ausencia y presencia de FBI 10 uM.

Tiempo de ng SA / gramo de tejido Relacién
germinacion (horas) Controles FB1 FB1 / control
12 16.49 + 3.47 19.92 + 2.96 1.21
2% 18.54 + 431 2316+ 28 1.25
36 16.32 + 1.81 31.19 + 3.29' 1.91
48 21.7+1.86 21.07 + 2.54 0.97
60 17.46 + 2.68 25.05 + 3.25 1.43
* P<0.01
A 40 1 O control
35 1 HFB1
€ 30 -
£ 25 -
= Bid
(=]
* 101
5 -
0 : : : =
12 24 36 48 60
horas de germinacién
B Acumulacién relativa al control
2.50 -
2.00
1.50 4 Figura 16. Acumulacion de SA
1.00 inducida por la FBI1. (A) Contenido
0:50:1 I de SA en embriones de maiz
— germinados en ausencia () y
' i %% ' - ' id ' 80 presencia (H) de FB1 10 uM. (B)
A — Acumu]gcxép relativa a los controles
de germinacion.
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Resuludos

4,2.  Acumulaci6n de SA en respuesta a diferentes concentraciones de FB1.

Para determinar si la respuesta mostrada por los embriones embebidos con FB1 10 uM es dependiente
de la dosis de toxina, se germinaron embriones durante 36 horas en presencia de varias concentraciones de
FBI. En este ensayo se observé un efecto dosis-respuesta (Tabla 8 y Figura 17), es decir, la acumulacién de
SA en los embriones de maiz fue proporcional a la concentracién de FBI aplicada. Cuando se aplicé FB1 25
pM se incrementaron en un 100% los niveles de SA libre y a 50 pM se observd un incremento mayor al
150%.

Tabla 8. Niveles de SA en embriones de maiz embebidos con diferentes concentraciones de FBI durante 36 h.

Concentraci6bn de | ng SA / gramo de tejido | Acumulacién relativa
FB1 (uM) al control
0 18.99 + 1.68 1
1 22.85 + 1.34 1.20
10 31.37 + 348 1.65
25 4047 + 3.39 213
50 49.53 +2.77 2.61
A
2
)
)
5 '.'5
g
3
&
0 1 10 25 50
Concentracién de FB1 (uM)
B Acumulacién relativa al control
3.00 -
2.50 -
2.00 -
1.50 Figura 17. (A) Efecto dosis-
100! [ respuesta en la acumulacién de
] SA inducida por FBl en
0.50 - ' :
embriones de maiz germinados
0:09 - durante 36 h. (B) Acumulacién de
1 10 25 50 ¢
SA relativa al control de
Concentracién de FB1 (uM) ik
germinacion.
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Resultudos

5. Efecto de las bases esfingoideas y la ceramida en los niveles de SA en embriones de maifz en
germinacion.
5.1. Acumulacién de SA inducida por fitoesfingosina y esfinganina 10 pM.

Para determinar si la acumulacién de SA inducida por la FB1 estaba asociada al incremento en los
niveles de bases esfingoideas ocasionado por la inhibicion de la esfinganina-N-acil transferasa por la toxina
(Rivas, 2001), se embebieron embriones de maiz en placas que contenfan esfinganina o fitoesfigosina 10
uM. Ambas bases indujeron un incremento considerable en los niveles de SA y éste se observd en tiempos
més cortos que con FB1 (Tabla 9 y Figura 18). El tratamiento con esfinganina provocé un incremento de 6
veces en los niveles de SA de embriones germinados durante 16 horas, mientras que en embriones
germinados con la fitoesfingosina se triplicaron los niveles de SA a las 24 horas de germinacién. El
disolvente en que se prepararon los esfingolipidos no tuvo ningfin efecto sobre la induccién de SA. El
incremento en los niveles de SA con esfinganina es transitorio pues a las 24 horas se reducen a 95 ng/g,
aunque se mantienen por encima del control hasta las 48 horas.

Tabla 9. Niveles de SA (ng/gramo) en embriones de mafz embebidos con bases esfingoideas (10 uM).

Horas de controles Etanol Esfinganina fitoesfingosina
imbibicién (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
30 20.83 +3.71 27.86 + 3.06 531145 27.61 + 3.28
36 1853+ 1.8 17.87 +4.25 36.44 + 3.84 40.13 + 4.49
42 21.51 + 1.65 1492 + 1.78 3853 +34 24.09 + 2.71
48 24.38 + 2.65 14.74 + 2.35 26.87 + 3.08 22.11 +3.02
160 7 control
140 + — Oetanol

.M esfinganina
H fitoesfingosina

8

100 -

b

horas de imbibicién

ng SA/ g tejido
(-]
(=]

16 24

Figura 18. Efecto de las bases esfingoideas en la acumulacién de SA en embriones de maiz durante la
germinacién. Los embriones se germinaron en presencia de las bases esfingoideas fitoesfingosina (M) y
esfinganina (M) 10 pM, y en presencia del solvente ([1) durante el tiempo indicado. El SA se extrajo y se
cuantificé por HPLC con un detector de fluorescencia.
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5.2. Acumulacién de SA inducida por ceramida-C6 10 pM.

Debido a que tanto las bases esfingoideas como la ceramida pueden actuar como moléculas de
sefalizacion, se disefi® un experimento para determinar si la esfinganina o la ceramida era la responsable de
inducir la produccién de SA. Considerando que la esfinganina exbgena en el ensayo anterior podria ser
utilizada como sustrato por la esfinganina-N-aciltransferasa e incrementar los niveles de ceramidas
endbgenas, se determind si una ceramida de cadena corta (ceramida-C6) podia inducir acumulacién de SA en
los embriones. Para este ensayo se utiliz un nuevo lote de semillas de maiz (cosecha 2003), y considerando
que podria existir variabilidad entre lotes de maiz se repiti6 el ensayo con esfinganina 10 pM incluyendo
tiempos de germinacién més cortos.

Al comparar el efecto de la esfinganina 10 uM en los embriones del nuevo lote de semillas (Figura
19) con el presentado anteriormente (Figura 18) se observé que el patrén de acumulacion de SA no fue el
mismo pues en los embriones de la cosecha 2002 la mdxima acumulacién ocurrid a las 16 horas, mientras
que en embriones de la nueva cosecha ocurrid a las 36 horas. Sin embargo, s se observo 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 exdgena también provoct un incremento superior al 200% en los niveles de
SA en embriones de maiz que se observé Gnicamente a las 24 horas.

Tabla 10. Niveles de SA (ng/gramo) en embriones de maiz embebidos con esfinganina y ceramida 10 pM.
Entre paréntesis se indica la acumulacion de SA relativa a los controles de germinacion.

Horas de imbibicion ng SA / gramo tejido
Controles Esfinganina Ceramida-C6
4 58.1+9.7 138.4 + 34.1 (24) 473+ 156 (0.8)
8 356+74 99.2 +27.6 (2.8) 246 +10.7 (0.7)
12 258+5.2 1022 +27.7 @) 218+114 (1)
16 23+49 62.7+18.2 (2.7) 314 +10.2 (14)
24 253+79 7924175 3.1) 78.1+214(31)
36 27.1+17.1 142.5 +36.3 (5.2) 34.6+11.2 (1.3)
48 27+9 67.7+ 18 (2.5) 149+ 11 (0.6)
60 335466 53.2+415.6 (1.6) 262+ 114 (0.8)
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Figura 19. Efecto de la esfinganina y la ceramida 10 pM en la acumulacién de SA en embriones de maiz
durante la germinacién. (A) Incremento en los niveles de SA inducido por esfinganina (M) y ceramida (@)
en embriones de la cosecha 2003. (B) Acumulacién de SA relativa a los controles de germinacion.

6. Efecto de miriocina 100 nM y 1 uM en los niveles de SA en embriones de mafz en germinacion.

La FBI es un inhibidor de la esfinganina-N-acil-transferasa y causa acumulacién de bases
esfingoideas que a su vez provocan un aumento en los niveles de SA. Para corroborar la relacién entre el
incremento en la concentracion intracelular de esfinganina y/o esfingolipidos complejos y la acumulacion de
SA se analizo el efecto de un inhibidor de la serina palmitoil transferasa (miriocina) en los niveles de SA en
embriones de maiz en germinacion pues este causaria una reduccion en los niveles de bases esfingoideas. Se
probaron dos concentraciones de miriocina (100 nM y 1 uM) ya que 7 vitro inhibe a la SPT de células
CTLL-2 con una ICx de 0.3 nM (Miyake er a/, 1995).
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Resultados

Los niveles de SA en los embriones germinados en presencia de miriocina fueron ligeramente
inferiores o similares a los niveles de SA presentes en los controles (Tabla 11 y Figura 20). En particular, se
observd una reduccion 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

1 uM.
Horas de imbibicién controles Miriocina 100 nM Miriocina 1 uM
6 51.1+84 302+74 314455
12 20.1 +4.1 154 +3.4 19.8 + 4.0
24 28.1+5.2 13.3 + 3.1 13.7+ 3.1
36 26.0+4.9 173436 174 +3.6
48 356 +6.3 31.1+5.6 323+58
o = ;
60 -+ & Myr 100 nM
g 50 ﬂ__+ HMyr 1 uM
i 40 . - _— — T i
=]
< 301
w
2 20 i
10 + =
0 ' ! '
6 12 24 36 48

horas de imbibicién

Figura 20. Efecto de la miriocina en los niveles de SA en embriones de maiz en germinacion.
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7. Anélisis molecular de la expresion de genes que participan en la biosintesis de SA.

Para determinar si efectivamente la acumulacion de SA inducida por FBI, bases esfingoideas vy
ceramida se debe a la induccién en su biosintesis, se analizé por RT-PCR semi-cuantitativo la expresion de
los genes PAL e ICS en respuesta a esfingolipidos e inhibidores del metabolismo esfingoideo.

7.1. Clonacién de cDNAs parciales de PAL, ICS, UBQ y PR-1.

Los oligonuclebtidos disenados (tabla 3 en materiales y métodos) permitieron sintetizar y amplificar
a los cDNAs de maiz correspondientes a los transcritos de PAL, ICS, y UBQ (Figura 21) a partir de RNA
total de embriones de maiz germinados durante 36 horas. El cDNA de ZmPAL contiene 418 pares de bases
(pb) y el cDNA de ZmUBQ 306 pb (Figura 21A). Debido a que los oligonucledtidos para amplificar la
secuencia de ZmlICS se disenaron a partir de una secuencia EST de arroz, se usé RNA de embriones y hoja
de esta planta como control positivo (Figura 21C) y se pudo amplificar también a partir de RNA de maiz
(Figura 21D). No fue posible clonar al cDNA de ZmPR-1 a partir del RNA de embriones germinados en
presencia de FB1 10 pM (que se utilizaria como control positivo de la acumulacion de SA ante una mayor
expresion de PAL ylo ICS) debido a que el oligonucledtido reverse amplificd inespecificamente un
fragmento de cDNA que corresponde a una proteina de choque térmico (HSP, Figura 21B). En un segundo
ensayo para clonar al cDNA de ZmPR-1 se utiliz6 RNA de embriones germinados en presencia de SA 5
mM, y se prob6 un nuevo oligonucledtido reverse (Apéndice A), pero no se lograron amplificar los
productos esperados de 381 y 262 pb.

A B
Mk 2 3 4 B

=]

500 pb—y .. - E ﬂggepbb 500 pb>=— = 281pb
100 pb—» — P 100 pb —»
C D
Embrién  Hoja Embrién _Hoja
MK 2 3 4 5 MK 2 3 4 5

SR 231 pb 600 p
«

231 pb
- -
100 pb—y 05 1

Figura 21. Fragmentos de cDNA obtenidos por RT-PCR: (A) PAL y UBQ (418 y 306 pb, respectivamente),
(B) HSP de maiz, (C) ICS de arroz y (D) ICS de maiz. En (A), (C) 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 cDNAs clonados (tabla 12) se corroboré por comparacién con la
base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
mediante el programa BLAST. Las secuencias de los cDNAs se presentan alineadas con sus homélogas en el
Apéndice B.

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

Clona Especie Acceso % identidad
Genbank
Zea mays L77912 88
ZmPAL | Trticum aestivum AY005474 88
Hordeum vulgare 749146 87
Oryza sativa AY224546 87
Zea mays U29158 98
ZmUBQ| Oryza sativa X76064 88
Hordeum vulgare X04133 86
Magnaporthe grisea AF056625 86
Oryza sativa CA763410 87
ZmlCS | Glycine max CD398634 86
Tnticum aestivum BQ905086 84
Arabidopsis thaliana AY056055 67
Trticum aestivum HSP80-2 X98582 920
ZmHSP| Hordeum vulgare HSPOO AY325266 90
Oryza sativa HSP82 711920 86

7.2. Condiciones optimas para el an4lisis de expresion génica por RT-PCR semi-cuantitativo.

Un aspecto muy importante en este ensayo fue verificar la integridad del RNA que se utiliz6 como
molde para sintetizar a los cDNAs, asi como la calibracién de todas las muestras. Cada muestra de RNA se
cuantificé por espectrofotometria y posteriormente se determind su calidad al analizar 2 pg por electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 1% (p/v) con bromuro de etidio (Figura 22).

Todos los cDNAs se sintetizaron con oligonucledtidos especificos (Tabla 3 en Materiales y Métodos)
a partir de 2 pg RNA total, y se realizaron varias pruebas de PCR variando la cantidad de molde,
concentracion de oligonuclebtidos y nimero de ciclos de amplificacién. El transcrito de la ubiquitina (UBQ)
es muy abundante pues se pudo detectar usando una concentracién de oligonuclettidos de 0.08 pM con 27
ciclos de amplificacion (Figura 23B y E). Para la deteccién semi-cuantitativa del transcrito de la PAL se
utilizaron 27 ciclos y una concentracion de oligonucléotidos de 0.1 pM (Figura 23A y C), mientras que el
transcrito de la ICS fue el menos abundante ya que se requirieron 30 ciclos y una concentracién de
oligonucléotidos de 0.4 uM. Las condiciones establecidas para cada transcrito se resumen en la tabla 13.



Tabla 13. Condiciones para el ensayo de RT-PCR cuantitativo.

Transcrito | [oligos] |pLcDNA’| Ciclosde | pL de PCR "cargados
(uM) amplificacién en gel
PAL 0.1 2 27 10
ICS 0.4 4 30 15
UBQ 0.08 2 27 10

* Sintetizado a partir de 2 pg de RNAwaen un volumen de 20 pL.
" Volumen final por reaccién 15 pL

Controles FB1

6 12 24 36 46 6 12 24 36 48  horasde
germinacion

4 PAL ®

[oligonuclebtidos] puM 0081 2 MK

[oligos] uM
418 pb 500 pb «— 306 pb
© PAL Ics UBQ
Nimero de
ciclos
418 pb

Figura 23. Determinacién de los pardmetros Optimos para la detecciébn semi-cuantitativa de los transcritos

ZmPAL, ZmICS y ZmUBQ por RT-PCR. Se realizaron pruebas variado la cantidad de cDNA, el nimero de
ciclos y la concentracion de oligonucléotidos.
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7.3. Anélisis de la expresién de PAL e ICS en respuesta a FB1, miriocina, esfinganina y ceramida-C6.

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

La FBI, esfinganina y ceramida-C6 indujeron la expresién de PAL (Figura 24A). Con FBI se
observé un incremento en la expresion de PAL desde las 6 horas, y se alcanzo la méxima expresion a las 12
horas. El andlisis densitométrico indico que los niveles de transcrito aumentaron 4 veces (Figura 24B). La
esfinganina también caus6é un incremento en la expresion de PAL, detectable desde las 12 horas de
germinacion (Figura 24B), 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 expresion del gen /CS también se increment6 por el tratamiento con la FB1 y esfinganina, pero
esta inducci6n fue discreta, de apenas un 25% en las primeras horas de germinacion y se hizo mis evidente a
partir de las 36 horas con FBI y a las 48 horas con esfinganina (Figura 24C y D).

El transcrito de ubiquitina en los embriones de maiz es abundante y resulté un marcador adecuado
como control de carga en la técnica de PCR semi-cuantitativo pues los niveles no tuvieron variaciones
evidentes durante la germinacion ni en respuesta al tratamiento con las toxinas y compuestos esfingoideos

(Figura 24E).
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Figura 24. Anilisis de la expresion de los genes PAL (A), ICS (D) y UBQ (E) en embriones de maiz
germinados en presencia de inhibidores de la biosintesis de esfingolipidos (FB1 10 pM y miriocina 1
pM) y esfingolipidos (esfinganina y ceramida-C6 10 uM). Densitometria de la expresion de PAL (B) e
ICS (D) en respuesta a los esfingolipidos y a los inhibidores de su biosintesis. La expresion de UBQ (F)
permanecié constante durante la germinacion y ante el tratamiento con esfingolipidos o con las

toxinas que afectan el metabolismo esfingoideo.
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Discusion de resultados

VIL. Discusi6n de resultados

Andlisis cuantitativo de SA por HPLC.

La mayoria de las técnicas reportadas para el anlisis cuantitativo de SA por HPLC en fase reversa por
elucion isocritica y deteccién de fluorescencia se realizan a partir de tejido verde diferenciado,
principalmente hojas (Nugroho er a/, 2001; Eshita, 2001). En la primera etapa para establecer las
condiciones de andlisis de SA se probaron las tres soluciones de elucién que difieren en su composicion
(Tabla 2 en Materiales y Métodos) para evaluar su capacidad de resolver al estdndar interno (0-ANI) y al
analito (SA) de otros compuestos fluorescentes presentes en los tejidos del embrion de mafz. Sin embargo,
ninguna de las mezclas resultd satisfactoria para este proposito por lo que se evalud la mezcla metanol 40%
y 60% agua (con 4% de 4cido acético) empleada como fase movil para separar al SA de otros farmacos en
una columna Cis (Sawyer & Kumar, 2003). Esta fase mévil permiti6 resolver a los estdndares de o-ANI y SA
a un flujo de 1.5 mL/min, aunque se estableci6 un flujo m4s bajo (0.8 mL/min) para separar al 0-ANI y al
SA de otros compuestos fendlicos presentes en los extractos.

El método analitico para la cuantificacion de SA en extractos de compuestos fen6licos de embriones de
maiz resultd altamente sensible y lineal en un rango amplio que permitié analizar los niveles de 0-ANI y de
SA con limites de detecci6bn menores a 10 pg.

Porcentaje de recuperaci6n en la extraccién de SA.

Aungue se han reportado distintos compuestos como estdndares internos en la extraccién de SA (Eshita,
2001), la elecci6n del 4cido o-anfsico se debid a que, ademds de satisfacer las caracteristicas de un estdndar
interno (propiedades quimicas semejantes al SA, deteccién especifica asf como alta sensibilidad para su
deteccion), se confirm6 su ausencia en los embriones de maiz y bajo las condiciones anteriormente descritas
para el andlisis por HPLC se separa con una buena resolucién del SA y de otros compuestos fen6licos
presentes en los extractos.

La adicién de un estdndar intemno es recomendable en una técnica analitica pues permite determinar la
eficiencia de cada extraccion individual, por lo que se obtienen datos més precisos del contenido de SA en el
tejido vegetal. Los solventes empleados (metanol al 9% y la mezcla acetato de etilo:ciclopentano 1:1 v/v)
permitieron una extraccién cuantitativa de SA a partir de embriones de mafz pues los porcentajes de
recuperacion obtenidos para el estdndar interno (0-ANI) casi siempre fueron mayores al 60%, y similares a
los reportados por Mewly & Metraux (1993) en la extraccién de SA a partir de hojas de pepino.

Niveles basales de SA en embriones de maiz en germinacion.

Aparentemente los embriones secos tienen un alto contenido de SA libre que disminuye 50% a las 4
horas de germinaci6n. Sin embargo, este valor de contenido relativo se expres6 en base al peso seco y en las
muestras de embriones de maiz embebidos se expresan en base al peso himedo. La toma de agua en los
embriones ocurre rdpidamente y el peso casi se duplica desde las 4 horas de germinacién, lo que sugiere que
los niveles de SA son similares a estos dos tiempos. La disminucién 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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Discusion de resultados

Se deseaba comparar los niveles de SA libre encontrados en embriones de maiz 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 germinacién. Es
probable que la sintesis y acumulacion del SA encontrado en los embriones secos ocurriera durante la
maduracién de la semilla.

Resulta interesante que el contenido de SA en embriones de maiz secos (113 ng/g) es muy similar al
reportado en hojas de plantas de maiz de 4 a 6 semanas de edad (alrededor de 150 ng/g; Moris et al., 1998).
El alto contenido de SA libre en los embriones secos sugiere que no sblo es una molécula de resistencia
inducible, sino que también podria constituir una defensa preformada durante el desarrollo de la semilla para
optimizar sus respuestas de defensa durante la germinacion, ya que la induccion de la expresion de genes
involucrados en la biosintesis de SA y su traduccién a proteinas requeriria tiempo que el pat6geno podria
aprovechar para colonizar a la semilla en germinacién. Esta suposicién estd respaldada en reportes que
demuestran que las semillas de cereales estdn preparadas para contender a los patdgenos al tener proteinas
con actividad antifingica e insecticida. Estas proteinas tienen una distribucion diferencial pues en semillas de
maiz la proteina inactivadora del ribosoma se encuentra preferentemente en el endospermo, mientras que la
zeamatina es més abundante en el embrién (Guo et a/,, 1999).

Por otro lado, el SA presente en el embrién seco también debe ser importante para regular procesos
fisiol6gicos durante la germinaci6n y el establecimiento de la pldntula como son el crecimiento celular (Rate
et al, 1999) y la termotolerancia (Clarke et a/, 2004).

Incremento en los niveles de SA inducido por la FB1 en embriones de maiz en germinacion.

La FBI es una toxina que induce varias respuestas caracteristicas de defensa y de la HR en embriones
de maiz durante la germinacién. La FBI provocd acumulacién de SA en embriones de maiz durante la
germinacién (Figura 16). Este incremento fue notorio a las 36 horas de germinacién y se observo un efecto
dependiente de la dosis en esta respuesta (Figura 17). Al comparar el curso temporal de acumulacién de
bases esfingoideas inducido por la FB1 10 pM durante la germinacién de ejes embrionarios de maiz (Rivas
San Vicente, 2001) con el incremento en los niveles de SA es evidente que la acumulacién de bases
esfingoideas precede a la del SA (Figura 25), por lo que se postul6 como hipétesis de este trabajo que estos
precursores de esfingolipidos participan en la regulacién de la biosintesis de SA.

Sabiendo que el SA es una molécula importante en la integracion de la respuesta de defensa a patbgenos
que induce la activacion transcripcional de genes de proteinas PR y que es esencial en la HR, seria posible
que la degradacién de DNA y activacién transcripcional de glucanasas y quitinasas inducidas por la FBI1
también ocurriera como consecuencia de la elevacion en los niveles de SA.

Nuestros resultados proveen evidencia bioquimica directa de que la FB1 induce la acumulacién de SA en
plantas. Anteriormente solo se tenian evidencias genéticas en plantas de A. thaliana, que al ser infiltradas con
FBI o transferidas a placas de agar con la toxina desarrollan lesiones parecidas a la HR y expresan genes PR
(Stone et al,, 2000). Es interesante notar que la elevacion de casi dos veces en los niveles de SA inducida por
la FB1 en los embriones de mafz en germinaci6n es muy semejante a la acumulacion de este metabolito en
hojas de plantulas de maiz de 4 a 6 semanas de edad inoculadas con esporas de Colletotrichum graminicola
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o Bipolaris maydis (2.6 veces; Morris ef 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 via del

4cido salicilico.

C—IFitoesfingosina
I Esfinganina
25 ¢ —a— Acido salicilico - 40
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12 24 36 48 60
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Figura 25. Acumulacién de bases esfingoideas (pmoles/mg tejido; Rivas San Vicente, 2001) y dcido
salicilico (ng/g) inducida por FB1 10 pM.

Efecto de las bases esfingoideas y ceramida en los niveles de SA en embriones de mafz en germinaci6n.

La hip6tesis de que la acumulacion de SA inducida por la FB1 estaba relacionada con el incremento en
los niveles de bases esfingoideas se corrobord al encontrar que la esfinganina y fitoesfingosina 10 pM
aumentaron los niveles de SA de los embriones en germinacién en mayor magnitud (6 y 3 veces,
respectivamente) y en tiempos més cortos (16 y 24 horas, respectivamente) que la toxina (Figura 18). Sin
embargo, es dificil sefialar que uno de estos compuestos en particular sea directamente responsable de la
acumulacién de SA en los embriones pues los esfingolipidos se pueden metabolizar rdpidamente en la célula
e interconvertirse entre ellos. Las bases esfingoideas que se adicionan al medio de imbibicién pueden
difundir rdpidamente a través de la membrana plasmética y podrian ser fosforiladas para formar esfinganina-
1-fosfato y fitoesfingosina-1-fosfato (Crowther & Lynch, 1997), derivados que también poseen actividad
biolégica en mamiferos y S. cerevisiae (Dickson & Lester, 1999; Huwiler et al, 2000). Asimismo, la
esfinganina al ser sustrato de la esfinganina-N-acil-transferasa podria incrementar los niveles de ceramidas
endbgenas, y entonces éstas podrian ser las responsables de la acumulacién de SA. Para corroborar o
descartar esta hipbtesis se determind si una ceramida de cadena corta incrementa los niveles de SA en los
embriones de maiz en germinacién. La ceramida-C6 también estimuld la acumulacién de SA (Figura 19),
pero con una cinética m4s lenta pues se observd el efecto hasta las 24 horas. Este incremento tardio (con
respecto al inducido por las bases esfingoideas) en los niveles de SA provocado por la ceramida-C6 podria
deberse a que este esfingolipido al tener una estructura quimica mas compleja que las bases esfingoideas no
difunde tan rdpido como ellas a través de la membrana plasmatica.
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Este experimento no resolvid totalmente nuestra pregunta pues también es posible que la ceramida sea
hidrolizada por una ceramidasa liberando moléculas de esfingosina que incrementaria los niveles de bases
esfingoideas. También es posible que la esfingosina sea reacilada con un 4cido graso de cadena larga como
se ha demostrado en células de mamiferos (Ogretmen et al.,, 2002).

La interconversién de esfingolipidos dificulta la interpretacién del efecto de las bases esfingoideas y
ceramida en la inducci6n de SA, aunque de cualquier manera los resultados indican una evidente asociacién
entre la acumlacion de SA y el metabolismo de estos lipidos.

Un aspecto importante del incremento en los niveles de SA provocado por las bases esfingoideas y la
ceramida en los embriones en germinacién es que una vez alcanzada la acumulacion méxima de SA, los
niveles decrecen con tendencia a los niveles basales. Esto se debe a que los esfingolipidos exdgenos son
metabolizados por los embriones (desapareciendo el estimulo que promueve la acumulacion de SA) 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 Apéndice C).

Efecto de un inhibidor de 1a sintesis de bases esfingoideas (miriocina).

La miriocina es otra micotoxina que afecta la biosintesis de esfingolipidos por ser un potente inhibidor
de la serina palmitoil transferasa (SPT; Miyake et 4/, 1995), enzima que cataliza la primera reaccién en esta
ruta. Para corroborar que es el incremento en la concentracion de bases esfingoideas en la célula y no la
depleci6n de otros esfingolipidos -como la ceramida- lo que induce acumulacién de SA, se determiné el
efecto de la miriocina en los niveles de SA en embriones durante la germinacién. Como se esperaba, el
contenido de SA de los embriones germinados en presencia de miriocina fue similar o ligeramente inferior al
de los controles (Figura 20), con lo cual se demuestra que los esfingolipidos y la actividad de la SPT son
importantes en la cascada de sefializaci6n que activa la acumulacién de SA en la respuesta de defensa a
patdgenos.

Ya se habia sugerido la participacion de la SPT y sus productos (las bases esfingoideas) en la respuesta
de defensa a patogenos por el hecho de que la transcripcién del gen SPT de papa se induce fuertemente
durante la interaccion incompatible con el hongo Phyfophthora infestans (Birch et 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 Gtil para determinar si inhibe o reduce la intensidad de la HR en alglin sistema de
incompatibilidad.

Es importante notar que aunque no se determinaron 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 1 pM) son superiores a la Ki de la SPT de células CTLL-2 (2.8 x 10" M). Por otro lado, la miriocina
en concentracién 100 nM fue suficiente para prevenir la muerte celular provocada por la toxina AAL 200
nM (que induce acumulacion de bases esfingoideas) en hojas de jitomate (Spassieva ef al., 2002).

Condiciones 6ptimas para el an4lisis de expresi6n génica por RT-PCR semi-cuantitativo.

Los niveles de los transcritos de los genes que codifican las enzimas de la ruta biosintética de 4cido
salicilico se determinaron con la técnica de RT-PCR semi-cuantitativo. Esta técnica permite detectar niveles
bajos de transcrito y variaciones en los niveles de éste si se emplea un RNAm marcador cuyos niveles no
varien a lo largo de la germinacién ni enrespuesta a los compuestos que se probaron. Se encontrd que
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los niveles del transcrito de la ubiquitina no variaron a lo largo de la germinacién y tampoco fueron
afectados por la adicion de las toxinas o de los esfingolipidos (Figura 24E y F). Para analizar los niveles de
los transcritos de los genes PAL e JCS se determind para cada uno la cantidad de molde, la concentracién de
oligonucledtidos y el namero de ciclos de amplificacién. Para analizar la expresion de ZmPAL y ZmUBQ
fueron suficientes 2 pL de cDNA y 27 ciclos de amplificacién, con concentraciones de oligonucléotidos de
0.1 y 0.06 uM, respectivamente, mientras que para analizar la expresién de Zm/CS se requiri6 el doble de
cDNA (4 pL), una alta concentracién de oligonucledtidos (0.4 pM) y 30 ciclos de amplificacién. El RNAm
de ZmICS es escaso en los embriones en germinacion debido a que la proteina se dirige a cloroplasto y en
esta temprana etapa del desarrollo apenas se empiezan a diferenciar los plastidios. La baja concentracién de
oligonucledtidos utilizada para la ZmUBQ no fue limitante pues aGn con 0.04 puM se pudo visualizar el
producto de amplificacién en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio (Figura 23). El nimero de
ciclos de amplificacién determinado para cada cDNA se mantuvo dentro del intervalo exponencial sin haber
alcanzado la saturacion (Figura 23).

Anélisis de la expresién de genes que participan en la biosintesis de SA en respuesta a FB1, miriocina,
esfinganina y ceramida C6.

Se supuso que la acumulacién de SA libre provocada por FB1, bases esfingoideas y ceramida podria
deberse a una induccién en su biosintesis teniendo como antecedente que la infeccién por pat6genos y otras
condiciones de estrés aumentan la expresion de la PAL (Reinold & Hahlbrock, 1996; Dixon & Paiva, 1995).
También se analiz6 la expresion del gen que codifica a la ICS porque recientemente se demostrd su
participacion en la resistencia a patogenos (Wildermuth er a/,, 2001).

El anilisis de la expresién de los genes ZmPAL y ZmlICS (Figura 24 A y C) demostrd que la
acumulacién de SA inducida por FBI, esfinganina y ceramida C6 se relaciona con una mayor expresion de
estos genes. Se esperaba encontrar mayor expresion de estos genes en los embriones germinados con
esfinganina pues de todos los compuestos evaluados fue la que provocd mayor acumulacién de SA. Sin
embargo, la mayor induccién de la expresion de ZmPAL y ZmiICS se debié a la FBI, lo cual podria
atribuirse a que la toxina tiene otros mecanismos de accién molecular que podrian activar la expresién de
genes de defensa independientemente de la acumulacion de bases esfingoideas.

El anélisis densitométrico sugiere que la mayoria del SA acumulado provino de la ruta biosintética de la
PAL pues en los embriones expuestos a la FB1 y a la esfinganina su transcrito se increment6 4 y 2.5 veces
(Figura 24B), respectivamente, mientras que el transcrito de la ICS aument6 1.5 veces en respuesta a la FB1
(Figura 24D). Sin embargo, para confirmar o descartar esta suposicion se deberfin determinar los niveles de
ambas proteina (PAL e ICS) asi como su actividad en embriones sometidos a los tratamientos que ya se han
descrito.

Este es el primer estudio que determina la contribucién de las dos rutas biosintéticas del SA en la
respuesta de defensa, evaluando la expresién de las enzimas importantes en la regulacién de estas vias.
En plantas se hademostrado que la PAL regula la biosintesis de SA por la via de los fenilpropanoides. La
produccién de SA a partir del corismato catalizada por la ICS se describi6 recientemente y su regulacién no
ha sido estudiada, pero en procariotes se reportd que la ICS regula biosintesis de salicilatos (Gaille et al,
2003).
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Posible participacién de ZmHSP en la activaci6n de 1a respuesta de defensa por esfingolipidos.

Es interesante notar que se aislé6 un cDNA de una proteina de choque térmico (ZmHSP) con un
oligonucledtido disefiado para sintetizar al cDNA de ZmPR-1 a partir d¢ RNA de embriones expuestos a
FBI1 10 upM como un transcrito que aparentemente se incrementa.

En S. cerevisiae y mamiferos se ha demostrado que la respuesta a choque térmico estd mediada por
cambios en los niveles de esfingolipidos, aunque difieren en términos del lipido activo, mecanismo y funcién
final. Las bases esfingoideas (sintetizadas de movo) se consideran como los principales esfingolipidos
bioactivos en la respuesta al choque térmico en levadura debido a que incrementan los niveles de trehalosa
que actia como termoprotector permitiendo que la levadura sobreviva y crezca a temperaturas elevadas. En
mamiferos el incremento en los niveles de ceramida (ocasionado por la degradacién de esfingomielina) se ha
relacionado con la apoptosis, aungue la acumulacién de ceramida en respuesta al choque térmico no conduce
a muerte celular en todas las lfneas celulares y podria tener alguna otra funcién termoprotectora aGin no
descubierta (Jenkins 2003).

La inducci6n de la expresion de ZmHSP en embriones de maiz expuestos a la FBI sugiere que en
plantas -al igual que en S. cerevisiae- 1a acumulacion de bases esfingoideas induce la expresién de HSPs. Sin
embargo, también es posible que la acumulacién de SA inducida por la FB1 sea la responsable de la mayor
expresion de ZmHSP pues el SA induce la expresion de HSPs en jitomate y Ambidopsis, y les confiere
termotolerancia al igual que a otras especies vegetales (Clarke ef al., 2004).

Recientemente se ha descubierto que las HSPs tienen una funcién importante en la respuesta de
defensa a pat6genos. La SIPK (cinasa de protefnas inducida por SA) de MNicotiana benthamiana interactfia
con la HSP90 citosélica en ensayos de doble hibrido (Kanzaki ef a/., 2003). Los mismos autores demostraron
la participacién de las HSPs en la respuesta de defensa a pat6genos al encontrar que las plantas silenciadas
en los genes HSPI0 y HSP70 no desarrollan HR ante la infiltracién de la proteina INF del hongo
Phytopthora infestans, o de la bacteria Pseudomonas cichorri, y que su expresién de genes PR fue menor en
comparacion a las plantas silvestres. En A. thaliana una mutacién en el dominio de unién a ATP de la
HSP90 compromete la funcion de la proteina de resistencia RPM1 que activa la respuesta de defensa ante

Pseudomonas syringae (Hubert et al,, 2003).

En base a los resultados obtenidos y a los elementos que se conocen de la via de sefializacién del
4cido salicilico, se propone el modelo representado en la figura 26. El incremento intracelular en la
concentracion de esfinganina -ya sea por la rdpida difusion de la base esfingoidea exdgena a través de la
membrana plasmética, o bien, por la inhibicion de la esfinganina-N-acil-transferasa por la FBI- activa la
expresion del gen o genes que codifican a la PAL que participa en la biosintesis de SA. Esta enzima se
presenta en varias isoformas que pueden ser productos de diferentes miembros de la familia multigénica o
pueden provenir de modificaciones post-traduccionales de uno o més genes (Appert ef al., 1994; Sarma et al.,
1998). La induccién de la expresién de PAL aumenta la biosintesis de SA en el citosol y este metabolito
induce la expresién de genes y afecta la conformaci6n de muchas proteinas al alterar el estado redox de la
células, entre ellas el regulador transcripcional NPR1 vy el factor de transcripcién TGA1 (Mou et a/, 2003;
Després ef al,, 2003). A través de la familia de factores transcripcionales TGA el SA activa a genes
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tempranos (GST'y GT) y tardios (genes PK), aunque la activacion procede a través de distintos mecanismos
pues la activacién transcripcional de los genes PR procede a través de una via dependiente de NPRI
(Uquillas ef al., 2004). La proteina NPR1 en el citosol se mantiene como un oligbmero inactivo a través de
puentes disulfuro intramoleculares, ocultando una secuencia de localizacién nuclear. El incremento en los
niveles de SA provoca la transicion de NPR1 a la forma monomérica activa que migra al nticleo donde acttia
como coactivador de los factores de transcripcion TGA induciendo la expresion de los genes PR (Mou et al,
2003). La actividad de algunos factores de transcripcion como TGAI y TGA4 depende de la acumulacion de
SA pues se reduce su puente disulfuro y adoptan una conformacién que les permite interactuar con NPR1.
La unién de NPR1 a estos factores transcripcionales aumenta su afinidad por el DNA en el elemento cis
TGACG (Després et al., 2003).

Los factores de transcripcion WRKY también participan en la via de sefializaciéon del SA. Se ha
demostrado que el factor WRKY70 de A. thaliana actGa rio abajo de NPR1 como coactivador de genes
inducidos por SA (Li et al, 2004). El gen ICS! de A. thaliana posee en su promotor elementos cis
denominados cajas W que son reconocidas por factores de transcripcion WRKY, por lo que es probable que
la acumulacién de SA en el citosol provocada por la esfinganina active al factor WRKY requerido para la
activacién transcripcional del gen o genes J/CS en maiz. Esto explicaria que la induccién de la expresion de
ZmlICS ocurriera después de la activacién transcripcional de ZmPAL.

Es probable que la induccion de la expresién de ZmPAL y ZmICS por los esfingolipidos esté
mediada principalmente por factores de transcripcion MYB. Las proteinas MYB son la familia de factores
transcripcionales mds abundantes en plantas y son los principales reguladores del metabolismo secundario
(Jin & Martin, 1999), y mis aun, que la proteina AIMYB30 de A. thaliana actia como un regulador positivo
de la HR (Vailleau et a/,, 2002).

Resultaria interesante determinar el mecanismo por €l cual los esfingolipidos inducen la expresién de
genes que participan en la biosintesis de SA, en especial, la combinacion de elementos cis y factores frans
que se requiere para la transcripcion de los genes PAL e ICS. Se sabe que los factores MYB de plantas se
unen a uno o mis de dos elementos cis cuyas secuencias consenso son CNGTTR, GKTWGTIR y
GKTTWGGTR donde N=A/T/C/G, R=A/G, K=G/T y W=A/T (Yang et al,, 2001). Otro aspecto interesante
seria determinar si los esfingolipidos modulan la actividad de las proteinas MYB y otros factores
transcripcionales involucrados por mecanismos post-traduccionales. Quiz4 los esfingolipidos activen cinasas
que alteren el estado de fosforilacién de los factores transcripcionales y esto aumente su afinidad por el DNA
y la transcripcion de genes (Johnson ef al, 1999).

Este trabajo aporta evidencias de la participacién de los precursores de esfingolipidos en regulacion
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
describib que la mutante acd$ (accelerated cell death) de A. thaliana muestra sintomas exacerbados durante
el ataque por patdgenos y muerte celular (Liang et al, 2003). Una vez aislado el gen, se identificé a la
proteina ACDS como una ceramida cinasa que probablemente contribuye en la regulacion de los niveles de
ceramida que induce muerte celular.
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Figura 26. Modelo propuesto para la esfinganina como regulador de la acumulacién de 4cido salicilico en la respuesta de
defensa a patégenos, donde FBI1 es la fumonisina Bl; SA es el 4cido salicilico; Myb, WRKY y TGA son factores de
transcripcién; NPR1 es un regulador transcripcional; Pol II es la RNA polimerasa II; PAL es la fenilalanina amonio liasa; ICS
es la isocorismato sintasa, y PR-1 es la proteina asociada con la patogénesis cuya expresion se induce por écido salicilico.
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Conclusiones

VIII. Conclusiones

La FBI1 siendo una micotoxina que altera la biosintesis de esfingolipidos provocando acumulacién de
bases esfingoideas, resultd una herramienta Gtil para estudiar la asociacién entre el metabolismo de
esfingolipidos y la acumulacién de 4cido salicilico. La FBI induce un incremento significativo en los niveles
de 4cido salicilico libre en embriones de maiz a las 36 horas de imbibicion, y este incremento es
proporcional a la concentracién de toxina afiadida. Asimismo, la esfinganina y fitoesfingosina inducen una
acumulacién de 4cido salicilico libre en mayor magnitud y en menor tiempo que la FB1, lo que sugiere que
estos compuestos estin mediando el incremento en los niveles de 4cido salicilico observado. Por otro lado, la
ceramida-C6 exdgena también provoca acumulacion de 4cido salicilico, posiblemente porque es hidrolizada
por una ceramidasa en los embriones para generar esfingosina, aunque esta posibilidad no fue explorada en

este trabajo.
Tanto la FBI como la esfinganina activan la expresion de los genes PAL e ICS que codifican

enzimas importantes en las dos rutas biosintéticas del 4cido salicilico. La induccién de la expresion de estos
genes sugiere que la regulacién a nivel transcripcional es uno de los mecanismos por los cuales se controla la
actividad de la PAL y de la ICS.

Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan la hipdtesis sobre una de las funciones de los
compuestos esfingoideos como moléculas de sefializacion que participan en la respuesta de defensa de
plantas contra patégenos a través de la acumulacion de 4cido salicilico.
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Apéndice A

XI. Apéndice

Secuencias consultadas para el disefio de oligonucléotidos utilizados en el ensayo de RT-PCR semi-
cuantitativo. Las secuencias donde se alinean los oligonucle6tidos se indican en negritas.

ZmPAL (L77812)

1141 CGCCGCAGTG GCTGGGCCCC CAGATCGAGG TCATCCGCGC CGCCACCAAG TCCATCGAGC
1201 GCGAGGTCAA CTCCGTGAAC GACAACCCGG TCATCGACGT CCACCGCGGC AAGGCGCTGC
1261 ACGGCGGCAA CTTCCAGGGC ACCCCCATCG GCGTGTCCAT GGACAACGCC CGCCTCGCCA
1321 TCGCCAACAT CGGCAAGCTC ATGTTCGCGC AGTTCTCCGA GCTCGTCAAC GAGTTCTACA
1381 ACAACGGGCT CACCTCCAAC CTGGCCGGCA GCCGCAACCC CAGCCTGGAC TACGGCTTCA
1441 AGGGCACCGA GATCGCCATG GCCTCCTACT GCTCCGAGCT CCAGTACCTG GGCAACCCCA
1501 TCACCAACCA CGTGCAGAGC GCGGACGAGC ACAACCAGGA CGTGAACTCC CTGGGCCTCG
1561 TCTCGGCCAG GAAGACCGCC GAGGCGATCG ACATCCTGAA GCTCATGTCG TCCACCTACA

ZmUBQ (U29158)

421 TGGCCGACTA CAACATTCAG AAGGAGAGCA CCCTCCACTT GGTGTTGCGT CTCAGGGGCG
481 GCATGCAGAT CTTCGTGAAG ACTCTGACTG GCAAGACTAT CACCCTTGAG GTCGAGTCTT
541 CTGATACCAT TGACAATGTC AAGGCCAAGA TCCAGGACAA GGAGGGCATC CCTCCGGACC
601 AGCAGCGGCT CATTTTTGCC GGCAAGCAGC TCGAGGACGG GCGCACGCTT GCCGACTACA
661 ACATTCAGAA GGAGAGCACC CTCCACTTGG TGCTGCGTCT CAGGGGTGGC ATGCAGATCT
721 TCGTGAAGAC ACTTACTGGC AAGACGATCA CCCTTGAGGT GGAGTCCTCG GACACCATCG

ZmPR1 (U82200)

i GAACTAGTAA TTATCAGCAA ACAACAAACA ATGGCACCGA GGCTAGCGTG CCTCCTAGCT
61 CTGGCCATGG CAGCCATCGT CGTGGCGCCG TGCACGGCCC AGAACTCGCC GCAGGACTAC
121 GTGGACCCGC ACAACGCGGC GCGCGCCGAC GTGGGCGTCG GGCCGGTGTC CTGGGACGAC
181 ACCGTGGCCG CGTACGCGCA GAGCTACGCG GCGCAGCGCC AGGGCGACTG CAAGCTGATC
241 CACTCCGGCG GGCCCTACGG CGAGAACCTC TTCTGGGGCT CCGCCGGCGC CGACTGGTCG
301 GCGTCCGACG CCGTGGGCTC CTGGGTGTCC GAGAAGCAGT ACTACGACCA CGACACCAAC
361 AGCTGCGCGG AGGGGCAGGT GTGCGGCCAC TACACGCAGG TGGTGTGGCG CGACTCCACC
421 GCCATCGGCT GTGCCCGCGT CGTCTGCGAC AACAACGCCG GCGTCTTCAT CATCTGCAGC
481 TACARARCCCGC CGGGCAACGT CGTCGGCGAG AGCCCCTACT AGACTGTCAT GCATACTACA
541 ATTATATATA TATACGCTTA ATATTAACTT CAGCATGCAT GCATATTATA AATAGTGTTG
601 TCAACTCTGT ATATCATTAT ATTACGATGA TTATATTGTT GATGAACATA ATAAGTCAAT
661 ARAACCATGC AGGCGATTTG TGAGCCAAAA AAAAAARAARA AAAAAAAAAR AAAARA

OsICS (CA763410)

NATACTCTTC ATCCGAGCCC AGCCGGTTTG TGGTCTGCCC ACTGNAGAGG CACGCCAATT
CATACAAGAT TATGAAATTT TTGCCCGTGG AATGTATGCT GGACCTGTTG GTTGGTTTGG
AGGAGCTGAA AGTGAGTTTG CTGTTGGGAT TAGATCAGCA CTACTAGGAA AAGGTCATAG
CACTTTAGTT TGTGCTGGTG CCGGAATTGT TGAAGGTACA AATCCATCCT TTGAATGGGA
TGAGCTTGAC CTCAAAGCAT CCCAGTTTGC AAAGTTATTG CAGTATCAAG AACAACATAT
TTGCTTGCAA GAGGCTGAAA ATATGGGAAC AGTGATTTGA ATTGTAACTA GGAGTTTTTG
TTTTGTTGTG AAGAAGATTG CTTTTTTTTC CCTGCCATGA ACTTCAAAGG ATTGTCTTGT
TCAAGTGCTT GCATACCAAT TATGTTTCCG ATCAATCAAA CACCTCCTAC ATACGCAGCC
GCTGAAGCAT AAATCCAAGA AGGTGACGAA GAGAMAAGTT GCGAAGAGTA CAAAGGCTAT
ATGTACAATA AATTGTAACT ATTCAGTTAG TGCAGTTGTG CAAGTGTATA TTGAACCCCA
TAGTTTGTTA GCTTCTTTCG AATCGCTTAT ACATTTGATT CTTAAAATAA ATAAATATAT
AAACACACCA TTTCACAAGC ATACAAAARA AAARARAAARA AAR
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Apéndice B

Alineamiento del cDNA parcial de la PAL de mafz Chalquefio (ZmPAL) con secuencias homo6logas.
Origen de las secuencias: Zea mays (L77912), O. sativa (AY224546), T. aestivum (AY005474), H.

vulgare (ZA9146).

ZmPAL

Zea mays

0. sativa
T. aestivum
H. vulgare

ZmPAL

Zea mays

0. sativa
T. aestivum
H. vulgare

ZmPAL

Zea mays

0. sativa
T. aestivum
H. vulgare

ZmPAL

Zea mays

0. sativa
T. aestivum
H. vulgare

ZmPAL

Zea mays

0. sativa
T. aestivum
H. vulgare

ZmPAL

Zea mays

0. sativa
T. aestivum
H. wvulgare

ZmPAL

Zea mays

0. sativa
T. aestivum
H. vulgare

ZmPAL

Zea mays

0. sativa
T. aestivum
H. vulgare

1171

TCATCCGCGC
TCATCCGCGC
TTATTCGATT
TCATCCGGTC

1231

TCATCGACGT
TCATCGACGT
TCATCGACGT
TCATCGACGT
TCATTGACGT
wEkEE kR RR
1291

GCGTGTCCAT
GCGTGTCCAT
GCGTGTCCAT
GTGTCTCCAT
GTGTGTCCAT
o kw wRAEk
1351

AGTTCTCGGA
AGTTCTCCGA
AGTTCTCCGA
AGTTCTCGGA
AGTTCTCGGA
AR AR W
1411

GGCGCAACCC
GCCGCAACCC
GCCGCAACCC
GGCGCAACCC
GCCGCAACCC
* kREERARE
1471

GCTCCGAGCT
GCTCCGAGCT
GCTCGGAGCT
GCTCTGAGCT
GCTCTGAGCT
hhkhk whkhh
1531

ACAACCAGGA
ACAACCAGGA
ACAACCAGGA
ACAACCAGGA
ACAACCAGGA
AEE AR AR AAE
1591

ACGTGCTGAA
ACATCCTGAA
ACATCCTCAA
ACATCTTGAA
ACATCCTGAA

kW - ww

GGACAACACC
GGACAACGCC
GGACAACACC
GGACAACACC
GGACAACACC

dhkkhkhd ok

GCTCGTGAAC
GCTCGTCAAC
GCTGGTCAAC
GCTCGTGAAC
GCTCGTCAAC

LA A B & B L 2 3

GAGCCTGGAC
CAGCCTGGAC
GAGCTTGGAC
GAGCTTGGAC
CAGCTTGGAC

hhkd hhkkkd

CCAGTTCCTG
CCAGTACCTG
CCAGTTCCTC
GCAGTTCTTG
CCAGTACCTT

LA A L N

CGTGAACTCC
CGTGAACTCC
CGTCAACTCC
TGTGAACTCA
CGTGAACTCT

LA & & 2 2 4

GCTCATGTCG

ARMGGCCCTGC
AAGGCCATCC
ARAGGCACTCC

E L LT

GAGTTCTACA

ek Ak kdkd

TACGGCTTCA
TACGGCTTCA
TACGGCTTCA
TATGGTTTCA
TACGGCTTCA

ok Ak kkhR

GCCAACCCCG
GGCAACCCCA
GCCAACCCGG
GGCAACCCGG
GCCAARCCCGG

* whRkhhd

CTGGGCCTCG

CTCGGCCTCG

CTCGGCCTCG

wh Ak A

TCCACCTACA

GCTCATGTCG
GCTCATGTCC
GATCATGTCT
GCTCATGTCC

LA A LR R 22

TCCACCTACA
TCCACCTACC
TCCACGTTCC
TCCACATACA

LA A £ & N I 4

CTCCGTGAAC

1230
GACAACCCGC

GCGAGGTCAA
GTGAGATCAA

LA S R & 2 2 4

ACGGCGGCAA
ACGGCGGCAA
ACGGCGGCAA
ACGGTGGCAA
ATGGCGGCAA

TCGCGGCGAT
TCGCCAACAT
TCGCCAACAT
TTGCTGCTAT
TCGCCAACAT

* Lad

ACAATGGCCT
ACAACGGGCT
ACAACGGGCT
ACAATGGCCT
ACAACGGGCT

LA A B L B L 3

AGGGCGCCGA
AGGGCACCGA
AGGGCACCGA
AGGGCGCCGA
AGGGCACCGA

hhkkkd Ahhd

TGACCAACCA
TCACCAACCA
TCACCAACCA
TGACTAACCA
TGACCAACCA

* ko kR

TCTCGTCCAG
TCTCGGCCAG
TCTCCGCCAG
TCTCATCCAG
TCTCGGCCAG

e el ko

A

TCGTGGCGCT
TGGTTGCGCT
TGGTGGCTCT
TGGTGGCGCT

CTCCGTGAAC
CTCGGTGAAC
CTCTGTCAAC
CTCCGTCAAC

hhk khk hh

CTTCGACGGC
CTTCCAGGGC
CTTCCAGGGC
CTTCCAAGGC
CTTCCAGGGC

EEEE ok kA

CGGCAAGCTC
CGGCAAGCTC
CGGCAAGCTC
TGGCAAGCTG
TGGCAAGCTC

LA A S 2222

GCCGTCCAAC

GATTGCCATG
GATCGCCATG
GATCGCCATG
GATCGCCATG
GATCGCCATG

Rk Akkhhd

LEE R *

CTGCCAGGCC
GTGCCAGGCC
GTGCCAGGCC

GACAACCCGG
GACAACCCGG
GACAACCCGC
GACAACCCAG

Wk

1290

ACACCCATCG
*k kb Ew
1350
ATGTTCGCGC
ATGTTCGCGC
ATGTTCGCCC
ATGTTCGCGC
ATGTTCGCGC
Y
1410
CTGTCCGGAG
CTGGCCGGCA
CTGGCCGGCA
CTGTCCGGTG
CTGGCAGGCA
hkk o kW
1470
GCCTCCTACT
GCCTCCTACT
GCCTCCTACT
GCCTCGTACT
GCTTCCTACT
wE kw EERWw
1530
GCGGAGCAGC
GCGGACGAGC
GCGGAGCAGC
GCGGAGCAGC
GCGGAGCAGC
LA A S 4 LA A ]
1590
GAGGCCGTCG
GAGGCGATCG
GAGGCGGTGG
GAGGCTATTG
GAGGCTGTGG

kR * W

1650

GTGGACCTGC
GTCGACCTGC
ATTGACCTTC
ATCGACCTCC
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Apéndice B

Alineamiento del cDNA parcial de la ICS de mafz Chalquefio (ZmICS) con secuencias hom6logas.
Origen de las secuencias: O. sativa (CA763410), A. thaliana (AY056055), G. max (CD398634) y T.

aestivum (BQ905086).

461
ZmICS AACTTTG
O.sativa AATAACTTTG
A.thaliana ATGAGATTCA
G.max AGCAACTTGG

T.aestivum

ZmICS
O.sativa
A.thaliana
G.max
T.aestivum

ZmICS
O.sativa
A.thaliana
G.max
T.aestivum

ZmICS
O.sativa
A.thaliana
G.max
T.aestivum

ZmICs
O.sativa
A.thaliana
G.max
T.aestivum

521

GGATGGATTT
TTCTCGATCT
GTAAGGACTG
CGTCATCAAA

641

ACCAGCCAAC
ACCAACCAAC
TCTCTCATGA
ACCAACCAAC
ACCAACCAAC

hhkh wRhw

701

* * kR ko

CAARACTGGGA
GCCTCGCTGT
TGAACTGAGA

- -

G--TACCTTC
G--TACCTTC
RAGCTAACGAG
G--TGCCTTC
G---ACCTTC

* W

CGATTGGAGA
AGGTCCAGCA
AGGTCCAGCA

WAk ok wRw

TNCAG---TG
TGGTGGTATG
TICIG---TT
TTCAG---TG

-

TACATTCCAC
TACATTCCAC
TCCATCAGAA
TACATTCCTC
TACATTCCAC

LA R R LR L BN

GGCAGACCAC
CGTTTTGATC
GGAAACCCAC
GGCAAACCAC

GCACCGGCG-
GCACCAGCA-

GCACCGGCA-~

GGTCAAAAAT

GATCAAATAC
GGTCGAAGAT

* wk hw W

AAACAG-CTG

TCAAGCTCAT
TCAAGCTCAT

TCTAGCTCAT
ARAAAARCAT

LA A g

TACACCAGAG
CAAACTAAAG
CGGAACAGTG
TATATTAAAG
TAAACWARAR

520
CCCATTCAAA
CCCATTCAAA
CCCGATCTTC
CCCACTCCAG
CTCTATTTGG

L -

580
TGCTGTGACC
TGCTATGACC
TCATCTGATC
CACCAAGATC
TACTATATMC

640
GCTCCTCCAA
GCTCCTCCAA
CTTGATCCTT
CCTCCACCAA

RCTCCACCAR
EREE RAEE

700
CGTATGAATT
TGTATGAATT
CCTCTGATT-
GCAATTAARA
CGTATGAATT

*k E

760
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Apéndice I3

Alineamiento del ¢cDNA parcial de la UBQ de mafz Chalquefio (ZmUBQ) con secuencias homblogas.
Origen de las secuencias: Z mays (U29158), O. sativa (X76064), H. vulgare (X04133) y M. grisea
(AF056625).

241 300
ZmUBQ CACTT GGTGTTGCGT CTCAGGGGCG GCATGCAGAT CTTCGTGAAG ACTCTGACCG
Zea mays CCCTCCACTT GGTGTTGCGT CTCAGGGGCG GCATGCAGAT CTTCGTGAAG ACTCTGACTG
O.sativa CCCTCCACCT TGTGCTCAGG CTCAGGGGAG GCATGCAGAT CTTCGTCAAG ACCTTGACTG
M.grisea CTCTCCACCT CGTGCTCCGC CTCCGTGGTG GCATGCAGAT TTTCGTCAAA ACCCTCACTG
H.vulgare CCCTTCACCT GGTGCTCCGC CTTCGTGGTG GCATGCAGAT CTTCGTGAAG ACCCTGACGG
LA B LA A B 4 * LA w kk ok ARk R AR AR LA A A A B & 4 * L L
301 360
ZmUBQ GCAAGACTAT CACCCTTGAG GTCGAGTCTT CTGATACCAT TGATAATGTC AAGGCCAAGA
Zea mays GCARAGACTAT CACCCTTGAG GTCGAGTCTT CTGATACCAT TGACAATGTC AAGGCCAAGA
O.sativa GCAAGACCAT CACCCTTGAG GTCGAGTCGT CTGACACCAT TGACAATGTC AAGGCCAAGA
M.grisea GCAAGACGAT TACCTTGGAG GTCGAGTCCT CCGATACCAT CGACAATGTA AAGTCGAAGA
H.vulgare GCAAGACCAT CACACTGGAG GTGGAGTCCT CTGACACCAT CGACAACGTC AAGGCGAAGA
LA A AL B & i * ko kk khwkk ok ok ok Wk LA L I 2 wkdk ok hwkk
361 420
ZmUBQ TCCAGGACAA GGAGGGCATC CCTCCGGACC AGCAGCGGCT CATTTTTGCC GGCAAGCAGC
Zea mays TCCAGGACAA GGAGGGCATC CCTCCGGACC AGCAGCGGCT CATTTTTGCC GGCAAGCAGC
O.sativa TCCAGGACAA GGAGGGCATC CCCCCGGACC AGCAGCGTCT CATCTTCGCT GGCAAGCAGC
M.grisea TCCAGGACAA GGAGGGTATT CCTCCGGACC AACAACGCCT TATTTTCGCT GGAAAGCAGT
H.vulgare TCCAGGACAA GGAGGGCATC CCTCCGGACC AGCAGCGCCT CATCTTTGCT GGCAAGCAGC
wkhh kR r khk kAR A Wk hkkk kAR ok wE kR A ek ko LA 2 02 22
421 480
ZmUBQ TCGAGGACGG GCGCACGCTG GCTGACTACA ACATTCAGAA GGAGAGCACT CTCCACTTGG
Zea mays TCGAGGACGG GCGCACGCTT GCCGACTACA ACATTCAGAA GGAGAGCACC CTCCACTTGG
O.sativa TTGAGGATGG CCGCACCCTG GCTGACTACA ACATCCAGAA GGAGTCCACC CTCCACCTTG
M.grisea TGGAGGACGG TCGGACCCTT TCCGACTACA ATATCCAGAA GGAMACGACC CTCCATTTGG
H.vulgare TCGAGGATGG CCGCACCCTG GCTGACTATA ACATCCAGAA GGAGTCCACT CTCCACCTGG
w kwkAE W LA L 2 4 * wkkRE ok W kR ERA R Rk - LA A S 2 L
481 540
ZmUBQ TGCTGCGTCT CAGGGGTGGC ATGCAGATCT TCGTGAAGAC ACTTACTGGC AAGACGATCA
Zea mays TGCTGCGTCT CAGGGGTGGC ATGCAGATCT TCGTGAAGAC ACTTACTGGC AAGACGATCA
O.sativa TGCTCAGGCT CAGGGGAGGC ATGCAGATCT TCGTCAAGAC CTTGACTGGC AAGACCATCA
M.grisea TCCTTCGTCT CCGTGGTGGC ATGCAGATTT TCGTCAAGAC TTTGACGGGC AAGACCATCA
H.vulgare TGCTCAGGCT TCGTGGAGGC ATGCAGATTT TCGTGAAGAC CCTCACCGGC AAGACCATCA
* kE R R * ok kAN AR RAEERE * hkkw RR RN * kh Rk R Akkhk RAER
541
ZmUBQ CCCTTGAGGT G
Zea mays CCCTTGAGGT GGAGTCCTCG
O.sativa CCCTTGAGGT CGAGTCGTCT
M.grisea CGTTGGAGGT CGAGTCTTCA
H.vulgare CACTGGAGGT GGAGTCCTCT

* * wkdk kR

91



Apéndice B

Alineamiento del cDNA parcial de la ZmHSP de maiz Chalquefio con secuencias homologas. Origen de
las secuencias: 7. aestivum (X98582), O. sativa (Z11920) y H. vulgare (AY325266).

ZmHSP
T.aestivum
H.vulgare
O.sativa
consensus

ZmHSP
T.aestivum
H.vulgare
O.sativa
consensus

ZmHSP
T.aestivum
H.vulgare
O.sativa
consensus

ZmHSP
T.aestivum
H.vulgare
O.sativa
consensus

ZmHSP
T.aestivum
H.vulgare
O.sativa
consensus

ZmHSP
T.aestivum
H.vulgare
O.sativa
consensus

ZmHSP
T.aestivum
H.vulgare
O.sativa
consensus

ZmHSP
T.aestivum
H.vulgare
O.sativa
consensus

ACCCCATCTC
ACCCCATCTC
ACCCTATCTC
accc.atcte

3511

ACGAGGATAA
AGGAGGAGAA
AGGAGGAGAA
AGGAAGAGAA
AgGAgGAgAA

3691

TCTACAAGAG
TCTACAAGAG
TCTACAAGAG

TCTACAAGag

3751

ACAACTGTGA
aChactgtga

CCTGTGGACC
CCTGTGGACT
TCTATGGACT
.ct.tggac.

GAAGGAT. . .
GAAGGATACT
GAAGGATACC
GAAGGATGCT
GAAGGAT.c.

GAAGARGAAG
GAAGAAAAAG
GAAGARAAAG
GAAAARAGARG
GAAgAAGAAG

AATCTGGATG
TATCTGGATG
TATCTGGATG
TATCTGGATG
Tatctggatg

CTTGACCAAT
CTTGACCAAT

CtTGACCcAAC

TGAGTTCAAG

GGAATTCAAR
tGAgTTCARAG

.gag.tgatc

GAGARAGACCA
GAGAAGACCA

gagaagacca c.gagaagga

AGGTTGAGGA
AGGTTGAGGA

GAGGAGGGTA
GAGGAGGGCA
GAGGAGGGCA
GAGGAGGGGA
GAGGAGGG. A

AGGAAGCCTG AGGAGATTAC

AGGAAGCCAG AGGAGATCAA
AGGAAGCCTG AGGAGATCAC
AGGAAGCCLG

AGCATCTTGC
AGCATTTGGC

GACTGTGAGG
GACTGGGAGG

AGCATCTTGC
AGCATCcTtGC

TTGTGCCAAA
TTGTGCCCAA
TTGTTCCCRA
TTGTTCCCAA

GCtGT.CTCT TTGTGCCCAA

AGCTGTATGT
AGCTGTATGT
AGCTGTATGT
AGCTCTACGT
AGCTGTAtGT

AACAACATCA
AACAACATCA
AACAACATCA

cctgagt. .c

3510
AGCTGCAGAT GATGAAGACG
AATTTCTGAC
AATTTCTGAC
AATTTCTGAT
AatTtCEGAL

GATGARGACG
GATGAAGATG
GATGAAGACG

TGTTGATGAT
TGTTGATGAG

TGTTGATGAA
TGTTGATGA .

TAAGGAGGAG
CcAAgGAaGAG

TGTGAAGCAC
TGTCAAGCAC
TGTCAAGCAC
TGTCAAGCAC
TGTcAAGCAC

3810
TTCGACCTCT
TTTGACCTCT
TTCGACCTCT
TTCGACCTCT
TTcGACCTCT

GCGGGCCCCC
GAGGGCCCCC
GAGGGCCCCC
GAGGGCACCA
GaGGGCcCCc

3870
GCGACGCGTC TTCATCATCT
GCGCCGTGTC TTCATCATGG
GCGCCGTGTC TTCATCATGG
CCGCCGAGTC TTCATCATGG
gCGcCG.GTC TTCATCATgg
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Efecto de la esfinganina y ceramida 10 pM en los niveles de SA de embriones de mafz durante la
germinacion, renovando el medio de imbibici6n cada 24 horas.

Tabla 14. Contenido de SA libre en embriones de maiz germinados en presencia de esfinganina y
ceramida 10 pM.

T ng SA / gramo
Horas de nbibicion controles esfinganina Ceramida-C6
6 518+79 218.9 + 39.5 106.9 + 23.2
12 322+29 1146 +22.3 61.6 + 14.9
24 326+4 122.3 + 23.8 145.6 + 30.3
36 286+28 111.5 +21.9 131.1 +27.6
48 347+40.7 106.9 + 21.1 975+214
60 22+2 693 + 15.1 96.5 +21.4
A
o [J Controles
= 250 T B Esfinganina
% 200 @ Ceramida C6
E" 150 -
3 100
g
50 -
0 4
6 12 24 36 48 60
Horas de imbibicién
B
M Esfinganina
& 97 —— @ Ceramida C6
o Pl B
28 °]
S 8§ 21
"_“ [£]
‘s 14
g
2 U
6 12 24 36 48 60
Horas de imbibicién

Figura 27. Efecto de la esfinganina y ceramida 10 pM en la acumulacién de SA en embriones de maiz
durante la germinacién. El medio de imbibicién adicionado con el esfingolipido correspondiente se
renovo cada 24 horas. (A) Incremento en los niveles de SA iducido por la esfinganina y la ceramida. (B)
Acumulacion relativa a los controles de germinacion,



	Portada

	Contenido

	Resumen

	Introducción

	II. Antecedentes Inmediatos

	III. Hipótesis   IV. Objetivos
 
	V. Materiales y Métodos

	VI. Resultados

	VII. Discusión de Resultados

	VIII. Conclusiones 
	X. Bibliografía

	XI. Apéndice




