
FACULTAD DE QUÍMICA

"'_ UNIVERSIDAD NACIONAL UNJM-
r:~ , , ~.
~ ld>D\f-" AUTONOMA DE MEXICO DGEP

~A~ ~---

PROGRAMA DE MAESTRÍA Y DOCTORADO

EN CIENCIAS BIOQUÍMICAS

EFECTO DEESFINGOLÍPIDOS EN LA EXPRESIÓN DEL

GEN DE LA GLlCOPROTEÍNA RICA EN

HIDROXlPROLlNA DE MAÍZ

T E s I s
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS (BIOQUÍMICAS)

PRESENTA:

NAHIELI GREAVES FERNÁNDEZ

Tutor: Dr. Francisco Javier Plasencia de la Parra

~ México, D.F. Junio 2005



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Esta tesis de maestría se realizó bajo la dirección del Dr. Francisco Javier Plasencia de la Parra

en el laboratorio 101 del Departamento de Bioquímica de la Facultad de Química de la

Universidad Nacional Autónoma de México.

ElComité Tutoral queasesoró el desarrollo de esta tesis estuvo integrado por:

Dra. Gladys 1. cassab López.

Dr. Felipe Cruz García.

Dr. Javier Plasencia de la Parra.

Institutode Biotecnología, UNAM

Facultad de Química, UNAM

Facultad de Química, UNAM

El Jurado para el examen de grado estuvo constituido por:

Presidente

Vocal

secretario

Suplente

Suplente

Dr.Jorge Vázquez Ramos

Dra. Irma Bernal Lugo

Dra. Gladys cassab López

Dra. Ma. Senalbarra Rubio

Dr. Roberto CoIia Ortega

Facultad de Química, UNAM

Facultad de Química, UNAM

Institutode Biotecnología, UNAM

Facultad de Química, UNAM

Institutode Fisiología Celular, UNAM



Agradecimientos

AGRADECIMIENTOS.

Este trabajoserealizó con apoyos de losproyectos:

DGAPA-PAPIIT-UNAM (IN208300)

CONACYT (40311-Q)

UCMEXUS (CN-D3-118)

Durante losestudios de Maestría gocéde una beca otorgada por CONACYT (No. de registro

167249) y de DGEP-UNAM

se agradece el apoyo técnico de la M.e. Manuela Nájera Martínez en el desarrollo de técnicas

de Biología Molecular.

se reconoce el apoyo técnico de la Q. Laurel Fabila Ibarra.

ji



AgradecimientDs

Muchas gracias

A mispapás, portodosuapoyo y amor.

A Jiro, porcompartir suvida conmigo y apoyarme siempre.

A LuisAlberto, porsucompañía y apoyo.

A Javier Plasencia, portDdas sus enseñanzas y supaciencia.

A Andrea,Diana, Chelo,Erika,Laura, Maru, Manuela,Mariana Rivas,Mariana

saucedo,Nora, Silviay Marina, porel apoyo, losconsejos y el tiempo compartido.

A Bego y santiago, porsu interés constante y suamistad incondicional.

A mis maestros, porsudedicación y enseñanzas.

A la UNAM, pordar siempre desinteresadamente y haberme abierto laspuertas en muchas

ocasiones.

¡ii



Tabla de Contenido

Tabla de Contenido

1. ImRODUCCIÓN 1

1. ESTRUCTURA DE LA SEMILLA DE MAíz 1

1.1 Embrión 1

2. GERMINACiÓN 2

2.1. Definidón 2

2.2. Tomade agua 2

2.3. Respiración 4

2.4. Movilizaciónde reservas 6

2.5. Crocimiento de los órganosdel embrión 6

2.6. Metabolismo 7

3. ESFINGOLlplDOS 9

3.1. Estructurade los estingolípidos 9

3.2. Los esfingolípidos en plantas 11

3.3. Síntesisde esfingolípidos 12

3.4. Fundonesde los estingolípidosen animales 18

3.5. Fundonesde los estingolípidosen plantas 24

3.6. Herramientaspara el estudto de los estingolípidos 28

4. MECANISMOS DE DEFENSA DE LAS PLANTAS 36

4.1. Introducción 36

4.2. Mecanisfl10s de defensade lasplantas 36

5. EL REFORZAMIENTO DE LA PARED CELULAR COMO MECANISMO DE DEFENSA Y

LA GLlCOPROTEíNA RICA EN HIDROXIPROLlNA 43

5.1 Lapatee!celular 43

5.2 Composición de la pared celular. 44

5.3 GlicoproteÍt1as ricas en hidroxiprolina (HRGPs) 47

tr, ANTECEDEI\ffES INMEDIATOS 55

III. HIPÓTESIS 56

IV. OBJETIVO GENERAL 57

V. OBJETIVOS PARTICULARES 57

VI. MATERIALES Y MÉTODOS 58

1. Material Biológico 58

iv



Tabla de Contenido

2. Elaboración de las curvas de germinación de semíllas de maíz en ausencia y presencia

de FB1 y determinaciónde la longitud del coleoptiloy de la radícula 58

3. Método para la extracciónde bases esfingoideascon acetato de etilo 59

4. Cuantificaciónde bases esfingoideas 60

5. Extracciónde RNA total 61

6. Preparaciónde DNA de plásmidos (miniprep) 62

7. Cuantificaciónde DNA por espectrofotómetria 63

8. Método de digestiónde plásmidos 63

9. Purificaciónde DNA a partir de geles de agarosa 63

10. Marcaje de la sonda con [32p)-dCTP por la técnica de random primer 64

11. Elaboraciónde un gel desnaturalizante 64

12. Northem Blot 65

13. Ensayo de transcriptasa reversa- reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR)_ 67

14. Preparaciónde células competentes 69

15. Ensayo de ligación del inserto 70

16. Transformaciónde células competentes 71

17. 5ecuenciación del DNA plasmídico 71

VII. RESULTADOS 72

1. Efecto de la fumonisina B1 sobre la germinaciónde embrionesde maíz 72

2. Efecto de la FB1 sobre el crecimiento de la radícula y del coleoptilo en semillas de maíz
__________________________ 73

3. Efecto de la FB1 sobre los niveles de bases esfingoideas en embriones de semíllas de

maíz durante la germinación. 74

4. Efecto de la FB1 en los niveles de transcrito de la HRGP en ejes embrionarios de maíz

durante la germinación 77

5. Efecto de la esfinganina en los niveles de transcrito de la HRGP en ejes embrionarios de

maíz durante la germinación 79

6. Efecto de la ceramida sobre los niveles de transcrito de la HRGP en ejes embrionarios de

maíz expuestosdurante la germinación 80

7. Efecto de inhibidores de la síntesis de bases esfingoideas en los niveles de transcrito de

la HRGP en ejes embrionariosde maíz durante la germinación 81

8. Estrategias para la determinación del origen de los transcritos de HRGP en ejes

embrionariosde maíz 84

B.l Southern Blot B4

v



Tabla de Contenido

8.2 Búsqueda de la secuencia del inúón en un banco de EST(Expressed 5equenced

Tags) enunbanco de maíz 84

8.3 Utilización deunasonda específica parael31.fTR 86

8.4 Diseño de oligonuc!eótidos queamplifican la secuencia del inúón 87

8.5 5ecuenciación de losdiferentes insertos obtenidos: 90

8.6 AlineamientD parael fragmentD de300pb 91

8.7 AlineamientD de la secuencia obtenida deDNA genómico 92

VIII. DISCUSIÓN 95

1. Efecto de la FB1 sobre la germinación de embriones de maíz y sobre el crecimiento de la

radícula y del coleoptilo en semillas de maíz 95

2. Efecto de la FB1 sobre los niveles de bases esfingoideas en embriones de semillas de

maíz durante la germinación 98

3. Efecto de la FB1 sobre los niveles de transcrito de la HRGP en ejes embrionarios de maíz

durante la germinación 100

4. Efecto de los esfingolípidos en los niveles de transcrito de la HRGP en ejes embrionarios

de maíz durante la germinación. 101

4.1 Efecto de la esfinganinay la ceramida 101

4.2Efecto de inhibidores de la síntesisde bases esfingoideas 103

5. Determinación del origen de los transcritos de la HRGP. 104

IX. CONCLUSIONES lOS

x. BIBUOGRAFÍA 109

XI. APÉNDICE A 122

XII. APÉNDICE B 125

vi



Índice de figuras

Índice de Figuras

Figura 1. Estructura de la semilla de maíz 1

Figura 2. Patrón de absorción de agua trifásico durante lagerminación 4

Figura 3. Patrón de consumo de oxígeno durante y después de la germinadón porel embrión

y por lostejidos de reserva 5

Figura 4. Estructura de losesfingolípidos más comunes 10

Rgura 5. Esquema de la síntesis de esfingolípidos 13

Figura 6. Localización subcelular de la síntesis de esfingolípidos 14

Rgura 7. Esquema de la señalización intracelular y extraceIular poresfingosina-l-fosfato 21

Figura 8. Estructura de lasFumonisinas, aminopentol y palmitoilaminopentol... 29

Figura 9. Estructura de lamiriocina 33

Figura 10. Mecanismo de inhibición de la SPTpor la 13-G-alanina 35

Figura 11. Redes de señalización de la HR. 37

Figura 12. Perfil hidropático de la secuencia de aminoácidos deducida a partir de la clona

genómica de la HRGP de maíz 51

Rgura. 13. Dispositivo para realizar la transferenda del RNA del gel a la membrana de nylon.

.............................................................................................................................. 65

Rgura. 14. Plásmido pGEM®-T Easy Vector de Promega 70

Rgura 15. Efecto de la fumonisina 61 sobre la germinación de embñones de maíz 72

Rgura 16. Inhibición del crecimiento radicular y del coleoptilo en semillas germinadas en

presencia dediferentes dosis de FB1. 73

Figura 17. Cromatograma que muestra los tiempos de retención de las bases esfingoideas

cuantíñcadas 74

Rgura 18. Niveles de frtDesfingosina y esfinganina en embriones de semillas germinadas en

presencia de diversas dosis de FB1. 76

Figura 19. Niveles de transcñto de la HRGP de ejesembríonaríos de maíz expuestos a F6110

f.l.M durante lagerminación 78

Figura 20. Niveles de transcrito de la HRGP de ejes embñonarios de maíz expuestos a

.esfinganina 10~ durante la germinadón. .. 79

Figura 21. Niveles de transcrito de la HRGP de ejes embñonarios de maíz expuestos a

ceramida 10 f.l.M durante la germinadón 81

vii



Índice de figuras

Figura 22. Niveles de transcrito de la HRGP de ejes embrionarios de maíz expuestos a

diferentes dosis de 13-cloroalanina (13-cA) a las24y 36 horas de germinación 82

Figura 23. Niveles de transcrito de la HRGP de ejes embrionarios de maíz expuestos a

diferentes dosis de miriocina a las24 y 36 horas de germinación 83

Figura 24. Niveles de transcrito de la HRGP de ejesembrionarios de maíz expuestos a FBllO

f1M durante la germinación utilizando unasonda específica para el extremo 3' UTR. 86

Figura 25. Esquema de laestructura del gende la HRGP y diseño de losoligonucleótidos 87

Figura 26. Fragmentos de DNA obtenidos a partirde RT-PCR usando RNA deejesembrionarios

germinados en presencia de FBl 10~ con loscebadores Fwd452 y RevlOl... 88

Rgura 27. Digestión de DNA de plásmidos en los que se donaríon los productos de RT-PCR

amplificados con losoligos Fwd452-RevlOl.. 89

Figura 28. Alineamiento para el fragmento de 300pb obtenido a partirde RT-PCR ~ 91

Figura 29. Alineamiento de la secuencia obtenida a partirde DNA genómico de maíz 92

Figura 30. Fragmento del extremo 3UTRdel genHRGP 93

Figura 31. RT-PCR utilizando losoligonucleótidos Fwdintl y Fwdint2 conel cebador RevlO1. 93

Figura 32. Alineamiento de la secuencia obtenida para Fwdint2 y RevlOl.. 94

viii



índicede tablas

Índice de Tablils

Tabla 1. Preparación de lascurvas de calibración defltoesfingosina, esfingosina y esfinganina.

.................................... ............... .................... ....................................................... 61

Tabla 2. Mezda para desnaturalización de RNA 65

Tabla 3. Preparación de lasmezclas para la síntesis de lasegunda cadena de cDNA 69

Tabla 4. Resumen de resultados obtenidos con losdiversos cebadores 89

Datos obtenidos de la OJantificación de bases esfingoideas 113

Tabla 5. Niveles de frtoesfingosina en embriones de semillas de maíz germinados en presencia

de distintas concentraciones de FB1. 113

Tabla 6. Niveles de esfinganina en embriones de semillas de maíz germinados en presencia de

distintas concentraciones de FB1. 113

ix



Resumen

RESUMEN

los esfingolípidos se distinguen por la presenda de una base esfingoidea adJada con

un ácido graso para formar la ceramida, que es la unidad estructural de esfingolípidos más

complejos.

la biosíntesis de esfingolípidos se lleva a cabo en el retículo endoplásmico y en el aparato de

Golgi e inida con la condensación de la L-serina con palmitoil-eoA, por la enzima serina

palmitoiltransferasa (SPT), para formar3-eetoesfinganina queposteriormente sereduce a

3-eritroesfinganina. la enzima esfinganina-N-aciltransferasa cataliza la acilación de la

esfinganina con un ácido graso para formar la ceramida. B paso final en la biosíntesis de

esfingoJípidos complejos tiene lugaren ellumen delaparato deGolgi, donde seglicosilan.

los esfingolípidos tienen diversas funciones biológicas como mensajeros intracelulares

que apenas comienzan a describirse en plantas. la fumonisina 81 es una micotoxina que

inhibe competitivamente a la esfinganina-N-aciltransferasa causando un aumento en los

niveles de bases esfingoideas, lo que hapermitido estudiar la función de éstas en la respuesta

de plantas contra patógenos. la FBl causa un incremento en la expresión del gen de una

glicoproteína rica en hidroxiprolina (HRGP) en ejes embrionarios de maíz durante la

germinación. Esta proteína contribuye a la defensa de la planta reforzando la pared celular.

Debido a que losniveles de HRGP aumentan en presencia de FBl y queeste incremento está

acompañado porunaelevación en losniveles de bases esfingoideas, enestetrabajoseanalizó

el efecto de losesfingolípidos en la expresión del gen de la HRGP de maíz.

los niveles de frt:oesfingosina y esfinganina en ejes embrionarios de semillas

germinadas en presencia de FBl se analizaron mediante cromatograña líquida con detección .

de t1uorescenda. También se estudiaron los efectos de esta toxina sobre la elongación

radicular y del coleoptilo. la FBl inhibió la elongadón radicular en un 20% a las48 horas y en

40% a las72 horas, asícomo la elongación del coleoptilo en un 35% a partirde las72 horas

de germinación. A las 48 horas de germinación, la concentración de fit0e5fingosina fue

aproximadamente 10 veces mayor en semillas germinadas en presencia de FBl (10 ¡¡M) que

en lassemillas control. las dosis de 1 y 10 ¡¡M de FBl causaron unaelevación de 5 veces con

respecto al control en losniveles de esfinganina a partiT'de las48 horas de germinación.

la expresión del gen de la HRGP seanalizó por Northem blot en ejesembrionario de

maíz en presencia de FBl, esfinganina, ceramida, y dosinhibidores de la 5PT: 13-eloroalanina y

x



Resumen

miriocina. En los embriones tratados ron FBll0~ seobservó un incremento en la expresión

de este gen desde las 12 horas de germinación. Cuando los embriones se incubaron con

esfinganina, el incremento se retrasó hasta las72 horas de germinadón; cuando germinaron

en presencia de ceramida se observó un incremento en la expresión con respecto al control

muydiscreto a las 48 horas.

la miriocina ocasionó un incremento en los niveles de expresión de la HRGP en dosis

de 10 nM, comparable o mayor al inducido por la FBl 10~ a las 24 horas de germinación.

En losensayos de expresión seobservaron dosbandas de transcrito de la HRGP, porlo

queseinvestigó siéstas provienen de dos genes o bien deunprocesamiento alternativo deun

transcrito primario.

Con base en los resultados, esposible quela inducción de la transcripción delgendela

HRGP de maíz se deba a la disminución en los niveles deesfingolípidos complejos causada por

la FB1.

En los experimentos nofueposible determinar el origen de lasdos bandas detranscrito

de la HRGP.

xi
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Introducción

l. INTRODUCCIÓN

1. ESTRUCTURA DE LASEMILLA DE MAÍZ

1.1 Embrión

8 embrión maduro de la planta de maíz está formado por un eje embrionario y un cotiledón

modificado llamado escutelo, que fundona como reservorio de nutrientes y que absorbe y

digiere los nutrimentos almacenados en el endospermo. El eje embrionario de maíz está

constituido por tres regiones diferenciadas: la radícula, el mesocotilo (región que une al eje

embrionario con el escutelo) y la plúmula (apéndice donde se encuentran las primeras hojas)

(Rgura 1). la coleorriza y el coleoptilo cubren y protegen a la radícula y a la plúmula

respectivamente, durante su emergencia en la germinación (Raven et al.,1992; Bewley y

Black, 1994).

Figura 1. Estructura de la semilla de maíz. A. COrte longitudinal y lateralde una semilla de maíz mostrando

lasestructuras que la componen: a) cicatJiz; b) pericarpo; e)aleurona; d) endospenno; e) escuteIo; f) capa

glandular del escutelo; g) coleoptilo; h) plúmula contallo y hojas; i) primer intemodo;j) raíz lateralseminal; k)

nodoescutelar; 1)raíz primaria; m)coleorriza; n)células basales conductoras del endospenno; o) capa caféde

abscisión; p) pedicelo. B. Estructuras prindpalesdurantela gennlnadón de unasemilla de maíz y su

transfonnación a planta (Neufferet al, 1997 Foster y Glfford,1959). .

.'
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Introducción

2. GERMINACIÓN

2.1. Definidón

La germinadón es el proceso que desencadena la rehidratadón de la semilla y el inido de la

expansión de la radícula. Involucra la transición de lascélulas de unestado debajahidratación

« 10% de contenido de agua en semillas de maíz) y actividad metabólica a un estado

hidratado de intensa actividad metabólica. Este proceso culmina con el desarrollo de la

radícula, que generalmente se debe al alargamiento celular, y su penetración en los tejidos

adyacentes (Rores, 1999).

Durante lagerminación sereiniciala actividad metabólica y el crecimiento de lostejidos

de la semilla, lo que involucra procesos de rehidratación de proteínas, cambios en las

estructuras subcelulares, respiradón, utilización de las reservas de nutrientes, síntesis de

macromoléculas, elongación de la radícula y desarrollo gradual de los sistemas sintéticos que

permitirán a la nueva planta serun organismo autótroto (Street y Opik, 1986; Bewley y Black,

1994).

2.2. Toma de agua

En la semilla seca, el endospermo es un tejido relativamente duro compuesto por células

muertas que representa una barrera para el crecimiento del embrión (Meyer et al, 1973).

Debido al bajo contenido de agua en las·semillas secas (5-20%), su tasa metabólica es

extremadamente pequeña comparada con la de otrostejidos de la planta que se encuentran

activos y cuyo contenido de agua oscila entre el 80 Y el 95%. La mayor parte del agua

presente en las semillas secas se encuentra unida a coloides, por lo que no es accesiblepara

lasreacdones hidrolíticas (Street y Opik, 1986).

La imbibidón de aguaesel primerrequisito para la germinación de lassemillas, ya que

permite la reactivadón metabólica y la restauradón de membranas y organelos (Flores, 1999);

ésta ocasiona un hinchamiento de la semilla mayor en las células del embrión que en las

células muertas del endosperrno, por lo que la cubierta se rompe durante la fase de

hidratadón (Street y Opik, 1986).

2



Introducción

Dentro de la semilla, el agua avanza gradualmente por capas de células, por lo Que la

hidratadón no es homogénea. El movimiento de agua es más rápido en los tejidos

embrionarios Que en los tejidos de almacenamiento de nutrientes (Streety Ópik, 1986). En

condiciones óptimas, la absorción de agua por la semilla sepuede dividiren tres fases (Figura

2) Que a continuación sedescriben:

a) Fase rápida de imbibición inicial o fase 1: Elpotencial de agua de la semilla seca

madura es mucho menor Que el del suelo drcundante. Esta fase está influida por la

hidratadón de matrices, tales como la pared celular, almidón y cuerpos proteicos

(fuerzas mátricas, 'Pe). Durante esta etapa, el contenido de agua de la semilla se

incrementa hasta un 50-60% (Flores, 1999; Street y Opik, 1986; Bewley y Black,

1994); al hidratarse, las células y los organelos subcelulares recuperan su forma y

tamaño y el citoplasma recobra su estructura normal. En esta etapa, la membrana

semipenneable de lascélulas, Que normalmente retiene los solutos dentrode ellas, no

actúa como barrera de retendón y las células pierden iones, carbohidratos e incluso

proteínas (Street y Ópik, 1986). La incorporación de algunas moléculas, tales como

sacarosa u oligosacáridos de rafinosa a los fosfolípidos de la membrana plasmática,

evita pardalmente la pérdida de solutos durante el inicio de la imbibición (Bewley y

Black,1994).

b) Fase de ingreso lento de agua o fase 11: Enesta faseel componente mátrico ya

no es importante y el potencial de agua de la semilla ('1') está dado por la

concentración de solutos (potencial osmótico, '1'.) y por la presión de potencial. '1'.),

Que permiteel ingreso de agua y genera presión en la pared celular (Flores, 1999).

e) Fase de elongación radicular o fase DI: Tiene lugarúnicamente en semillas Que

germinan activamente y generalmente coincide con la ruptura seminal y el comienzo

delalargamiento y protrusión de la radícula. (Flores, 1999; Bewley y Black, 1994).
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Fase 2

Tiempo
Figura 2. Patrón de absorción de agua bifásico durante la genninadón. IlIliecha ncficae1liempo en que

ocurre la protrusión de la radíaJla (Bewleyy Black, 1994).
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2.3. Respiración

En las semillas secas maduras la tasa respiratoria es muy baja comparada con la de las

semillas en germinación, ya queel metabolismo tan intenso de estas últimas estáacompañado

por tasas respiratorias muy elevadas, tanto en el embrión como en los tejidos de

almacenamiento. La concentración de ATP se incrementa rápidamente en las semillas

embebidas. Después de la fase de hidratación, el incremento en la respiración estáasociado

conel aumento de enzimas respiratorias (Street y Qpik, 1986).

Existen tres vías a través de las cuales las semillas hidratadas llevan a cabo la

respiración: glucólisis, vía de laspentosas fosfato y ciclode Krebs (Bewley y Black, 1994).

Los cetoáddos (a-eetoglutarato y piruvato), intermediarios importantes en el

metabolismo respiratorio, son inestables y no están presentes en lassemillas secas, por loque

durante los primeros minutos de imbibición se regeneran a partir de aminoáddos a través de

reacciones de desaminadón y transaminación (Bewley y Black, 1994).

La respiradón involucra tres fases en el tejido embrionario y cuatrofases en lostejidos

de reserva de nutrientes (Rgura3):
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• Fase 1: Inicialmente hay un incremento pronunciado en el consumo de oxígeno debidoa

la hidrataáón y activadónde lasenzimas mitocondriales involucradas en el dclo del áddo

, cítrico y en la cadena transportadora de electrones (Bewley y Blacl<, 1994).

• Fase 11: Es unafasede respiradón lentaen la que el consumo de oxígeno seestabiliza y

aumenta ligeramente. la hidratación de la semilla está completa y todas las enzimas

preexistentes seencuentran activadas. Además, hayacumulación de piruvato debidoa que

la activación de la glucólisis es másrápida que el desarrollo de las mitocondrias (Bewley y

Black, 1994).

• Fase 111: Enesta fasehay un segundo incremento respiratorio. Enel embrión sedebea

un aumento en la actividad de las mitocondrias recién fonnadas y al incremento de

enzimas en lascélulas del eje embrionario. En lostejidosde almacenamiento, la actividad

de lasmitocondrias también aumenta en proporción a la movilizadón de reservas (Bewley

y Black, 1994).

• Fase IV: Únicamente ocurre en los tejidos de reserva de nutrientes y coincide con su

senescenda y el vaciamiento de las reservas almacenadas. En esta fase finaliza la

oxidación de lostejidosde reserva (Bewley y Black, 1994).

o
ClI

"O
E
=
~
8

A

11

B

Emergencia de
la radícula-,
II

Aumento en el tiempo de imbibición
Figura 3. Pabón de mnsumo de oxígeno durante y después de la germinación por el embrión (A) y

por los tejidos de reserva (B) (BewleyY Black, 1994).
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2.4. Movilizadónde reservas

El metabolismo de lostejidosde reserva está encaminado hada la hidrólisis de losnutrientes

almacenados y a la translocación de los productos solubles hada las regiones en desarrollo

(Street y Opik, 1986).

La movilización de reservas y la activación enzimática dependen de la hidratación. Las

amilasas son el primer sistema enzimático involucrado en la transformación de almidón en

azúcares solubles. Las Iipasas degradan losIípidos a ácidos grasos y glicerol. Los áddosgrasos

son j3-oxidados a acetil coenzima A, que ingresa al ddo del glioxilato para formar

carbohidratos. Algunas proteínas quetambién sirven romonutrientes son ronvertidas a formas

solubles. Al inido de la hidratadón, loscuerpos proteicos forman una única vacuola central y

losIiposomas desaparecen debido a la hidrólisis de triglicéridos (Flores, 1999).

En el maíz, la proporción de compuestos solubles se incrementa desde un 2% inicial

hasta un 25% del peso seco durante losprimeros dnco días de germinadón. Una porción de

losproductos solubles se utiliza para la respiración, pero la mayorpartesetransporta hacia el

embrión. El escutelo tiene una fundón dual, pues absorbe la glucosa y la transforma en

sacarosa. La utilización de los productos de hidrólisis para la síntesis de nuevos compuestos,

requiere de interconversiones de metabolitos debido a que la composición química de las

nuevas células es muydiferente de la de lascélulas del tejidode almacenamiento. Lamayoría

de los lípidos almacenados son convertidos en sacarosa en los tejidos de reserva (ciclo del

glioxilato) y posteriormente son translocados al embrión (Street y Opik, 1986).

2.5. Crecimiento de los órganos del embrión

El crecimiento del eje embrionario inicia con la emergencia de la radícula, precediendo el

alargamiento a la división celular. Los cambios subcelulares de lascélulas del eje embrionario

implican la activación de losorganelos preexistentes, la hidrólisis de reservas y el desarrollo de

vacuolas. Elescutelo está involucrado en la liberación de enzimas hacia el endospermo y enel

transporte de metabolitos desde éste hacia el eje embrionario. La diferenciación vascular en

maíz esmuy rápida y al inicio de la gerJT!inadón seobservan xilema y ñoema en el escutelo, el

coleoptilo y la primera hoja foliar (Flores, 1999; Milthorpe y Moorby, 1974).
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8 crecimiento de la radíOJIa inicia cuando hayun relajamiento de lasparedes celulares.

se ha sugerido que este relajamiento se debe a que las células en expansión secretan

protones hacia la pared celular, acidificándola y rompiendo lospuentes de hidrógeno entre las

cadenas adyacentes de loscarbohidratos que forman la pared celular; otra causa posible es la

activadón de enzimas hidrolíticas que tienen un pHóptimoácido. la disminudón de la rigidez

de la pared permite el credmientode lascélulas radiculares (Bewley y Black, 1994).

2.6. Metabolismo

8 metabolismo de lostejidosde reserva de las semillas es de tipo catabólico, mientras que el

del embrión es anabólico (Streety Opik, 1986). En el endospermo de maíz sepuede distinguir

la capa de aleurona, metabólicamente activa, y la zona de células muertas, características de

estetejido de reserva. Enlassemillas en reposo, lasproteasas yesterasasseencuentran en la

cap~; de aleurona y en el embrión. 'Durante la germinadón, la capa de aleurona secreta

enzimas, como a-amilasa, hacia el endospermo para la degradación de polímeros de

carbohidratos (Street y Opik, 1986). Durante las primeras 24 horas de germinación, la

extensión y división de las células del embrión depende completamente del consumo de los

aminoáddos, lípidos y carbohidratos almacenados (Milthorpe y Moorby, 1974).

Al inicio de la germinación predomina la glucólisis, que conduce a la formación de

piruvato y a una discreta síntesis de ATP. Posteriormente, la vía dominante es la de las

pentosas fosfato y se produce NADPH, que propordona el poder reductorpara la síntesis de

nuevos compuestos (Bewley y Black, 1994).

Las enzimas indispensables para el metabolismo básico, comolasenzimas respiratorias,

seencuentran presentes en lassemillas secas perorequieren de la hidratación paraactivarse.

Por el contrario, las enzimas hidrolíticas necesarias para la degradación de nutrientes e

hidrólisis de pared celular son sintetizadas de novo y aparecen después de la hidratación

(Streety Opík, 1986; Bewley y Black, 1994; Meyer etal, 1973).

En las semillas en germinación existen dos fases de síntesis de DNA: durante las

primeras horas de imbibición, se repara el daño en el DNA causado durante el secado de la

semilla. Posteriormente, la síntesis de DNA seasocia con la división celularde lostejidosde los

meristemos del eje embrionario (Bewley y Black, 1994).

7



Inb'oduc:ción

Las semillas secas contienen RNAt y RNAm, asícomo RNAren ribosomas activos. Antes

de la germinación existen dospoblaciones de RNAm: los RNAm residualesque son necesarios

para sintetizar proteínas durante la maduración de la semilla, no se requieren para la

germinación y sondestruidos rápidamente después de la imbibidón y los RNAm almacenados,

que se forman durante la maduración de la semilla y se encuentran disponibles para ser

traducidos a proteínas al comienzo de la germinadón (Bewley y Black, 1994). Poco tiempo

después de la hidratadón de lassemillas secas, comienza la formación de polisomas y de 10a

15 minutos después de la imbibidón, la semilla es capaz de sintetizar proteínas. Sin embargo,

es dentrode losprimeros 30-90 minutos después de la hidratadón, que lascélulas comienzan

a sintetizar RNAm. Aunque se puede llevar a cabo la síntesis de proteínas en ausencia de

síntesis de RNAm al inicio de la imbibición, posteriormente se hace indispensable la síntesis de

novo para continuar con la germinación (Bewley y Black, 1994).

Durante la germinadón se expresa un gran número de genes. Dentro de los más

estudiados están los genes que codifican enzimas y otras proteínas necesarias para las

fundones básicas de las células, como respiración, síntesis de proteínas y ácidos nucleicos,

síntesis de lípidos, metabolismo de nucleótidos y defensa.

En Arabidopsis thalíana seha observado que los mecanismos de defensa queprotegen

a la plántula contra herbívoros y patógenos están presentes desde el segundo día de

imbibidón de las semillas.; asimismo se encontró un notable incremento en los niveles de

mirosinasa y de dos proteínas de unión a mirosinasa inducibles por jasmonato durante la

emergenda de la radíOJIa. Estas proteínas están involucradas en la hidrólisis deglucosinolatos,

que son un grupo de gluccósidos que contienen azufre. CUando la planta se daña, los

glucosinatos sedegradan por la acdón de la mirosinasa y los productos tienen efectos tóxicos

para herbívoros y microorganismos (Bove et al, 2001; Gallardo et al, 2001). En plántulas de

colza el gen COT44 queaparentemente codifica unaproteasa de cisteína, seexpresa en tejido

vascular y en la epidermis de loscotiledones, perono en el parénquima de almacenamiento,

debido a esto,es probable que COT44 probablemente no tenga funciones de movilización de

reservas sino quejuega un papel en ladefensa (Thomas, 1993).

Otros geneS que se expresan durante la germinación son los que codifican la isodtrato

~iasa y malato sintasa, enzimas del dclo del glioxilato involucradas en la movilizadón de lípidos

de reserva en plántulas. SU expresión se ha estudiado en girasol, pepino y colza. Estas
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enzimas se expresan de manera coordinada en niveles elevados en semillas de colza, en las

queseacumulan principalmente en losejes embrionarios y cotiledones (Thomas, 1993).

3. ESFINGOÚPIOOS

Los estingolípidos constituyen una de las dases de biomoléculas más diversas fundonal y

químicamente. Desde su descubrimiento por el alemán J.L.W. Tudichum en 1884, se han

elucidado cientos de estructuras de esfingolípidos, asícomo lascaracterísticas básicas de su

biosíntesis, transporte y recambio (Merrill elal, 1993).

Los esfingolípidos ayudan a definir laspropiedades de las membranas y Iipoproteínas,

participan en la interacción célula-sustrato y en la comunicación célula-célula, incluyendo el

reconocimiento de células por algunos microorganismos, virus y anticuerpos; interactúan con

receptores para afectar las respuestas celulares a factores de crecimiento y otros agonistas,

influencian sistemas de transducdón de señales y sirven como anclas para algunas proteínas

d~ membrana (Merrill etal, 1993).

La mayoría de las funciones biológicas de losesfingolípidosaún son desconocidas; sin

embargo, actualmente se comienza a comprender la manera en que estos lípidos controlan

varias fundones celulares y por qué cambian sus niveles con el crecimiento celular, la

diferenciación y diversos procesos patológicos (Merrill etal, 1993; Riboni etal, 2002).

3.1. Estructura de los esfingolípidos

Los estingolípidos están formados por una base de cadena larga (amino alcohol) unida porun

enlace amída a un ácido graso (Rg. 4). Los esfingolípidos complejos se forman por la adición

de grupos polares tales como fosfocolina o unoo más residuos de azúcar a la base N-acilada

no polar(ceramida). Estos lípidos están presentes en la mayoría de lascélulas eucariotes y en

algunos organismos procariotes. se descubrieron en tejido cerebral en el siglo XIX y los

primeros reportes de estingolípidos en plantas sepublicaron en ladécada de 1950 porCárter y

colaboradores, que demostraron la presencia de glicoestingolípidos complejos en extractos de

semilla (lynch, 1993).
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Figura 4. Estructura de los esfingolípidos más comunes.
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3.2. Los esfingolípidos en plantas

Las glucosilceramidas y los esfingolípidos relacionados son componentes minoritarios en

extractos Iipídicos de plantas, contribuyendo con 5% o menos a la fracción Iipíclica. Sin

embargo, en las membranas, la glucosilceramida es un componente cuantitativamente

importante, que comprende del 7 al 26% en mol de los lípidos de membrana plasmática,

dependiendo la concentradón del tejido vegetal en estudio. En maíz, los esfingolípidos

(principalmente glucocerebrósidos) constituyen el 6.8% en mol de los lípidos de la membrana

plasmática. La glucosilceramida también es un componente importante de los lípidos del

tonoplasto. Estas observaciones son consistentes con los sistemas de mamíferos, donde

diversos esfingolípidos se localizan en la membrana plasmática y endomembranas

relacionadas. En las células, los esfingolípidos se concentran en la cara externa de la

membrana, expuestos en la superfidecelular (Lynch, 1993; Bohn etal, 2001).

se han encontrado esfingoJípidos en anímaíes, plantas y células fúngicas y se estima

que existen de 300 a 400 diferentes especies moleculares de estos lípidos. En animales, la

base esfingoidea predominante es la esfingosina (Worral etal, 2003).

Las bases esfingoideas máscomunes en plantas son aminoalcoholes C18 e induyen a

lasbases dihidroxiladas esfinganina (d18:0), 8-esfingenina (d-18:1Sd<o"'), 4,8-esfingadienina

(d_18:24tr.0ns,8l1a1so4lra~~ y las bases trihidroxiladas 4-hidroxiesfinganina (t18:0) y 4-hidroxi-8

esfingenina (t-18:18 c1< o"') (Figura 4). Otras bases de cadena largaque difieren en la longitud

de la cadena, número de grupos hidroxilo y número, posidón y configuración estereoquímica

de los dobles enlaces son constituyentes minoritarios de los esfingolípidos vegetales. Los

ácidos grasos presentes en los esfingolípidos de plantas son casi exclusivamente 2

hidroxilados. Las cadenas acilomásabundantes tienende 16 a 24 C y sonsaturadas, aunque

en algunas plantas se encuentran cadenas C14 y C26• En algunos cereales son comunes los

ácidos grasos hidroxilados monoinsaturados. La glucosa es el monosacárido unido a la

ceramida en casi todos los glicoesfingolípidos vegetales. La unidad de glucosa está unida por

un enlace glicosídico al grupo hidroxilo del C-1 del aminoalcohol (Lynch, 1993; Sper1ing y

Heinz, 2003).

Existen grandes diferencias entre las glucosilceramidas de diversos tejidosde plantas

conrespecto a la composición de su base de cadena larga y delácidograso. Generalmente, las

glucosilceramidas de tejidos de semillas están enriqueddas en áddos grasos hidroxilados de

cadena larga (C16-(20) . Las glucosilceramidas presentes en las hojas de dicotiledóneas y
11
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cereales están enriquecidas en bases de cadena larga trihidroxiladas y áddosgrasos decadena

muy larga saturados e insaturados (>C20) . la cornposidón de glucosilceramidas en raíces es

similar a la de las hojas en un gran número de plantas (Lynch, 1993). Otros esfingolípidos

complejos encontrados en plantas son los que contienen inositol, derivados de la

inositolfosforilceramida (IPC). Éstos se encuentran en muchos tejidosvegetales y tienen una

amplia diversidad estructural. Tienen una estructura general compuesta por ceramida e

inositolfosfato, así como oligosacáridos polares, tales como la Nacetilglucosamina,

glucosamina, ácido glucuronico, galactosa, manosa, arabinosa y fucosa. En tabaco se han

encontrado más de 20 especies moleculares diferentes de lPe con variadones en el

oligosacárido. Estos compuestos forman partede las membranas plasmáticas y el tonoplasto.

Sin embargo, su localización celular y su función aún no se ha detenninado, aunque se ha

demostrado que algunas proteínas ancladas a glicosilfosfatidilinositol (GPI), tienen

esfingolípidos confosfoinositol como sus anclas Iipídicas (Bromley etal, 2003).

3.3. Síntesis de esfingolípidos

La ruta metabólica para la síntesis de esfingolípidos tiene poco en común con las rutas

biosintéticas de otros lípidos (Lynch, 1993) y se ha estudiado con más detalle en

Saccharomyces cerevisiae, donde se identificaron todos los genes del metabolismo de

esfingolípidos. Además, la fadlidad de manipulación genética ha permitido la generación de

mutantes en esta ruta. Sin embargo, en el modelo de levadura, la biosíntesis, fundones y

diversidad estructural del losesfingolípidos es sumamente diferente a los sistemas vegetales.

Dehecho, existen divergencias en la ruta biosintética de plantas, queconducen a la formación

de cerebrósidos y a glicosilinositol fosforilceramidas (GIPC) con instauradones 8-8 en lasbases

esfingoideas que no están presentes en la levadura (Sper1ing y Heinz, 2003; Dicl<son, 1998).

Los estudios del metabolismo de esfingolípidos en plantas se han enfocado en

demostrar y caracterizar la actividad in vitro de lasenzimas que participan en la biosíntesis y

degradación; en los últimos años se han identificado los genes que controlan los pasos

determinantes en la síntesis de estos lípidos en plantas (Sper1ing y Heinz, 2003).

En la figura 5 se muestra un esquema de la síntesis de esfingolípidos. Los pasos

indicados en el esquema se requieren parala síntesis de todos losesfingolípidos complejos. La

mayoría de los estudios de la síntesis de esfingolípidos se han realizado en animales, aunque
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también existen algunos trabajos en plantas. En la actualidad aúnexisten muchos detalles del

metabolismo de estingolípidos y su reguladón queno están bien establecidos (lynch, 1993).

o
COA-S-LCH:r-CH~CHzhz-CH3 +

Palmitoil-COA
Mirioana, r.::--I Serina palmitoil
p-e:loroalanlna bansferasa

000·

HzN-LH

!HzOH

5erina

CÚ2- + CoASH

o
l!--CH;z-CH;z-(CH:J12-CH3

HzN-LH 3-eetoesfinganina

~HzOH

3-eetoeslinganina
reductasa

NADPH + W

OH

LCH;z-CH;z-(CH211:r-CH3

H
2N-LH

Esfinganina

tH20H
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R-lLOH

Ceramlda
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R-LsCOA
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T
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Figura 5. Esquema de la síntesis de esfingolípidos (Lynch,1993).·
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Figura 6. Localización subcelular de la síntesis de esfingolípidos. GSL. Glicoesfingolípidos; SM,
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abreviaturas.
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1. Formaóón de la esfinganina: La ruta biosintética de los esfingolípidos comienza con la

síntesis de la base de cadena larga esfinganína. El primerpasoes la condensación de la L

serina con palmitoil-eoA para formar 3-eetoesfinganina, reacción catalizada por la serina

palmítDíl transferasa (SPT), Que es una enzima dependiente de piridoxal S' fosfato. se ha

propuesto Que la formación de la 3-eetoestinganina es el paso Iimltante de la síntesis de

esfingolípidos en tejidos animales y en plantas. La enzima es un heterodímero, formado

por las subunidades LCB1 y LCB2. En el genoma de Arabídopsis se han encontrado las

secuendas putativas de ambas subunidades (Sperting y Heinz, 2003). Tamura y

colaboradores (2000) aislaron y caracterizaron en A. thalíana el cDNA de la subunidad

homóloga a LCB2 en mamíferos. Al ser expresado en E colíse observó una producción

significativa de esfinganina en las células bacterianas, y complementó a una mutantede

Icb2 de S. cerevisíae (Tamura et al., 2000). Encélulas de tabaco, la actividad de SPT se

encuentra en el retículo ' endoplásmico y es propordonal a la concentradón de

esfingolípidos en los tejidos. En calabaza, 'Ia SPT tiene una i<M' de 1.8 mM para palmitoil

CoA, Que es el sustrato preferido sobre otrosderivados de ácidos grasos, en concordancia

con la composición de las bases de cadena larga en los tejidos, por lo Que la SPT

determina el tipo de bases esfingoideas presentes en losorganismos. La i<M aparente de la

enzima para la serina es similara las concentraciones de este aminoácido reportadas en

tejidos vegetales, por lo que la disponibilidad de sustrato puede tener influenda sobre la

biosíntesis de esfingolípidos (Lynch, 1993). La actividad de laSPT reportada en calabaza es

20 veces mayor que la actividad de la enzima reportada en animales. También se ha

detectado actividad de SPT en microsomas aislados de poro, hipocotilo de frijol, pepino,

manzana, otras variedades de calabaza, tubérculos de papa y hojas de espinaca. La

actividad de esta enzima puede ser inhibida por p-coro-r-alanina, t-ddoserina, miriocina y

esfingofunguina B y C (Lynch, 1993; Sper1ing y Heínz, 2003) como se describirá más

adelante. Encalabaza, la actividad de la SPT varía conel tamañoy edaddel fruto, siendo

los frutos inmaduros los Que presentan una mayor actividad específica, que decrece

conforme el fruto madura. El fenómeno de dependencia con la edad también se ha

demostrado durantela elongación de hipocotilos de frijol. Estas observadones representan

evidencia indirecta de que la síntesis de esfingolípidos es regulada, al menos en parte, por
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el nivel de SPT presente, que a su vezcorreladona con el nivel de crecimiento relativo del

tejido (Lynch, 1993; Sper1ing y Heinz, 2003).

En animales, la regulación de la SPT es compleja. La actividad de la enzima en

cultivos celulares es dependiente de lasconcentraciones de serina y ácido palmítico en el

medio, mientras que otros áddos grasos tienen acción inhibitoria. En queratinocitos con

dañoquímico induddo, existe evidencia de que la SPT seregula en respuesta a estrés. En

este caso, se ha propuesto que el incremento en la síntesis de esfingolípidos está

relacionado con la reparación de la barrera de permeabilidad y se debea una regulación

transcripcional de la enzima. También se ha observado una mayoractividad de SPT en

células beta pancreáticas en respuesta a exceso de áddos grasos, en líneas celulares de

carcinoma de ratón en respuesta a ácido retinoico y en respuesta a fenretinida en células

de neuroblastoma. En cada uno de estos sistemas, se produjo una acumulación de

ceramida y muerte celular sensibles a inhibidor~ de la síntesis de ceramida como

consecuencia de la activadón de la SPT (Perry, 2002).

La 3-eetoesfinganina formada se reduce a esfinganina en unareacción dependiente de

NADPH catalizada por la 3-eetoesfinganina reductasa. En S. cerevisiae esta enzima está

localizada en el lado citosólico del RE. se hanencontrado en el genoma de A. thaliana dos

genes homólogos quecodfkan una3-eet:oesfinganina reductasa putativa, peroaún no se

ha identifICado su fundón(Sperling y Heinz, 2003, Lynch, 1993).

2. Síntesis de ceramida:La síntesis de ceramida involucra la formación de un enlace amida

por la condensación de un ácido graso conel grupo amino de la base esfingoidea. Aunque

sehanpropuesto varios mecanismos diferentes para la síntesis de ceramida, lasevidencias

experimentales apoyan la existenda dedosrutas:

i) Mediante la actividad de la esfinganina N-adltransferasa, que usa adl CIJA y

esfinganina o esfingosina como sustratos. ElATP estimula la formación deceramida

unavezque se ha formado la acil CoA. En fracciones mierosomales de calabaza e

hipocotilos de frijol y maíz se ha detectado esta actividad (Lynch, 1993). En A.

thaliana sehandonadodoscDNAs homólogos a LAG1, que esunode losgenes de

la esfinganina N-aciltransferasa de levadura (Sperling y Heinz, 2003).

ii) Mediante la actividadinversa de unaceramidasa. La evidencia de este mecanismo

proviene prindpalmente delgen ypcl de levadura, cuyo producto sintetiza ceramida
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en presencia de áddo palmítico y fitoesfingosina. Esta actividad es resistente a la

fumonisina Bl, que inhibe a laesfinganina N-aciltransferasa (Mao etal, 2000). Esta

actividad de ceramidasa inversa no se ha demostrado en plantas (lynch, 1993)y

aunque se ha identificado una secuencia homóloga a ypc1 en el genoma de A.

thaliana, aún no seha clonado el geno el cDNA (Sper1ing y Heinz, 2003).

Es posible que la reacción dependiente de esfinganina-N-aciltransferasa se encuentre

involucrada en la síntesis de novode ceramida, mientras que la ceramidasa inversa actúe

en la vía de salvamento de áddosgrasos y bases esfingoideas, ya que ambos compuestos

son citotóxicos aunen bajas concentraciones (lynch, 1993Sper1ing y Heinz, 2003).

Las ceramidas vegetales componen un grupomuydiverso, pues se pueden dar varias

combinaciones entre más de 10 ácidos grasos (generalmente a-hidroxilados) con 8

diferentes bases esfingoideas (Sper1ing y Heinz, 2003).

3. Formación de glucosilceramida: La ceramida es el precursor de los esfingolípidos

complejos y la modíñcacón más común de lasceramidas vegetales es laadición deglucosa

para generar glucosilceramidas. En animales, laglucosiltransferasa utiliza uridina-difosfato

glucosa (UDP-glucosa) como donador de glucosa y ceramida no hidroxilada comosustrato

preferente, en contraste con la galactosiltransferasa, que utiliza preferendalmente

hidroxiceramidas. La reacción de glucosilación sepuede estimular conMg2+ o Mn2
+ (lynch,

1993).

4. Modificación de las bases esfingoideas: La esfinganina se modifica por

deshidrogenación y/o insaturación para formar las bases C18 encontradas en animales y

plantas. Aparentemente, la rnodtñcacón de lasbases esfingoideas ocurre simultáneamente

con la síntesis de esfingolípidos. Tanto en animales como en plantas, existen evidencias

quesugieren que la N-acilesfinganina esel sustrato para la insercióndeldobleenlace en la

base esfingoidea, para formar N-acilesfingosina (lynch, 1993).

Las plantas superiores difieren de los animales y levaduras, ya que contienen dos

enzimas distintas que introducen dobles enlaces en lasbases esfingoideas. Estas enzimas

son la ó.8-desaturasa y la ó.4-desaturasa (Dunn et al, 2004). En A. thaliana se han

identificado los genes putativos de la ó.4-desaturasa y de la ó.8-desaturasa y la primera
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también se encontró en L esculentum. Asimismo, se identificaron y caracterizaron dos

genes que codifican la C-4-hidroxilasa de estingolípidos de Arabidopsis(Wamecke y Helnz,

2003).

3.4. Funcionesde los esfingolípidosen animales

Enmamíferos y levaduras, losestingolípidos están implicados en diversos fenómenos celulares

que incluyen crecimiento, proliferación celular, respuestas a estrés y apoptosís,además de ser

marcadores de progreso de tumores y diferendación celular. También son componentes clave

de losmicrodominios mernbranales llamados balsas Iipídicas, que secreeson responsables de

la organizadón de componentes de señalizadón localizados en la membrana (Worral et al,

2003; Hannun, 1996). Los estingolípidos tienen una función esencial en laviabilidad celular, ya

quetantoen S. cerevisiaecomo en células de mamíferos, las mutadones en la primera enzima

de la biosíntesis de novo de esfingolípidos (serina palmitoil transferasa, SPT) resultan en una

disminuci6n de la formad6n de estingolípidos y pérdida de viabilidad que se reconstituye con

la aplicación de esfingolípidos exógenos o la transformación con la enzima (Hannun, 1996;

Jenkins et al, 1997).

se ha demostrado que muchos microorganismos, toxinas y virus se unen a lascélulas

por medio de los estingolípidos, por lo que se han empleado esfingolípidos sintéticos como

fármacos para evitarla unión de virusy bacterias. se sabe también que existen esfingolípidos

queparticipan en losmecanismos de infección de diversos patógenos (Vesper et al, 1999).

Existe evidencia de que la actividad biológica de lasbases estingoideas esdependiente

de suestructura química. La capacidad para interactuar con susblancos estriba principalmente

en la estructura de la cadena hidrocarbonada; se sabe que 18 átomos de carbono es la

longitud 6ptima para la inhibid6n de PKC. Losesfingolípidos de mayor o menor tamaño tienen

efectos inhibitorios menores. La configuración del doble enlace también juega un papel

importante en la actividad biológica, ya que se sabe queel reemplazo del isómero-l7ansde la

o-eJitro-esfingenina por su forma ds disminuye a la mitad la capaddad de inhibira la PKC.

Tanto las insaturaciones como los grupos fundonales (hidroxilo y amino) desempeñan un

papel crítico en la función de losesfingolípidos (Dyatlovitskaya, 1997).
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3.4.1. Esfingosína yestínganína

Elhecho de que la esfingosina sea un potente inhibidor de la proteína dnasaC (PKC, enzima

clave en la regulación de procesos como la proliferación, diferenciadón y apoptosis) in vitroy

de las respuestas celulares a PKC en másde 100 sistemas celulares diferentes, tales como

plaquetas, neutrófilos y células HL-60, dio la pauta paraproponer a este esfingolípido comoun

"segundo mensajero Iipídico". Actualmente sesabe que hayungrannúmero de esfingolípidos

quepueden indudr respuestas celulares y sersegundos mensajeros, talescomo lasceramidas,

esfingosina-l-P, Iisoestingolípidos, Nmetilesfingosina, entre otros (Merrill et al, 1993,

Alessenko, 1997,Merrill etal, 1997).

La esfingosina y otras alquilaminas son inhibidores potentes de la fosfohidrolasa del

ácido fosfatídico, enzima responsable de la formación de diacilglicerol como intermediario de la

biosíntesis de esfingolípidos y la vía de transducción de señales que utiliza a la fosfolipasa D

(Merrill et al, 1993).

La esfingosina activa a una fosfolipasa D específica de fosfatidiletanolamina,

reladonada con la transducción de señales en la rnítoq énesís, así como a la fosfolipasa cs.
Este esfingolípido es capaz de inducir la liberación de calcio de depósitos intracelulares en

células musculares permeabilizadas con saponina (Merrill etal, 1993; Merrill et al , 1997).

Laesfingosina y la ~l\Ldimetilesfingosina (DMS), son potentes activadores de proteínas

cinasas dependientes de esfingosina (SDK1-SDK3), que fosforilan varias proteínas celulares,

como las proteínas 14-3-3 (isoformas ~,'ll y /;, pero no t o u) que están involucradas en la

interacción y modificación funcional de moléculas clave en la transducción de señales asociada

con proliferación, diferenciación y apoptosis. También activa a la chaperona calreticulina, la

proteína disulfuro isomerasa y diversas proteínas de choque térmico. Es posible que la

esfingosina regule eventos de transducción de señales por su capaddad paraactivar a dichas

chaperonas (Megidish etal, 1999; Hamaguchi et al, 2003).

En células HL-60 (promieloblastos humanos) y U937 (linfoblastos humanos), la

exposición a esfingosina o a esfinganina (0.001-10 flM) promueve la degradación del DNA

genómico. A concentraciones menores (750 nM), Ia~ bases esfingoideas aumentan de manera

sinérgica la capaddad de la ceramida paraproducir apoptosis (Jarvis etal, 1996).

La estinganina, el precursor de la ceramida en la vía de novode esfingoJípidos, juega

un papel en la apoptosts-v en la muerte celular. La SPT está involucrada en la detención del

ciclo celular y las respuestas apoptóticas en seansromvces cerevisiae y en células de
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mamífero respectivamente y se sabe que el papel de la vía de novo de síntesis de

esfingolípidos es estímulo-específico. Diversos tipos de estrés regulan a la SPT a nivel

transcripcional o post-transcripcional (Wisprtyono et al, 2002).

3.4.2. Esfíngosina-l-fosfatD (SolP)

la esfingosina-1-fosfato es un metabolito formado por la fosforilación de la esfingosina en la

posidón 1 por la estingosina cinasa, queesunaenzima queen suestructura primaria contiene

secuendas de unión a caldo/calmodulina y sitios potenciales de fosforiladón por caseína

cinasa II y PKC. Es estimulada por activadores de PKC y seinhibe por N,.Ndimetilesfingosina.

la SolP se une a la albúmina y está ampliamente distribuida en tejidos de mamíferos. se
Ii~ por la activación de plaquetas y otrascélulas, daño tisular, inflamadón y neoplasia, y

evoca respuestas celulares dependientes del citDesqueleto, como contracción, secreción,

adhesión y quimiotaxis. La Sol.P es más polar que la esfingósina y se puede encontrar en el

citosol. Es degradada por la SolP Iiasa para generar fosfoetanolamina y hexadecanal. la SolP

se puede unir a receptores membranales acoplados a proteínas G, por lo que puede actuar

corno un mensajero extracelular y posiblemente como un segundo mensajero intracelular, lo

cual explicaría la diversidad de procesos biológicos en losqueestá involucrada (Fig. 7) (Payne

et al, 2002, Hla, 2003; Goetzl YAA, 1998; Pyne y Pyne, 2000).

En saccharomyces cerevisiae y DictyosteJium discoidium la eliminadón del gen de la

esfingosina cinasa (SI<, genes Lcb4 y Lcb5), resultó en la acumulación de bases de cadena,-
larga como la fltoesfingosina, asociada con una disminución en la supervivencia de las

levaduras a estrés porcalor. Al eliminar la fosfatasa y la Iiasa se incrementaron losniveles de

fitoesfingosina-1-fosfato, aumentando la supervivencia a estrés por calor. En D. discoidium

ocurrieron efectos dramáticos en la interacdón célula-eéJula y en la diferendación a

estructuras multicelulares. Estos datos sugieren que las bases de cadena larga como la

fitoesfingosina pueden ser tóxicas para la célula y la fosforilación reduce la toxlddad. Otra

posibilidad es que la fitoesfingosina-1-fosfato esté directamente involucrada en una vía de

señalización queregule la supervivencia celular en respuesta a estrés (Hla, 2003).

se ha postulado quela SolP puede desempeñar un papel crítico en la regulación de la

vía de novode esfingolípidos afectando a la SPT o a la esfinganina-N-aciltransferasa (Payne et

al, 2002; Merrill etal , 1997; LeStunffetal, 2002).
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Las fundones extracelular e intracelular de la S01P seilustran en la siguiente figura:
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Figura 7. Esquema de la señalización intracelular y extracelular por esfingosina-l-fosfato 501P,

esfingosina-l-fosfato; PR, proteína relacionada ron la patogénesis; SI<, esfingosina dnasa. (Adaptado de Pyne y

Pyne, 2000YSpiegel YMilstien, 2003).
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3.4.3. ceramida

Las ceramidas son una familia de moléculas altamente hidrofóbicas que contienen un áodo

graso de longitud variable unidoa una molécula de esfingosina o a una base relacionada de

cadena larga (Ruvolo, 2003).

se sabe que la ceramida desempeña un papel estructural, ya que puede influenciar el

acomodo de lípidos en la membrana y afectar su permeabilidad, pues forma poros que

permiten la salida de moléculas de 20 a 60 kDa. Asimismo, se sabe que dentro de las

membranas existen regiones ricas en ceramida que pueden conformar microdominios

importantes en la señalización. La localización y organización de los microdominios de

señalización es crítica para los mecanismos de operación de las cascadas de señalizaóón

activadas por estrés (Ruvolo, 2003).

La ceramida puede modificar la actividad de diversas proteínas por varios mecanismos

(Ruvolo, 2003):

a) Promoviendo unamayoractividad de algunas enzimas

b) Reclutando lascinasas adecuadas en el sitiocorrecto de la membrana

e) Interfiriendo con la unión de losligandos

d) •Promoviendo la formaciónde complejos de señalizadón

se sabe que laceramida activaa unafosfatasa de serina/treonina, llamada fosfatasa de

proteínas activada por ceramída (CAPP), que es independiente de cationes y sensible a la

inhibición por ácido okadáico. CAPP se puede activar por diferentes ceramidas con unidades

hidrofóbicas distintas pero no por otros esfingolípidos ni lípidos neutros. Chalfant y

colaboradores (2004) estudiaron los requisitos estructurales para la interacdón entre y

ceramida y CAPP Ydeterminaron que la o-elitnrC(6) ceramida activa la subunidad catalítica de

CAPP (PP2Ac) aproximadamente al triple,de unamanera estereoespecíftea. Porel contrario, al

saturar el dobleenlace 4-5, produciendo o-ertt:nrcís-C(6) ceramida, estasubunidad es inhibida

(IC50=8.5~). La flto C(6)ceramida no tuvo efectoen la actividad de la proteína. Al modificar

la base esfingoidea, la capacidad de la cerarnlda paraactivar a CAPP desaparedó. Asimismo

demostraron que el grupo amida y los grupos hidroxilo primario y secundario de la base

esfingoidea son indispensables parala activación.

Existe evidencia que sugiere un papel de CAPP como mediador de algunas de las

funciones de la ceramida: la apoptosis inducida por ceramida se inhibe por bajas
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concentraciones de ácido okadaico; CAPP se activa in vitro por ceramida, pero no por

dihidroceramida, quees inactiva para elicitar losefectos de laceramida en lascélulas; estudios

en levaduras defidentes en las subunidades de CAPP son resistentes a los efectos de la

ceramida (Hannun, 1996).

la ceramida también es capaz de activar a dnasas de proteína, entreellas a PKCl; y a

una dnasa dependiente de magnesio que fosforila al receptor del factor de crecimiento

epidérmico en la treonina 699(Menill et al, 1993; Hannun, 1996).

Una cinasa de proteínas activada por ceramida fosforila a RAFl, incrementando su

actividad y promoviendo la activación de una cascada de MAP dnasas. Esta activación puede

conectar a lavía de señalización porceramidas con otrasmoléculas deseñalización intracelular

(Merrill et al, 1997).

3.4.4. CNamida-l-fosfato

la ceramida-1-P está implicada en la regulación devarias funciones, induyendo lasecreción de

neurotransmisores, proliferación celular, apoptosís, fagocitosis y tonovascular. Actualmente, el

conocimiento sobre lasfunciones de laceramida-1-Penanimales esescaso. se hareportado la

actividad de la ceramida cinasa en el cerebro, células HL-60, células de riñón A498, neutrófilos

y vesículas de neuronas sinápticas. la ceramida-1-P seforma en estas células tantoa partirde

laadlación y fosforilación de la esfingosinacomo de la degradaciónde esfingomielina. se sabe

que la actividad de la ceramida cinasa cambia dependiendo del tipo de tejido y el estado de

diferenciación de éste (Huwiler et al, 2000; Riboni et al, 2002). se ha caracterizado a la

ceramida cinasa humana. El gen codifica una proteína de 537 arnínoáddos que tiene una

región catalítica muysimilar al dominio catalítico de laciiiasa de diacilglicerol. la proteína tiene

un sitio putativo de N-miristoiladón en su amino terminal. Al transformar células HEK293

(células de riñón de embrión humano) con la ceramida cinasa se encontró actividad en la

fracción membranal y no en la citosólica. Esta enzima fosforila ceramida peronoesfingosina u

otras bases esfingoideas, diacilglicerol o fosfatidilinositol. Los valores de !<M de la enzima son

187y 32~ para la ceramida y ATP respectivemente. B RNArn de laceramida cinasa humana

se expresa en altos niveles en el cerebro, corazón, músculo esquelético, riñón e hígado

(Sugiura et al, 2002).
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3.5. Funciones de losesfingolípidos en plantas

Encontraste conlosestudios realizados en células animales y levaduras, seconoce poco sobre

las funciones de losesfingolípidos en plantas, aunque desde hacealgunos añosha surgido un

gran interés en el campo enfocado a la biosíntesis y función de estas moléculas (Worral et al,

2003). Arabidopsis thaOana es uno de los mejores organismos modelo para estudiar el

metabolismo y las fundones de losesfingolípidos en plantas superiores ya que su genoma se

encuentra totalmente secuenciado (Dunn et al , 2004), hay una colección considerable de

mutantes de inserción y la planta se puede transformar fácilmente para estudiar la

sobreexpresión o inactivación de un gen.

Los estudios de la función de los esfingolípidos en plantas se han centrado en cinco

. aspectos que se presentan a continuación:

a) señalización celular: Seha demostrado que la esfingosina-1-fosfato es un componente de

la señalización mediada por el ácidoabsdsíco (ABA) en lascélulas guardia duranteestrés

por sequía. Este Iípido promueve el cierrede lascélulas guardia mediado por ca2
+ y se ha

demostrado que la insaturación es indispensable para llevara cabo esta actividad (Ng et

al, 2002)

Recientemente se comenzaron a estudiar los detalles de su mecanismo de acción en

plantas. En la planta Commelina communis, se ha descubierto que 501P es un mensajero

movilizador de ca2
+ en la señalización por ABA y por sequía en células guardia. En este

caso, la sequía y la percepción de ABA conducen a un incremento de 501P, seguido por un

aumento en la concentración de iones de calcio en el citosol de lascélulas guardia, lo que

conduce finalmente a una reducción en la apertura del poroestomatal. La 501P modula el

turgor de las células guardia afectando las actividades de los canales de K+ y los canales

aniónicos lentos, regulados por cambios en [ca2+]¡t. Se ha demostrado que el efecto de

ABA en las actividades de estos dos tipos de canales disminuye con la N,Ndimetil

esfingosina (DMS), un inhibidorde la esfingosina cinasa (Hetherington, 2001).

En protoplastos de células guardia de A. thaliana, la actividad de la esfingosina cinasa

(SK), quesintetiza a la 501P, está modulada por ABA, que induce la producción de 501P en

tiempos muy breves (2 min), manteniéndose los niveles por un período de 15 min y

regresando a su nivel basal después de 30 min, \o que indica que estas células tienen la

maquinaria completa para la producción y degradación de la 501P. Esta víade señalización

está involucrada tanto en la inhibidón de la apertura de estomas, como en la promoción
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delderre estomatal causados por ABA (Coursol elal, 2003). Enel genoma de Arabidopsis

se han Identificado cuatro secuencias que codifican estingosina cinasas putativas

(At4g21540, AtSg58490, At2g46090 y At5g23450), una fosfohidrolasa de SolP

(Atlg27980) y una liasa de SolP (At3g58490). Aún no se han caracterizado

bioquímicamente estas dnasas, fosfohidrolasa y Iiasa, ni sesabe si ABA puede modificar la

actividad de la fosfohidrolasa y liasa putativas (Worral et a/., 2003; Coursol elst; 2003).

En células animales la SolP se une a un receptor acoplado a proteínas G

heterotnmérícas y en plantas se demostró la participación de estas últimas en la

señalización mediada por SolP a través de mutantes de A. thaliana que carecen de la

subunidad alfa de la proteína G. En estas mutantes no se observa ni la regulación de la

apertura estomatal, ni la activación de canales iónicos como en las plantas silvestres en

respuesta a SolP (Coursol et al., 2003). Sin embargo, aunque estos datos muestran que

Ga es importante en la señalización porSolP, la ausencia de un receptor GPCR tipo SolP

sugiere que la SolP podría operar a través de una nueva clase de receptores en plantas

(Worral etsl, 2003; Coursol et a/., 2003).

b) Estabilidad membrana/.-En diversos sistemas sehademostrado quelasglucosilceramidas y

esfingolípidos relacionados incrementan la estabilidad y disminuyen la permeabilidad de las

membranas como consecuenda de la formación de puentes de hidrógeno intra- e

intermoleculares entre losgrupos amida e hidroxilo de la ceramida. Los esfingolípidos han

sido implicados en la regulación de la permeabilidad a iones; la membrana plasmática y el

tonoplasto están enriquecidas en estos lípidos, ya que desempeñan funciones críticas de

permeabilidad (Lynch, 1993). Los estingolípidos vegetales se asedan con esteroles

(sítosterol y stigmasterol prindpalmente) para formar balsas de lípidos. Seha demostrado

en membranas modelo, que pequeñas cantidades de ceramida libre estabilizan la

formación de los dominios, sugiriendo que esta molécula está involucrada en la

señalización para que se concentren los lípidos y esteroles (Sper1ing y Heinz, 2003; Xu et

st, 2001).

e) Respuesta al estrésabiótico: En animales y plantas, lostejidos expuestos a estrés químico

presentan estingolípidos con mayores niveles de hidroxilación, locualesconsistente con su

fundón de estabilización de la membrana. Asimismo, se ha sugerido que las

25



Introducción

glucosilceramidas podrían estar asociadas con la sensibilidad al congelamiento y

adaptadón al frío. Además de las funciones estructurales como componentes de las

membranas, losestingolípidos desempeñan un papel en el reconocimiento celular y en la

transducci6n de señales (Lynch, 1993; Sper1ing y Heinz, 2003).

d) Fltopatogénesis: Un campo reciente en el estudio de las funciones de los estingolípidos

comprende las interacciones planta-patógeno. Algunos cerebrósidos fúngicos - como los

cerebrósidos A y e, aislados del hongo patógeno de arroz Magnaportl7egrisea - fundonan

corno elicitores causando respuesta de hipersensibilidad, acumulación de fitoalexinas y

resistenda incrementada a infecciones subsecuentes por patógenos compatibles. se tiene

evidencia de que la glucosa en estamolécula no es esencial para despertar la respuesta,

porque la ceramida también tiene actividad elicitora, aunque con una menor efidencia

(Koga et al, 1998; Umemura et al, 2000). En este modelo, también hayevidencias de la

participación de proteínas G en la señalizadón por estingolípidos durante la defensa, pues

las plantas de arroz que carecen del gen que codifica la subunidad a del heterotrimero

presentan niveles menores de especies reactivas de oxígeno (EROS) y de transcritos de

genes relacionados con la patogénesis (PR). Por parte del patógeno, los esfingolípidos,

además de funcionarcomo moléculas elicitoras pueden regular el desarrollo.

Asimismo, se ha observado que la expresión del gen de la enzima serina

palmitoiltransferasa aumenta durante la respuesta de hipersensibilidad en variedades

resistentes de papa infectadas con el hongo PhylDphthora tatestsns, hecho que apunta a

una asociadón posible entre la biosíntesis de novo de esfingolípidos y la respuesta de

defensa (Birch etal, 1999; da Silva etal, 2004).

Además de la biosíntesis, también se ha encontrado una asociación con el transporte

Intracelular de esfingolípidos y la respuesta de defensa. Una mutante de Arabidopsis,

llamada acdll (accelerated cell death-ll) tiene una deleción en el gen ACDll, que es

homólogo a la proteína de transferencia de glicolípidos de mamíferos, peroque tiene una

altaafinidad poresfingosina para su transferenda entremembranas in vitro. Estamutante

expresa de manera constitutiva losgenes reladonados con la defensa queacompañan a la

respuesta de hipersensibilidad desatada por los patÓgenos avirulentos, lo que indica un

papel esencial en el transporte de estingolípidos en la regulación de los mecanismos de

defensa de lasplantas (Brodersen etal, 2002).
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En el hongo fitopatógeno Co/letotrid1Um gloeosporioides, que causa antracnosis en

distintas plantas, las glucosilceramidas son indispensables para la diferenciación de las

conidias a células miceliales, por lo que la inhibición de su síntesis puede ser clave en

algunas interacciones planta-patógeno (DaSilva et al, 2004).

Ferket y colaboradores (2003) demostraron que las cepas de Neurospora assse

resistentes a la permeabilización de la membrana causada por defensinas vegetales

contienen unperfildiferente de glucosilceramidas y glucosilinositolfosforilceramidas que las

cepas sensibles.

Todas estas evidendas sugieren que los esfingolípidos regulan la diferenciadón y

respuesta tantoen lascélulas del patógeno como en la planta hospedera y que podrían ser

reguladores fundamentales en la interacción entreellos.

e) Muerte celular programada: Las evidendas recentes sugieren que la muerte celular

programada inducida por algunas micotoxinas resulta de alteraciones enel metabolismo de

esfingolípidos pues seacumulan bases esfingoideas libres. Esta muertecelular programada

se puede revertir con la adición de ceramida, lo que sugiere que losniveles de ceramida y

bases esfingoideas actúan como un mecanismo que determina la muerteo supervivencia

(Worral et al, 2003).

En Arabidopsisse ha caracterizado unamutante en la ceramida cinasa (accelerated cell

death S, ACDS), que acumula los sustratos de la ceramida cinasa y presenta síntomas

incrementados de enfermedad durante ataque por patógenos y muerte celular tipo

aooptosís dependiente de la señalización de defensa en su desarrollo tardío. La proteína

ACDS tiene alta especificidad por ceramidas in vitro. La ceramida C2 induce la muerte

celular programada mientras que su derivado fosforilado la bloquea, apoyando el papel de

la fosforilación de ceramida en la modulación de la muertecelular en plantas (Uang et al,

2003).

27



Introducción

3.6. Herramientas para el estudio de los esfingolipidos

Para el estudio del metabolismo y fundón de estingolípidos en los diversos sistemas, sehan

empleado varias herramientas quemodifican losniveles deestos lípidos en lascélulas.

Los estudios de losniveles deestingolípidosrequieren métodos sensibles y confiables. Los más

utilizados para detectar los niveles de estingolípidos utilizan sustratos marcados

radiactivamente (Min etal, 2002).

La S01P se puede cuantificar por modificadón quirmca a ~-<:eramida1-P, por

desfosforilación de la esfingosina seguida por refosforilación en presencia de [y-32p]ATP, o por

HPLC conderivatización precolumna con o-ftadialdehído. Este método tiene la ventaja de que

permite cuantificar varias bases estingoideas y sus derivados fosforilados (Min etal, 2002).

3.6.1. Fumonisina 81

Las fumonisinas (FB1-FB4) son micotoxinas producidas por el hongo fitopatógeno Fusarium

velticillioides, contaminante del maíz, sorgo y otros cereales. Su producción depende de las

condiciones ambientales, del transporte y del almacenamiento de los granos. Estas toxinas

fueron aisladas y caracterizadas por primera vez en 1988 por un grupo de investigadores

sudafricanos y su estructura química reveló que son compuestos similares a esfingolípidos. El

esqueleto de la fumonisina esunacadena hidroxilada de 20carbonos con dosgrupos laterales

propano-1,2,3-tricarboxOicos (ácido tricarbaIOico). Las diversas fumonisinas se diferendan

entresípor lossustituyentes de sus grupos hidroxilo o del ácido tricarbalílico (Fig. 8). Distintas

cepas de Fusarium producen cantidades variables de cada fumonisina o combinadones de

éstas (Abelson et st, 2000; Nelson, 1993; Gamanya y Sibanda, 2001).
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eH;, Fumonisina

61 Aminopentol (APl )

N-palmitoil-aminopentol

o

Figura 8. Estructura de las Fumonisinas, aminopentol y palmitoilaminopentol (Desai etal, 2002).

los cuatrogrupos carboxilo y el grupoamino hacen que la F61 sea soluble en agua,mientras

que F~, F63 Y FB4 requieren la adición de un disolvente polarparaafectarsu solubilidad. Las

fumonisinas son insolubles en disolventes orgánicos no polares. Endisolventes polares, la F61

existe comoun zwitterion y puede interactuar con metales.

Debido a la similitud estructural de la fumonisina con lasbases esfingoideas (ver figuras

4 y 8), ésta es un potente inhibidor de la enzima esfinganina-N-aciltransferasa. Al inhibira la

enzima, se genera un incremento en la concentración de bases esfingoideas libres y una

disminución en la producción de esfingolípidos complejos (Menill et al, 1997; Abbas et al ,

1994;5hier, 1992).

Aparentemente, la FB1 interactúa con los sitios de unión tanto de la esfinganina como

del acil-COA de la enzima, ya quesu potenda inhibitoria estádeterminada por la concentradón

de ambos sustratos. La leso para la FB1 en hepatocitos de rata es 0.1 ¡LM. El modelo actual

para el mecanismo de inhibición de la esfinganina-N-aciltransferasa establece queel esqueleto

aminopentol compite por el sitio de unión de la base esfingoidea, mientras que los ácidos

tricarbalílicos interfieren con la unión del áddo graSO-COA (Desai et al, 2002; Wang et al ,

1991). Al remover lascadenas laterales de ácidobicarbalOico, la inhibidón disminuye alrededor
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de 10veces en ensayos in vitro. LaFB1 noesacilada por laesfinganina-NaóltJansferasa, pero

al remover los ácidos tricarbalOicos (para producir aminopentol, AP1) el inhibidor se convierte

en un sustrato. Elproducto de esta reacáón esel N-palmitoil-APl (PAP1) (ver figura8), que es

un inhibidor de la esfinganina-N-adltJansferasa in vitroaun más potente que la FB1, ya que

causa un incremento mayor que la FB1 en los niveles de esfinganina de células 1fT-29 a

concentraciones similares (Merrill et al, 2001). Las diferencias estructurales entre las

fumonisinas y la esfinganina induyen la ausencia de un grupo hidroxilo en posición-1, la

presencia de un grupo hidroxilo adidonal en la posición-S y una estereoquímica treo en las

posiciones 2 y 3. sehan investigado las contribuóones de estas características sintetizando

análogos de esfinganina sin el oxígeno en posición-1 e hidroxilados en posición-S. Los

resultados indican que estos análogos son acilados, que incluso son mejores sustratos que la

esfingosina y que también inhiben a la esfinganina-N-aciltransferasa (Desai etal, 2002).

La inhibidón de la esfinganina-NadltJansferasa se puede revertir por dilUáón del

inhibidor, es decir, la remoción de la FBl del medio (experimentos in vitro) o el retiro de la FB1

de la dietade loo animales (experimentos in vivo). Debido a que la FB1 inhibe a laesfinganina

N-adltJansferasa a través de interacciones no covalentes, la reversibilidad se debe a la

reducdón de la concentración de FB1 en el citoplasma. Otros factores que afectan la

reversibilidad son lasconcentraciones celulares de lossustratos de la enzima y la velocidad de

eliminación de la esfinganina y esfingosina acumuladas (Merrill et al, 2001; Huwiler et al,

2000).

Como resultado de la inhibición de la esfinganina-N-aciltransferasa, no únicamente se

acumula esfinganina, sino que cambian los niveles de otros lípidos que tienen importantes

fundones en la célula:

a) Disminución de losniveles de ceramida yesfingolípidos complejos derivados de ésta:Los

cambios en la cantidad de esfingolípidos pueden alterar las funciones celulares que

dependen de los esfingolípidos complejos, mientras que la acumuladón de bases

esfingoideas también perturba la estructura membranal (Merrill et al, 2001).

b) Acumulación de bases esfingoideas fosforiladas y otrosmetabolitDs: Las bases esfingoideas

se catabolizan por fosforilación y ruptura lítica a aldehídos grasos y fosfatos de
. .

etanolamina. La FB1 incrementa la cantidad de bases fosforiladas y aumenta la proporción

de etanolamina fosfato incorporada en fosfatidiletanolamina. Asimismo, se incrementa la

fitoesfingosina por la hidroxiladón de la esfingosina (Merrill etal, 2001).
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e) AltEración de otras víás metatxflicas de lípidos: Lafosfatasa del ácido fosfatídico esunade

lasenzimas sensibles a la concentradón de bases esfingoideas libres. La FB1 altera éstay

otrasenzimas en levadura. Esta enzima es un componente clave en la señalizadón por la

vía de fosfolipasa D, áddo fosfatídico y DAG. Las bases esfingoideas y sus derivados

fosforilados pueden activar también a la fosfolipasa D. Además, una enzima de la síntesis

de DAG se inhibe por las bases esfingoldeas. El metabolismo de colesterol también se

afecta por la alteración del metabolismo de esfingolípidos dada la correlación entreambas

vías (Merrill etal, 2001).

d) Formación de N-acetil derivados. La acumuladón de bases esfingoideas conduce a su

metabolismo por la N-acetiltransferasa, que participa en el metabolismo de xenobióticos o

por una transacetilasa que transfiere grupos acetilo de un factor activador de plaquetas

hacia laesfingosina, por lo quese incrementan losniveles de compuestos como ceramidas

de cadena corta. se ha propuesto que las ceramidas C-2 se pueden utilizar como

biomarcadores para la exposición a largo plazo a la FB1 (Merrill etal, 2001).

se haasociado la inhibición de la biosíntesis deesfingolípidos por fumonisinas con ladetendón

del ciclo celular, cambios morfológicos y un incremento en la muerte celular en líneas

provenientes de riñón (Merrill et al, 1997). En células CV-1, la FB1 tiene efecto en las

proteínas que regulan el cido celular, ya que el tratamiento con la toxina conduce a la

desfosforiladón de la proteína de retinoblastoma (Rb), la represión de la actividad de la cinasa

dependiente de dclina 2 (CDK2) Yla disminución de losniveles de ciclina E,además de quela

toxina produce la elevación de la concentración de dos inhibidores de CDKs, Kip1 Y Kip2

(Ciacci-lanella et al, 1998). La FB1 puede inducir apoptosis in vitro e in vivo en diversos

sistemas y es antiproliferativa en varias líneas celulares humanas. Tanto la acumulación de

esfinganina como la depleción de esfingolípidos complejos pueden ser responsables de la

apoptosis inducida por la FB1, ya que altas dosis de bases esfingoideas, asícomo también

inhibidores de la biosíntesis de esfingolípidos causan apoptosís (Merrill etal, 1997).

Gopee Y 5harma demostraron que el tratamiento con FB1 activa a PKCa,

probablemente por la acumulación de esfinganina-1-fosfato, mientras que otras isoformas de

PKC fueron reprimidas a largo plazo aparentemente por la acumuladón de esfinganina o

estingosina, por loqueconcluyen que losefectos de la FB1 observados sobre PKC sedeben, al

menos en parte, a la alteración del metabolismo de estingolípidos (Gopee y 5harma., 2003).
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La micotoxina es capaz de estimular la actividad de cPlA2, incrementando la liberación de

ácido araquioonico por una vía independiente de PKC, pero dependiente de MAPK y del

incremento en 105 niveles de esfinganina (Pinelli et al, 1999).

En fibroblastos 5wiss m, la fumonisina es capaz de Inducir la mitogénesis y activar

unacascada de MAP dnasas. Existe la posibilidad de que la FB1 se pueda unir directamente a

los blancos de la esfingosina y esfinganina modulando las vías de transducción de señales

reguladas por estosesfingolípidos, aunqueel mecanismo de acción no se ha investigado con

profundidad (Wattenberg etal, 1996)

La FB1 también altera la uniónde las proteínas andadas a glicosil-fosfatidil inositol en

las membranas. La pérdida de 105 esfingolípidos complejos juega un papel en el

comportamiento anormal y la morfología alterada de lascélulas tratadas con FB1 (Merrill et al,

1997).

La perturbadón en el metabolismo de esfingolípidos puede condudra desbalances en

el metabolismo de fosfoglicerolípidos, ya que ambas vías están reguladas coordinadamente

(Menill et al, 1997).

En contraste, otrosefectos de la FB1 no se han podido asociar con la acumulación de

bases esfingoideas. La expresión del gen del factor a de necrosis tumoral en células de riñón

porcino se incrementa en una formadependiente de dosis de FB1, peroni la esfinganina ni la

esfingosina afectan la expresión de lNFa (He et al, 2001).

La FB1 (70 ¡tM) causa una elevación en 105 niveles de bases esfingoideas en arroz,

callos de tabaco, lentejade aguay discos de hojade jitomate; también seha reportado que la

FB1 inhibe la síntesis de ceramidaen preparaciones microsomales de calabaza (Abbas et al,

1994). En estos sistemas, la elevación en 105 niveles de bases esfingoideas libres es evidente

antes de la aparición de signos de pérdida de electrolitos, lo que es consistente con el hecho

de que la alteradón del metabolismo de esfingolípidos es una lesión bioquímica temprana

(Abbas et al, 1994).

La fumonisina induce una respuesta de tipo HR Y muerte celular en Arabidopsis a

través de vías de señalización que requieren ácido salicOico, jasmonato o etileno pues

mutantes en alguno de estos componentes que alteran la ruta presentan una mayor

resistenda a 105 efectos de la toxina(Asai et al, 2000).

La acumulación de bases esfingoideas causada por la FB1, podría llevara la alteración

de la regulación celular y a citotoxicidad (Abbas et al, 1994). En plantas, la adición de bases

32



Introducción

estingoideas (fitoesfingosina, esfinganina y estingosina) al medio causa síntomas de

fitotoxicidad en la lenteja de agua (Lemna pausicostata) similares a los ocasionados por las

fumonisinas, lo que apoya que el mecanismo por el cual las fumonisinas causan toxicidad en

plantas involucra la interrupción del metabolismo de estingolípidos por la inhibición de la

síntesis de ceramida (Abbas etal, 1994). Enplántulas de Arabidopsis fhaliana, la FB1 induce

un proceso de muerte celular programada característico de la respuesta de hipersensibilidad,

pues ocurre generadón de espedes reactivas de oxígeno, deposición de callosa, acumulación

de frtoalexinas y expresión de genes relacionados con la patogénesis (Stone etal, 2000; Asai

et al 2000). Sín embargo, en estos trabajos no se estableció con claridad si la respuestas

observadas están asociadas con la alteradón del metabolismo de estingoJípidos, pues no se

reporta cómo semodifican losniveles de estos compuestos.

3.6.2. Inhibidores de la SPT

También se han descubierto y caracterizado varios inhibidores naturales de la SPT. Algunos

ejemplos son las esfingofunguinas, Iipozamidna (neoenactina Mi) y miriocina (ISP

l/termozimocidina), que inhiben de manera potente y selectiva a la enzima, con valores de

IC~ en cultivos celulares enel orden de nanomolar (Hanada, 2003).

a) Miriocina

La miriocina (ISP-1 o termozimocidina) es un inmunosupresor de estructura análoga a la

estingosina. Es produddo por el hongo entomopatógeno ¡saria (Cordyceps) sinclairii

(Paecilomyces cicadae), que se utiliza en la medicina china tradicional y tiene aplicación

potendal como pigmento natural (Miyake etal, 1995;Osuchowski etal, 2004).

OH

Figura 9. Esbuctura de la miriocina CHanada et al , 2000).
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Estemetabolito inhibe a los linfocitos T citotóxicos aloreact:ivos in vivo, conunapotencia de 10

a 100veces mayorque la ciclosporina A, perono suprime la producdón de IL-2 (Miyake etal,

1995). Aunque la inhibición de la actividad de 5PT en linfocitDs (línea CTLL-2) seconsideraba

irreversible, Ikushiro y colaboradores (2004) demostraron que la reacción de unión de la L

serina a la 5PTde 5phingomonas se inhibe competitivamente con miriodna. La afinidad del

inhibidor es 103 veces mayorque la de la L-serina gracias a la larga cadena hidrofóbica del

inhibidor, que interactúa aparentemente con el sitio de unión del palmitoil-<:oA. En regiones

localizadas de cerebros de ratones tratados conmiriocina, sedetectaron cambios en losniveles

de dopamina, norepinefrina y serotonina. Sin embargo, en este tejido la actividad de 5PTy los

niveles de esfinganina (sa) y esfingosina (So) perrnanederon sinalteraciones, mientras que la

actividad de 5PT y el nivelde sa disminuyeron en el hígado, lo que implica distintos grados de

susceptibilidad de la 5PTdependientes del tejido (Osuchowski etal, 2004).

b) ~-c1oroalanina

En contraste, la ~-eloroalanina y otros aminoácidos a O ~-halogenados sintéticos inhiben de

manera irreversible a la 5PT, uniéndose al piridoxal fosfato de la enzima, para formar el

intermediario aldimina (Figura 10). La Lys265 de la 5PT sustrae el protón a de la j3CA y el

cloruro se elimina para formar la aldimina aminoacrilato-PLP. El aminoacrilato se libera y se

regenera la aldimina intema por transaldiminación. Posteriormente existen dosvías. Una es la

regeneración de la enzima activa por la disociación del aminoacrilato, que se hidroliza a

piruvato y amonio en soíudón acuosa. La otra vía es la inactivación irreversible vía ataque

nucleofílico delaminoacrilato en la aldimina interna. Debido a queexisten dos rutas,solamente

unamolécula de 5PTen cada 300 ciclos catalíticos es inactivada (Ikushiro et al, 2004).
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Figura 10. Mecanismo de inhibición de la SPT por la fl-O-alanina (Ikushiro elal, 2004).

En células ováricas de hámster chino (CHO), la 13-C1-alanina causa la inactivación completa e

irreversible de la enzima, de manera dependiente del tiempo y la concentración. En estas

células, los efectos del inhibidor produjeron poca o nula perturbación en otras funciones

celulares. Aunque la 13-C1-alanina inhibe otras enzimas dependientes de piridoxaffosfato, las

transaminasas de alanina y aspartato no se inhibieron bajo las condiciones del ensayo

(Medlock y Merrill, 1988; Hanada etal., 2000).

En algunos sistemas, la inhibidón de la serina-palmitoil-transferasa, bloquea la

formación de esfinganina en el primer paso del metabolismo de esfingolípidos y revierte, al

menos temporalmente, el efectode las furnonísínas (Merrill etal., 2001), lo que ha permitido

establecer si la acumulación de bases esfingoideas media losefectos observados con la FBl.
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4. MECANISMOS DE DEfENSA DE LAS PLANTAS

4.1. Introducción

Las plantas deben defenderse constantemente contra el ataque de bacterias, virus, hongos,

invertebrados e incluso deotrasplantas. Debido a que suinmovilidad lesimpide escapar, cada

célula vegetal posee capacidad dedefensa tantoconstitutiva como inducida. Esta estrategia de

defensa minimiza lasinfecciones y susefectos. En poblaciones de plantas silvestres, la mayoría

de las plantas se mantienen libres de infecdones gran parte del tiempo y si ocurren

infecciones, generalmente se restringen a algunos individuos y se afecta únicamente una

porción pequeña de tejido. La enfermedades el resultado de una infección exitosa y rara vez

las plantas mueren (Hammond-Kosack y Jones, 2000). Entre las plantas y los patógenos ha

evolucionado unacompleja redde interacciones querefleja tanto lasestrategias deadquisición

de nutrientes de lospatógenos como losmecanismos de defensa de la planta (Veronese etal,
2003).

4.2. Mecanismos de defensa de las plantas

4.2.1. Respuestil de hipersensibilidad

cadacélula vegetal necesita un sofISticado sistema devigilanda para activar sus respuestas de

defensa rápidamente en el sitio de la invasión por el patógeno. Este sistema debe ser

completamente funcional en plantas sanas y debe ser capaz de distinguir entre las señales

generadas por la planta y aquellas emitidas por lospatógenos. Mas aun,cuando lasseñales no

propias son detectadas, el sistema de la planta debediscriminar entre patógenos dañinos y

organismos benéficos, tales como Rhizobium o micorrizas (Hammond-Kosack y Jones, 2000).

B reconocimiento de un patógeno genéticamente incompatible resulta en la activación

de una serie compleja de respuestas de defensa. El proceso se coordina temporal y

espacialmente para asegurar que un número acotado de células sean reclutadas para la

defensa. Esta inducción de la defensa de la planta es rápida y muy localizada y tiene como

resultado la creación de condiciones desfavorables para el crecimiento y reproducción del

patógeno. Al mismo tiempo, lascélulas vegetales impiden ladiseminación deenzimas y toxinas

dañinas provenientes del patógeno. Laactivación completa de la respuesta contra el patógeno
36



Introduccl6n

ocurre dentrode las primeras 24 horas posteriores a la infección y conduce invariablemente a

la muertecelular localizada. La rápida activación de las reacdones de defensa, en asociación

con la muerte celular del hospedero se denomina respuesta de hipersensibilidad (HR)

(Hammond-Kosack y Jones, 2000).

La muerte celularcausada por la respuesta de hipersensibilidad puede ser necrosis o

muertecelular programada, que tienen diferendas tanto morfológicas como bioquímicas. La

necrosis seconsidera generalmente como el resultado de dañosevero a lostejidosy sepuede

iniciarpor la formación de hidropet"Óxidos Iipídicos tóxicos. La HRnecrótíca está reladonada

conla peroxidadón de lípidos, siendo la causa posible del dañomernbranel y la muertecelular.

En contraste, la muerte celularprogramada utiliza un mecanismo de suiddiocelular conocido

como apoptDsis en animales. Está caracterizada por la formación de cuerpos apoptóticos y

fragmentación de DNA en tamaños definidos. Existen varias vías posibles que regulan la

muerte celular programada y queestán reladonadas con lasespecies reactivas deoxígeno, del

óxido nítrico (NO), ácidosalicJ1ico (SA), jasmonato (JA), etileno y algunas proteínas (Figura 11)

(Gozzo, 2003).

Estallido respiratorio

Señales de
avirulencia1 clnasa
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Figura 11. Redes de sefíalizaci6n de la HRo ~reviall.lras : APX, ascorbalDperollidasa; CAT, calalasa; CHS,

chak:ona stIlasa; NIM1=NPR1, proleÍla mediadora de la lTansducdón de señalespara la expresión de losgenes

relacionados oon la patogénesis (PR); PAL. fenilalanÍ1a amonio lisasa; Phe, fenilalanina; HR,respuesta de

hipersensibilidad; SA, ácido salialico (Gozzo, 2003).
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Compuestos que intervienen en la respuesta de defensa de la planta

a) Defensas preformadas: La mayoría de las plantas sanas poseen diversos metabolitos

secundarios con propiedades antimicrobianas. Estos compuestos pueden estar presentes

en su forma activa o ser almacenados como precursores que se convierten a su forma

activa por las enzimas del hospedero en respuesta al ataque de patógenos o al daño

tisular. En general, los inhibidores preformados están secuestrados en vacuolas u

organelos en las capas celulares externas de los tejidos vegetales (Hammond-Kosack y

Jones, 2000). La importancia de estas defensas preformadas se infiere de la observadón

de que plantas resistentes se pueden convertir en susceptibles por deficiencias en la

producdón de estos metabolitos secundarios o por la habilidad del patógeno para

degradarlos (Veronese etal, 2003)

Dos dases de inhibidores preformados son las saponinas y los glucosinatDs. Las

. saponinas son compuestos glicosilados, dasñcados como trit:erpenoides, esteroides o

glicoalcaloides esteroidales y se expresan de manera constitutiva en plantas sanas. Los

glucosinatos son glicósidosquecontienen azufre producidos por losmiembros de la familia

Brassicaceae, incluyendo a Arabidopsis thaliana. Estos compuestos seactivan únicamente

en respuesta a daño tisular por la actividad de la enzima mirosinasa, una tioglucosidasa

(Hammond-Kosack y Jones, 2000;Toyoda etal, 2002).

b) Especies reactivas de oxígeno: En muchas reacciones incompatibles, es decir, en las

que la planta reconoce al patógeno y establece una respuesta de defensa, la primera

respuesta detectada es la producción de especies reactivas deoxígeno (EROS), queocurre

dentrode los primeros dnco minutos posteriores a la infección. La activación del estallido

respiratorio es dependiente de cambios rápidos en flujos iónicos, principalmente de calcio.

Existen cinasas dependientes de calcio (CPKs) implicadas en la regulación de la producdón

de especies reactivas de oxígeno y otras respuestas de defensa. Las EROS detectadas más

comúnmente sonel anión superóxido (02 • -), el peróxido de hidrógeno (HA), el radical

hidroxilo (OH • ) y el oxígeno en singulete. Las plantas producen anión superóxido a partir

de oxígeno molecular utilizando una NADPH oxidasa, queestá asedada a la membrana.

Existe evidencia quesugiere un papel de lasEROS como moléculas señaüzadoras que

amplifican la señal y activan otrasvías. ElH2Ü2 induce a la enzima 2-hidroxilasa del ácido

benzoico, requerida para la biosíntesis de ácido saliálico. El peróxido de hidrógeno también

induce genes de proteínas involucradas en diversos mecanismos de protecdón celular, por
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ejemplo, la glutatión-S-transferasa. Laproducdón de EROS escapaz de alterarel balance

redox en lascélulas, lo que puede modificar la fundón de algunos factores de transaipción

queseregulan por oxidación-reducdón (Hammond-Kosack y Jones, editores, 2000).

Las EROS pueden promover la síntesis de intermediarios de señalización, talescomo

ácido salialico, etilenoy áddo jasmónico. Pueden inducir muerte celularcomo resultado de

la respuesta de hipersensibilidad; inducen la síntesis de químicos antimicrobianos, alteran

la pared celular y activan genes de defensa quecodíñcan potentes proteínas

antimicrobianas (Veronese etal, 2003).

e) Óxido nítrico (NO): Es una molécula señalizadora cuyo papel en mamíferos es el de

regular varios procesos biológicos de los sistemas inmune, nervioso y vascular.

Recientemente, ha sido reconocido como una importante molécula señalizadora en la

respuesta de hipersensibilidad en plantas y se sabe que actúa en cooperación con las

especies reactivas de oxígeno. El NO es un radical libre que puede evitar los efectos

nocivos del radical hidroxilo por la siguiente reacción:

• N=O + OH· ~ HO- N = O

o reaccionar conel anión superóxido paraproducir el peroxinitrito, que es muy reactivo:

• N=O + Ch· - ~ O = N- O- 0-

En plantas, el peroxinitrito no parece ser esencial para la muerte celular programada

mediada por NO. Aparentemente, la respuesta de hipersensibilidad es dependiente de un

balance adecuado entre lasconcentraciones de NO y HA (Gozzo, 2003).

4.2.3. Respuestas de defensa de las plantils, dependientes e independientes de

ácido salicflieo (SA).

Lapercepción de un patógeno por la planta inicia una respuesta de defensa rápida por medio

de una diversidad de vías de transducción de señales. El principal blanco de estas vías de

trensducdón es el núdeo, donde las señales conducen a la activación transcripcional de un

gran número de genes y como consecuencia a-la síntesis de novo de una variedad de

proteínas y compuestos antimicrobianos. La respuesta de la planta está asociada con una.

dramática reproqramadén del metabolismo celuJar. Rápidamente se induce la expresión de

grannúmero de genes involucrados en vías metabólicas primarias y secundarias. Laexpresión

de los genes de respuesta a patógenos está regulada temporal y espacialmente. Algunos
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genes se activan de manera rápida y localizada en el sitio de la infección, mermas que otros

se activan de manera más lenta, ya sea a nivel local o sistémico. se han identificado varias

hormonas vegetales que regulan estas respuestas; el ácido salialico por un lado induce la

expreslón de ciertos genes mientras que el etileno y el ácido jasmónico promueven la

expresión de otros. Esta distinción ha permitido clasificar las respuestas dependientes e

independientes de ácido salicOico (Rushton y Somssich, 1998).

a) Respuestas de defensa dependientes de ácido salicílico: se ha sugerido que la

prindpal vía de producción de SA asociada con la defensa en Arabidopsís involucra a la

enzima isocorismato sintasa localizada en doroplasto, codificada por el gen

IC511ED51615ID2. Su sustrato es el corismato, producido por la vía del shikimato. El

transporte de SA desde los p1astidios al citoplasma podría ser fadlitado por una proteína

bansmembranallocalizada en cloroplasto, codificada por ED5S15ID(Nimchuk etal, 2003).

En Arabídopsís, la activación de los genes PR por SA, así como la HR indudda por

patógenos son dependientes de la señalización por flt:ocromo y las condidones lumínicas.

se han identificado varios blancos directos del SA, por medio de ensayos de unión. se
demostró queserequiere la presencia de unaanhidrasa carbónica localizada en cloroplasto

para la función de los genes de resistenda (genes R) en tabaco. Esta enzima tiene

actividad antioxidante y puede afectarla señalización de defensa controlando losniveles de

EROS producidos duranteel estallido respiratorio (Nimchuk etal, 2003).

..Además de la inducdón de los genesPR, se sabeque el SAactúaantesde la divergencia

de dos ramas metabólicas que conducen a la vía de fenilpropanoides y a la activadón del

estallido respiratorio, respectivamente. De esta manera, el SAamplifica su propia síntesis,

que es además estimulada por HA (GOllO, 2003).

b) Respuestas de defensa independientes de ácido salicílico: Las plantas con

deficiendas en la respuesta de defensa dependiente de ácido salialico no muestran mayor

susceptibilidad al hongo Botrytís cinerea, lo que indica que el SA no es esencial para la

defensa contra todoslospatógenos. Porotro lado,plantas quetienendefectos en la vía de

señalización por jasmonato (JA) o etileno presentan una mayorsusceptibilidad hacia este

hongo, indicando que estas dos hormonas participan en la defensa de la planta. ElJA es

una hormona derivada del ácido Iinolénico y es similar a la hormona oxilipina encontrada

en animales. El JA Y su derivado éster metilado (metil jasmonato) están involucrados en
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respuestas de las plantas al daño tisular y en la defensa contra los insectos. Aunque el

mecanismo de biosíntesis de JA se conoce totalmente, la percepción y subsiguiente

transducción de señales aún no se han detallado. El etileno regula muchos procesos de

crecimiento y desarrollo vegetal y también participa en la señalización por heridas,

infecciones o tratamiento con elicitores, en lasque su producción está asociada con la de

JA. Aparentemente, las vías de transducción de señales de ambas hormonas interactúan

entre sí para coordinar la expresión de un grupo de genes PR en Arabidopsis, que

comprenden a losgenes PR-3, PR-4yPR-12, que codifican proteínas antimicrobianas. Para

la expresión del gen PR-12 se requiere la expresión de ambas hormonas. ElJAYel etileno

son capaces de estimular mutuamente su biosíntesis. Aunque el mecanismo de regulación

de los genes PR-3, PR-4y PR-12 aún no se conoce, se sabeque es distintode la de los

genes PR dependientes de SA, como PR-l, PR-2yPR-5, yaquenodepende de NPR1/NIM1

(fhomma et al, 2001;Gazzo, 2003).

c) Relación entre las vias dependiente e independiente de SA: La evidencia sugiere

que la respuesta de defensa dependiente de SA esefectiva contra patógenos biotróficos,

como P. parasitica; la respuesta contra este tipo de patógenos se asocia con la respuesta

de hipersensibilidad en la que la muerte localizada de células conduce a la privación de

nutrientes para el patógeno. Porel contrario, la respuesta dependiente de JA y etileno es

aparentemente más efectiva contra parásitos necrotróñcos como B. cinerea. En losgrupos

de patógenos biotróficos y necrotróficos existen hongos y bacterias, por lo que es posible

que el tipo de patogeniddad, más que la filogenia, sea el factor determinante de la

efectividad del mecanismo de resístenda de la planta (fhomma et al, 2001).

Laexistencia de múltiples mecanismos de defensa puede ser la respuesta de laevolución a

las diferentes especies capaces de infectar a las plantas. Aunque la HR restringe el

crecimiento de los organismos biótrofos, los organismos necrótrofos podrían infectara la

planta debido a la la muerte celular causada por la HR dependiente de SA. Como

consecuencia, lasplantas pudieron habergenerado la vía dependiente de etileno y JA, que

funciona en contra de organismos necrótrofos (fhomma et al, 2001).

A pesar del paralelismo aparente de ambas vías de señalización, existe evidencia que

sugiere que podrían interactuar, ya que tanto el SA como el JAcontribuyen a la resistencia

de Arabidopsis thaliana contra el hongo Plectosphaerella cucumerina. se sabe también que
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la ruta biosintética de JAes afectada, en másde un paso metabólico, por el SA(Thomrna

et st, 2001; Gozzo, 2003).

4.2.4. Proteínas relacionadas con la patogénesis (PR)

Una característica común del sistema inmune innato de organismos tan diversos como

mamíferos, insectos y plantas, es la habilidad de acumular proteínas y péptidos

antimicrobianos en respuesta a una invasión por organismos extraños.

las PR se han definido como proteínas codifICadas por la planta hospedera, pero inducidas

específicamente en situadones patológicas, que no solamente se acumulan en el tejido

infectado sino que son inducidas sistémicamente y se asocian con el desarrollo de la

resistencia sistémica adquirida en contra de otras infecciones por hongos, bacterias y virus

(Van Loon y Van Sbien, 1999).

Aunque se ha implicado a las PR en la respuesta de defensa, éstas no fueron

identificadas por su actividad antimicrobiana, sino únicamente por su acumulación en plantas

infectadas (Van loon, 1997).Debido probablemente a la necesidad de que lasPR fundonenen

un ambiente hostil, la mayoría de éstas son resistentes a la temperatura, al pH y a la

proteólisis (Muthukrishnan, 2001).

se ha propuesto que estas proteínas participan en la adaptación al estrés biótico, ya

que se ha demostrado que algunas de ellas tienenactividad de quitinasas y p-1,3-glucanasas,

posiblemente con actividad antifúngica. También se sugiere que el conjunto de PR puedeser

efectivo inhibiendo el crecimiento, multiplicación y diseminación del patógeno por lo que se

pueden considerar proteínas de estrés producidas en respuesta a infecciones necrotizantes por

virus, virioides, hongos y bacterias. En contraste con otras proteínas de estrés, las PR se

acumulan en los tejidos vegetales en niveles que son fácilmente detectables por métodos de

tinción tradicionales, alcanzando hasta un 1% de la proteína soluble total en hojas(Van Loon,

1997;Van Loon y Van Strien, 1999).
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5. EL REFORZAMIENTO DE LA PARED CELULAR COMO MECANISMO DE DEFENSA Y

LA GUCOPROTEÍNA RICA EN HIDROXIPROUNA

5.1 La pared celular

La pared celular representa la interfase dinámica entre las células vegetales y su medio

ambiente, que incluye a las células vecinas (Showalter, 2001). Es una estructura altamente

organizada que es capaz de autoensamblarse. Está compuesta de diversos polisacáridos,

lignina y otras sustancias aromáticas, ceras, proteínas estructurales y enzimas, calcio, boroy

agua. Algunas moléculas estructurales actúan como fibras y otras como una matriz que se

entrecruza. La composición molecular y el arreglo de los polímeros de las paredes celulares

difieren entre especies, tejidosde la misma especie, células individuales e incluso en regiones

dentrode la misma célula (casseb, 1998;Carpíta y Mecann, 2000).

La forma de las células vegetales está determinada en gran medida por su pared

celular. En lascélulas, la pared celular restringe lavelocidad y dirección delcrecimiento celular,

ejerciendo unagran influendaen el desarrollo y morfología de la planta. Las paredes celulares

también contribuyen a la especialización funcional de los distintos tipos celulares (Carpita y

Mecann, 2000).

La pared celular es un compartimiento dinámico cuya composición varía a través de la

vida de la célula. Esta estructura se modifica continuamente por medío de acción enzimática

durante el crecimiento, desarrollo, estrés ambiental e infección de lasplantas. Laparedcelular

primaria se genera durante la división celular y rápidamente incrementa su superficie durante

la expansión de la célula. la lámina media forma la interfase entre la pared celular primaria de

las células vecinas. Finalmente, cuando se diferencian, lascélulas elaboran una pared celular

secundaria, formada de estructuras complejas adaptadas para la función de la célula

específica. La biosíntesis y diferenciación de las paredes celulares es un proceso altamente

regulado, de manera temporal y espacial (Cassab, 1998; Carpíta y Mccann, 2000).

No todas las funciones especializadas de la pared celular son estructurales, pues en

ciertos tipos celulares existen moléculas que afectan los patrones de desarrollo y marcan la

posición de la célula dentro de la planta. Además, la pared contiene moléculas de señalización

que participan en la comunicación célula-eélula y pared celular-núcleo. Los fragmentos de

polisacáridos provenientes de la pared celular pueden inducir la producción y secreción de
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moléculas de defensa y la pared se puede impregnar de proteínas y lignina para defenderse

contra la invasión de hongos y bacterias patógenos (Carpíta y Mecann, 2000).

5.2 Composiciónde la pared celular

5.2.1. Polisacáridos:

Son los prindpales componentes de las paredes celulares y forman su principal red

estructural. Están formados por aproximadamente 11 monosacáridos diferentes. Existen

distintos tiposde carbohidratos en lasparedes celulares:

• celulosa: Es el polisacárido vegetal másabundante, contribuyendo con el 15-30%del

peso seco de la pared celular primaria y con un porcentaje mayor de las paredes

celulares secundarias. se encuentra en forma de microfibras, que son ensamblajes

cristalinos de varias docenas de cadenas de (l-74)fJ-o-glucano que se unen para

formar una microfibra de cientos de micrómetros de largo. Todas las fibras de celulosa

están acomodadas de forma paralela, con sus extremos reductores apuntando en la

misma dirección (Carpíta y McCann, 2000).

• callosa: son polímeros de (l-73)fJ-o-glucano, capaces de formar hélices dobles y

triples. La callosa es secretada por pocos tipos celulares en etapas espedñcas del

desarrollo de la pared celular. También se genera en respuesta a heridas y al intento

de penetración de hifasde hongos patógenos (Carpítay Mecann, 2000).

• Glicanos: Son polisacáridos que se unen por puentes de hidrógeno a lasmicrofibras de

celulosa, formando una compleja red. A los glicanos también se les llama

hemíceJulosas. Las dosclases principales de glicanos en la pared celularprimaria de las

plantas con floresson losxiloglicanos y losglucuronoarabinoxilanos.

• Pectinas: Son una mezcla de polisacáridos con ramificadones heterogéneas, altamente

hidratados, ricos en ácido o-galacturónico. se pueden extraer de la pared celular

utilizando quelantes de caH
. se ha propuesto que determinan la porosidad de la pared

celulary proporcionan superficies cargadas que modulan el pHde la pared celulary el

balance iónico, también que regulan la adhesión célula-eélula y que sirven como

moléculas de reconocimiento que alertan a las células vegetales de la presencia de

organismos simbióticos, patógenos e insectos. Existen enzimas de la pared celularque
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se unen a la red de pectina, restringiendo su actividad a regiones localizadas de la

pared. Al limitar la porosidad de la pared celular, las pectinas pueden afectar el

crecimiento celular, regulando el acceso de lasenzimas que degradan la pared celular

hacia sussustratos glicanos (Carpíta y Mecann, 2000).

5.2.2. . Proteínas estructurales de la pared celular

Aunque la estructura principal de la pared celular está formada principalmente por

carbohidratos, las proteínas estructurales también son capaces de formar redes en al pared

celular. Las proteínas localizadas en esta estructura son ubicuas y son abundantes en las

plantas y algas verdes. Mediante geles de proteínas de doble dimensión se ha determinado

queexisten varios dentosde proteínas en la pared celular. Generalmente, estas proteínas son

ricas en uno o dos aminoácidos, contienen dominios de secuencias repetitivas y están

glicosilados en diferente grado. Existen cuatro diferentes dases principales de proteínas

estructurales en lasparedes celulares, que presentan diferencias en abundancia dependiendo

del tejido y tipo celular (carpita y Mecann, 2000; Showalter, 2001):

a) Proteínas conarabinogalaetanas (AGPs):También seleshallamado proteoglicanos, debido

a que su contenido de carbohidratos excede el 95%. La unidad proteica es rica en Hyp,

Ala, Thr, Glyy ser, peroel contenido de aminoácidos varía dependiendo de lasdiferentes

especies o tejidos. se encuentran en lasmembrana celular, vesículas derivadas del aparato

de Golgi, matriz extracelular, exudados gomosos de las plantas y pared celular.

Aparentemente, son glicosiladas en el aparato de Golgi, ya que ese proceso involucra la

unión decadenas degalactanos largas y altamente ramificadas, conlaadición subsecuente

de unidades de arabinosa (Cassab, 1998; Carpíta y Mecann, 2000).

Las AGPs no se encuentran covalentemente unidas a la pared celular, por lo que no

tienen funciones estructurales. Después de una herida, estas proteínas son secretadas en

grandes cantidades y pueden actuarcomounabarrera física produciendo un tapónde gel.

Sin embargo, las AGPs están presentes en muchos tejidosdiferentes y no son producidas

exclusivamente comorespuesta a heridas. se hapropuesto quetienen un papel importante

en la diferenciación de las plantas. Estas proteínas son químicamente estables, resistentes

a altas temperaturas y a tratamientos con álcalis y frío. Debido a su alto contenido de

azúcares y a su consistencia cohesiva, se ha propuesto que las AGPs tienen funciones
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importantes en la polinización, en procesos de reconocimiento de polen y adhesión al

estigma y quesirven como nutrientes y adhesivos superficiales para el crecimiento del tubo

polínico (cassab, 1998).

b) Proteínas ricasen glidna (GRPs): Algunas de éstas contienen más de 70% de glidna y

12% de serína y presentan glicosilación. la estructura predicha para estas proteínas esde

hoja 13-plegada. se cree que forman estructuras laminares en la interfase entre la

membrana plasmática y la pared celular. la partede la lámina quequeda en contadD con

la pared celular contiene aminoáddos aromáticos, perosu fundónes aúndesconocida; es

posible que jueguen un papel importante durante el desarrollo de tejidos vasculares,

nódulos y flores y durante la reparación de heridas y la tolerancia al frío. se piensa que se

insolubilizan en la pared celular. Algunas GRPs tienen residuos de Tyr, que se pueden unir

fádlmente a los residuos aromáticos de lignina. Estas proteínas son difídles de extraer

porque seentrecruzan con la pared celular (carpita y Mccann, 2000; cassab, 1998).

e) Proteínas ricasen prolina (PRPs): ·Codificadas por unagran familia multigénica. Contienen

esencialmente un motivo repetitivo: variaciones de (Pro-Hyp-Val-Tyr-Lys)n. Su

conformación es desconocida, pero existe similitud en la secuencia con proteínas que

tienen forma de bastón (HRGPs). Aparentemente se insolubilizan de manera rápida en la

matriz de la pared celular en respuesta a elidtores fúngicos y es posible que la

insolubilización estémediada por peróxidode hidrógeno, aunque el mecanismo preciso se

desconoce. Estas proteínas se encuentran principalmente en el xilema, por lo que pueden

estar involucradas en su diferenciación o lignificación. las PRPs participan en diversos

aspectos del desarrollo, tales como diferenciación de xilema y nódulos, así como en el

desarrollo del ovario, embrión y microsporas, aunque sus funciones espeoñcas en estos

procesos son desconoddas (carpita y Mecann, 2000; cassab, 1998).

d) Glicoproteínas ricas en hidroxiprolina: la mayoría de los genes y proteínas de HRGP

caracterizados derivan de plantas dicotiledóneas, y unas pocas de monocotiledóneas,

gimnospermas y algas verdes. En granparte de lasplantas estudiadas, estas proteínas son

codificadas por familias multigénicas, que tienen un péptido señal parasuexportación a la

pared celular. En dicotiledóneas son llamadas extensinas y consisten en secuencias

repetitivas de ser(Hyp~ y Tyr-Lys-Tyr importantes para laestructura secundaria y terciaria.

Además del motivo ser-{Hyp)~, las HRGPs tienen otras secuencias repetidas, que varían
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entre las distintas plantas. Todas las HRGPs tienen una gran abundancia de los

aminoácidos Val, Tyr, Lys e His. Muchos de los residuos de Hypestán glicosilados con 1-4

residuos de arabinosa y algunos residuos de serina están glicosilados con una unidad de

galactosa. (Cassab, 1998; Carpita YMeCann, 2000; Yoshiba etaL, 2001).

Muchos polímeros se modifican por esterificación, acetilación, arabinosilación para hacerlos

solubles durante su transporte. Posteriormente, enzimas extracelulares eliminan estas

modificaciones provocando suentrecruzamiento conla pared celular. Existe unagranvariedad

de posibilidades de entrecruzamiento, incluyendo puentes de hidrógeno, enlaces iónicos con

Ca2
+, uniones covalentes tipo éster o éter e interacciones de van der Waals. se ha sugerido

que las proteínas con arabinogalactanas podrían funcionar como una matriz de chaperonas

evitando lasasociaciones prematuras y mantenga lasfundones enzimáticas quiescentes hasta

que losmateriales secretados sehayan asociado en la pared. Elproceso de ensamblaje ocurre

en un ambiente acuoso ya que uno de los principales componentes de la pared celular es el

agua. Este hecho tiene importancia estructural debido a que se requiere mantener a los

polímeros en lasconformaciones adecuadas. El agua esel medio que permite el paso de iones

y moléculas de señalización a través del apoplasto, además de proveer un ambiente para que

lasenzimas funcionen (Carpita y Mccann, 2000).

5.3 Glicoproteínas ricas en hidroxiprolina (HRGPs)

5.3.1. Estructura

Son proteínas básicas conpuntos isoeléctricos alrededor de 10.Las unidades repetidas de Hyp

predicen una molécula tipo bastón de "poliprolina II" y se sabe que la arabinosa juega un

papel importante en esta estructura, ya que cuando estos residuos se eliminan, se pierde la

forma de bastón. Es posible que el acomodo de losarabinósidos determine la interacción de la

HRGP con otrospolímeros de la pared celulary por lo tantoqueestablezca el ensamblaje de la

proteína en la estructura de la pared (Cassab, 1998;Yoshiba etal, 2001; Ferris etal, 2001).

Las HRGPs se secretan hacia el apoplasto, donde se unen iónicamente a los

polisacáridos ácidos. Su solubilidad disminuye durante el desarrollo celular o por estímulos

externos (Otte y Barz, 2000).Seha propuesto que lasHRGPs seinsolubilizan lentamente en la
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pared celular por medio de enlaces covalentes. Uno de los enlaces sugeridos es un puente

isoditirosina (difeniléster), formado entre dos residuos de Tyr de diferentes moléculas de

HRGP. También sesabe que la HRGP seentrecruza conotroscomponentes de la pared celular

por un mecanismo aún desconocido. Experimentalmente, las HRGPs son sumamente diflCiles

de extraer de las paredes celulares. Es posible que el entrecruzamiento se derive de la

peroxidación de la HRGP al exponerse a EROS y a iones Fe2
+. La formación de los

hídroperóxríos inicia unareacción en cadena, donde losaminoácidos Val, Pro y Lys sonfáciles

de peroxidar y abundantes en estas proteínas. Aunque la His no se peroxida fácilmente, se

puede oxidar abriendo suanillo imidazol y generando un aldehído y un grupoamino, capaz de

formaruna base de SChiff con el grupoe-amino de la Lys y formar un puente estable proteína

proteína (Cassab, 1998). se ha demostrado que cuando células vegetales de chícharo se

exponen a H2Ü2 se incrementa la insolubilizadón de proteínas, mientras queel tratamiento con

catalasa o inhibidores de peroxidasas bloquean el proceso inidado por e1idtores o H2Ü2.

Asimismo existe evidencia que sugiere que el H2Ü2 derivado del estallido respiratorio

estimulado por elidtores es el causante de la insolubilizadón de las HRGPs en las paredes

celulares de células en suspensión. La secuencia N-terminal parece ser importante para la

formadón de lospuentes de isoditirosina (Otte y Barz, 2000).

Los precursores de la HRGP se pueden detectar desde etapas tempranas de la

formación de la pared celular, sinembargo, al detenerse el crecimiento celular seencuentra un

incremento en los niveles de HRGP asociada a esta estructura. En algunos tipos celulares, la

incorporación de HRGP a la pared celul.~r prepara a la célula para detenersu credmiento y

determinar su morfología final (Cassab, 1998).

La variabilidad en el contenido de aminoácidos diferentes de Hyp en los motivos

repetitivos y en losperfiles de arabinosilación en lasdiferentes HRGPs, pueden serespecíficos

de especie o de tejido. En algunos casos, existen varias extensinas en el mismo tejido o tipo

celular. Esto puede signifICar que tienen diversas funciones de acuerdo con el tipo celular o

incluso dentro de la misma célula o tejido.La distribución de lasHRGPs endiferentes plantas y

tejidos se ha estudiado con inmunocitoquímica, impresión de tejidos e hibridadón in situ. Los

resultados muestran que las extensinas se localizan preferentemente en las células del

esclerénquima y del cambium, aunque también se asocian con el xilema secundario y el

f1oema. Sin embargo, los resultados obtenidos de estosexperimentos no sonmuy predsos ya

que losanticuerpos y lassondas utilizadas no eranespecíficos (Cassab, 1998).
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5.3.2. Expresión durante eldesarrollo

Introducción

Durante el desarrollo la expresión de la HRGP está altamente regulada. En jitomateseaisló un

gen que codíñca una extensina (LeExt1) a partir de una biblioteca de cONA de pelos

radiculares. Al estudiar los patrones de expresión se demostró que estegen se expresa en la

zona de diferenciaciónde la rizodermis y seencontró una correlación directa entrelaexpresión

de LeExtl y el crecimiento de la punta de la raíz (Bucher et al, 2002).

Laexpresión de la HRGP no sólo se regula conel desarrollo, sinoque se puede inducir

por diversos tiposde estrés, como daño mecánico, infección por hongos y virus, elicitores y

tratamiento con etileno (Yoshiba et al, 2001; Ahn y Lee, 2003).

En A. thalíana se aislaron cuatro cDNAs quecodifican 4 extensinas diferentes (AtExt2

5) Y que contienen los motivos característicos Ser-{HYP)4. Estos genes se expresan

abundantemente en la rehidratación de plantas sometidas a estrés por sequía, así como

cuando las plantas son tratadas con l -5er, Hyp y l-Pro, aminoácidos principales de las

extensinas. Los transcritos de AtExt2,3 y 5 se detectaron en el tallo bajo y en los botones de

las flores, mientras que AtExt4 se detectó en las flores. Aparentemente, los genes de

extensinas en A. thalíana se expresan bajo diferentes condidones y en distintos tejidos

(Yoshiba et al, 2001). Un fenómeno similar ocurre en frijol, donde 3 diferentes HRGPs se

expresan de manera diferencial cuando suspensiones celulares fueron expuestas a patógenos

compatibles, incompatibles, elicitores y dañomecánico (Corbin et al, 1987).

5.3.3. Expresión durante la respuesta a estrés

Ahn y Lee (2003) aislaron en soya un gen que codifica una extensina específica de raíz

(SbHRGP3) queseinduce porheridas y demostraron quela sacarosa es la señal específica que

regula la expresión del gen; asimismo, el gen de la HRGP se induce pordañotisularen el alga

verde Volvox(Ender etal, 1999).

Las HRGPs contribuyen a la defensa de la planta, ayudando a proteger contra el ataque

de patógenos y el daño mecánico. Los estudios inmunocitoquímicos demuestran que las

HRGPs se acumulan en las paredes celulares cercanas al sitio de la HR. Es posible que las

HRGPs actúen como barreras ñsícas o que inmovilicen al patógeno uniéndose a su superficie.
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Esto es factible gracias a Que las HRGPs están cargadas positivamente y pueden interactuar

iónicamente con las superficies cargadas negativamente del patógeno (Cassab, 1998).

Algunos microorganismos Que infectana lasplantas handesarrollado mecanismos para

penetrar las paredes celulares reforzadas con HRGP. Tal es el caso de Xanthomonas

campestJis pv. campestJis, una bacteria Que infecta al nabo (Brassica campestriS). Este

organismo posee una actividad enzimática de proteasa capaz de degradar las HRGPs de

jitomate, papa y nabo (Dow et al, 1998). En la interacción simbiótica entre Rhizobium y la

( planta de chícharo, lasseñales bacteñanas relacionadas conlacapacidad fijadora de nitrógeno

son responsables de la regulación de la expresión de la HRGP en los nódulos radiculares

(Olsson et al, 2002).

Encereales, la función de la pared celularen la resistencia a enfermedades aún no es

completamente entendida. Se ha asociado el engrosamiento de la pared celularcon el ataque

de patógenos en diversos cereales y este reforzamiento correlaciona con la resistencia a

Pseudocercosporella en tríqo, En este cereal se ha observado deposición muy localizada de

HRGPs ricas en treonina en interacciones planta-patógeno tanto compatibles como

incompatibles (EI{;endy et al, 2001).

El tratamiento de células de fñjol con un elicitor fúngico o glulatión causa la

insolubilización rápida (2-5 min) de los proteínas HRGP en la pared celular. Seha demostrado

Que una elicitación corta (30 min) hace a la pared celular más resistente a la digestión

enzimática. Este efecto se puede atñbuir al entrecruzamiento proteico, ya Que es insensible a

la inhibición de la transcñpción y traducción y se induce por la aplicadón de H:P2 exógeno. Los

galacturónidos, Que son elicítores, inducen la expresión del gen de la HRGP y promueven un

incremento del 40-70%de Hypen la pared celular(Cassab, 1998).

El promotor Que regula la expresión del gen de la HRGP en Brassica napus(extA) tiene

un mecanismode control complejo, siendo regulado por 4 grupos de regiones cisque actúan

positiva o negativamente y Que controlan la inducción por hendas, la activación en respuesta

al estrés por tensión y losnivel,es de expresión (Elliotty Shirsat, 1998).
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Introdua:ión

La HRGP es la proteína másabundante extraída de pared celularde maíz (García Muniz et al.,

1998). Es una proteína rica en treonina con secuencias altamente repetitivas, ya que contiene

13 repeticiones de un péptido rico en prolina y treonina. Presenta únicamente un motivo Ser

Pr04, comúnmente encontrado en las extensinas (Stiefel et al., 1990).

La proteína predicha a partir del cONA comienza con una secuencia hidrofóbica que

tiene las características típicas de un péptido señal y que dirige el transporte desde el retículo

endoplásmico hasta la pared celular. La secuencia de la proteína madura comienza con un

residuo de ácidoaspártico en posición 27, seguido por un segmento de 8 residuos de glicinay

tirosina. Posteriormente se encuentra una región rica en prolina que induye repeticiones del

péptido Gly-Pro-Lys-Pro-(Asp/Glu)-Lys-Pro-Pro-Lys-Gly-His. Finalmente, existe una región rica

en prolina y treonina. La proteína no glucosilada tiene secuencias hidrofóbicas e hidrofílicas

alternadas, comose muestra en la figura 12 (Stiefel et al., 1990):

Figura 12. Perfil hidropático de la secuenáa de aminoácidos dedudda a partir de la dona geoomica de

la HRGPde maíz (Stiefel el al., 1990).

Los residuos de tirosina en la proteína se.encuentran localizados en un patrón regular en las

partes más hidrofóbicas de la molécula. Se ha propuesto que estos residuos son los sitios de

polimerización de la proteína (Stiefel et al., 1990).

Al realizar un SOS-PAGE, la HRGP migra como una banda difusa de aproximadamente

70 kO, probablemente debidoa la glicosilación y a su alto contenido de prolina, ya que el peso

molecular predichopara la proteína es de aproximadamente 36 kO (Stiefel et al., 1990).
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Poranálisis de Southem Bloten 4 diferentes variedades de maíz se determinó que el

genoma contiene una o dos copias del gen, dependiendo de la variedad de maíz. En los

cereales es común que las HRGPs se encuentren como copias únicas o en bajo número de

copias, en contraste con las múltiples copias de las extensinas de las dicotiledóneas. Esto ·

implica que un sologen debe responder a diversos estímulos ambientales. B gen de maíz se

mape6 por RFLPs, encontrándose en un loaJsúnico en el cromosoma 2 de maíz (Stiefeletal,

1990; García Muniz etaL, 1998).

B promotor del gen Hrgp ha sido analizado mediante bombardeo de partículas,

utilizando construcdones del promotor completo y deledones de éste con un gen reportero. se
encontró un elemento silendador putativo específico para tallos jóvenes en la región del

promotor localizada en -1076/-700. Otros elementos cisimportantes para la expresión de Hrgp

están localizados en las regiones -699/-510 y -297/-160. Las secuencias cercanas al ATG de

inido y el líderde mRNA también son importantes, ya que cuando se elimina la región de 

52/+16 (que contiene la cajaTATA) hay una reducción del 75% en la actividad del promotor

(Menossi et al, 2003).

B gen de maíz contiene un intrón en el extremo 5'UTR. Al realizar una comparación

entre lassecuendas del intrónde maíz conel dearrozy teosinte, seencontró un altogradode

conservación, lo que indica que el intrón podría ser relevante en la expresión del gen. Los

intrones pueden incrementar la expresión de la proteína facilitando el transporte del RNA al

citoplasma, protegiendo el RNA nadentedel ataquede nucleasas, facilitando la adición de la

cola poliA durante el procesamiento del intrón e incluso incrementando la transcripdón. La

mayoría de los intrones vegetales que no interrumpen la región codificante están localizados

en el extremo 5UfR. Sin embargo, varios genes que codifican proteínas de pared celular

contienen un intrónen la región 3'UTR, incluyendo los homólogos de Hrgp en teosinte, sorgo,

arroz, zanahoria, jitomatey posiblemente en tabaco. Al realizar un análisis de la influendadel

intrón de Hrgp de maíz se encontró que la construcción que contiene el intrón presenta el

doble de actividad que la construcción que no lo contiene. En tallos jóvenes, el intrón

incrementó la actividad de GU5, dirigida tanto por el promotor de Hrgp como por el 355. Sin

"embargo, en la construcoón con el promotor de Hrgp, el intrón duplicó la actividad del gen

reportero de la 13-glucuronidasa (GU5), mientras que en las construcciones con el promotor

355 incrementaron la actividad en un 40-60%.
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Aparentemente, la partidpadón del intrón en la reguladón de la expresión del gen es

espeoñca de tejido,ya que el incremento en la expresión porel intrónse observó únicamente

en tallosjóvenes y en células de maíz BMS en cultivo(Menossi etal, 2003).

Existe evidencia que indica que el gen Hrgp es activo en respuesta a diversas

situaciones durante la vida de la célula. Su expresión es paralela a la acumulación del mRNA

de histona H1 en tejidos que se dividen activamente. El mRNA de la HRGP también se

encuentra en tejido dañadoy se acumula transitoriamente en los sitiosde vascularización en

embriones en germinadón, raíces y hojas(Ruíz-Ávila et al, 1992).

Durante la embriogénesis, el mRNA de la HRGP se acumula 20 días después de la

polinización, principalmente en el eje embrionario y en el suspensor y desaparece durante las

etapas de maduración de la embriogénesis, así como en semillas secas. El gen también se

expresa abundantemente en los meristemos florales durante el desarrollo del pistilo (José

Estanyol y Puigdoménech, 1998).

Se ha observado especificidad tisular por análisis inmunológicos y de Northem Blot en

embriones de maíz. Los resultados de estos ensayos muestran que la acumulación del

mensajero de la HRGP es prindpalmente en el eje embrionario, en etapastempranas de la

diferenciación, antes de la adquisidón de la forma de la célula. El mayor nivel de mRNA se

presenta en las células en división (principalmente en el nodo del coleoptilo, la plúmula y el

ápice de la raíz)y en lascélulas provasculares, mientras queen el escutelo no estánpresentes

ni el mRNA ni la proteína HRGP (Ruíz-Ávila et al, 1992; García Muñiz et al, 1998). La

abundancia de mRNA de la HRGP disminuye drásticamente en los tejidos maduros,

especialmente en aquellos que se encuentran en fase de elongación o en órganos

diferenciados (Stiefel etal, 1990;García Muniz et al, 1998).

García Muniz y colaboradores (1998) analizaron el efecto de diversos compuestos

reladonados con la respuesta de maíz al ataque de patógenos sobre la expresión del gen

Hrgp. Al aplicar extractos crudos de micelios de hongos patógenos y no patógenos para el

maíz, detectaron acumulación de mRNA de la HRGP, dependiente de la concentración y tiempo

de exposición. Utilizando inmunolocalización por impresión tisular, se encontró que en las

plántulas de maíz etioladas expuestas a un elicitor se acumula la proteína HRGP y que se

producen cambios morfológicos similares a losproducidos poretileno. Laacumuladón mediada

por un e1icitor se regula de manera tejido-específica.
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Los incrementos más altosen la acumulación de HRGP seobservaron en el mesocotilo,

en el cualel nivel basal (del control) es muybajo. La acumulación de la proteína porel elicitor

es aparentemente mayoren la epidermis y en lascélulas de la corteza externa del mesocotilo

(García Muniz et al, 1998).

Uno de los primeros eventos en las interacciones planta-patógeno es un rápido

incremento de la biosíntesis de etileno y se sabe que diversos genes relacionados con la

defensa se encuentran regulados por esta hormona. En maíz, la aplicadón de un precursor

inmediato de la síntesis de etileno (ACC, ácido 1-aminodclopropano-l-earboxílico) induce la

acumulación de mRNA de la HRGP (García Muniz et al, 1998). Al realizar un análisis del

promotor, usando células de maíz transformadas por bombardeo de partículas, Menossi y

colaboradores (1997) concluyeron que este promotor contiene un elemento putativo de

respuesta a etileno, el motivoGGGAAGCCfCC que contiene una caja imperfecta (TCC) y otra

perfecta (GCC) que en tabaco responden a la hormona (Menossi etal, 1997).

El inhibidor de cinasas de proteína, estaurosporina, evita la acumulación del mRNA de

la HRGP, por lo que la fosforilación de proteínas es un evento involucrado en la vía de

transducdón de señales inidada por el elicitor(García Muniz et al, 1998).Ni el ácido salicílico

(1 mM)ni el metiljasmonato (S J.lM) produjeron un incremento en laacumuladón de mRNA de

HRGP. Sin embargo, el ácido ascórbico y el glutatión reducido incrementaron la acumulación

de mRNA. se ha reportado que la presencia de estos antioxidantes induce los genes de

defensa en otras especies vegetales. En contraste con la inducción de Hrgp mediada por

elicitores, el etileno no parece estar involucrado en la inducción del gen en respuesta al ácido

ascórbico, ya que los inhibidores de la síntesis de etileno no bloquearon la acumuladón del

mRNA. se observó que la acumulación del mRNA producida por elidtores fúngicos es más

rápida que la producida en respuesta al ácido ascórbico. Estos resultados sugieren queexisten

por lo menos dos vías diferentes de inducción del gen Hrgp: la vía mediada por elidtores y

etileno y la vía independiente de etileno que depende de ácido ascórbico. La inducdón del

mismo gen por diferentes vías podría permitir la activación de grupos específICOS de genes de

defensa en respuesta a condidones biológicas cambiantes (García Muniz et st, 1998).

El daño tisular induce la hídroxílacón de prolína dependiente de ascorbato, reacción

requerida para la acumulación de HRGP en la pared celular. Estos datossugieren la posibilidad ..

de que la acumuladón de mRNA de HRGP inducida porácido ascórbico estérelacionada con la

respuesta a heridas (García Muniz et al, 1998).
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II. ANTECEDENTES INMEDIATOS

se ha demostrado que la FBl y la toxina AAL, produdda por el hongo fitopatógeno Altemarla

a/temalo inducen incrementos en los niveles de bases esfingoideas en tabaco, jitomate y

Lemna pausicosliJlo (Abbas etal, 1994); sinembargo, estono sehabía demostrado en maíz,

que es el hospedero natural de Fusarlum verod//ioides. En ejes embrionarios de maíz

germinados en medio MS, expuestos a unadosis de 10~M de FBl seobservó que losniveles

de esfinganina y frtDesfingosina aumentan. Laestinganina alcanza un máximo de acumulación

de aproximadamente 7 veces con respecto al control a las24 horas de germinadón, mientras

que la fitoesfingosina se acumula en una proporción similar alrededor de las 60 horas de

germinación (Rivas san Vicente, 2001).

También se demostró que la concentración mínima de FBl capaz de causar

acumulación de bases esfingoideas en ejes embrionarios de maíz es de 0.5~ Yque existe

una correlación entre la acumulación de bases esfingoideas y la inhibición de la elongación

radicular (Rivas san Vicente, 2001).

La FBl también induce la expresión del gen ZmHrgp en ejes embrionarios de maíz

expuestos durante la germinadón y se detectó una mayor cantidad de transcrito en las

muestras tratadas con FBl en comparación con lasmuestras control a partirde las6 horas de

germinación, alcanzando un máximo a las24 horas de germinación (san Juan Badillo, 2001).
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m. HIPÓTESIS

Debido a que la FBl induce la expresión de genes de defensa como la HRGP, asícomo una

elevación en los niveles de bases esfingoideas, se postula que estosesfingolípidos participan

en la señalizacíón que precede y regula la expresión del gende la HRGP en células vegetales.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar la participación de los estingolípidos en el mecanismo de señalización Que da

origen a la inducción delgen de la Hrgpobservada en presencia de FBl.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar losniveles de bases esfingoideas en embriones de maíz durante la germinadón y

en presencia de distintas dosis de FBl.

Analizar el efecto de diferentes dosis de FBl sobre la expresión del gen de la HRGP en ejes

embrionarios durante la germinación.

Determinar el efecto de esfingolípidos exógenos en la expresión del gen de la HRGP en ejes

embrionarios de maíz.

Determinar el efecto de inhibidores de la biosíntesis de bases esfingoideas en la expresión del

gende la HRGP.
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS

1. Material Biológico

se emplearon semillas de maíz de la raza ''Chalqueño'' obtenidas en Chalco, Estado de México

en 2002y 2003.

2. Elaboración de las curvas de germinación de semillas de maíz en ausencia y

presencia de FBl y determinación de la longitud del coleoptilo y de la radícula

las curvas de germinación se realizaron para determinar la viabilidad y el porcentaje de

germinación de las semillas en presencia de FB1. se realizó un análisis estadístico de la

inhibición en el crecimiento de la radícula y del hipocotico con la finalidad de determinar la

dosis de FBl que seemplearía en todos losexperimentos.

Todo el procedimiento se realizó en condidones de esterilidad. se desinfectaron lotes

de 30 semillas de maíz lavándolos con hipoclorito de sodio (Cloralex diluido 1/10) durantedos

minutos, posteriormente se enjuagaron tres veces conagua desonzada estéril.

se seleccionaron los tiempos de muestreo de 12h, 24h, 36h, 48h Y72h. Para cada tiempo se

prepararon tres cajas petri con agar al 1.2%, que contenían concentraciones de FBl

(preparada con acetonitrilo-agua 1:1) de O~M, 0.1~, l~M y 1O~, Y se sembraron 10

semillas en cada caja. A la muestra control (O ~M FB1) se le añadieron 2.5 mLde acetonitrilo

agua 1:1.

las cajas se incubaron a 290 C y al finalizar el tiempo de incubación, se contaron las

semillas germinadas y no germinadas y se midió la longitud de loscoleoptilos y radículas. Con

los datos anteriores se determinó el porcentaje de germinadón y se realizó un análisis de

varianza de unavíade la longitud de la radícula y el hipocotilo paralosdiferentes tratamientos

utilizando el programa Statistix 4.0 (p = 0.05).
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3. Método para la extracción de bases esfingoideas con acetato de etilo (Rivas san

Vicente, 2001)

se sembraron las semillas como se describió para la elaboración de curvas de germinación y

posteriormente se extrajeron los embriones manualmente con ayuda de una navaja. se

realizaron tres extracciones independientes para cada tiempo (O, 6, 12, 24, 36, 48 Y 72 h) Y

dosis seleccionadas (0.0, 0.1, 1 Y10 ¡LM de FB1).

a) Reactivos:

SOlución amortiguadora de fosfato dibásico de potasio (K2HP04) 50 mM, pH7

Estándar interno de esfingosina 100¡tM

SOlución de KCI al 0.8%

Hidróxido de potasio 1 M

Acetato deetilo

b) Homogenización:

Congelar losejesembrionarios de maíz (de 250 a 300 mg, registrando el peso) en nitrógeno

líquido y pulverizarlos en el mortero.

Rehidratar el tejido pulverizado con solución amortiguadora de ~HP04 (50 mM pH 7)

añadiendo 400 ¡LL porcada 100mg de tejido.

Transferir de 400 a 500 ul, de homogenado a un tubo de plástico de 15 mL con tapón de

rosca.

e) Extracción de lípidos

Añadir 1.5 mLde solución de KCI al 0.8%, 50 ¡LL de KOH 1 M,4 mLde acetato de etilo y 6 ¡LL

de estándar de esfingosina 100¡LM.

Taparel tuboYextraerporagitación suave durante 30 minutos a temperatura ambiente.

separar las fases porcentrifugación a 3,600rpm(Centrifuga Jouan MR1812, rotor67) durante

15minutos.

Transferir la faseorgánica (superior) a un tubode ensayo e iniciar laevaporación a 55°

C bajocorriente de nitrógeno; cuando el volumen sea menor o igual a 1.5 mL, transferir a un

vialde vidrio de 2 mLy continuar la evaporadón a sequedad.
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4. Cuantificación de bases esfingoideas (castegnaro etaL, 1998; Rivas san Vicente,

2001)

Se determinaron losniveles de esfingosina (estándar interno), esfinganina y f1toesfingosina en

los extractos de embriones de maíz por el método de cromatograña líquida de alta efidencia

(HPLC). Para esta técnica se forma un derivado fluorescente de la base esfingoidea con O:

ftIaldialdehido (OPA) que se separa en unacolumna de fase reversa. El equipo empleado se

conformó por una bomba, un detector de fluorescencia y un procesador de datos, marca

Shimadzu, modelos LC-l0ADVP, Rf-l0AXL y C-RSA respectivamente. La separación de bases

esfingoideas serealizó en unacolumna SupelcosillM LC-18-S, 5!J.1l1 (15 cmx 4 mm).

a) Reactivos (verapéndice):

Etanol absoluto

Solución de OPA

Solución amortiguadora de fosfatos 5 mM (pH7)

Metanol gradoHPLC

b) Condiciones del separadón y detección

Longitud de excitación-emisión: 337-448

Sensibilidad: 1

Flujo: 2 rnt/rnln

Fase móvil: Metanol- solución amortiguadora de fosfatos (5 mM, pH 7) 89:11

Atenuación: 6

Bajo estas condiciones los tiempos de retención de las bases esfingoideas fueron los

siguientes: f1toesfingosina (tiempo de retendón, TR= 3.6-4.2 min), esfingosina (TR = 5.5-6.2

min)y esfinganina (TR =7.8-8.2 min), loquepermitió lacuantificación y elaboración decurvas

de calibración.
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Tabla 1. Preparación de las curvas de calibración de fitoesfingosina, esfingosina y esfinganina.

Concentración del Alícuota IlL de fase IlLde Concentración pmoles

estándar de la base (J1l) móvil OPA final (nM) inyectadas en 20

esfingoldea (11M) IlL

0.1 3 227 20 1.2 0.024

0.1 5 225 20 2 0.04

0.1 7 223 20 2.8 0.056

0.1 9 221 20 3.6 0.072

0.1 11 219 20 4.4 0.088

0.1 13 217 20 5.2 0.104

d) Procedimiento parael análisis de bases esfingoideas en losextractos.

Resuspender el extracto seco en 400 J.t1 de etanol absoluto y sonicar durante 5 min (la

concentración finaldel extracto queda entre0.25 y 0.3 mglejldcJ' J.t1).
Tomar diferentes cantidades de extracto (2 y 20 J.t1) Y añadir 40 ul, de OPA, 100 ul, de

solución amortiguadora de fosfatos 5 mMy llevara un volumen final de 500 ul, conmetanol

agua (9:1). Sonicar durante10 minutos.

Inyectarlasmuestras y losestándares al HPLC.

5. Extracción de RNAtotal

se utilizaron 25 ejes o 5 embriones de los diferentes tiempos de germinación

(independientemente del peso, que oscila entre 100y 300 mg) y se colocaron en un mortero

estéril, agregándoles nitrógeno líquido paracongelarlos. Elmaterial congelado se molió hasta

obtener un polvo fino, se le añadió 1 mL de TRIzol® de GIBCO BRL, se homogenizó y se

transfirió a un tuboeppendorf de 1.5 mL.

El homogenado se incubó a temperatura ambiente durante 2.5 minutos, para después

centrifugar a 12,000 rpm a 4° e durante 10 minutos (centrífuga Jouan MR1812, rotor con

número de catálogo 11174590). .EI sobrenadante se transfirió a tubos limpios, se agregaron

0.2 mLde fenol-doroformo 1:1 a cada unoy seagitaron durante15segundos. Las mezclas se

centrifugaron a 12,000 rpm a 4° e durante 10 minutos y lasfases acuosas se transfirieron a

tubos eppendorf limpios a los que se agregaron 0.5 mL de isopropanol y se incubaron a
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temperatura ambiente durante 10 minutos. Una vezconcluida la incubación, se centrifugaron

lasmuestras a 12,000 rpm a 4° C durante 10 minutos, lossobrenadantes sedecantaron y los

botones se lavaron con 1 mL de etanol al 70% a -20°C, preparado con agua tratada con

DEPC. Después se centrifugaron a 6,400 rpma 4°C durante 5 minutos, lossobrenadantes se

decantaron, dejándose secar los botones durante 4 minutos a temperatura ambiente.

Finalmente, los botones obtenidos en cada tubo eppendorf se resuspendieron en 100 I1L de

agua tratada con DEPC. Se almacenaron a -20°C.

6. Preparación de DNAde plálsmidos (miniprep)

Se centlifugaron 1.5 mLdel cultivo de células transformadas a 12,000 rpm durante 1 minuto

en una centrifuga Sorvall MC12 FA-MICRO y se eliminó el sobrenadante por aspiración. El

botón se resuspendió con unapipeta en 200I1L de bufferGTE y seincubó durante 5 minutos a

temperatura ambiente. Posteriormente se añadieron 300 I1L de NaOH 0.2N/SDS 1% recién

preparado, se mezcló por inversión y se incubó en hielo durante 5 minutos. Se agregaron 300

ul, de acetato de potasio 3M, pH 4.8, se mezcló el tubo por inversión y se incubó en hielo

durante 5 minutos. Una vez concluida la incubación secentrifugó el tuboa 12,000 rpmdurante

10 minutos a 4° C en unacentrifuga Jouan MR1812 con un rotorJouan (número de catálogo

11174590) y el sobrenadante se transfirió a un tubo limpio, al cual se agregaron 5 I1L de

RNAsa GIBCO (concentración 15 mg/mL). La mezcla anterior se incubó durante 1.5 horas a

37° C. Transcurrido este tiempo, se realizó una extracción con 400 ul, de fenol-eloroformo

(1:1) y se centrifugó la muestra durante 5 minutos a 12,000 rpm en una centrifuga Sorvall

MC12 FA-MICRO. La fase acuosa se transfirió a un tubo limpio y se realizó una extracción con

400 I1L de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1 v/v). Posteriormente se precipitó el DNA por la

adición de 700 ul, de isopropanol e incubando a -20° C durante 20 minutos. Para obtener el

botón de DNA, se centrifugó a 12,000 rpm durante 15 minutos a 4° C, se eliminó el

sobrenadante y se lavó el botón con 1 mL de etanol al 70%. El etanol se eliminó por

centrifugación a 12,000 rpm durante 5 minutos a 4° C,sedecantó el sobrenadante y el resto

del etanol se evaporó a temperatura ambiente. El botón de DNA se resuspendió en 20 ul, de

agua estéril.
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Para las muestras que se secuendaron, se realizó un paso más de puríñcacón que

consistió en precipitación con 8 ~L de PEG al 13% y 20 ul, de NaO 4M. Las muestras se

incubaron durante 20 minutos a -20° e y posteriormente se centrifugaron a 12,000 rpm

durante 10 minutos a 4° C. Finalmente se realizó un lavado conetanol al 70%, lasmuestras

sedejaron secar al airey seresuspendieron en 20 ul, de agua estéril.

7. Cuantificación de DNA por espeetrofotometría

se disolvió 1 IlL de DNA en 1 mL de agua desíonízada estéril y se cuantifICó en el

espectrofotómetro en celdas de cuarzo a 260nanómetros.

8. Método de digestión de plásmidos

El plásmido que contiene la sonda de HRGP (donada por P. Puigdómenech, Raz et al, 1992)

se desnaturalizó por 5 min a 100°C con 2 ul, de buffer 6 (10 mM Tris-HO, 5 mM Mg02¡ 100

mM NaO, 1 mM ~-rnercaptoetanol, pH8) Yposteriormente seagregaron 1 J.lL de EcoRI, 1 IlL

de Hindllly agua hasta un volumen finalde 20 ¡tL se digirió durante 1 h a 37° C.

Para losplásmidos que contenían lassecuencias amplificadas en el proyecto, se utííízó

el vector pGEM-T easy Vector (Promega) y se realizó la digestión con EcoRI y buffer 3

siguiendo el procedimiento descrito.

se realizó la separación por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% en

bufferTAE lX, a 80V, durante 1 h.

9. Purificación de DNA a partir de geles de agarosa

se empleó el Kit GENECLEAN III ( 610 101). Las bandas de interés del gel de agarosa al 1%

se cortaron y se colocaron en tubos eppendorf. Después se calculó el volumen del gel con el

DNA (0.1 g equivalen a 100 ~) Y se agregaron al tubo 4.5 volúmenes de Na!. Los tubos se

colocaron en baño maría a 45-55°edurante 5 minutos aproximadamente, con movimientos de

agitación cada minuto hasta que el gel se disolvió completamente, después de lo cual se

añadieron 5 ul, de resina Glass Milk previamente agitada, y se incubó durante 5 minutos a
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temperatura ambiente, nuevamente con agitación. se centrifugó a 12,000 rpm en una

centrífuga Sorvall MC12 FA-MICRO durante 5 segundos y se decantó el sobrenadante.

Posteriormente se agregaron 700 ul, de New-Wash y se resuspendió el botón con ayuda de

una pipeta. se repitieron los lavados con New-Wash dos veces más, eliminando

completamente el New-Wash en el último lavado. se agregaron por último 15 ul, de agua

estéril, se calentó a 50 oC durante 3 minutos y se centrifugó a 12,000 rpm durante 30

segundos. El sobrenadante resultante se transfirió a un tubo limpio sin tocarel botón.

10. Marcaje de la sonda con [32p]-dCTP por la técnica de random primer

se colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 mL 12 ul, de DNA purificado a partir de un gel de

agarosa y 9 ul, de agua. El tubo se calentó a 100° C durante 5 minutos y se enfrió

inmediatamente en un baño de hielo. se agregaron 3 ~L de una mezcla de dATP (500 ~),

dGTP (500 ~M) YdTIP (500 ~M), 20 ~L de Random Primer Solution 2.5Xy 1 ul, de KJenow

DNA polilmerasa 1, provenientes del kit RadPrime DNA Labelling System de GIBCO BRL A la

mezcla anterior se le añadieron 5 ~L de [a-32P]dCTP mezclando suavemente. se incubó

durante1 hora a 37°C en un contenedor de plomo y concluido estetiemposeañadieron 100

,u. de bufferTE(Tris 10 mM, EDTA 1 mM).

Para puríñcar la sonda se hicieron pasar 75 ul, de DNA marcado por una columna de

Sephadex 50(una jeringade insulina empacada con Sephadex 50 hasta la marca de 0.8 mL),'

centrifugándola durante 5 minutos a 2000rpm en la centrífuga Sorvall RT6000D. Lasonda se

almacenó a-20° Cen un contenedor de plomo hasta su uso.

11. Elaboración de un gel desnaturalizante

se preparó un gel de agarosa al 1.2% de la siguiente manera: 1.82 g de agarosa, 15 mL de

MOPS 10Xy seaforaron a 150mLconagua tratada conDEPC. se preparó la siguiente mezcla

para Ja desnaturalización del RNA:
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Tabla 2. Mezda para desnaturalizaaón de RNA

Reactivo Cantidad

DMSO 22.5 J.1L

MOPS lX 5.0 J.1L

Glioxal 6Mdesionizado 6.6 J.1l
RNA 10 J.1g

Agua tratadacon DEPC cbp 45 J.1L

Las muestras se incubaron a 50°Cdurante 1 hora, se enfriaron en hieloy se les adicionaron 6

J.1L de buffer de carga para RNA. Se corrió el gel a 150V a 4°C por 2.5 horas utilizando como

solución amortiguadora de corrida MOPS 1X.

12. Northem Blot

a) Transferencia del RNA del gel a la membrana de nylon:

Se montóel dispositivo quese muestra en la figura 13.

membrana de nylon
del tamaño del gel

papel filtro del ancho
del gel

papel periódico
del tamallo del gel

Cubiertade
Kleen·Pack

:3 papeles filtro del
tamañodelgel

gel de
agaross.

soporte para
el gel

solu~~S~S;8C~~:;;:;;2:::::::::::;~:::::::::::::::::::======..J.~~~=z:d--caja petri

Figura 13. Dispositivo para realizar la transferencia del RNAdel gel a la membrana de nylon.
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La transferencia se realizó durante 18 horascomomínimo. Una vez concluido esetiempo, la

membrana se lavódurante 5 minutos en SSC 20Xestéril y sedejó secaral aire. 8 RNA se fijó

a la membrana mediante luz ultravioleta, aplicando 2 ciclos de "Optimal Crosslink" en un

equipoUVC 500 Ultraviolet Crosslinker HSl.

b) Teñidode la membrana:

La membrana de nylonseca se tiñó con azul de metileno hasta que lasbandas de RNA fueron

daramentevisibles. Posteriormente se enjuagó con agua desionizada para eliminar el exceso

de colorante.

e) Hibridadón

Prehibridación: Secolocó la membrana de nylon en un tubo de hibridación y se colocaron 15

mL de soludón de hibridación(Ver apéndice). La membrana se prehibridó durante 2 horasa

68° C en un horno Hybaid®Micr0-4.

Hibridadón: se eliminó la solución de prehibridación y se agregaron de 8 a 10 mLde solución

fresca. se agregaron 150 ¡.U. de sonda marcada y se hibridóla membrana a 68° Cdurante16

24 horas.

d) Lavados

Una veztranscurrido el tiempode hibridación, se realizaron varios lavados, con la finalidad de

eliminar la sonda que no se unió específicamente, por lo que para determinar el número de

lavados a realizar, se midió la radiadón emitida con un contador Geiger marca Technical

Associates, modelo PUG lAS, tomando en cuenta que únicamente se debe observar emisión

de radiación superior a 100 cpm en una región muy definida de la membrana. Los lavados

utilizados incrementan su astringencia progresivamente y fueron lossiguientes:

Primer lavado: Soludón SSC 2X/SOS 0.1% durante 15 minutos a temperatura ambiente en el

tubo de hibridación. . »

segundo lavado: Soludón SSC lX/SOS 0.1% durante10 minutos a 55° C.

Tercer lavado: Solución SSC O.5X/SOS 0.1% durante10 minutos a 55° C.

Cuarto lavado: Solución SSC O.lX/SOS 0.1% durante10 minutos a 55° C.
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e) Exposición de la membrana y revelado de la película

La membrana de nylon secolocó sobre un soporte de acetato eliminando todas lasburbujas y

se cubrió con película plástica y se colocó dentrode un casette para exposición radiográfica.

Posteriormente, enel cuarto oscuro secolocó unapelícula Kodak, seguardó el cassette en una

bolsa negra y se almacenó de dos a cinco días. Transcurrido el tiempo especificado, las

películas se revelaron. se realizó un análisis densitométrico de las bandas obtenidas en las

autorradiograñas.

13. Ensayo de transcriptasa reversa - reacción en cadena de la polimerasa (RT

PCR)

En losensayos de expresión del gen de la HRGP seencontraron dosbandas con patrones de

expresión similares. Para determinarsi lasdosbandas observadas sedebían a la presencia de

un intrán en la secuencia de la HRGP, sediseñaron oligonucleótidos con base en la secuencia

del genqueamplificaran un posible cDNA quecontuviera el intrón.

5ecuenda delgende la HRGP

~
2 04 1 cgaggccccc accccacccc ttc c tccgtg tatataagca gtggcagggt gagcgtct ct

51JTR 2101 cctcagacca ccactgcgcc a ttggccagc tagagccaac caga agagct tgcagttact

2161 gagagtgtgt gtgagagaga ggat~ cagoggcagg gctgctctgc tgctggccct

222~ ggtggtggt:g gccgtgagcc tggccgtgga gatccaggcc gacgccgggt: acggttaogg

22B~ oggcgggt:ac accccgacgc cgacgccggc caccccgacc ccgaagcccg agaagccccc

234~ caccaagggg ccgaagccgg acaagccgcc caaggagcac gggcccaagc cggagaagcc

240~ gcccaaggag cacaagccga cgccgcccac gtacaccccg agccccaaac ccacgccgcc

246~ gacgtacact cccaccccga cgccccccaa gccgacgcca cccacataca ctcccgcccc

ORF 252~ tacgccccac aaacccacac caaaacccac tcccactcct ccgacgtaca ccccgacccc

258~ caagcctccg acacctaagc cgaccccgcc gacgtacact ccaagcccca aacctccgac

264~ gcccaagccg accccaccga cgtacacccc ttcccccaag cctccgacac ctaagccgac

270~ cccgcctacg tacactccaa gccctaagcc acoggctacc aagcctccca cgcccaagcc

276~ gaccccgcca acgtacaccc cttcgccaaa gcctccgaca cccaagccga ccccgccgac

282~ gtacacccct tctcccaagc ctccgacgcc caagccgacc ccgccgacgt acactccaag

288~ ccccaagcct cccacacacc cgacgcccaa gccgacccca ccgacgtaca ccccttcccc

294~ aaagcctccg acgcccaagc cgaccccacc gacgtacacc ccttccccaa agcctccgac

300~ acccaagccg accccaccga cgtacacccc ttccccaa~ cctccgacac ccaagccgac

306~ cccaccgacg tacactccca caccgaagcc gcoggccacc aagccgccca cctacactcc
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:~:~::::::::::::rooón

3301 tcaaatgtat cgtcagtatc atactgatct cctggcatag tctggcacta accataggct .

3361 ctccttttct tttgtg!ItggH~~_mj&9'~~eaatq qaaqgqttqt qtcctaqcca

3421 qccgqcaaaq atqaqctqct qatqqtaatq atqatqataa qaqaccactq ctacqtaccc
SSt/

3481 tcctcctttq tqtqgtqcca tccqtccccq ctaqacqatc 9'A9'qaqaqaa taqca~

3541 5:tqtqctccc qgcctctqtc ttctccqtcc C9'qccqttta atttactaqt qtqttcqtcc

3601 ctatat9tm~Hii~ttqt qcgqqtatqt aatqqtattq caactatatt

3661 qgqtqtaaaa ccataataaa tqtqqgcaaa tatqcaaqqa aaaaaggctt ctacttctac

3721 tgtacactta ctacc

Fwd604: 5'-cgtacaccccttccccaaag-3'

Fwd452: 5'-cctaccataccacactgctgt.c-3'

Fwdintl: 5'-agaatggagcatgcaatgtg-3'

Fwdint2: 5'-gttggacaggtggt.ctggat-3'

Revl0l: 5'-acaatacacctgctgctgetaa-3'

a) Síntesis de la primera cadena de cONA:

Se colocó en un tubo eppendorf 1 f!9 de RNA total (1 00 = 30 f!9/~L de RNA), 4 zmoles de

oligonudeótido reverse yagua tratada con OEPC hasta un volumen final de 12 ul., La mezcla

anterior se incubó a 70° C durante 10 minutos y se enfrió inmediatamente en hielo.

Posteriormente se le añadieron 4 ~L de ernortíouador de primera cadena 5 X (GIBCO), 2 ~L de

OTI (ditritiotreitol) 0.1 M Y 1 ¡,tl. de una mezda de dNTPs 10 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTIP

(GIBCO), cada uno a una concentración 10 mM) y se incubé durante 2 minutos a 42° C. Al

finalizar este tiempo se agregó 1 ul, de transcriptasa reversa RNasa H-Superscrip~) II

(GIBCO) de 200 U/¡,tl. y se incubó a 42° C durante una hora. La reacción se detuvo

calentándola a 70° Cdurante10 minutos.

b) Síntesis de la segunda cadena de cONA:

Para ellose prepararon lasdiferentes mezclas quese encuentran en laTabla3, teniendo como

controles aquellos en dondeúnicamente se adicionó unode losdiferentes oligonucleótidos.
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Tabla 3. Preparadón de las mezdas para la síntesis de la segunda cadena de cDNA

Muestra 1 Control 1 Control 2 Control 3
Buffer de PCR lX lX lX lX

(GIBCO)
Moa, 2mM 2mM 2mM 2mM
ONTPs 0.2 mM 0.2 mM 0.2 mM 0.2 mM

(GIBCm
Oligonucle6tido 1 ~M 1~ - 1 ~M

5'73'
Oligonucle6tido 1 ~M - 1~ 1 ~M

3'75'
cONA 51Ú- 51Ú- 511L 5uL

RNAtotal - - - 11lQ
Taq polimerasa 5U 5U 5U 5U

(Roche)
Agua cbp 25 IÚ- cbp 25 ~L coo25 IÚ- cbp25 J.1L

El proceso d~ síntesis y amplificación del cONA se llevó a cabobajo lassiguientes condiciones:

I
I
I
I
I
I
I
I

94°C: 94°C
I n° C 12°C

40seg 7 min
40 seg

4°C

1 ciclo 30 1 dclo <Xl

ciclos

Posteriormente se realizó un gelde agarosa al 1% con un marcador de 100pares de bases de

GIBCO para comprobar la presencia del producto amplificado.

14. Preparación de células competentes

Se lnoculo una colonia aislada o una asada de un stock de glicerol de la cepa de E. col; OHSa

en 10mLde caldo Lucia (LB)en un matraz de 125mL. Se incubó a 37° Cen agitación durante

toda la noche y posteriormente se transfirieron 2 mLde cultivo a 200 mLde LB en un matraz

de 1 L.Se incubó a 37° Ccon agitadón y cuando la suspensión alcanzó unaabsorbancia a 590

nmde 0.375 se transfirió el cultivo a 4 tubosFalcon de 50 mLestériles incubándolos en hielo
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por 5-10 mino se centlifugaron las células a 3000 rpm a 4° C durante 7 minutos y se

resuspendió cada botón celular en 10 mL de cao2 fria (15 mM), centlifugándolo

posteriOrmente a 3000 rpm durante 5 mino cada botón fue resuspendido nuevamente en 10

mL de soludón de ca02 fría, incubándose durante 30 minutos. Los tubos se centlifugaron a

3000rpma 4° Cdurante 7 mino y se resuspendieron losbotones celulares en 2.5 mLde ca02

fría, repartiéndose en alícuotas de 100 JÚ. en tubos eppendorf estériles. Las alícuotas se

congelaron inmediatamente en N2 1íquido y sealmacenaron a-70° C(lnoue et al, 1990).

15. Ensayo de ligación del inserto

Para realizar la ligación se utilizó el vectorpGEM®-T Easy Vector de Promega, asícomo los

reactivos contenidos en el kit Este plásmido contiene extremos cohesivos con la base

n~enada timina, por lo que losproductos de PCR, a losque selesha añadido unaadenina

en susextremos, son complementarios y se puede llevar a cabo la reacción de ligación con la

enzima ligasa. A continuadón se muestra unadiagrama del plásmiclo empleado:

Figura 14. Plásmido pGEM®-T Easy Vector de Promega.

se colocaron 5 JÚ. de 2X Rapid Ugation Buffer, 1 JÚ.del plásmido, 1 JÚ. de T4 DNA Iigasa (3

unidades weiss/JÚ.), y una cantidad del DNArecién obtenido a partirde PCR, utilizando para el

cálculo la siguiente fórmula:

na de vector(50 na) x tamaño del inserto (kb) x~ = ng inserto

tamaño del vector (3.0 kb) 1

Porúltimo seagitópara homogenizar la mezcla y se incubó unahora a temperatura ambiente.
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16. Transfonnaci6n de células competentes

A 2 ul, de la mezcla de reacción de ligación se añadieron 50 ul, de células competentes

mezclando suavemente y se incubó durante 20 minutos a 4° C. Posteriormente se incubó a

42°C, después de 45-50 segundos se regresó a 4° C y se dejó durante dos minutos. se
añadieron 950 ul, de medio SOC a temperatura ambiente y se incubó a 37° C durante 1.5

horas con una agitación aproximada de 150 rpm en una incubadora lab-Une Orbit Environ

Shaker. Una vez conduida la incubadón se plaquearon 100 ul, en dos cajas de

LB/ampicilina/IPTG/x-Gal. las cajas se incubaron 24-36 horas y se selecdonaron lascolonias

de color blanco, que son las que contienen el p1ásmido con el inserto. Para comprobar la

transformadón, seextrajo el plásmido, se digirió y se realizó un gel de agarosa.

Para almacenar las células transformadas se sembraron las bacterias en LB y se

incubaron a 37° C, con agitación de 200 rpm durante 14-16 horas. Se tomaron 350 ul, del

cultivo y se le añadieron 150~ de una mezda de glicerol-LB (1:1) estéril (la concentración

finalde glicerol es de 15%).

17. Secuenciaci6n del DNA plasmídico

la secuenciadón de DNA se llevó a caboen la Unidad de Biología Molecular del Instituto de

Fisiología Celular en un secuendador automático AB1PRISM 310 (Perkin Elmer). la reacción

de secuendación se realizó utilizando el oligonudeótido T7 como cebador con el kit de

secuenciación Big Oye Terminator Cycle (Perkin Elmer Applied Biosystem).
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VII. RESULTADOS

1. Efecto de la fumonisina 81 sobre la germinación de embriones de maíz

Con la finalidad de determinar la viabilidad de los embriones de maíz y su germinadón en

presenda de FB1, se realizó una curva de germinación de los embriones en presencia de O,

0.1, 1.0 Y10 11M de FB1 (Rgura 15).

En la curva obtenida seobserva que después de 36 horas, prácticamente el 100% de

losembriones germinaron independientemente de la dosis de FB1 con quesetrataron.

100

e 80
-e
'ü
ClI 60e
E...
al
t» 40
al
'C

~o
20

O

O 20 40

Tiempo (h)

60

. -.

--o 11M
- - • - -0.1 11M

~I.OJ1M

-----*- IO J1M

80

Figura 15. Efecto de la fumonislna Bl sobre la gennlnadón de embriones de maíz. Losembriones de

maízse germinaron en presenda dedistintasconcentradones de FBl Yse evaluó el porcentaje de germinadóna

los tiemposindicados. se consideró un embrióngerminado cuandohuboprotrusión de la radícula yésta era al

menosde 2 mm de longitud.
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2. Efecto de la FBl sobre el crecimiento de la radíalla y del mleoptilo en semillas

de maíz

Para esteensayo se germinaron semillas de maíz completas en presencia de distintas dosis de

FB1 (O, 0.1, 1.0Y10 J.lM) Ysedeterminó la longitud de la radícula y del coleoptilo.

En la figura 16 A se observa que a las 48 horas, tanto la dosis de 1 11M como la de 10

J.lM causaron una inhibición significativa del crecimiento radicular; sin embargo, a las72 horas

de germinación, únicamente con la dosis más alta se observó inhibición de la elongación, que

fue de alrededor del 50%. Cuando se evaluó el crecimiento del coleoptilo (Rg.16 B) también

se observó una inhibición significativa (35%) en la elongación a las 72 horas de germinación,

conuna dosis de 10 11M.
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Figura 16. Inhibidón del aeclmlento radicular (A) y del coleoptilo (B) en semillas germinadas en

presenda de diferentes dosis de FBI. serealizaron medidas de lostejidosa los tiempos indicados (n=30

semillas).
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Aunque la FB1 no afectó la germinación, evaluada como el porcentaje de semillas germinadas,

síalteróel crecimiento de la planta, lo que indica además quela toxina penetra los tejidos.

3. Efecto de la FBl sobre los niveles de bases esfingoideas en embriones de

semillas de maíz durante la germinación.

se ha demostrado que la FB1 (10 ~M) produce acumulación de esfinganina y

esfingoslna en ejes embrionarios de maíz (Rivas san Vicente, 2001). Con el objetivo de

determinar la dosis que provoca una mayoracumulación de bases esfingoideas en embriones

extraídos de semillas de maíz germinadas en presencia de FB1, se realizaron extracciones de

esfingolípidos a diferentes tiempos de germinación de semillas en presencia de varias dosis de

FB1 y se cuantificaron por HPLC en fase reversa. En la figura 17 se observan los tiempos de

retención de los diferentes esfingolípidos en el cromatograma.

lO
t:

~en
t:¡

lO
t:

~en
t:
'ji¡
W

Las condiciones en las que se llevó a cabo la

cromatografía fueron:

Fase móvil: MeOH-Fosfatos (SmM) 89:11

Fase estacionaria: Columna C-18

.l:lujo: 2 mt/rnín

A. excitación: 337 nm

A. emisión: 448 nm

Tiempos de retención:

Fitoesfingosina: 3.6-4.2min

Esfingosina: 5.5-6.2 min

Esfinganina: 7.8-8.2 rnín

Figura 17. Cromatograma que muestra 105 tiempos de retendón de las bases esfingoideas

aJantificadas. Se realizó la derivatizadón precolumna con OPA.
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En la figura 18 se resumen losresultados obtenidos en la cuantificadón de bases esfingoideas

de embriones extraídos de semillas de maíz germinadas en presencia de FBl. Los datos

obtenidos se detallan en el apéndice B.

En las gráfICaS se observa que los niveles de fitoesfingosina variaron poco durante la

germinación y que las dosis más bajas de FBl (0.1 Y 111M) no tienen efecto sobre éstos.

Solamente con la dosis de 10 ~ se observó un incremento de aproximadamente 7 veces la

concentración conrespecto al control a las48 horas de germinadón.

En la figura 18B seobserva el efectode la FBl sobre losniveles de esfinganina. A partir

de las 48 horas de germinadón en presenda de FBl 10 ~, huboun incremento aproximado

de 5 veces la concentradón de este esfingolípido con respecto al control. Laconcentración de

esfinganina decreció ligeramente a las 72 horas de germinadón. Además, también se puede

apreciar que unadosis de FBl 1~ tiene efectos importantes en los niveles de esfinganina a

partir de las 72 horas de germinadón, ya que la concentración de esta base esfingoidea se

elevó" aproximadamente un 100% con respecto al control.
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Rgura 18. Niveles de fitoesfingosina (A) y esfinganina (B) en embriones de semillas germinadas en

presencia de diversas dosis de FBl. Lasbases estingoideas seanalizaron por HPlCde los derivados

fluorescentes con o-ftaldialdehído. B análisis estadístico semuestra en el Apéndice B.
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4. Efecto de la FBl en los niveles de transcrito de la HRGP en ejes embrionarios de

maiz durante la germinación

La dosis de FBl que causó la acumulación de bases esfingoideas fue 10 ...,M, por lo que los

experimentos de determinaáón de los niveles de transcrito se llevaron a cabo a esa

concentración de la toxina. No se logró detectar al transcrito de la HRGP en embriones de

maíz, ya que su expresión en este tejido es muy baja (Garda Muniz et al, 1998). Portanto,

fue necesario obtener los ejes embrionarios para la detecdón, donde el transcrito es muy

abundante.

La ftgura 19 muestra los niveles de transcrito en ejes embrionarios germinados en

ausenda y presencia de FBl 10 ...,M utilizando 10 ¡.1Q de RNA total por carril. En la

autorradiograña (A), se observan claramente dos bandas de transcrito que muestran

intensidad semejante (C y D). 8 incremento en el nivel de expresión del mRNA de la HRGP

causado por FBl fue observable desde las12 horas de germinadón, alcanzando un máximo a

las24 horas y manteniendo niveJes considerablemente elevados con respecto al control a las

48 y 72 horas de germinación. Los tamaños de los transcritos, calculados a partir de la

migración de marcadores de bases de RNA son deaproximadamente 1430 y 1280nucle6tidos.
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TleIllpo (h)

FBl (10 11M)

A

B
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e D
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TiefTllO de geminaCiOn (1'lJ
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Figura 19. Niveles de transaito de la HRGPde ejes embrionarios de maíz expuestos a FBll0 !1M
durante la germinadón. A. Autorradiografía que muestra la cantidad de transaitD de la HRGP a Diferentes

tiemposde genninación en ausencia (-) y presencia (+) de FBl. B. Membrana teñida con azul de metileno dondese

muestrael corrimiento Y la transferencia del RNA ribosomal de las diferentesmuestras.C. Análisis densitométria>

de las bandas del transaitD y del RNAr 18 S para lasmuestras control. D. Análisis densitomélrico de lasbandas del

transaitD Ydel RNAr 18 S para lasmuestrastratadascon FB!.
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5. Efecto de la esfinganina en los niveles de transaito de la HRGP en ejes

embrionarios de maíz durante la gennlnadón

:::E
::1.
o....

Para Investigar si la Inducción en la trasncripdón del gen HRGP por la FBl es causada por la

acumuladón de bases esfingoldeas, se realizó un Northem Blot utilizando ejes embrionarios

germinados en presenda de esfinganina 10 ¡.tM.
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Figura 20. Niveles de transcrito de la HRGPde ejes embrionarios de maíz expuestos a esfinganlna 10

!1M durante la gennlnaáón. A. Autorradlografla quemuestra la cantidad de transcritode la HRGP a diferentes

tiempos de genninacián en ausenda (-) y presenda (+) de esfinganina. B. Membrana teñida ron azulde metileno

donde semuestra el ronim ientoy la transferenda del RNA rlbosomal de lasdiferentes muestras. C. Análisis

.densitométrlco de lasbandas del transcritoy del RNAr 18 S paralasmuestras rontrol. D. Análisis densitométriro de

lasbandas del transcritoy del RNAr 18S para lasmuestras tratadasron esfinganina.
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la autorradiografía muestra unainducdón discreta de losniveles detranscrito conrespecto al

control durante las primeras 48 horas de germinación. El RNAm para la HRGP aumentó

notoriamente a las 72 horas de germinación, alcanzando un máximo comparable al inducido

por la FB1 a las24 horas de germinación.

6. Efecto de la ceramida sobre los niveles de transcñto de la HRGP en ejes

embrionarios de mafz expuestos durante la germinación

Además de causar unaacumulación de bases esfingoideas, la FB1 ocasiona la disminución en

losniveles de esfingolípidos complejos (Merril etal, 2001), loscuales contienen ceramida. Una

primera aproximación para investigar si la acumulación del transcrito de la HRGP es debida al

incremento en los niveles de bases esfingoideas o a la disminudón de esfingolípidos

complejos, fue la de germinar ejesembrionarios en presencia de ceramida 10 J.tM y se realizó .

un northem b10t para determinar losniveles de transcrito en presencia del esfingolípido.

En la autorradiografía (Fig. 21A) se observa una discreta inducdón en los niveles de

transcrito a las48 de imbibición en presencia de ceramida. A pesar de que lasdiferencias en

losniveles no son muygrandes entre lasmuestras tratadas con ceramida y el control, resalta

el hecho de que las muestras germinadas en presencia de ceramida mostraron

consistentemente un barrido debajo de lostranscritos, lo quesugiere un recambio mayor en

lostranscritos y portantouna mayor actividad de transcri¡x:ión y degradación de losmensajes.
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Figura 21. Niveles de transaito de la HRGPde ejes embrionarios de maíz expuestos a ceramida 10 11M

durante la germinación. A. Autorradiograflil que muestra la cantidad de transcritode la HRGP a diferentes

tiemposde germinación en ausencia (-) y presencia (+) de ceramida. B. Membrana teñida ron azulde metileno

donde semuestra el corrimientoy la transferencia del RNA ribosomal de lasdiferentes muestras. C. Análisis

densltométrico de las bandas del transcritoy del RNAr 18 S paralasmuestras control, D. Análisis densitométrico de

las bandas del transcritoy del RNAr 18 S paralas muestras tratadascon ceramida.

7. Efecto de inhibidores de la síntesis de bases esfingoideas en los niveles de

transcrito de la HRGP en ejes embrionarios de maíz durante la germinación

Para determinar si la acumulación de transcritos de la HRGP se debe a una elevación en los

niveles de bases esfingoideas o a una disminución de los niveles de ceramida, se utilizaron

diferentes concentradones de dos inhibidores de la serina palmitoiltransferasa, que es la

primera enzima del metabolismo de esfingolípidos.
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La ~-doroalanina Inhibe enzimas dependientes de piridoxal fosfato, entre las que se

encuentra la 5PT. se observa que las tres concentradones empleadas a las 24 y 36 horasde

germinadón produjeron unadisminudón en los niveles de transcritode la HRGP, aunque no se

observó un efectode dosispuesa las 36 horasla menorconcentradón (0.5 mM) produjo una

mayor inhibidón (figura 22). En contraste, la miriocina, que es un inhibidor espeáfico de la

5PT, ocasionó un Incremento notable en los niveles de expresión de la HRGP induso en la

menor dosis utilizada, que fue 10 nM (figura 23). 8 aumento en los niveles de transcrito

causados por la miriocina es comparable o mayoral induddo por la FBl 10 ¡tM a las 24 horas

de germinadón, tiempo dondese alcanza el máximode inducdón del transcritopor la toxina.
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Figura 22. Niveles de transcrito de la HRGPde ejes embrionarios de malz expuestos a diferentes dosis

de ll-cloroalanina (1l-cA) a las 24 y 36 horas de genninadón. A. Autorradiografía quemuestrala cantidad de

transcritode la HRGP a diferentes dosisde ll -CAa las 24 y 36 horasde genninaáón.B. Membrana teñidacon azul

de metilenodondesemuestrael corrlmlento y la transferenáa del RNA ribosomal de lasdiferentes muestras. C.

Análisis densitométrico de las bandas del transcritoy del RNAr 18 S para las muestras control y tratadascon ll-CA a

las24 horasde germinaáón. D. Análisis densitométrico de las bandas del transcritoy del RNAr 18 S paralas

muestras control y tratadascon ll-CA a las36 horasde germinaáón.
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Figura 23. Niveles de b'ansaito de la HRGP de ejes embrionarios de maíz expuestos a diferentes dosis

de mlriocina a las 24 Y 36 horas de germinaci6n. A. Autorradiografía que muestra la cantidad de transaito de

la HRGP a diferentes dosisde mlriocina a las 24 Y36 horasde germinación. B. Membrana teñida ron azulde

metllenodondesemuestrael corrimiento Y la transferencia del RNA ribosomal de lasdiferentes muestras. C.

Análisis densitométrico de las bandas del transcritoYdel RNAr 18 S para las muestras controly tratadasron

miriocina a las24 horasde genninaá6n. O. Análisis densitométriaJ de las bandas del transaito Ydel RNAr 18 S

para las muestras CXlntrol y tratadasron miriodna a las 36 horas de germinación.
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S. Estrategias para la determinad6n del origen de los transcritos de HRGPen ejes

embrionarios de maíz

Debido a que se observaron dos bandas de transcrito en las autorradíoqrañas, se realizaron

experimentos para determirK!r el origen de las señales detectadas. Las estrategias se

encaminaron a la detección del número de copias del gen y a estudiar la posibilidad de

procesamiento alternativo del mensajero, ya que éste posee un intJón en el extremo 3' UTR,

de aproximadamente 150nucleótidos, similar a la diferencia de tamaños observada de ambos

transcritos.

8.1 Southern Blot

Debido a que en la literatura no se reporta inequívocamente el número de copias de este gen

en el genoma de maíz, esto se investigó utilizando la técnica de soutnern Blal se empleó la

misma sonda que para detectar los transcritos en el Northern Blot y a pesar de realizar un

gran número de experimentos en los que se probaron distintos protocolos de extracción de

ONA genómico de diversos tejidos, y de realizadón del Southem Blot, no se pudodetectar la

señal correspondiente.

8.2 Búsqueda de la secuencia del intrón en un banco de EST (Expressed

5equenced Tags) en un banco de maiz

Para investigar si el transcrito más largo corresponde a mRNA no procesado se hizo una

búsqueda de la secuencia del intrónen un banco de secuencias de cDNAs provenientes de una

colección de bibliotecas (http://www.maizegdb.org/ consultada en Noviembre de 2004). En

este banco se encontraron secuencias EST que contienen la secuencia del transcrito maduro y

solamente una secuencia de cONA que contiene el íntrón, Esta secuencia (EST CF349276;

GenBank: 33942676) tiene una alta similitud conel gen de la HRGP que contiene el intJón en

la región 3' UlR; el cONA proviene de una biblioteca hecha a partir de RNAm de saco

embrionario de maíz, que representa una etapa temprana en el desarrollo de la semilla. Este

análisis sugiere que en otras etapas de desarrollo podrían detectarse productos de

procesamiento alternativo.
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1 60

EST CA CCCCCAGCCC GCCGCCACCT TACTACTAGA AAGCGATGCC

HRGP GACGCCGCCG GTGTCTCACA CCCCCAGCCC GCCGCCACCA TACTACTAGA AAGCGATGCC

Consensus a ...... .... ...... . . . . . .• . CA CCCCCAGCCC GCCGCCACCa TACTACTAGA AAGCGATGCC

61 1 20

EST TACCA- - - - - CACTGCTGTC AGTCTCTGGA GCATTTAGGT ACGTACTAGT ACTACGTATA

HRGP TACCATACCA CACTGCTGTC AGTCTCTGGA GCATTTAGGT ACGTACTAGT ACTACGTATA

Consen sus TACCA. .. . . CACTGCTGTC AGTCTCTGGA GCATTTAGGT ACGTACTAGT ACTACGTATA

121 180

EST CGTACAAGAA TGGAGCATGC AATGTGCATG CACACTGCAT ACATTTAGTA TGT- - - ----

HRGP CGTACAAGAA TGGAGCATGC AATGTGCATG CACACTGCAT ACATTTAGTA TGTGCTTGTG

Consensus CGTACAAGAA TGGAGCATGC AATGTGCATG CACACTGCAT ACATTTAGTA TGT. . . .. ..

181 2 40

EST -CAAATGTAT CGTCAGTATC ATACTGATCT CCTGGCATAG TCTGGCACTA ACCATAGGCT

HRGP TCAAATGTAT CGTCAGTATC ATACTGATCT CCTGGCATAG TCTGGCACTA ACCATAGGCT

Cons e ns u s . CAAATGTAT CGTCAGTATC ATACTGATCT CCTGGCATAG TCTGGCACTA ACCATAGGCT

241 300

EST CTCCTTTTCT TTTGTGTTGG ACAGGTGGTC TCGATCAATG GAAGGGTTGT GTCCTAGCCA

HRGP CTCCTTTTCT TTTGTGTTGG ACAGGTGGTC TGGATCAATG GAAGGGTTGT GTCCTAGCCA

Consensus CTCCTTTTCT TTTGTGTTGG ACAGGTGGTC TcGATCAATG GAAGGGTTGT GTCCTAGCCA

301 3 60

EST GCCGGCAAAG ATGAGCTGCT GATGGTAATG ATGATGATAA GAGGCCACTG CTACCCTACT

HRGP GCCGGCAAAG ATGAGCTGCT GATGGTAATG ATGATGATAA GAGACCACTG CTAC- - - - - -

Consensus GCCGGCAAAG ATGAGCTGCT GATGGTAATG ATGATGATAA GAGaCCACTG CTAC... ...

figura 24. Alineación de la seaJenCia eSTCF349276 con la sewencia genómic:a de la HRGP. Enverde

sedenota el alineamiento correspondiente al lntrón.
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8.3 Utilizadón de una sonda especifica para el 3'UTR

Debido a que la región 3' UTR de genes parálogos muestra una mayor variabilidad que la

región codificante, se sintetizó una sonda basada en la secuenda 3' UTR del gen de la HRGP

reportado, y se empleó en Northem Blot para determinar a cuál transcrito correspondía. 8

patrón obtenido (fig. 25) fue Idéntico al observado con la sonda de la reglón codificante del

gen (fig. 19), pues se observó el doblete, lo quesugiere que ambos transaitos provienen del

mismo gen.

TIempo (h) ..Lo...!L 24 ~..1l..

FBl (10 11M)

B

e
12000 -,----- -----,

D
12000 .,-- - - - - - -,

1: 8000
E
:;:,.
,s4OQO

6h 12h 24h 48h 72h

Tlerrpo de genmadón (h)

-+-Banda superior
-ti- Bandainferbr

MerrtJrana

'E 8000

~
4000

"",

6h 12h 24h 48h nh

TJen1lO de gerrrinación (h)

-+-Banda superior

-ti- Banda inferior

P&n1lrana

Figura 25. Niveles de transalto de la HRGPde ejes embrionarios de maíz expuestos a FBIIO J1M
durante la germinación utilizando una sonda espeáfica para el extremo 3' UTR. A. Autorradiografía que

muestra ambas bandas de transcritode HRGP. B. Membrana teñidacon azul de metileno dondese muestra el

corrimiento y la transferencia del RNA ribosomal de lasdiferentes muestras. C. Análisis densitométri<Xl de las

bandas del transcritoy del RNAt 18 S para las muestras control, D. Análisis densltomét:rico de las bandas del

transcritoy del RNAr 18 Sparalasmuestras tratadas con FBl.
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8.4 Diseño de oligonude6tidos que amplifican la secuencia del intr6n

Debido a que los resultados obtenidos con la sonda específica para 3'lITR sugieren un origen

común para los transcritos y a que se ha reportado por lo menos un cONA que contiene el

intron, se analizó la posibilidad de que ambos transcritos se generaran por un proceso de

splidng alternativo. Como ya semencionó, el gende la HRGP posee un único intrónde 165pb

en su extremo 3'lITRy estetamaño es similar a la diferencia en el tamaño de los transcritos

("-'1430 y "'1280 bases). Existe evidenda que sugiere que la presencia de intrones puede

afectar la transcripción de diversos genes. Un ejemplo es el gen r1 involucrado en la síntesis

de antocianinas en maíz; cuando no se remueven los intrones presentes en el 5'UTR y en la

región codificante de este gen, la transcripción se incrementa (Procissi, et al, 2002). En

Arabidopsiseste fenómeno seconoce como IME (Intron-Mediated-Enhancement) y secree que

fundona a nivel co-o post-transcripcional, aunque el mecanismo aúnnoesclaro (Rose, 2002).

Para explorar la posibilidad de un procesamiento altemativo, se diseñaron varios

oligonucleótidos, cuya posición relativa y orientación semuestran en la figura 26.

3'lITR

Intrón-
Región codificante5'lITR;",..,__...o;. _

-.
Fwdlntl

-.
Fwd 604

-.
Fwd 452

SstI

+
Revl0l

-.
Fwdlnt2

Figura 26. Esquema de la estructura del gen de la HRGP y diseño de los oIigonucleótidos.

se realizaron ensayos de RT-PCR con lasmuestras de RNA quecontienen mayores niveles del

transcrito del gen HRGP (FB1, 24 h). los productos obtenidos se analizaron y purificaron en

geles de agarosa y seclonaron en el vector pGEM, queseutilizó para transformar Eco!;' cepa

OH5a.
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Se utilizó RNA como molde, sin transcriptasa reversa como control. Con los

oligonudeótidos Fwd452 y Revl0l, se obtuvieron dos fragmentos de ONA, una banda apenas

visible deaproximadamente 450pb Yotra de 300pb (Rg. 27 carril 1 y fig. 28A). Sinembargo,

cuando se donó la banda de 450 pb, se obtuvoun producto de 220 pb al digerir el plásrnido

(Rg. 28 q. También se Induyó un control positivo de ONA genómlco como molde, del cual se

amplificó un producto de 450 pb a partir de ONA genómico (lig. 27 carril 3 y lig. 28 B). En la

región 3'UTR hay un sitio de corte (gagctc) para la enzima 5stI (1), por lo que se realizaron

digestiones con los3 productos (los productos de 220pb Yde 300pb obtenidos concONA y el

producto de 450 pb obtenido con ONA genómico), obteniéndose fragmentos de 361 pb Y196

pb para el producto amplificado a partir de ONA genómico y el producto de 300 pb a partir de

cONA, perono para el de 220 pb (fig. 28 O).

450pb-+
300pb-+

1 2 3 1. Productos de RT-PCR (RNA de 24h,

FB1) de 300y 450 pb

2. Marcadores de 100pb

3. Producto de PCR a partir de ONA

Figura 27. Fragmentos de DNA obtenidos a partir de RT-PCR usando RNA de ejes embrionarios

germinados en presencia de FBll0 !1M con los cebadores Fwd452 y Revl0l.
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A B

300 pb

+- 452pb

c.
o

1 2 3III

e D

220pb
250 pb
150 pb

Figura 28. Digesti6n de DNA de p1ásmidos en los que se donarion los productos de RT-PCR

amplificados con los oligos Fwd452-RevlOl. A. Digestión con li:vRldel plásmldo en el que sedonó el

fragmento de 300 pb, proveniente de RT-PCR, usando RNAT de 24 horascomomolde.B. Digestión con EwRldel
p1ásmldo en el quesedonó el fragmento de 450 pb provenientede P(R utilizando ONA genómico comomolde. C.

Digestión con EwRldel p1ásmido en el que sedonó el fragmento de 450 pb proveniente de RT-P(R utilizando~

de 24 horascomomolde. D. Digestión con SstI de plásmldos en losque sedonaronfragmentos de 452 pb (ONA

genómico, carril 1), de 300 pb (RT-PCR, carril 2) y de 450 pb (RT-PCR, carril3).

Los resultados obtenidos no aportaron evidenda sobre un posible procesamiento alternativo,

ya que no se logró aislar una secuenda proveniente de cONAque contuviera el lntrón, Estos

resultados apuntan a la presencia de una población única de transcritos de este gen. Sin

embargo, se intentó realizar ampificación de productos usando distintos cebadores sentido

(Fwd604-Rev101, Fwdlntl-Rev101, Fwdlnt2-Rev101) con el mismo cebador antisentido. El

resumen de estos resultados se presenta en la tabla 5.

Tabla 4. Resumen de resultados obtenidos con los diversos cebadores

Combinación de primers RNA ONA

Fwd604-Rev101 No hubo amplificación No hubo amplificación

Fwd452-Rev101 300 pb/220 pb 450 pb

Fwdlntl-Rev101 No hubo amplificadón 420 pb

Fwdlnt2-Rev101 280 pb 280pb
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Cuando se empleó el primer Fwd604 no se obtuvieron productos de amplificación con

DNA ni conRNA. La secuencia de esteoligonudeótido seencuentra en la región codificante, la

proteína tiene un alto contenido de prolinas, cuyos codones son CCC,CCG, CCU y CCA, por lo

que la secuencia del gen es ricaen G + C. Estas secuencias sondiñdlesde amplificar debido a

la estabilidad de la unión por puentes de hidrógeno entre guanina y citosina.

La existencia de una sola población de transcritos se apoyó también por el hecho de

que no se obtuvieron productos de amplificación a partir de RN~I cuando se usó la

combinación Fwdlntl-Revl0l, cuya secuencia se diseñó a partir del intrón de la ZmiRGP. El

control positivo al usarDNA genómico generó un producto del tamaño esperado de 420pb. El

oligonucleótido Fwdlnt2contiene 11 nucleótidos en suextremo 3' correspondientes al exón2 y

el resto correspondientes al intrón (Fig. 31) Y cuando se empleó, generó un producto de

amplificadón de 280 pb tanto con RNA como con DNA (Fig. 32). Sin embargo, esto no

constituye evidenda de que se tenga una población de transcritos sin procesar, pues es

posible que el cebador se hubiese alineado al cDNA a través de las 11 pb en que sí hay

complementaridad. La secuencia nucleotídica del producto efectivamente corresponde a la

ZmHRGP (Rg. 33).

8.5 5ecuenciación de los diferentes insertos obtenidos:

Con el fin de confirmar la identidad de los productos amplificados, se obtuvo su secuencia

nucleotídica. Al realizar una comparación con las secuencias reportadas por medio del

programa BLAST (http://www.ncbLnlm.nih.gov/BLAST/Blastcgi) se encontró que los

fragmentos corresponden a la HRGP de maíz reportada por Stiefel y colaboradores (1988);

ninguna de las clonas obtenidas a partir de RNA por RT-PCR contenía el intrón. La clona de

220 pb no se secuenció por carecer de un sitio de corte para SstL Únicamente la clona

obtenida a partir de DNA genómico de maíz contenía el intrón.
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8.6 Alineamiento para el fragmento de 300 pb (RT30o-T7)

En la figura 29 se muestra el alineamiento del fragmento obtenido por RT-PCR de 300pb con

una secuencia de mRNA de HRGP de maíz reportada por Stiefel y colaboradores en 1988.

Identidad=98%

Frag. : 20 ctgcgttattctctcctcgatcgtctaacggggacggatggcagcacacaaagaggaggg 79

1111I 11111111I11 1I1 111 111111 1111I1111111111111 1111II111111 11

HRGP : 536 ctgcgttattctctcctcgatcgtctaacggggacggatggcagcacacaaagaggaggg 477

Frag. : 80 tacgtagtagggtagcagtggcctcttatcatcatcattaccatcagcagctcatctttg 139

111 I I 1111111 111\ 1I 111111I 1I11I 1I 1111II 11 111 111 11 I I 11 11111 1I

HRGP : 476 tacgtagtagggtagcagtggcctcttatcatcatcattaccatcagcagct-atctttg 418

Frag. : 140 ccggctggctaggacacaactcttccattgatccagaccacctaaatgctccagagactg 199

11I I 1I 11I 1111111I I 1I 1I 111 111 1lit I 111 111 I I 1111111I 1I 11 1 11I1

HRGP : 417 ccggctggctaggacacaactcttccattgatccagaccacctaaatgctccatatactg 358

Frag .: 200 acagcagtgtggtatggtagg 220

1111111 11111111111111

HRGP : 357 acagcagtgtggtatggtagg 337

Figura 29. Alineamiento para el fragmento de 300 pb obtenido a partir de RT-PCR.
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Resultados

8.7 Alineamiento de la secuencia obtenida de DNA genómico (GEN450-T7)

En la figura 30 se observa que el fragmento obtenido a partir de DNA genómico de maíz

presentó una Identidad del 95% con respecto al gen reportado para la HRGP de maíz. En

negritas semarca la secuencia del intrón.

cctaccataccacactgctgt cag tctctggag cattta ggtacqtactagtactacqta 60

11111 111I 111 I 11 11 1111I 11 111111 11111 111111I 11111 111 1111 11I 111
HRGP : 3179 cctaccatacc acact gctgtcagtctctggagcattt a ggtacgtac tagtac tacgta 3238

Fr a g . : 61 tacgtacaagaatqgagcatgcaatgtgcatgcacactgcatacatttagtatgtgcttg 120

111I 11 111111 I I 1111 111I I I 1111I I 111 11 1111I 11 111 111111 11 1111111
HRGP : 3239 tacqtacaagaatqgagcatgcaatgtgcatgcacactgcatacatttagtatgtgcttg 3298

Fr ag . : 121 tgtccaatgtatcgtcagtatcatactgatctcctggcatagtctggcactaaccatagg 180

111 1 111111111111 111 1111 111111 111111 111 11111 11111 11 111 111 111
HRGP : 3299 tgtcaaatgtatcgtcagtatcatactgatctcctggcatagtctggcactaaccatagg 335 8

Frag.: . 181 ctctccttttcttttgtgttggacaggt gg t c t gga t ca a t ggaa gag t t g t gt cc t agc 240

1I 1111111111111111111111 111111 I 1I 111I 11 1111111 I 111111 1I 111 1
HRGP 33 59 ctctccttttcttttgtgttggacaggt ggt c t gga t ca a t ggaa gggt t g t gt cct agc 3418

Frag 241 cagccggcaaagatgacgtgctgatggtaatgatgatgataagaggccactgctacccta 30 0

1111111111111111 111111111111111111111111111 111111
HRGP 3419 cagccggcaaagatgagc tgctgatggtaatga t gatgataagagac c ac t g- ------- 3470

Frag. : 301 ctacgtaccctcct-ctttgtgtgctgccatcc gt cccc gttag a cgatcgaggagagaa 359

1111111 11 11111 111111 111 11111 11111 11111 11 111 11 11 111 11 1111 1
HRGP : 3471 ctacgtaccctcctcctttgt gt ggtgccatccgt ccccgctagacgatcgaggagagaa 3530

Frag.: 360 taacgcagagctctctgctcccggc- -ctgtcttctgccgtcccggccgtttaatttact 417

11 1111111111 11111 11111 11111111111111111111111111111111
HRGP : 3531 ta- - gcagagctct gtgctc ccggcct ctgtct t ct- cc gt cccggcc gt t t aa t ttact 3587

Frag . : 418 agtgtgttcgt-cc tatatgtttagcagc agcaggtgtattgt 459

111 111111 111 11 111111111 11 1111 11111 11111 11 1
HRGP 35 88 agtgt gt t cgtccctatatgt t t agcagca gcaggtgtattg t 3630

Figura 30. Alineamiento de la secuenda obtenida a partir de DNA genómico de maíz.
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3121 gacgccgccg gtgtctcaca cccccagccc gccgccacca tactactaga aagcgatgcc

3181 taccatacca cactgctgtc agtctctgga gcatttaqgt acgtactaqt actacgtata

3241 cgtacaagaa tggagcatgc aatgtgcatg cacactgcat acatttagta tgtgcttgtg

3301 tcaaatgtat cgtcagtatc atactgatct cctggcatag tctggcacta accataggct

3361 ctccttttct tttgtgttgg acaggtggtc tggatcaatg gaagggttgt gtcctagcca

3421 gccggcaaag atgagctgct gatggtaatg atgatgataa gagaccactg ctacgtaccc

3481 tcctcctttg tgtggtgcca tccgtccccg ctagacgatc gaggagagaa tagcagagct

3541 ctgtgctccc ggcctctgtc ttctccgtcc cggccgttta atttactagt gtgttcgtcc

3601 ctatatgttt agcagcagca ggtgtattgt gcgggtatgt aatggtattg

Figura 31. Fragmento del extremo 3'UTR.del gen HRGP.8 intrón seencuentraresaltado en negritas. Los

oIigonudeótidos diseñados estánsubrayados. sepuede observar que el primeroIigonude6tido (fmint1) se

enarentra al Inldo dellntr6n (productoesperado de 420 pb), mientrasque el segundo oligonudeótido(Fwdint2)

estáal final del Intrón e Incluso abarca bases que no pertenecen a éste(productoesperado 2BO pI».

1 2 3 4 S 678

280pb

1. RT Fwdintl + Revl0l
2. RT Fwdint2 + Revl0l

3. RNA Fwdintl + Revl0l }
4. RNA Fwdint2 + Revl0l
5. RT Fwdintl
6. RT Fwdint2
7. RT Rev101
8. Marcador de 100 pb

Controles

Figura 32. RT-PCRutilizando los oIigonude6tid05 FwdinU y Fwdint2 con el cebador Revl01. RTse

refiere al productode transaipdón reversa a partir de mRNA de ejes embrionarios de maíz germinados 24 horasen

presencia de FBl 10¡tM. Comocontroles se utilizaronRNA sin transaipdón reversa, paraanalizar que no hubiera

contaminación con DNA geoómico y se utilizó el productode la reacción de RTcon cada uno de los

oligonude6tklos.

la banda de 280 pb se donó en E. coli DH5a y se secuenció. se obtuvo una identidad del 95%

con el gen de la HRGP de maíz.
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tgttggacaggtggtctggatcaatggaagagttgtgtcctagccagccgccaaagatga 64

1111111111111111 111 111111 11 111 111111111111111111 111 1111111

HRGP 3375 tgttgqacagqtggtctggatcaatggaagggttgtgtcctagccagccggcaaagatga 3434

Frag.: 65 gctgctgatggtaatgatgatgataagaggccactgctaccctactacgtaccctcctcc 124

111111111111111111111 111111111111111111 11 111 1111 11 I

HRGP 3435 gctgctgatggtaatgatgatgataagagaccactgctac--------gtaccctcctcc 3486

Frag.: 125 tt-gtgtgctgccatccgtccccgttagacgatcgaggagagaataacgcagagctctct 183

111 1111 1111 11111 11111 1 1111 1111111 1111111111 1111 111 111 1

HRGP 3487 tttgtgtggtgccatccgtccccgctagacgatcgaggagagaata--gcagagctctgt 3544

Frag.: 184 gctcccggc- -ctgtcttcagccgtcccggccgtttaatttactagtgtgttcgt-ccta 240

111111111 11I11111 11111111111111111111111111111111111111

HRGP 3545 gctcccggcctctgtcttc-tccgtcccggccgtttaatttactagtgtgttcgtcccta 3603

Frag.: 24 1 tatgtttagcagcagcaggtgtattgt 267

11111 11111 11111111111111 111

HRGP 3604 tatgtttagcagcagcaggtgtattgt 3630

Figura33. Alineamiento de la secuencia obtenida para FwdinU y Revl0l. La parte que comprende al

intJón se muestra en negritasy el oligonudeótido Fwdint2 se encuentra subrayado.
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VUI. DISCUSIÓN

La FBl esuna micotoxina conestructura esfingoidea queproduce granvariedad de efectos en

diversos sistemas. Muchos de éstos son causados probablemente por el incremento en los

niveles de bases esfingoideas y la disminudón de esfingolípidos complejos, ya queestatoxina

inhibe a la esfinganina N-aciltransferasa con una alta afinidad (Menil et al, 2001). Tanto las

bases esfingoideas corno losesfingolípidos complejos tienen suma importanda encascadas de

señalización que regulan eventos de proliferación celular, diferenciadón celular o apoptosis,

por lo que el balance en las concentradones de los distintos esfingolípidos es crucial para

determinarel destino de la célula (Pyne y Pyne, 2000).

En maíz, la FB1 induce la acumulación de bases esfingoideas (Rivas sanVicente, 2001), inhibe

la elongación radicular y la actividad de una a-amilasa (Doehlert et al, 1994), induce la

activación de nucleasas (De la Torre, comunicación personal), la transcripción de genes de

defensa (san Juan Badillo, 2000) y altera la permeabilidad membranal (Gutiérrez Nájera,

1999). Es posible que por lo menos algunos de los efectos causados por la fumonisina Bl en

maíz sedeban a un incremento en losniveles de bases esfingoideas o bien, a unadisminución

en losniveles de esfingolípidos complejos.

1. Efecto de la FBl sobre la germinación de embriones de maiz y sobre el

crecimiento de la radícula y del coleoptilo en semillas de maíz

Para analizar la viabilidad de lassemillas, asícomo su susceptibilidad a la FB1, se realizó una

curva de germinación exponiendo las semillas a 0.1, 1.0 Y 10 ¡.tM de toxina. Los resultados

indican que la germinación no se inhibe por la FB1, ya que las semillas mostraron tasas de

germinación similares y alcanzaron un porcentaje de germinación cercano al 100% para todas

lasdosis. Estudios con maíz y otras especies, como A. thaliana handemostrado quela toma de

agua y la germinación ocurren aun en presencia de inhibidores de la transcripción como la a

amanitina, lo que sugiere que losRNAm almacenados son sufICientes para el desarrollo de la

plántula en etapas tempranas. En contraste, la síntesis de novo de proteínas sí es

indispensable para la germinación pues el inhibidor dcloheximida previenela germinación de

semillas de A. thaliana (Rajjou etal, 2004). Estas etapas iniciales no fueron afectadas por la
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FB1 pues no se observaron diferencias en la protrusión de la radícula a ninguna dosis. Sin

embargo, sí seobservó un efectosignificativo de la toxina (10 11M) en el crecimiento posterior

de la radícula y del coleoptilo. Esta inhibidón puede ser explicada por distintos mecanismos

que no son exduyentes y que pueden depender tanto de la alteración del metabolismo de

esfingolípidos, como de la acción directa de la toxina sobre otrosblancos celulares.

La FB1 es un inhibidoracompetitivo de la ATPasa de protones de membrana plasmática y

reduce la acidificación del medio, lo que dificultaría el proceso de elongación (Gutiérrez-Nájera

et al., 2005,Enprensa). Es posible que la disminución en la elongación radicular observada en

semillas germinadas en presencia de FB1 se deba,al menos en parte, a la inhibidónde esta

enzima, de la que dependen varios procesos fisiológicos talescomo la nutrición, elongación y

homeostasis iónica de las células. Asimismo, se ha reportado también que la FB1 inhibe al

menos unaactividad de a-amilasa, otra enzima cuya función es relevante en la germinación y

desarrollo posterior (Dohelert, et al., 1994).

Porotro lado, la FB1 altera la permeabilidad de la membrana y, debido a que inhibe la

síntesis de esfingolípidos, causa alteradones en la composición Iipídica de la membrana. Seha

demostrado que la composición de lípidos en la membrana puede afectar la germinación, ya

que en A. thaliana se han encontrado mutantes defectuosas en la síntesis de esteroles que

presentan expansión celularreducida durante la germinación, división celulardescontrolada y

pelos radiculares excesivos. A los tres díasde germinación, el crecimiento radicular de estas

mutantes se reduce considerablemente con respecto al control. La elongación radicular en

estas plantas cesa a los 15-18 díasdespués de la germinación. Un efecto importante de la

alteradón en el perfil de esteroles en estas mutantes es la desregulación de la vía de

señalización por etileno. En A. thaliana el etilenocontrola la división y la organización celular.

La presencia de balsas Iipídicas en plantas no está completamente demostrada, peroexisten

cada vezmás datosque indican queexisten vías de señalización específicas cuya localización o

función dependen de la composición de esteroles membranales (Souter et al, 2004). Otro

componente importante de estos dominios de lípidos en plantas, por lo menos en A. thaliana,

son los esfingolípidos (Bomer et al, 2005) por lo que, si existen alteraciones en estos lípidos

causadas por la FB1, varias vías de señalizadón, asícomoalgunas ATPasas, y otrasproteínas

podrían verse afectadas.

Una alternativa para explicar la inhibidón de la elongación radicularen semillas germinadas

en presencia de FB1 es suefectosobre losniveles de arabinogalactoproteínas (AGPs) ancladas
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a la superficie celular por un residuo de glicosilfosfatidil inositol (GPI). En levadura se ha

observado que la inhibición de la síntesis de ceramida por miriocina conduce a una reducdón

rápida y específica del transporte de proteínas GPI del retículo endoplásmico al aparato de

Golgi (Horvath etal, 1994). las AGPs son proteoglicanos cuyo esqueleto peptíclico es ricoen

prolina! hidroxiprolina, alanina, serina y treonina y los residuos de hidroxiprolina están

generalmente unidos a cadenas de carbohidratos de arabino galactanos tipo II (SChultz etal,

1998). Muchas proteínas AGP contienen en el extremo C-tenninal un ancla de glicosil fosfatidil

inositol cuyo esqueleto glicano es trimanosil glucosamina unido a diacilglicerol, o bien a

ceramida. Esta ancla GPI genera un mecanismo alternativo para que la proteína se inserte en

membranas celulares (SChultz etal, 1998).

la expresión de lasAGPs en plantas es específica de tejido y se ha sugerido que tienen

una función en la expansión de células de la raíz pues cuando setratan raíces de plántulas de

Arabídopsis thalianaconel reactivo de Yariv (I3-D-GIc)] queseunea losresiduos de arabinosa

de las AGPs, se inhibe el crecimiento radicular y se observa un abultamiento de las células

epidermales (Ding y Zhu, 1997). Además de estas evidendas farmacológicas sobre la función

de lasproteínas AGP en el credmiento vegetal, se han caracterizado algunas mutantes en A.

tf1aliana de estas proteínas que tienen un fenotipo característico. En las mutantes sethl y

setf12 estábloqueada lagerminación del polen y el crecimiento del tubo polínico, efecto quese

asocia con una deposición anormal de calosa. Los genes SETHl y SEfH2 codifican proteínas

conservadas queestán involucradas en el primer paso de la rutabiosintética deGPI (lalane et

al, 2004).

CoblO es otra mutante de A. tf1aliana que estáafectada en la orientadón de la expansión

celular de la raíz y en los niveles de celulosa cristalina de la pared celular de la zona de

crecimiento. la secuenda del gen predice un sitio de anclaje para GPI y las evidencias

sugieren queestá involucrado en la síntesis decelulosa (SChindelrnan etal, 2001). En maíz se

identificó un gen con 40% de similitud a A.t:obral, cuyo transcrito se expresa en etapas

tempranas de germinación, peronoen otrostejidos como hojas. Este genesunode lospocos

genes caracterizados cuya expresión es específica de la germinación y seha propuesto que la

proteína codíñcaoa partidpa en la regulación de la expansión celular (Cruz-García etal, 2003).

sería interesante determinar si esta proteína es efectivamente modificada por GPI, como

predice su secuenda y si esta modíñcacón y la función de la proteína depende de la síntesis

denovode esfingolípidos. Aunque el requerimiento de la biosíntesis de novode ceramida para
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el transporte del retículo endoplásmico al aparato de Golgi de proteínas GPI se ha propuesto

en levadura (Skrzypek etal, 1997), distintos investigadores handemostrado que la inhibición

de la biosíntesis de esfingolípidos en plantas por la acción de la fumonisina B1 podria tenerun

efecto similar al de la inhibición de la biosíntesis de la ceramida. se han propuesto varias

hipótesis sobre la función de laceramida en estetipo de transporte y que no sonexcluyentes

entre sí. Una posibilidad del requerimiento de ceramida es corno un componente de las

membranas para la asociadón estable del ancla GPI con la membrana por interacciones

hidrofóbicas. Otra posibilidad es que la ceramida partidpeen la formadón de balsas Iipídicas

en el RE pues se ha demostrado que este esfingolípido promueve la formadón de

microdominios in vitTo. También es posible, tanto en levaduras como en plantas, que la

ceramida funcione como sustrato para modificar el residuo Iipídico del GPI en el retículo

endoplásmico (Watanabe et al, 2002). Enresumen, tanto la FB1 como la miriocina podrían ser

empleadas para determinar el papel de la ceramida en laarquitectura radicular y posiblemente

en la función de lasproteínas GPI durante esta etapa del desarrollo en plantas.

Los esfingolípidos complejos, como la inositol fosforil ceramida (IPC), también son

relevantes en mantener la polaridad celular del crecimiento en el hongo filamentoso

Aspergillus nidulans, pues la inhibición de la IPC sintasa con aureobasidina previene el

crecimiento durante la germinadón de lasesporas; la ceramida que se acumula ocasiona una

detención enel ciclo celular en la faseG1 (Cheng et al, 2001).

Una estrategia para determinar si la acdón de la FB1 sobre las semillas de maíz en

germinación fue mediada por la acumulación de bases esfingoideas, o bien por la disminución

en losniveles de esfingolípidos, fue realizar experimentos con bases esfingoideas, ceramida y

miriocina, un inhibidor de la serina palmitoil transferasa.

2. Efecto de la FBl sobre lOs niveles de bases esfingoideas en embriones de

semillasde maíz durante la germinación

La acumulación de bases esfingoideas causada por la FB1 es un fenómeno descrito para. .

diversos sistemas, tanto vegetales como animales (Merrill, 1997). Los niveles de esfinganina

aumentaron durante la germinadón y elongación de las semillas control. Es posible que la

reactivación delmetabolismo causada por la rehidratación conduzca a un mayorrequerimiento

de esfingolípidos complejos, y por ello se detecte un incremento en la concentración de

98



Disalsl6n

Intennediarios de la ruta metabólica. En el caso de los embriones de maíz de semillas

genninadas en presencia de FB1, seobservó acumulación de estinganina 5 veces mayorQue el

control a las 48 horas de germinadón a una dosis de 10 ~, aunquedosis menores (1 JtM)

logran un efecto similar a tiempos más avanzados de la imbibidón (72 h). Este resultado

implica Que aún a las 72 horas de imbibición la FB1 sigue siendo activa. La estinganina es el

sustrato de la enzima esfinganina-N-adltransferasa, por lo Que el inhibidor competitivo causa

la acumuladón de esta base (Lynch, 1999).

Los niveles de fitoesfingosina también fueron afectados por la presencia de la toxina,

teniendo un máximo de acumuladón de aproximadamente 5 veces con respecto al control a

las48 h de genninación con unadosis de 10 JtM de FBl. Nosesabeconcerteza la causa de la

acumulación de fitoesfingosina ocasionada por la FB1, ya Que esta base no es el sustrato

directode la enzima inhibida. Existen varias hipótesis Que explican lasposibles razones por las

Que la fitoesfingosina se acumula en las células: a) en saccharomyces cerevisiae existeuna

ruta metabólica en la Que la fltoesfingosina esel precursor de la ceramida, por lo Que existela

posibilidad de Que esta vía se encuentre también en plantas (Dickson, 1998); b) es probable

Que la célula tenga un mecanismo de desintoxicación de esfinganina por medio de su

hidroxilación a fitoesfingosina, disminuyendo de esta manera la acumulación de esfinganina; e)

el residuo de esfinganina es hidroxilado unavezQue seha unidoal ácido grasopara fonnar la

ceramida, por lo Que es posible Que la frt:oesfingosina provenga de la vía de degradación de

estingolípidos complejos (Merrill et al, 1996).Enestemismo sentido, el exceso de estinganina

se puede reducir por fosforilación por una estinganina cinasa, cuya actividad también se ha

reportado en maíz.

En las semillas tratadas con FB1 10~ se observa una disminución en la acumulación

de fltoesfingosina y estinganina a las72 h de germinación. Es poco probable Que este efecto

se deba a la degradadón de la FB1 en el medio de genninación por dos razones a) a las72

horas se observa un efecto de acumulación con la dosis de 1 ~ de FB1 y b) la FB1 se

degrada por esterasas en un derivado aun mástóxico Que la FB1 llamado aminopentol (Merrill

et al, 2001). se ha postulado Que la fosforilación de bases estingoideas por la enzima

esfingosina cinasa es un mecanismo de desintoxicación de las células. De hecho, las células

HEK-293 (de riñón embrionario humano), pierden su resistencia natural a la FB1 cuando se les

aplican inhibidores de la esfingosina cinasa (Shanna et al, 2004). Es muy probable Que la

disminudón en Jos niveles de bases esfingoideas observada en las semillas genninadas en
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presenda de FBl 10~ se debaa la conversión de estas bases en susderivados fosforilados y

posteriormente, en hexadecanal y fosfotetanolamina (Pyne y Pyne, 2000)

la inhibición en el crecimiento de radículas y coleoptilos de las semillas germinadas en

presencia deFBll0~ corresponde al tiempode máxima acumulación de bases esfingoideas,

por lo que es posible que esta acumuladón sea la causa del efecto fitotóxico observado.

Aunque esta dosis fue la más alta que se probó, todavía corresponde a niveles comparables

con losde la incidenda naturalde la toxina en maíz, pues sería equivalente a 7.21 ppm. En el

estado de Sonora, sehan encontrado semillas de maíz conFBl en concentraciones desde0.67

hasta 13.3ppm (Cortez-Rocha etal, 2003).

3. Efecto de la FBl sobre los niveles de transcrito de la HRGP en ejes embrionarios

de maíz durante la germinación

Para los estudios de expresión del transcrito de HRGP utilizando FBl se eligió la dosis de 10

~M, ya que fue la que produjo una mayor inhibición del crecimiento radicular y una mayor

acumulación de bases esfingoideas. Estadosis es cercana al valorde la constante de inhibición

de la W-ATPasa por la toxina en estudios in vitro, que es 17.5 ~M. Asimismo, Wang y

colaboradores (1991) encontraron que la leso para la inhibición de la esfinganina-N

aciltransferasa por FBl es de 0.1 ~M en preparaciones microsomales de rata.

sanJuanBadillo (2000) demostró que la FBl 10~ induce la transcripdón de diversos

genes de defensa. Unode losgenesque seexpresa másabundantemente en presenda de la

toxina es el de la HRGP, una proteína de reforzamiento de pared celular que se induce e

insolubiliza en la pared celular durante el desarrollo normal de las plantas, así como por

heridas y ataquede organismos patógenos (Cassab, 1998; Bucher etal, 2002).

En este estudio no se pudo detectar al transcrito en los embriones, por lo que se

continuó el análisis en ejes embrionarios de maíz germinados en medioMS suplementado con

sacarosa, pues losniveles en estetejido sonabundantes. Enestudios previos seestableció que

el mRNA de HRGP seacumula en tejidosjóvenesquecontienen células en división activa, tales

comoel coleoptilo, el nodo, la plúmula y el ápice de la raíz. En contraste, en escutelo y en

tejidosadultos, la acumulación de este transcrito es baja. ElmRNA correspondiente a la HRGP

de maíz se acumula transitoriamente en las células provasculares de las plántulas, hojas

jóvenes y raíces. Asimismo se reporta que la transcripción de estegen se induce en respuesta
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a daño mecánico, elicitDres microbianos, ataque de patógenos y tratamiento con etileno

(Garcia-Muñlz etal, 1998).

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado, ya que se observó la presencia

del transcrito a partir de las6 horasde germinadón, tanto en losejescontrol comoen los ejes

germinados en presencia de FB1 10 ~. A partir de las 12 horas de germinación ocurrió un

incremento en los niveles de transcrito presente en los ejes embrionarios germinados en

presenda de FB1 con respecto al control, que alcanza un máximo a las 24 horas,

manteniéndose niveles elevados de transcrito por lo menos hasta las72 horas de germinación.

Rivas san Vicente (2001)demostró que en ejesembrionarios germinados en presenda de FB1

10~ existe un máximo de acumuladón de esfinganina a las 24 horas, pero desde las 12

horasdetectaque hay tresveces másesfinganina que en el control. Estos datossugieren que

podría existir una correladón entre los niveles de esfingolípidos y la inducdón de la

transcripción del gen de la HRGP.

En la autorradiograña se observaron dos bandas que tienen un patrón de expresión

similar. se determinaron los tamaños de los dos transcritos utilizando marcadores para RNA

encontrándose un transcrito de aproximadamente 1430 nucleótidos y otro de 1280

nucleótidos. Aun cuando en la literatura no se ha reportado la longitud del transcrito ni se ha

mapeado el sitio de inido de la transcripción, los tamaños estimados en este trabajo son

consistentes con la secuenda del gen Zm-IRGP, que es de aproximadamente de 1600

nucleótidos y contiene un intrónde 150 pb en la región 3'-lITR.La explicación a la causa de la

aparición de lasdos bandas se discutirá másadelante.

4. Efecto de los esfingolípidos en los niveles de transcrito de la HRGP en ejes

embrionarios de maíz durante la germinación.

4.1 Efecto de la esfinganina y la ceramida

Para investigar si el incremento en el nivel de expresión de la HRGP causado por la FB1 se

debe a la acumuladón de las bases esfingoideas, se realiZó un Northem Blot de ejes. .
embrionarios germinados en presencia de esfinganina 10 ~. Las semillas germinadas en

presencia de esta base esfingoidea tienen radículas y coleoptilos más pequeños que las

semillas control. Los resultados mostraron una inducdón discreta de los niveles de transcrito

durante las primeras 48 horas de germinadón. El mRNA para la HRGP aumenta notoriamente
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a las 72 horas de germinadón, alcanzando un máximo de expresión comparable con el

máximo nivel que induce la FB1 a las 24 horas. El retraso en la inducción de la expresión del

gen se puede deber a varios factores: a) la dosis de esfinganina que penetra en los ejes

embrionarios de maíz es diferente de la cantidad de esfinganina que se acumula en losejes

embrionarios porefecto de la fumonisina, por lo que no es suñcíente para indudr la expresión

del gen a tiempos similares a la FB1; b) la FB1 se puede unir directamente a blancos

moleculares de la esfinganina y fitoesfingosina importantes para la transducción de señales,

produdendo una respuesta más rápida. Este fenómeno se ha reportado en fibroblastos de

ratón, en los quela FB1 activa rápidamente una cascada de señalización por MAPK previa a la

acumulación de bases esfingoideas (Wattenberg et al, 1996); e) losesfingolípidos añadidos al

medio de germinación pueden degradarse. En el laboratorio se han hecho experimentos para

probar la estabilidad de losesfingolípidos enel medio y sehaobservado queel efecto inductor

de la esfingainina sobre la acumulación del ácido salicílico se mantiene cuando se transfieren

los embriones cada 24 horas con el compuesto (Rivas san Vicente, 2004); d) las bases

esfingoideas no son responsables del incremento en los niveles de transcrito ocasionado por la

FBl. En este caso es posible que la disminución en los niveles de esfingolípidos complejos

puedan indudr la transcripción del gen. En experimentos similares en los que se analizó la

inducción de la expresión del transcrito de la enzima fenil alanina amonio Iiasa (PAL) por la

FB1, seenconbó que lasbases esfingoideas presentaron un efecto muysimilar a la toxina. En

estos experimentos se concluyó que las bases esfingoideas síson responsables directas de la

inducdón del gen de la PAL (Rivas san Vicente, 2Q01). Por lo anterior existe una posibilidad

importante de que las bases esfingoideas no sean las responsables del incremento en la

expresión del gen de la HRGP por la FB1. Para comprobarlo se realizaron experimentos con

inhibidores de la enzima serina palmitoiltransferasa, responsable de la síntesis de bases

esfingoideas.

Debido a que los niveles relativos de las distintas pozas de esfingolípidosparecen ser

un componente importante en su función como reguladores celulares; se probó el efecto de la

ceramida C6 (10 ~) en la expresión de la HRGP. Recientemente se ha caracterizado una

mutante deArabidopsis tiJaliana (acdS), quemuestra muerte celular acelerada constitutiva por

. acumulación de ceramida, ya que la mutación está en el gen de la ceramida dnasa, que

reduce los niveles del esfingolípido (Uang et al, 2003). se empleó C6 ceramida (10 ~M)

porque la cadena corta la hace más soluble y puede incorporarse al medio de germinación,
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además es capaz de penetrar los tejidos. los resultados muestran una discreta inducción del

transcrito. Sín embargo, seobserva consistentemente un banidoen lasmuestras tratadas con

ceramida, que probablemente sedebea que sepromueve un granrecambio de transcritos en

presencia de este estingolípido. se sabe que la ceramida es capaz de inducir apoptosís en

células animales (Lee et al, 2000), por lo que también existe la posibilidad de que el

Incremento en los niveles de transcrito y el barrido observado se deba a muerte celular.

Aunque no lo hemos demostrado experimentalmente en nuestro sistema, suponemos que el

incremento en los niveles de bases esfingoideas va acompañado por una reducción en los

niveles de ceramida y, posiblemente, de estingolípidos complejos también.

4.2 Efectode inhibidores de la síntesisde bases esfingoideas

La FB1 tienedosefectos en losniveles de estingolípidos: incrementa la concentradón de bases

esfingoídeas y provoca una disminudón en los niveles de esfingolípidos complejos que se ha

demostrado en células animales (Merrill et st; 2001). Para discernir si el incremento en la

expresión de la HRGP ocasionada por la FB1 es debida al aumento en los niveles de bases

esfingoideas o a la disminución de la cantidad de estingolípidos complejos, se utilizaron dos

inhibidores de la serina palmitoil transferasa, que cataliza la primera reacción de síntesis de

esfingolípidos (Menill etal, 2001).

La J3-eloroalanina es un inhibidor irreversible de enzimas que tienen piridoxalfosfato

como cofactor, entre las que se encuentran las transaminasas de alanina y aspartato, por lo

que no es específica de la SPT. Este inhibidor se une a la enzima, inactivándola de manera

irreversible (Ikushiro et al, 2004). En el experimento se probaron tres dosis de J3-eloroalanina

(0.5, 2 Y2.5 mM) a dostiempos de germinación donde la inducción de la HRGP porfumonisina

es elevada. Al utilizar este inhibidor se observó que existe unadisminución en los niveJes de

transcrito a las24 horas, pero un incremento a las36 horas. A pesar de queexisten reportes

de que la s-coroatanma noocasiona perturbaciones significativas en otrasfunciones celulares

(Hanada et al, 2000), al serun inhibidor no específico y al aplicarse en una dosis tan alta es

posible que losefectos observados se deban a la inhibidón de otras enzimas que contienen

piridoxal fosfato.

Para reducir este problema de especificidad, se utilizó la miriocina, quees un inhibidor

con unaalta afinidad por la 5PT. Con este inhibidor seobtuvo un incremento muy notable en
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los niveles de transcñto con respecto al control a todas las dosis probadas. la concentradón

de rniriocina necesaria para inducirun incremento en la transcripción del gen fue de 10 nM;

una dosis tan pequeña indica que el inhibidor es altamente específico para la enzima y

consistente con los datos de la literatura (Ikushiro et al, 2004). Al actuar sobre los ejes

embrionarios de maíz, la miriocina disminuye losniveles tanto de bases esfingoideas comode

esfingolípidos complejos. Debido a que los efectos de la miriocina son comparables a los

causados por la FBl Yno a los efectos observados con bases esfingoideas, se sugiere que el

incremento en la transcripción del gen de la HRGP es independiente de éstas y se debe a la

disminución de estingolípidos complejos.

Este resultado contrasta con la expresión del gende la PAL, otra enzima involucrada en

mecanismos de defensa, puesla FBl y la esfinganina inducen sutranscripdón, mientras que la

miriocina no mostró ningún efecto (Rivas san Vicente, 2004). Estos resultados sugieren que

tanto las bases esfingoideas como los esfingolípidos complejos podrían participar en la

regulación de dístíntas vías de defensa y que la HRGP no participa en la vía dependiente de

ácido saHdlico, a pesar de que la FB1 causa un aumento en los niveles este compuesto

producido aparentemente por el incremento en la concentración de bases esfingoideas (Rivas

san Vicente, 2004). García Muñiz y colaboradores (1998) reportaron que el aumento en la

expresión delgen de la HRGP no está regulado porel ácido saücñíco

5. Determinación del origen de los transcritos de la HRGP.

El procesamiento alternativo del RNAm precursor es un mecanismo lmportante de regulación

de la expresión genética en eucariontes superiores y unafuentede diversidad funcional pues a

partir de un transcrito primario se pueden generarvarias proteínas con estructura y función

dístínta (Simpson y Filipowicz, 1996). Enanimales este proceso está sujetoa regulación por el

desarrollo o es específico de tejido y en algunos casos el mecanismo que controla estos

eventos alternativos se ha caracterizado y se han definido los factores cís y trans que

participan (Black, 2003). En contraste, en plantas se han descrito algunos ejemplos de

procesamiento alternativo, peroen realidad haypoca información sobre el significado biológico

fundonal de los productos alternativos que se generan del transcrito primario. la situadón

máscomún en células veqetaíes es la acumulación del transcrito no procesado queen algunos

casos constituye un 50% del total del ese RNAm particular. Este fenómeno refleja
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probablemente una baja eñoenca de procesamiento más que una forma de regulación y

contrasta con la situación de mamíferos en que no ocurreacumulación de RNAs sin procesar

(Simpson y Filipowicz, 1996).se ha propuesto que unafundón de la presencia de un intrónen

una población de RNAm puede potencialmente regular los niveles de éstos ya que genera

competencia por otroseventos de procesamiento de RNA, comoes la poliadenilación. Esto es

porquelos sitios de poliadenilación presentes en un intrón pueden competir conel aparato de

procesamiento, resultando en muchos transcritos que son poliadenilados prematuramente

(Brown y Simpson, 1998). se sabe que en A. thaliana alrededor del 2-3% de los genes

retienen los intrones. De estos genes, una gran proporción contiene los intrones en las

regiones UTR. se ha demostrado que algunos tiposde estrés, talescomola exposición al frío,

a metales pesados o en anaerobiosis, los patrones de procesamiento cambian en varias

plantas. Existe un reporte de queel tratamiento de plántulas de maíz concadmio ocasionó un

incremento específico de 20 veces del transcrito de Bz2 y un incremento de SO veces del

transcrito sin procesar. Aún se desconocen los mecanismos a través de los cuales el estrés

modifica el procesamiento en plantas. Es interesante que aproximadamente el 10% de los

transcritos que retienen los mtrones están relacionados con condidones de estrés. Si un

estímulo específico influencia la retención de losintrones, entonces esposible que la presencia

o ausencia del intrón estabilice o modifique la función biológica de los mensajeros (Ner-Gaon

etal, 2004).

Debido a la clara presencia de dos bandas en el Northem blot, cuya separadón

corresponde a la diferencia en tamaño del transcrito procesado y sin procesar, se exploro la

posibilidad de que el transcrito de mayor tamaño correspondiera a un RNAm que hubiese

retenido el intrón. Además, como ambos transcritos presentaron una abundancia similar en

todaslasmuestras seconsidero que sepodría detectarpor RT-PCR un cDNA quecontuviese el

intrón al utilizarun cebador (Fwdlntl) diseñado con baseen la secuenda del único intrón. se
pudo detectar el cDNA correspondiente al transcrito procesado pero no se obtuvo una

amplificadón clara y reprodudble cuando se empleó el cebador Fwdlntl, y tampoco se pudo

amplificar. esta secuencia a partir del DNA.de un banco de cDNA de maíz por lo que no se

sostiene la hipótesis de un procesamiento altemativo comofuentede dostranscritos. la señal

de poliadenilación canónica de RNAm en plantas (AATAAA) (Joshi, 1987)se localiza en el exón

2 y aunque en el intrón hay secuendas ricas en AT, se tendría que probarsu funcionalidad

corno señales de poliadenilación.
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Asimismo, se realizaron continuamente búsquedas en la base de datosdel genoma de

maíz (www.maizegdb.org) que contiene mas de 50 secuendas EST reportadas con una alta

similitud a la región codificante de la HRGP Y solamente se ldentíñcé una secuenda (EST

CF349276; GenBank: 33942676) que contenía el intrón en la región 3' UTR. Este cDNA

proviene de una biblioteca hecha a partir de RNAm de saco embrionario de maíz, que

representa unaetapatemprana en el desarrollo de la semilla.

Tampoco se obtuvieron evidendas de la presencia de un segundo gen de la HRGP en la raza

"Chalqueño" de maíz, pues la sonda específica de la región 3'UTR detectó, al igual que la

sonda completa, a ambos transcritos en el Northem blot. Nose pudoestablecer por Southem

blot el número posible de genes en esta raza de maíz, pero experimentos reportados por

Stiefel et al (1990) presentan evidencias de uno o dos genes en diferentes líneas y razas de

maíz. Las evidencias experimentales indicadas arriba sugieren entonces que ~I transcrito de

menor tamaño proviene de la degradación del transcrito mayor, probablemente como un

primerpaso en el rápido recambio que sufreel mRNA de estegen.

Una tercera posibilidad es que el transcrito tenga dos sitios distintos de inicio de la

transcripción. Esto se ha documentado en transcritos de genes mitocondriales de maíz, pues

en un blot de RNA seobtienen múltiples bandas al hibridarconla sonda correspondientea ese

transcrito. Porejemplo, parael gen atp9 mitocondrial de maíz se identificaron, por ensayos de

extensión de primer, cincotranscritos de longitudes distintas quevarían hasta en 200 pb y que

se generan a partir de distintos sitios de inicio de la transcripción (Mulligan et al. 1988). Enel

gen coxIJJ mitocondrial de maíz se identificaron también dos sitios distintos de inicio de la

transcripción separados por 39 pb. Esta diversidad en lossitios de iniciode transcripción es un

indido de la falta de una señal consenso en los genes mitocondriales de maíz pues la única

característica particular de estas regiones es un alto contenido de A + T (Mulligan et al,

1988). Esta particularidad de la amplia multiplicidad de tamaños de los transcritos no se

comparte para losgenes nucleares de maíz. Enparticular para el gen Zf7i1-IRGP se localiza una

sola caja canónica TATA (TATATAA) en la posición -112 con respecto al codón de inicio(Raz

et al, 1992) y el análisis de la secuencia no haceevidente ninguna otra cajaTATA o CAAT que

pudiera funcionar como sitio de inicio 'de la transcripción. Sinembargo, se tendría que probar

esta hipótesis mediante ensayos de extensión de primerpues el sitiode inido de transcripción

no seha mapeado en estegen.
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Otroevento que puede generar heterogeneidad de transcritos es el procesamientode

la región 3'-UTR previo a la poliadenilación. Aunque el gen Zm-fRPGP contiene la secuencia

canónica AAUAAA de poliadenilación, ésta no necesariamente es funcional y podría ser

sustituida porotros motivos en la región 3'-UTR, como sehademostrado para algunos genes

de plantas quetienen múltiples sitios de procesamiento depoliadenilación (Rothnie, 1996). Por

ejemplo enel transcrito delgenCPRBP30 de Nicotiana plumbaginifoliase identificaron 14sitios

de procesamiento en una secuencia de 95 nucleótidos de la región 3'-UTR (Klahre et al.,

1995). Es interesante notarque este gen,al igual queel gen brl-lRGP, contiene un ¡ntron en

la región 3'-UTR y unode lossitios de poliadeniladón seencuentra dentro del íntrón quenoes

procesado en una población de transcritos. Para investigar si este mecanismo opera en la

generación de los dos transcritos observados podrían realizarse ensayos de amplificación de

losextremos de cDNA (3' RACE).
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IX. CONCLUSIONES

Las semillas no pierden viabilidad cuando germinan en presencia de fumonisina Bl, sin

embargo la toxina causa acumulación debases esfingoideas e inhibe el crecimiento radicular y

del coleoptilo en dosis de 10 ~, lo que sugiere el requerimiento de la biosíntesis de novo de

esfingolípidos en estaetapa deldesarrollo.

La incubadón de lassemillas con FB1 (10 ~) incrementa demanera significativa la expresión

delgende la HRGP.

El gende la HRGP seinduce ligeramente en presencia de estinganina (10 ~), sinembargo, el

efecto observado esposterior queel causado por la FB1 (10 ~).

La ceramida C6 (10 ~) no tieneun efecto significativo en losniveles de expresión de la HRGP

en semillas de maíz.

El tratamiento con miriocina causó una elevación en los niveles de transcrito similar al

ocasionado por la FB1, lo que indica que la regulación transcripcional de este gen está

mediada por losniveles de esfingolípidos complejos, queprobablemente disminuyeron.

Los experimentos realizados para explicar la presencia de dostranscritos de la HRGP sugieren

que el transcrito de menor tamaño proviene del transcrito de mayor tamaño probablemente

como unaprimera etapa durante la degradadón del transcrito quetieneun rápido recambio.
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Apéndice A

XI. APÉNDICE A

Preparaci6n de reactivos

,/' Soluci6n amortiguadora de

fosfatos 5mM, pH 7

K2HP03 0.1742 g

Ajustar pH a 7

Agua cbp. 200 mL

,/ Soluci6n amortiguadora de boratos

al 3%, pH 10.5

Ácido bórico 3 g

Ajustar el pH a 10.5

Agua cbp. 100 mL

100 mL

1LAgua cbp.

,/ Soluci6n amortiguadora de fosfato

dibásico de potasio (K2HP03) 50

mM,pH 7

~HPO.J 1.742 g

Ajustar pH a 7

Agua cbp. 200 mL

,/ Solud6n de hipoclorito de sodio al

10%

GaraJex

1.6g

200 mL

11.22 g

200 mL

,/ Agua con DEPC

DEPC 2 mL

Agua cbp. 1 L

Dejar en agitación toda Ja noche y

esterilizar durante 1 hora.

,/ Soluci6n de cloruro de potasio

(KCI)O.S%

Ka
Agua cbp.

,/ Soluci6n de hidróxido de potasio

(KOH) 1 M

KOH

Agua cbp.

,/ Soluci6n de o-ftaldialdehido (OPA)

OPA 2.5 mg

Etanol 50 IlL

p-mercaptoetanol 3 III

Sol. Boratos 3% cbp. 2.5 mL

,/ GTE

Tris 0.5 M

EDTA 0.5 M

Glucosa 0.1 M

Agua

50 III
20 III
500 III
430 III
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./ Solución NaOH O.2N/SDS 1%

NaOH 1 N 200 ul,

SDS 20% 50 J.lL

Agua 750 J.lL

./ Solución SSC 20X

NaCl

Otrato desodio

Agua con DEPC cbp.

87.65 9

44.1 9

500 mL

./ Gel de agarosa al 1.2%

Agarosa 1.82 9

MOPS 10X 15 mL

Agua cbp. 150 mL

sodio 0.5 M

SDS . 7%

EDTA 10mM

BSA 1%

./ Medio Luria

NaCl 10 9

Peptonade caseína 10 9

Extracto de levadura 5g

NaOH 2.5 N 1 mL

Agar 15 9

Agua cbp. 1 L

./ MedioSOC

Peptonade caseína 2g

Extracto de levadura 0.5 9

NaO 1M 1 mL

KCl1M 0.25 mL

Mg2+ 2M 1 mL

Glucosa 2M 1 mL

Agua cbp. 100 mL

./ Solución de hibridación

Fosfatodibásico de

sodio 0.5 M

Fosfato monobásico de

10 mM

1 mM

11.7 9

50 mL

./ Amortiguador MOPS 10X

EDTA 10 mM

MOPS 0.2 M

Acetato de sodio (pH 7) 50 mM

Utilizar agua tratada con DEPC

./ Solución de cloruro de sodio (NaCI)

4M

NaCl

Agua cbp.

./ Solución TE

Tris

EDTA

./ Solución de acetato de potasio 3 M

pH4.8

Acetato de potasio 29.5 9

Ajustar el pH a 4.8

Agua cbp. 100 mL
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100~/ml

5mM

SO mg/¡U.

IPTG

X-Gal

./ Medio LB/ampicilina/IPTG/x-GAL

Peptona de caseína 109

Extracto de levadura 5 9

NaCI 5 9

Agar 15 9

Ajustarel pHa 7

Agua cbp. II

Esterilizar durante 20 mino y dejar

enfriara 50° C.

Ampicilina

./ MedioMS

sales M5

Agar

sacarosa

Agua cbp.

1.29 9

3g

6g

300 ml
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XII. APÉNDICE B

Datos obtenidos de la cuantificación de bases esfingoideas.

Tabla 5. Niveles de fitoesfingosina en embriones de semillas de maíz germinados en presencia de

distintas concentraciones de FBI

~
empo 6 horas 12horas 24 horas 36 horas 48 horas 72 horas

(prnoles/rngtej) (prnoles/mgtej) (pmoles/rngtej) (pmoles/mglej) (pmoles/mglej) (pmoles/mglej)
Dosis_.._.-.__.._..__._--.._-_.•._-_._..__._-----_ _ _._._.._ _-----_•..._ _._ - -_ _._----_..-- _-------
0.0 0.31 ± 0.04 0.39 ± 0.09 0.96 ± 0.42 N.D 0.33 ± 0.05 0.51 ± 0.20

~

0.1 0.40 ± 0.0 0.37 ±0.02 0.25 ± 0.10 0.13 ±O.O 0.24 ± 0.0 0.43 ± 0.05

~M

1.0 0.67 ± 0.29 0.44 ±0.04 0.45 ± 0.0 0.33 ± 0.05 0.18 ± 0.0 0.65 ±0.06

~

10 ~M 0.46 ± 0.19 0.39 ± 0.18 0.45 ± 0.0 0.70±0.26 2.35± 0.0 0.81 + 0.0

Tabla 6. Niveles de esfinganina en embriones de semillas de maíz germinados en presencia de

distintas concentraciones de FBI.

Tiempo 6 horas 12horas 24 horas 36 horas 48 horas 72 horas

(pmoles/rngtej) (prnoles/rngtej) (pmoles/rngtej) (pmoles/mglej) (pmoles/mgtej) (pmoles/rnglej)
Dosis

0.0~ N.D. 0.20 ± 0.0 0.31 ± 0.05 0.24 ± 0.06 0.27 ± 0.00 0.86± 0.09

0.1~ 0.12 ± 0.01 0.11 ± 0.0 0.25 ± 0.08 0.12 ± 0.02 0.34 ± 0.08 0.67 ± 0.00

1.0~ 0.01 ±O.O 0.18±0.04 0.19 ± 0.02 0.23 ± 0.01 0.27 ± 0.08 1.67 ± 0.17

10~ 0.16 ± 0.02 0.32 ± 0.08 0.50 ± 0.15 0.27 ± 0.03 1.53 ± 0.46 1.22 + 0.27

Todos losdatos semuestran consuerrorestándar.
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