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1. RESUMEN

La NADPH oxidasa es un complejo de enzimas membranales y citosdlicas que cataliza la
reaccion de explosion oxidativa, una rapida y transitoria produccién de cantidades masivas de
especies reactivas de oxigeno (ERO), mismas que participan en las reacciones de defensa ante el
ataque de patégenos en mamiferos. A diferencia de su amplio conocimiento en células animales,
éste fenomeno fue demostrado en plantas mas recientemente, observandose que las ERO
producidas pueden servir como proteccién contra patégenos invasores y como activadores de
sefiales para posteriores reacciones de defensa de la planta. En células de Nicotiana tabacum y
Lycopersicon esculentum se ha reportado la existencia de homoélogos para la subunidad gp91°",
la subunidad catalitica de la NADPH oxidasa de mamiferos, que tienen la misma actividad que la
enzima de neutréfilos. Se ha encontrado que, al igual que en mamiferos, el radical superoxido,
uno de los productos de la reduccién secuencial del oxigeno molecular durante la reaccion de
explosion oxidativa, es la especie primaria detectada en la mayoria de los sistemas vegetales. La
velocidad de produccion de ERO por células evocadas es similar en mamiferos y en plantas y su
generaciéon puede ser inhibida por DPI, un inhibidor de la NADPH oxidasa de mamiferos. No se
han reportado homoélogos de esta enzima o sus subunidades en células de maiz (Zea mays).

Basados en que en la literatura hay evidencias que implican a los esfingolipidos en las
reacciones de defensa de plantas ante patdgenos, en este trabajo se estudid el efecto de la
fumonisina B; (FB;), (un inhibidor de la sintesis de esfingolipidos complejos), de esfinganina (SN)
y de fitoesfingosina (PS) a embriones de maiz durante 24 h y de los cuales se aislaron fracciones
microsomales y de membrana plasmética. En estas ultimas, se midi6 la reduccion de NBT y XTT
para medir la formacién del radical superdxido en solucion y también en gel, a partir de la
separacion electroforética de las proteinas membranales.

Se encontré que la reaccion de reduccién de NBT o XTT debida a fracciones de membrana
plasmatica de embriones de Z. mays fue dependiente de NADPH e inhibida efectivamente por DPI
y por la accion de la enzima superoxido dismutasa. La adicion in vivo de compuestos
esfingoideos, principalmente FB; y SN, a embriones de Z. mays afect6 la reaccidén en funcién de la
concentracion: 10 uM de FB; disminuy6 el nivel de reduccion de los compuestos de tetrazolio,
mientras que 20 uM, la incrementaron. Ademas, se encontré que membranas de embriones que
fueron embebidos 3 h en presencia de compuestos esfingoideos mostraron un incremento en la
produccion del radical superéxido. En el ensayo en gel se detecté una banda principal de proteina

gue cataliza la reduccion de NBT dependiente de NADPH con un peso molecular aproximado de



63 kDa. Esta banda pudo ser reconocida por un anticuerpo disefiado contra la porcion del extremo
carboxilo terminal de varias NADPH oxidasas de plantas.

El efecto de estimulacién de la actividad de NADPH oxidasa de células vegetales por FBy,
SN y PS se suma a otras reacciones inducidas por compuestos esfingoideos encontradas
previamente en nuestro laboratorio y en la literatura y que estan relacionadas con los mecanismos

de defensa contra patdégenos presentados por una planta.



2. INTRODUCCION

2.1.1 Mecanismos de resistencia ante el ataque de patdgenos en plantas

Cada especie vegetal puede ser atacada por muchos tipos diferentes de patégenos, tales
como hongos, bacterias, virus, nematodos e insectos, los cuales interceptan los productos de la
fotosintesis producidos por las plantas o usan su maquinaria de replicacién. Las plantas no
pueden moverse para escapar a estos ataques, por lo que han desarrollado sofisticados
mecanismos para percibirlos y transducir esa percepcion en respuestas adaptativas (Dangl y
Jones, 2001).

La mayoria de las plantas son resistentes a la mayoria de los patégenos vegetales, éstos
ultimos pueden dividirse, de manera general en aquellos que matan al hospedero y se alimentan
de su contenido (necrotrofos) y aquellos que requieren un hospedero vivo para completar su ciclo
de vida (biétrofos). La necrotrofia microbiana es acompanada frecuentemente por la produccion
de toxinas. Los virus son esencialmente biétrofos, aunque la infeccion puede llevar a la muerte de
la célula hospedera. Las bacterias y los hongos pueden adoptar ambos estilos de vida (Dangl y
Jones, 2001). Los términos “planta no hospedera” y “patdgeno no hospedero” se refieren al hecho
de que los patdégenos tienen un intervalo limitado de plantas en las cuales pueden causar
enfermedad. Con frecuencia, Unicamente plantas de un solo género son hospederas para un
patégeno particular; este es el caso de muchos mohos y patégenos bacterianos. El resto de las
plantas son, por definicién: “plantas no hospederas” y los microbios que las atacan son “patégenos
no hospederos”. La resistencia de los no hospederos es altamente efectiva y durable, y por lo
tanto, se ha sugerido frecuentemente que los mecanismos de resistencia de no hospederos
pueden ser explotados para generar cultivos de plantas resistentes. La figura 1 representa una
lista simplificada de los obstaculos que el patégeno debe vencer antes de tener éxito para causar
enfermedad (Thordal-Christensen, 2003).

El éxito de una planta para combatir a un patégeno microbiano puede depender de su
expansion. La movilizacion temprana de reacciones de defensa puede ser critica si la planta utiliza
sus defensas bioquimicas y estructurales disponibles para detener al patégeno invasor. Si la
planta falla al hacer esto, los mecanismos de defensa apropiados seran activados demasiado
tarde y el patdégeno inicia la colonizacion de los tejidos de la planta (Dangl y Jones, 2001).

En general, las plantas se defienden contra los patégenos de dos maneras: 1)
caracteristicas estructurales que actian como barreras fisicas que dificultan la entrada del
patégeno y evitan su expansion a través de la planta y 2) reacciones bioquimicas que toman lugar

en las células y tejidos de la planta y producen sustancias que puede ser toxicas al patégeno o



crean condiciones que inhiben su crecimiento dentro de la misma. La combinacion de
caracteristicas estructurales y reacciones bioquimicas empleadas en la defensa de las plantas son
diferentes en los diferentes sistemas patdgeno-hospedero. Adicionalmente, atn dentro del mismo
patégeno y hospedero la combinacion varia con la edad de la planta, el tipo de 6rgano y tejido

afectado, las condiciones nutrimentales de la planta y las condiciones ambientales.

Algunos patdgenos usan la
maquinaria celular de la
planta para desencadenar su
diferenciacian

Las barreras preformadas de
la planta pueden ser quimicas,
enzimaficas o estructurales

LR

‘Resistencia de
No-hospederosy

hospederos
Los patdgenos necesitan
superar "antiguas” barreras .m:_
inducibles en la planta No-hospederosy
hospederos
P.E, los hongos bidtrofos AR SRS
necesitan intaractuar con la Ahsorcion de
planta a fin de obtener los nutrientes
nuirientes transferidos
B
Una fuere vigilancia So cbsthculo
basada envarios eventos Evitar miiltiples
de reconocimiento de reconocimientos
genes R-/Avr 3
Ewito
Una fragil vigilancia basada 8o cbsticuo
en un solo evenio de Evitar un iinico
reconocimiento de genes reconocimiento Resistencia
A-fAvr s del
Exito hospedero
Enfermed ad

Figura 1. Vista simplificada de la problematica de la interaccién planta patégeno. Se indican las etapas en
las cuales pueden manifiestarse ya sea la resistencia del hospedero o el ser no hospedero (Thordal-
Christensen, 2003).



Entre las primeras se encuentran cuticulas de cera, la pared celular, el tamafio, forma y
localizacion de estomas y la presencia de pelos en la superficie de la planta que pueden ejercer
también efectos repelentes al agua. Ademés, la planta cuenta con defensas quimicas
preexistentes, éstas defensas incluyen tanto a los inhibidores liberados por la planta en su
ambiente y que pueden actuar como inhibidores contra el crecimiento de ciertos patégenos y los
inhibidores presentes en las células vegetales antes de la infeccion, entre éstos se encuentran
varios compuestos fendlicos, taninos y algunos compuestos parecidos a los acidos grasos como
dienos, muchos de tales compuestos son potentes inhibidores de muchas enzimas hidroliticas
presentes en algunos patégenos vegetales (Agrios, 1997).

Ademds de las barreras estructurales que limitan la expansion de un patégeno, la planta
debe ser capaz de generar defensas bioquimicas y estructurales que limiten la expansion del
patdgeno. El reconocimiento temprano de un patégeno por la planta es muy importante para que
la planta pueda movilizar estas defensas. Aparentemente, la planta comienza a recibir moléculas
de sefalizacién que indican la presencia del patégeno, tan pronto como éste establece contacto
fisico con la planta. Varios patdgenos, especialmente hongos y bacterias liberan en su ambiente
inmediato una gran variedad de sustancias tales como glicoproteinas, carbohidratos, acidos
grasos y péptidos, en varias combinaciones patdgeno hospedero, algunas de estas sustancias
actian como evocadores de reconocimiento por la planta. Una vez que una molécula particular de
la planta reconoce y reacciona con una molécula derivada del patégeno (elicitor) se asume que la
planta “reconoce” al patégeno. Posterior al reconocimiento, una serie de reacciones bioquimicas y
cambios estructurales son puestos en movimiento en la(s) célula (s) de la planta en un esfuerzo
para rechazar al patbgeno y sus enzimas, toxinas, etc. La rapidez del reconocimiento por parte de
la planta de la presencia de un patdégeno y la rapidez con la que pueda enviar sefiales de alarma 'y
movilizar sus defensas, determinara si una infeccion tomaré lugar o qué tanto se desarrollara el
patdgeno antes de que las defensas finalmente sean detenidas y avance el desarrollo del
patégeno (Agrios, 1997).

Las interacciones planta-patdgeno, particularmente aquellas que involucran parasitos
biétrofos, estan gobernadas por interacciones especificas entre genes de avirulencia (avr) del
patdgeno y alelos del correspondiente gen de resistencia a la enfermedad de la planta (R).
Cuando los correspondientes genes R y avr estan presentes tanto en el hospedero como en el
patdgeno, el resultado es la resistencia a la enfermedad, si alguno de los dos esta ausente, el
resultado es la enfermedad (Flor, 1971). EI modelo mas simple que explica esta interaccién
requiere que los productos del gen R reconozcan las sefiales dependientes del gen avr y

desencadenen una cadena de eventos de transduccion de sefiales que culmine en la activacion



de los mecanismos de defensa y en la detencion del crecimiento del patégeno (Dangl y Jones,
2001).

2.1.2 Transmisién de sefiales de alarma al hospedero

Una vez que los elicitores derivados del patégeno son reconocidos por el hospedero, una
serie de sefiales de alarma son enviadas a las proteinas del hospedero y al nicleo causando que
se activen, para producir sustancias inhibitorias al patégeno y para movilizarse a si mismo o a sus
productos hacia el punto de ataque de la célula por el patégeno. Algunas de las sustancias de
alarma y transduccion de sefiales son Unicamente intracelulares, aunque en muchos casos la
sefial también es transmitida a varias células adyacentes y, aparentemente, con frecuencia se
transmite sistémicamente a toda la planta.

Varios tipos de moléculas han sido implicados en la transduccion de sefiales intracelulares.
Las mas comunes parecen ser varias proteinas cinasas, iones calcio, fosforilasas y fosfolipasas,
ATPasas, perdxido de hidrégeno, etileno y otros. La transduccion de sefiales sistémicas que lleva
a la resistencia sistémica adquirida, se piensa que es llevada a cabo por el acido salicilico,
oligogalacturénidos liberados de las paredes celulares de la planta, acido jasmoénico, sistemina,
acidos grasos, etileno y otros.

2.1.3 Defensas estructurales inducidas

Algunas de las defensas estructurales formadas involucran cambios en el citoplasma de la
célula (por ejemplo de densidad o morfologia), que pueden hacer que la invasion se detenga;
otras involucran la pared celular de la célula invadida y finalmente la muerte de la célula invadida
puede proteger a la planta de posteriores invasiones, a este fenébmeno se le conoce como la
respuesta de hipersensibilidad (HR), ésta se ilustra en la figura 2 (Agrios, 1997).

2.1.4 Respuesta de hipersensibilidad

La respuesta de hipersensibilidad consiste en una rapida muerte celular en y alrededor del
sitio de infeccion inicial, esto es, grandes sectores de la hoja que favorecen la absorcién de agua
al inicio y, subsecuentemente mueren y se colapsan dentro de las siguientes 8 a 12 horas
después de la inoculacion, generalmente esta acompafiada por la induccion de respuestas de
defensa por parte de la planta que sirven para confinar al patdégeno y proteger al resto de la
planta. Esta respuesta esta asociada con la restriccion del crecimiento del patdégeno y representa
una forma de muerte celular programada (Lam et al., 2001). Aunque la HR es una caracteristica
comun de muchas reacciones de resistencia, no es un componente obligado de las mismas, de
hecho, algunos patdégenos pueden ser resistidos efectivamente sin recurrir a la HR y se ha
sugerido que ésta representa una etapa final de las respuestas de resistencia que es evocada

Unicamente si un cierto umbral en las sefales celulares de defensa es alcanzado (Morel y Dangl,



1997). Una HR efectiva puede no siempre ser visible cuando la planta sigue siendo resistente al
ataque por un patégeno, puesto que es posible que involucre una sola célula o muy pocas y por lo

tanto no ser notada.

Figura 2. Respuesta de hipersensibilidad presentada por una planta.

Esta reaccion es la culminacion de las respuestas de la planta iniciadas por el
reconocimiento por parte de la misma de moléculas elicitoras derivadas del patdgeno. El
reconocimiento de tales compuestos activa una cascada de reacciones bioguimicas en las células
vegetales atacadas y en las que la rodean y lleva a nuevas o alteradas funciones celulares y a
nuevos o grandemente activados compuestos relacionados con la defensa. Las mas comunes
incluyen una répida explosion de reacciones oxidativas; incremento de movimiento de iones,
especialmente K* y H* a través de la membrana celular; destruccion de membranas y pérdida de
compartamentalizacion celular; entrecruzamiento de compuestos fenélicos con componentes de la
pared celular y reforzamiento de la misma (lignificacion, entrecruzamiento de proteinas
estructurales); produccién de sustancias antimicrobianas tales como fitoalexinas; y formacién de
proteinas antimicrobianas llamadas “relacionadas con la patogénesis”.

Una caracteristica de la HR es la rapida y transitoria produccion de enormes cantidades de
especies reactivas de oxigeno (ERO), la cual ha sido considerada un evento central de la
resistencia a la enfermedad. Crecientes evidencias sugieren que las ERO, tales como peréxido de
hidrogeno y superéxido constituyen la primera linea de defensa en la resistencia a la enfermedad
en plantas, ya sea matando directamente al patdégeno o deteniendo su ingreso debido a la rapidez
de su produccién y citotoxicidad. Las ERO también toman parte en otros mecanismos de

resistencia, por ejemplo: reforzamiento de la pared celular y produccion de fitoalexinas. La



acumulacion de ERO, especialmente H,O, durante algunas interacciones planta patégeno lleva a
la acumulacion de éacido salicilico, un importante compuesto de defensa que se requiere en la
respuesta de hipersensibilidad y en la respuesta sistémica adquirida. Esta respuesta es
caracteristica en muchas interaciones hongo-hospedero.

Se ha propuesto que las ERO son generadas por una NADPH oxidasa de la membrana
plasmética de la célula hospedera y al parecer son liberadas a los pocos segundos o0 minutos de
gue la célula entra en contacto con el hongo o sus evocadores y alcanzan una actividad maxima a
los pocos minutos o unas pocas horas. Las ERO desencadenan la hidroperoxidacion de
fosfolipidos membranales, produciendo mezclas de lipidos hidroperoxidados, los cuales son
téxicos y su produccién destruye las membranas celulares de la planta. Las ERO también pueden
estar involucradas en las reacciones de defensa del hospedero a través de la oxidacion de
compuestos fendlicos a quinonas (mas téxicas) y compuestos similares a lignina.

2.1.5 Reforzamiento de la pared celular del hospedero con moléculas reforzadoras

En varias enfermedades causadas por hongos, las paredes de las células que entran en
contacto con el hongo producen, modifican 0 acumulan sustancias relacionadas con la defensa
gue refuerzan la resistencia de la pared celular a la invasién por el patégeno. Entre las sustancias
defensivas producidas o depositadas en la pared celular estan la callosa, glicoproteinas tales
como extensina que son ricas en el aminoacido hidroxiprolina, compuestos fendlicos de
complejidad variada incluyendo lignina y suberina y elementos minerales tales como silicio y
calcio. Algunas de estas sustancias también son producidas o depositadas en estructuras
defensivas de la pared celular tales como las papilas. Muchas de estas sustancias forman
polimeros complejos y también reaccionan y se entrecruzan con otras formando estructuras de
pared celular mas o menos insolubles que confinan al hongo invasor y previenen el desarrollo de
posteriores enfermedades.

2.1.6 Resistencias local y sistémica

Se ha sabido por muchos afios, que las plantas desarrollan una resistencia generalizada en
respuesta a la infeccion por un patdégeno o al tratamiento con ciertos compuestos quimicos
naturales o sintéticos. La resistencia inducida se localiza primero alrededor del punto de necrosis
vegetal causada por la infeccion del patégeno o la sustancia quimica y se conoce como
resistencia local adquirida. Subsecuentemente, la resistencia se esparce sistémicamente y
desarrolla en partes distales no tratadas de la planta, lo que se conoce como resistencia sistémica
adquirida (SAR). La SAR actia de manera no especifica a través de la planta y reduce la
severidad de la infecciébn causada por toda clase de patdgenos, incluyendo los normalmente

virulentos, en general, se produce posteriormente a la expresion de la HR. El grado de SAR



parece correlacionarse con el nimero de lesiones producidas, sin embargo, no puede generarse
después del inicio de la floracién y produccion de frutos en la planta hospedera. En algunos
sistemas patégeno-hospedero, la SAR se caracteriza por la induccion de la actividad de
peroxidasa y lipooxigenasa que llevan a la produccion de derivados de acidos grasos que exhiben
fuerte actividad antimicrobiana. El acido salicilico parece estar involucrado tanto en la HR como en
la SAR, pero puede no ser la sefial que induce ésta ultima. El SA esta presente en el floema de
las plantas después de la primera inoculacion pero antes del inicio de la resistencia adquirida, la
concentraicon de sus niveles se correlaciona con la induccion de proteinas relacionadas ocn la
patogénesis y la aplicacion externa de SA activa la misma serie de genes SAR que se expresan
después de la induccién de SAR por patdégenos. Se ha reportado que el SA reacciona con una
enzima oxidativa (catalasa) y genera ERO y se ha sugerido como un mecanismo por el cual la
célula vegetal reacciona a la sefializacién por SA e induce SAR.

2.2 Especies Reactivas de Oxigeno

Las ERO son formas parcialmente reducidas el oxigeno atmosférico a las cuales se generan
a partir de la reduccién secuencial del oxigeno molecular, las especies predominantes detectadas
durante las interacciones planta patdgeno incluyen: al radical superéxido (-Oy), el perdxido de
hidrogeno (H,0O,) y el radical hidroxilo (-OH), (Wojtaszek, 1997). El primer producto de la reduccién
del O, es el radical superoxido a partir del cual se pueden formar otras EROen los sistemas vivos,
como el H,O,, que se produce por la dismutacion del radical superéxido (Fridovich, 1975):

2:0, + 2H" — 0O, + H,O,

Otras ERO incluyen al 4cido hiopocloroso (HOCI), el cual se genera por la oxidacion del i6n
cloruro (CI) mediada por H,O,, una reaccion catalizada por la mieloperoxidasa (MPO) (Kanofsky,
1989). En mamiferos, los eosindfilos catalizan la produccion de HOBr o HOSCN, a través de una
peroxidasa Unica. El oxigeno en singulete (*O,) se forma cuando los dos electrones desapareados
del oxigeno molecular se aparean, de esta manera, incrementan su reactividad haciendo al O,
susceptible de donar electrones en diferentes configuraciones de espin, éste se puede generar a
través de la reaccion de HOCI y H,O, (Steinbeck et al., 1992; Steinbeck et al., 1993). Otras ERO
son el ozono (O3), cuyo origen no ha sido establecido con claridad (Nathan C, 2002; Wentworth et
al., 2002; Babior et al., 2003; Lerner y Eschemoser, 2003) y el radical hidroxilo (OH), del que se
ha postulado surge de la oxidacion de metales reducidos (Fe?* o Cu*) por H,O,. Sin embargo, los
metales reducidos libres son muy escasos en los sistemas bioldgicos, aunque Fe®" puede ser
liberado de los centros de hierro-azufre por el radical superéxido (Hausladen y Fridovich, 1994).

Otra fuente probable de radical hidroxilo es la reaccion entre ozono y H,O,. La reactividad de los



radicales libres causa que éstos sustraigan H" o transfieran electrones a otras moléculas, dando
lugar a la formacion de mas radicales libres.

Las ERO tienen diferentes reactividades y diferentes capacidades para moverse a través de
la célula. Como un reductor relativamente fuerte, el radical superéxido puede actuar ya sea como
reductor u oxidante, dependiendo del potencial de oxidacion-reduccién de la molécula
reaccionante. Aunque es un precursor de especies mas reactivas, el radical superdxido reacciona
con un repertorio limitado de blancos quimicos, tales como los centros de hierro azufre que
funcionan como acarreadores de electrones en la cadena respiratoria de bacterias y mitocondrias.
Ademads, la reactividad y movilidad de esta especie varian dependiendo del pH; las especies
protonadas reaccionan mas rapidamente, se pueden mover a través de membranas y dismutar a
H,O, mas rapidamente que la forma desprotonada. Es mas probable que el -O, se encuentre
protonado en el apoplasto que el en citoplasma, pues el primero tiene un pH de entre 5y 6,
mientras que el citoplasma tiene pH neutro (Green y Hill, 1984; Felle, 1998; Mihling et al., 1995).

El peréxido de hidrogeno (H.O,) es un oxidante mas potente y es mas reactivo, aunque sus
blancos son aln mas limitados e incluyen metionina y ciertos residuos de cisteina altamente
reactivos tales como aquellos que se encuentran en el sitio activo de algunas enzimas. La
oxidacion de tales cisteinas inactiva enzimas tales como la proteina tirosina fosfatasa (lee et al
1998). Ademas, al ser una molécula sin carga puede moverse a través de las membranas. Las
peroxidasas usan H,O, para producir oxidantes altamente reactivos, ya sea en el sitio activo o
como oxidantes discretos difundibles tales como el 4cido hipocloroso (HOCI). EI HOCI lleva a cabo
una amplia variedad de reacciones oxidativas, incluyendo cloracién de tirosinas y la modificacion
oxidativa (y frecuentemente inactivacion) de enzimas.

Los radicales hidroxilo son altamente reactivos con varias biomoléculas, son iniciadores de
reacciones de radicales libres en cadena que producen marcado dafio oxidativo.

El oxigeno en singulete y el ozono tienen, por igual, alta reactividad, por ejemplo hacia
dobles enlaces en &cidos grasos insaturados. Sin mieloperoxidasa, muchas de las especies mas
reactivas no se forman, de esta manera, mas que dafio molecular generalizado, las ERO
producidas en tejidos no inmunes oxidaran un espectro mas limitado de moléculas blanco y éstas
oxidaciones mas especificas pueden ser usadas para funciones bioldgicas especificas. La figura 3
es un esquema simplificado de la formacion y reactividad de estas especies.

El estrés oxidativo es una situacion fisioldgica subita generada por un estimulo externo o
interno y que causa la aparicion de ERO. Este ha representado un reto para los organismos desde
los inicios del metabolismo aerobio, el cual cre6 un incremento en la presion parcial del oxigeno

en la atmosfera, hace aproximadamente dos mil quinientos millones de afios (Reinbothe et
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al.,1996). Desde entonces, los organismos se han adaptado para deshacerse de las ERO
generadas como subproducto del metabolismo o como productos del estrés ambiental,
percibiendo su presencia y activando rutas de transduccion de sefiales especificas como
respuesta para contender con ellas (Mach y Greenberg, 2004). Probablemente debido al temprano
descubrimiento de enzimas tales como la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa y peroxidasas
gue eliminan las ERO de la célula, las investigaciones durante las pasadas tres décadas
asumieron generalmente que éstas son producidas “accidentalmente” en las células y que era
importante para ellas eliminar estas especies oxidantes. Este punto de vista fue reforzado por
estudios quimicos que establecieron que, bajo ciertas condiciones, el radical superdxido y el H,0,
reaccionan para generar radicales hidroxilo. Estas y otras ERO de corta vida reaccionan de
manera no especifica y rdpidamente con biomoléculas, incluyendo DNA, proteinas, lipidos y
carbohidratos. Varias investigaciones han dilucidado roles para las ERO como causantes de dafio
molecular, tales como mutaciones de DNA, peroxidacién de lipidos y oxidacién de proteinas.
Como resultado de estos estudios, las ERO han sido vistas histéricamente como una

consecuencia inevitable y peligrosa de un estilo de vida aerobia.

"0y H, 0,
Radical Peroxido de | m—-
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:

Figura 3. Esquema simplificado de la generacién y reactividad de varias ERO, el oxigeno molecular es
muy estable, el radical superéxido tiene reactividad limitada, el perdxido de hidrogeno es
moderadamente reactivo, tanto el radical hidroxilo, como el oxigeno en singulete, el ozono y el acido

hipocloroso son altamente reactivos y no especificos (Lambeth, 2004).
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El descubrimiento de enzimas cuya Unica funcién bioquimica es la de producir ERO indica
que las enzimas catabolicas de estas especies pueden entenderse mejor como Unicamente un
componente de un sistema que esta disefiado para regular los niveles celulares de las mismas
(Lambeth, 2004). Muchos organismos han desarrollado también una produccion controlada de
ERO para dirigirla a un uso como moléculas de sefializacion y de defensa. De hecho, tanto
plantas como animales las producen como parte de sus mecanismos de defensa ante el ataque
de patdgenos. De esta manera, las ERO son un subproducto metabdlico téxico que debe ser
eliminado, pero también, un grupo importante de moléculas de sefalizacién y un arma en el
arsenal contra el ataque de patdgenos.

Hasta hace poco, el unico ejemplo de la generacién “deliberada” de ERO en células de
mamiferos era la NADPH oxidasa (NOX) de fagocitos (Phox) que cataliza la reaccion de
“explosién oxidativa”. Esta oxidasa esta inactiva en neutréfilos en reposo, pero se activa por la
exposicion a microorganismos o mediadores inflamatorios, resultando en la produccién no
mitocondrial de ERO (Baldridge y Gerard,1933; Sbarra y Karnovsky, 1959).

2.3 Caracteristicas de la NADPH oxidasa de mamiferos

La NADPH oxidasa es un complejo enzimatico que se encuentra principalmente en los
neutrdéfilos, eosindfilos, monocitos y macréfagos (Segal et al., 1981), y cuya funcién primordial es
proporcionar agentes que destruyan a los patégenos que atacan al organismo (Babior, 2004).

y p22
oxidase), las cuales forman lo que se conoce como flavocitocromo bssg; tres componentes

phox phox

Consta de dos subunidades unidas a la membrana: gp 91 , (phox, de phagocite
citosélicos: p67°", p47°"™ y p40""* y una proteina G de bajo peso molecular (rac 1 o rac 2)
(Babior, 1999). Las proteinas rac se mantienen inactivas por unién a un inhibidor de la disociacion
del nucleétido guanina (guanine nucleotide dissociation inhibitor), el cual previene el intercambio
de nucledtidos de guanina a partir de las proteinas rac (Schalk et al., 1996). La activacion de la
NADPH oxidasa esta asociada con la migracion de las subunidades citosélicas a la membrana
plasmética, de tal manera que el complejo activo pueda ser ensamblado (figura 4). La oxidasa es
especifica para NADPH, el nucleétido de piridina donador de electrones y trabaja pobremente con
NADH. Los electrones del NADPH se transfieren a través de una cadena redox dentro de la
enzima al oxigeno molecular para generar al radical superdxido, de acuerdo con la siguiente
reaccion:
NADPH + 20, — NADP' + H" + 2.0;

El flujo de electrones es electrogénico y despolariza radpidamente a la membrana. La

despolarizacion excesiva puede detener el transporte de electrones por auto-inhibicion, ésto

puede ser prevenido por un flujo de protones que balancea el flujo de electrones. El flujo de
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protones es mediado por una ruta distinta y separada, la composicién de la cual no ha sido
identificada (DeCoursey et al., 2001). Aunque el potencial de membrana se despolariza por ~100
mV durante la explosién oxidativa (actividad de NADPH oxidasa), la actividad de la enzima es
independiente de voltaje en este intervalo, lo cual permite su funcionamiento 6ptimo y previene su

auto inhibicion (DeCoursey, 2003).
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Figura 4. Activacion de la NADPH oxidasa de neutréfilos (Lambeth, 2004).

2.3.1 Conformacion de NOX2, la subunidad catalitica de la NADPH oxidasa en
mamiferos

La subunidad catalitica de la NADPH oxidasa, gp91™"* (también conocida como NOX2), es
una proteina integral de membrana de 570 aminoacidos; en el extremo amino terminal se
encuentra un dominio hidrofébico para el que se han predicho seis hélices o transmembranales
(Roger-Pokora et al., 1986; Henderson et al., 1997). A esta region se encuentran asociados los
dos grupos hemo presentes en la molécula. El hemo es un grupo prostético que contiene hierro, el
cual es capaz de sufrir reduccion y reoxidacién, por lo tanto funciona como un acarreador de
electrones. Los dos hemos se localizan aproximadamente dentro de las dos capas lipidicas de la
membrana plasmatica (Cross et al., 1995) y juntos proporcionan un canal para que los electrones

pasen a través de ella; sus potenciales de reduccibn son muy bajos, se encuentran
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hexacoordinados (Fujii et al., 1995a; Fuji et al., 1995b) y se unen a través de los residuos de
histidina 101, 115, 209 y 222, localizados en las hélices Il (101 y 115) y V (209 y 222) (Biberstine-
Kinkade et al., 2001). La porcion del carboxilo terminal de la molécula se dobla en un dominio
citoplasmico independiente que contiene sitios de union para el grupo prostético flavina adenina
dinucleétido (FAD) (Rotrosen et al., 1992; Segal et al., 1992) y el sustrato NADPH.

Em-233mV

Membrana
plasmatica

Em-264mV

570

Figura 5. Estructura de gp91°"/NOX2 (Paclet, et al., 2004).

La subunidad gp91°"* de leucocitos de humano es una proteina altamente glucosilada y
puede ser detectada en réplicas en Western como una banda ancha entre 120 a 60 kDa; el
tratamiento del citocromo bssg purificado con N-glucosidasa F lleva a una banda especifica con
una masa molecular desde 91 kDa hasta 55 kDa (Paclet et al., 2000; Paclet et al., 2001). Se ha
mostrado que los sitios de glucosilacion se encuentran en el N-terminal (Harper et al., 1985), en
los residuos de Asn®™*' y Asn'*® localizados en la asa predicha entre las hélices Ill y IV y en Asn®®,
entre las hélices transmembranales V y VI de gp91°™* (Wallach y Segal, 1997). La figura 5
muestra una representacion de la estructura de esta proteina.

2.3.2 Regulacion de la NADPH oxidasa

La regulacién a corto plazo de la NADPH oxidasa involucra a la subunidad p22°" y a las
subunidades citosélicas p47°", p67°"* y p40P"™, asi como a la pequefia GTPasa rac (Vignais,
2002). p22°™* forma un complejo mutuamente estabilizante con gp91°"™ y su extremo carboxilo
contiene una secuencia rica en prolinas que sirve como sitio de unién para los dos dominios de
homologia SRC3 (bis-SH3) de p47"" (Ago et al., 2003; Groemping et al., 2003).
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Bajo condiciones de reposo, una regién autoinhibitoria en p47°"* se combina con el dominio
bis-SH3 impidiendo su unién a p22°"* (Ago et al., 2003). Aunque menos bien entendido, el
dominio SH3 del carboxilo terminal también parece interactuar con el dominio de homologia Phox
(PX), probablemente a través de la secuencia rica en prolina en el dominio PX. Esta interaccion
inhibe la unién del dominio PX a lipidos de membrana (Ago et al., 2003). p47°" se asocia en el
citosol a p40P"* y p67°"*, mientras rac esta unida a la proteina inhibitoria RhoGDP inhibidora de
disociacion (RhoGDI).

La activacion celular por microorganismos o mediadores inflamatorios inicia al menos tres
disparadores moleculares (fosforilacion de proteinas, metabolismo de lipidos e intercambio del
nucledtido guanina en rac), que juntos resultan en la translocacién membranal y ensamble de los
componentes citosélicos con el flavocitocromo. Una funcién clave del ensamble de las
subunidades es yuxtaponer el dominio de activacién de p67°"* de tal manera que entre en
contacto con una regién del citocromo bssg (Han et al., 1998; Nisimoto et al., 1999). El dominio de
activacion de p67°" activa la transferencia de electrones del NADPH al FAD, el cual es el paso
determinante de la velocidad en la generacion de superdxido. Este complejo de regulacion
multiple previene la activacion accidental de la oxidasa. Los neutréfilos pueden transitar desde
niveles no detectables de ERO, hasta la produccion de altos niveles de los mismos dentro de los
30 segundos posteriores a la activacion.

2.4 Especies reactivas de oxigeno en plantas

2.4.1 Generacion de ERO en plantas

Los radicales libres y las ERO se forman durante el metabolismo aerobio normal, estrés
ambiental, senescencia y en la respuesta de plantas al ataque de patégenos (Wojtaszek, 1997).
Las fuentes celulares de ERO incluyen cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas (Del Rio et
al.,1992); estos organelos contienen enzimas antioxidantes para remover las ERO producidas in
situ.

2.4.2 Estrés abiotico

El estrés oxidativo juega un papel muy importante en las respuestas a estrés ambiental,
tales como heladas, sequia, heridas y exposicion a diéxido de azufre, metales pesados, 0zono o
exceso de luz (Noctor y Foyer, 1998). Las ERO pueden generarse por diferentes mecanismos
durante este tipo de estrés, pero causan la induccion de repuestas adaptativas comunes, tales
como el incremento en la produccién de enzimas antioxidantes. La sobrevivencia al estrés
oxidativo puede depender no tanto de la severidad del estrés, como de la presteza de la respuesta

antioxidante.
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2.4.3 Explosion oxidativa en plantas

Desde que Doke (1983) reportd por primera vez la generacion de anién superdxido durante
las interacciones incompatibles (resistencia de la planta) entre plantas de papa y el patégeno
Phytophtora infestans, las ERO han sido detectadas repetidas veces en respuestas de resistencia
a patégenos. Como parte de la respuesta de resistencia a la enfermedad de una planta, la célula
vegetal libera -O," y H,O, en respuesta al reconocimiento de un elicitor especifico del patégeno.
Las ERO producidas pueden actuar directamente destruyendo al patdégeno y como inductores de
varias respuestas en la planta, incluyendo el entrecruzamiento de la pared celular, muerte celular
programada (respuesta de hipersensibilidad o HR) y expresion de genes de defensa en el area
adyacente.

Existen evidencias de dos diferentes mecanismos que generan la explosion oxidativa. En la
primera, la produccion apoplastica de H,O, dependiente de pH esta mediada por peroxidasas de
pared celular (Bolwell et al., 1995; Bestwick et al., 1997; Bestwick et al., 1999), oxalato oxidasas o
amino oxidasas (Apel y Kirt, 2004; Mittler et al., 2004). El segundo mecanismo de generacion de
ERO detectado en plantas después del reconocimiento satisfactorio de un patégeno es la
generacion de superoéxido catalizada por una NADPH oxidasa unida a la membrana plasmatica
similar a la responsable de la explosién oxidativa en fagocitos de mamiferos, en que el superdxido
es el radical primario en la mayoria de los sistemas (Doke, 1983; Auh y Murphy, 1995; Jabs et al.,
1997); ademas, la velocidad de produccion de ERO por células elicitadas es similar en mamiferos
y en plantas (Low y Merida, 1996); y finalmente, la generacion de ERO puede ser inhibida por DPI,
un inhibidor de la NADPH oxidasa de mamiferos (y en general de enzimas que contienen flavina)
(Murphy y Auh, 1996; Jabs et al., 1997). La sintesis de superoxido dependiente de NADPH se ha
observado en extractos de membrana plasmatica de cultivos de células de rosa (Murphy y Auh,
1996), tabaco y jitomate (Sagi y Fluhr, 2001). Otras evidencias para este mecanismo de
generacién de ERO surgen del aislamiento de proteinas similares a la subunidad gp91™"* de la
NADPH oxidasa de mamiferos en células de Arabidopsis y arroz (Keller et al., 1998).

El H,O; se produce probablemente por los dos mecanismos mencionados previamente, pero
en diferentes grados segun los diferentes sistemas (Bestwick et al., 1999). Ademas, ambos
sistemas pueden operar de manera sinérgica durante la explosion oxidativa, con el consumo de
H* requerido para la dismutacion del superdxido causando un incremento en el pH extracelular
(Wojtaszeck, 1997). Este incremento de pH, junto con el producido por la apertura de canales
idnicos, activa la peroxidasa de pared celular dependiente de pH. Otra sugerencia interesante es
gue la ATPasa de protones, activada mas lentamente que la explosion oxidativa, puede acidificar

el espacio extracelular y terminar la produccién de ERO.
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2.4.4 La NADPH oxidasa codificada por Rboh de células vegetales

El primer gen identificado que codifica para NADPH oxidasa en plantas fue el gen OsrbohA
de arroz, el cual esta relacionado a la subunidad gp91°"* de la NADPH oxidasa de mamiferos
(Groom et al., 1996). Estudios subsecuentes documentaron diferentes genes homologos a la
oxidasa de la explosion oxidativa (Respiratory burst oxidase homolog, Rboh) en otras especies,
incluyendo Arabidopsis, jitomate, tabaco y papa (Keller et al., 1998; Torres et al., 1998; Amicucci
et al.,, 1999; Yoshioka et al., 2001; Simon-Plas et al., 2002; Yoshioka et al., 2003). No se
encontraron homoélogos de p47°"* o p67°" en el genoma de Arabidopsis (Dangl y Jones, 2001) y
los reportes iniciales (Dwyer et al., 1996) de que anticuerpos contra dichas subunidades de
mamiferos reconocian proteinas de células vegetales de tamafio similar no se han incrementado
(Desikan et al., 1996; Tenhaken y Rubel, 1998).

Las especies vegetales que contienen genes de la familia Rboh tienen homologia con
gp91”"*. En el genoma de Arabidopsis se han encontrado 10 genes que codifican para Atrboh
(Torres et al., 1998; Dangl y Jones, 2001). Todos los genes Rboh de células vegetales tienen una
extension en el extremo amino terminal presumiblemente citosélica de aproximadamente 300
aminoécidos con dos sitios de unién a Ca** (EF-hands) (Keller et al., 1998), lo que puede indicar la
regulacion directa por Ca** en estas oxidasas. Esto es relevante en varios contextos funcionales
en los cuales la sefializacion por Ca* precede a la produccion de ERO. Este dominio esta ausente
en la subunidad gp91°"™ de células de mamiferos, pero esta presente en otros homélogos de la
NADPH oxidasa, por ejemplo en la NADPH oxidasa 5 (NOX5) de mamiferos, la cual contiene
cuatro sitios de unién a calcio en su extremo amino terminal y presenta una producciéon de
superéxido dependiente de calcio (Banfi et al., 2001). En contraste a la subunidad gp91”"™ de
mamiferos, las proteinas Rboh pueden producir superoxido en ausencia de componentes
citosolicos adicionales y son estimuladas directamente por calcio (Sagi y Fluhr, 2001). Asi, una
NADPH oxidasa generadora de superédxido existe en plantas, aunque la estructura precisa de la
subunidad y la regulacién de su actividad difieren a la de fagocitos de mamiferos.

2.4.5 La NADPH oxidasa en interacciones biéticas

Inicialmente, se propuso que las ERO orguestaban el establecimiento de la respuesta de
defensa en plantas y la muerte celular hipersensible que acompafa frecuentemente al
reconocimiento satisfactorio de un patégeno (Levine et al.,1994; Apdstol et al., 1989). Varios
grupos han reportado que los genes Rboh son sobreregulados transcripcionalmete por patégenos
o elicitores fungicos (Desikan et al., 1998; Yoshiaka et al., 2001; Simon-Plas et al., 2002). Pruebas
genéticas de la funcién de Rboh en la patogénesis inducida por la explosion oxidativa provienen

del andlisis de mutantes y lineas antisentido de Rboh. La infeccidon de mutantes de Arabidopsis en
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las cuales AtrbohD y AtrbohF son no funcionales demostré que AtrbohD es responsable de casi
todas las ERO producidas en respuesta a patdégenos bacteriales u oomicetos, mientras que
AtrbohF es importante en la regulacion de la HR (Torres et al., 2002).

Las interacciones con otros reguladores de defensa en plantas pueden resultar en acciones
divergentes de sefalizacion por ERO dependientes de NADPH. Por ejemplo, las ERO aplicadas
exogenamente pueden actuar de manera sinérgica en una curva de amplificacion de sefales con
acido salicilico para llevar a la HR (Draper, 1997; Shirasu et al., 1997). De la misma manera,
niveles coordinados de ERO y o6xido nitrico (NO) son necesarios para producir HR (Delledone et
al., 2001), y ambos pueden mediar en el cierre de estomas mediado por 4cido abscisico (Desikan
et al., 2003).

La combinacion de isoformas especificas de Rac con isoformas especificas de Rboh puede
tener efectos regulatorios diferenciales. Por ejemplo, Osracl es un regulador positivo de la
producciéon de ERO y muerte celular (Ono et al.,, 2001), mientras que Ntrac5 actla como un
regulador negativo de la produccién de ERO dependiente de NtrbohD después de la elicitacién
con criptogeina (Morel et al., 2004).

2.4.6 La Rboh-NADPH oxidasa en estrés abiotico y desarrollo

Las ERO generadas por Rboh-NADPH oxidasas de células vegetales también regulan las
respuestas a estrés abidtico y desarrollo. Las ERO funcionan como intermediarios en la
sefializacion por acido absicico (ABA) durante el cierre de estomas (Zhang et al., 2001). Este es
un mecanismo para evitar la pérdida de agua en situaciones de déficit hidrico. El H,O, induce la
activacion de canales de calcio y media el incremento en las concentraciones citosoélicas de calcio
en células guarda intactas (Pei et al., 2000). Ademas, AtrbohC regula la expansién celular durante
la formacion de pelos radiculares. El andlisis de la mutante defectuosa en atrbohC revel6 que las
ERO producidas por AtrbohC activan la hiperpolarizacion de los canales de calcio que son
responsables de la expansion celular localizada durante la formacion de pelos radiculares
(Foreman et al.,, 2003). De esta manera, las ERO generadas via una NADPH oxidasa y la
activacion de canales de calcio puede representar un eslabén de sefializacion comun a muchas
respuestas de plantas, la explosion oxidativa también ha sido implicada en la activacion del flujo
de calcio (Levine et al., 1996). Por lo tanto, los flujos de calcio parecen activar la produccién de
ERO tanto cuesta arriba como cuesta abajo, indicando una completa regulacién espacio-temporal
por calcio de estas rutas de sefializacion.

La fosforilacion también puede jugar un papel importante en ambas funciones, cuesta arriba
y cuesta abajo de Rboh. Yoshioka et al. (2003) reporté que la muerte celular inducida por MAPK

pudo estar mediada por ERO producidas por NbrbohB, y que la misma cascada de MAPK actla
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incrementando los niveles de Nbrboh. Particularmente relevante en esta consideracion es la
identificacion de una sefial oxidativa inducible 1 (OXI1)/AGC2-1 (AGC2-1 por proteina relacionada
a cCAMP dependiente y cGMP dependiente de proteinas cinasas y proteina cinasa C 2-1), una
cinasa involucrada en la sefalizacion de fosfolipidos que es sobreregulada por estimulos que
producen ERO (Anthony et al., 2004; Rentel et al., 2004).

2.4.7 Defensas contra el estrés oxidativo

Las ERO causan oxidacion de proteinas, dafio al DNA y peroxidacion de lipidos. La
oxidacion de proteinas ocurre a través de mdltiples reacciones, incluyendo alteraciones en la
cadena lateral e interrupcion de la estructura proteica causando desnaturalizacién, agregacion y
susceptibilidad a la degradacién (Dean et al., 1997). EIl estrés oxidativo incrementa la frecuencia
de mutaciones y la recombinacién ilegitima en bacterias fotosintéticas purpura (Ouchane et al.,
1997). La peroxidacién de lipidos afecta a la membrana. De esta manera, la extrema reactividad
de las ERO puede dafar todas las estructuras de la célula, para protegerse contra este dafio, las
plantas cuentan con enzimas y pequefias moléculas antioxidantes en todos los compartimentos
subcelulares.

2.4.8 Desintoxicacion enzimética

La enzima superoxido dismutasa (SOD) convierte al radical superoxido en perdxido de
hidrégeno, el cual subsecuentemente puede ser eliminado. Las dos principales enzimas que
sustraen al peroxido de hidrégeno son la catalasa (CAT) y la ascorbato peroxidasa (APX), ambas
enzimas remueven H,0O,, pero catalizan esta reaccion de manera diferente y se localizan en
diferentes compartimentos subcelulares. La catalasa se encuentra principalmente en peroxisomas,
mientras que la APX se localiza en cloroplastos y en el citosol, o que indica que sus funciones no
se superponen. Ademas, gran parte del control del estrés oxidativo en la célula vegetal proviene
de grandes cantidades de pequefias moléculas oxidantes, tales como el acido ascorbico (vitamina
C), glutation (Noctor y Foyer, 1998), alfa tocoferol (vitamina E) y carotenoides.

2.4.9 Entrecruzamiento de proteinas de la pared celular

Una de las defensas en las que el H,O, actia como intermediario es el entrecruzamiento de
las proteinas de la pared celular, lo que causa endurecimiento de la misma y de esta manera se
puede limitar el ingreso del patégeno. En cultivos de células de soya tratadas con elicitores
fungicos, una proteina de pared celular rica en glicina con repeticiones simples (Val- Tyr-Lys-Pro-
Pro) desaparece de la fraccién extraible con SDS en geles de poliacrilamida, pero sigue siendo
detectable por inmunofluorescencia in situ (Bradley et al., 1992). Esta actividad puede ser

estimulada por H,0, y puede ser bloqueada por la adicién de la catalasa o el ascorbato.
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2.4.10 Desencadenamiento de la muerte celular programada

Las ERO provenientes de la explosion oxidativa desencadenan la muerte celular
programada (MCP) en la vecindad inmediata al sitio de infeccion y disparan la expresion de genes
en una amplia area; en cultivos de células en suspension de soya, la muerte celular fue inducida a
concentraciones de 6 a 8 mM de H,0O, exdgeno y la expresion de glutation S-transferasa (GST)
pudo ser inducida a concentraciones de 1 a 2 mM del mismo (Levine et al., 1994), lo que indica
gue las ERO pueden actuar como sefializadoras de largo alcance. Ademas, el H,O, actia de
manera sinérgica con NO en la induccién de la muerte celular (Delledone et al., 1998). No esta
claro si esta MCP es desencadenada por la abrumadora induccion de las defensas antioxidantes
de la célula o por la activaciéon de un programa genético especifico; tanto el H,O, como el NO son
causantes de estrés oxidativo. Se ha insinuado que un breve pulso de H,O, es todo lo que se
requiere para desencadenar la muerte celular y los pulsos adicionales no potencian esta
respuesta (Levine et al., 1994).

2.4.11 Relacién con laresistencia sistémica adquirida

La formacién de H,O, en el epicentro de la infeccion induce la expresion de genes en el area
circundante y en los tejidos distales, tales como las hojas no infectadas dentro de la misma planta.
Las hojas distales seran subsecuentemente resistentes al ataque de patdégenos, a este proceso se
le conoce como respuesta sistémica adquirida (SAR). La induccion de SAR puede actuar en
reiteraciéon a la induccién de la expresion de genes en los tejidos circundantes a la infeccion. De
hecho, la presencia de HR induce micro explosiones oxidativas y muerte celular en tejidos distales
cuando se induce la expresion de genes sistémicos (Alvarez et al., 1998). Este fendémeno también
puede ser desencadenado por infiltracion de sistemas generadores de H,0,.

La SAR también requiere de sefalizacion por acido salicilico (SA) (Gaffney et al., 1993). El
SA actua potenciando la respuesta de HR hacia patdgenos: la aplicacién de concentraciones
fisiologicas de SA a cultivos de células de soya no induce la produccién de H,O,, pero cuando se
afiade ademas el patdgeno, la explosion oxidativa alcanza un maximo mucho mas rapidamente
(Shirasu et al., 1997).

2.4.12 Sefializacion por MAP cinasas

Aungue el mecanismo exacto de percepcion del estrés oxidativo no se conoce, esta sefial es
traducida en la transcripcion de genes y otras respuestas celulares por la sefalizacion a través de
proteinas cinasas activadas por mitdgeno (MAPK). Este mecanismo involucra una cascada de
fosforilacion de proteinas iniciando con la activaciéon cuesta arriba de proteinas cinasas y esta
involucrada en la respuesta de las plantas al estrés abiotico, patégenos y hormonas vegetales

(Jonak et al., 1999). La activacion cuesta arriba de proteinas cinasas NPK (Nicotiana protein
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kinase) de tabaco y ANP (proteina cinasa tipo NPK de Arabidopsis) puede ser inducida por estrés,
expresion de MAPK y expresion genética (Kovtun et al., 2000). La actividad de ANP puede ser
especialmente inducida por tratamiento con H,O,

2.5 Esfingolipidos membranales

Las bases de cadena larga (o esfingoideas) son la unidad estructural caracteristica de los
esfingolipidos. Son aminas alifaticas de cadena larga que contienen dos o tres grupos hidroxilo y
con frecuencia un doble enlace trans en el carbono 4; es decir, son 2-amino-1,3-dihidroxi-alcanos
0 alquenos con estequiometria eritro-(2S,3R) con algunas otras modificaciones estructurales.

Las bases mas comunes en los tejidos animales son la esfingosina, 4-esfingenina o
(2S,3R,4E)-2-amino-4-octadecen-1,3-diol, junto con su analogo saturado dihidroesfingosina o
esfinganida. Una base de cadena larga de origen vegetal comun es la fitoesfingosina, 4D-hidroxi-
esfinganina o (2S,3R,4R)-2-amino-octadecanotriol, aunque sus analogos insaturados, por ejemplo
con un doble enlace trans en la posicion 8, es decir la dihidrofitoesfingosina o 4D-hidroxi-8-
esfingenina tienden a ser mucho mas abundantes.

Las bases esfingoideas son peculiares entre otras especies de lipidos, ya que poseen una
pequefia carga positiva a pH neutro como consecuencia de un enlace de hidrégeno
intramolecular, 1o que les permite atravesar las membranas o moverse entre ellas con relativa

facilidad.

H
L. soH

I M e S el A ot SRR ."""‘-.__.-":F—IJ e
. Esﬂngﬂsﬁna - M-
UH
e e e e P e e SHROH

Esfinganina M

ol

/"v"'v“w""-v-"'x.«-"x..f'x.J/' Y
Fitoesfingosina
g 3 LHe

H
-, omo, JSuHOH

Il a
e T
P - T i

dThierﬂtaes?ingusina H h

Figura 6. Estructura de algunas de las bases esfingoideas mas abundantes en los tejidos animales y
vegetales.

La esfingosina es una base esfingoidea de cadena larga que forma a la esfingomielina, los

cerebrésidos, sulfatidos, gangliésidos y otros esfingolipidos. Se piensa que los esfingolipidos
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estan involucrados en la regulacion del crecimiento celular, diferenciacion y transformacion
neoplasica a través de la participacion en la comunicacion célula-célula y las interacciones célula
sustrato y posibles interacciones con receptores celulares y sistemas de sefalizacion (Hakomori,
1990).

Las ceramidas se forman a partir de una base esfingoidea unida a un acido graso via un
enlace amida. Raramente se encuentran como tales dentro de los tejidos a niveles mayores que
trazas, aunque pueden ejercer importantes efectos bioldgicos. Las ceramidas se forman como
intermediarios clave en la biosintesis de los esfingolipidos complejos, en los cuales un grupo
hidroxilo primario terminal se une a un carbohidrato, fosfato, etc. Se sabe que las ceramidas
juegan un papel importante en la sefalizacién celular (Gomez-Mufoz, 1998; Perry y Hannun,
1998; Hannun y Obeid, 2002) y especialmente en la regulacion de la apoptosis (Hartfield et al.,
1997) y diferenciacién celular. De hecho, se ha sugerido que se forman en las células eucariotas
bajo condiciones de estrés.

La ruta biosintética de la esfinganina involucra la condensacién de la palmitoil-Coenzima A
con serina, catalizada por la serina palmitoiltransferasa (SPT) para formar 3-ceto-esfinganina, el
grupo ceto es entonces reducido a hidroxilo por una reductasa especifica. La esfinganina libre es
acilada rapidamente para formar dihidroceramida por una dihidroceramida sintasa o esfinganina
N-aciltransferasa, la cual puede utilizar una amplia variedad de acil-CoAs. La insercion del doble
enlace trans en posicion 4 para producir esfingosina sucede sélo después de que la esfinganina
ha sido esterificada de esta forma para formar una ceramida. En contraste, la fitoesfingosina se
forma por la hidroxilacion de la esfinganina libre en la posicion 4. La biosintesis de novo de las
bases esfingoideas resulta ser esencial para la mayoria de los organismos. La inhibicién de esta
via afecta el crecimiento y la viabilidad. Por ejemplo, las fumonisinas, que son toxinas fangicas
relacionadas estructuralmente con las bases esfingoideas, pueden causar un gran namero de
enfermedades tanto en humanos como animales por inhibicion de la ceramida sintasa, lo que da
lugar a la acumulacion de esfinganina.

Aunque las bases esfingoideas libres raramente se encuentran a niveles mayores que
trazas (tipicamente de 1 a 10 nmoles/gramo de tejido humedo), tienen importantes funciones
como mediadores de eventos celulares, por ejemplo, inhiben a la proteina cinasa C indirectamente
por un mecanismo que involucra la inhibicion de la sintesis de los diacilgliceroles. Adicionalmente,
se sabe que las bases esfingoideas son potentes inhibidores del crecimiento celular, aunque
también estimulan la proliferacién celular y sintesis de DNA (Sperling y Heinz, 2003; Lynch y
Dunn, 2004).
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2.6 Fumonisinas

Entre los principales patégenos del maiz se encuentran especies del género Fusarium, los
cuales son hongos comunes en los suelos de todo el mundo (Soriano y Dragacci, 2004) y estan
comunmente asociados con maiz y otros cereales. El ciclo de enfermedad de las plantas atacadas
por estos hongos presenta varias posibles rutas de infeccion (Munkvold y Desjardins, 1997):

1. Infeccion desde la semilla a la mazorca y al grano a través del movimiento sistémico en el
tallo.
Infeccion desde la raiz al grano a traves del tallo y la mazorca.
Infeccidn a través de aire y agua contaminada con conidias a la espiga y el grano.
Infeccion a través de heridas causadas por insectos que pueden actuar también como
vectores del inéculo.

El ndmero de mohos presentes en las semillas no esta relacionado directamente con la
cantidad de toxina que puede ser detectada en una muestra (Cortez-Rocha et al., 2003).

Las fumonisinas (FB) son metabolitos secundarios de estas especies y las principales
micotoxinas sintetizadas por las mismas. Se han encontrado varios analogos de las fumonisinas,
sin embargo, sélo la fumonisina B; (FB;) y en menor grado la FB,, se han encontrado de manera
natural en niveles significativos en maiz y productos derivados de este cereal (Soriano y Dragacci,
2004), estimandose que aproximadamente el 59% de estos productos alrededor del mundo estan
contaminados con cantidades variables de FB; (Desai et al., 2002).

Las fumonisinas muestran diferentes efectos toxicolégicos en animales y humanos, se han
asociado con leucoencefalomalacia equina (Kellerman et al., 1990; Marasas et al., 1988; Wilson et
al., 1990; Wilson et al., 1992), edema pulmonar porcino (Harrison et al., 1990; Haschek et al.,
1992; Haschek et al., 2001), nefrotoxicidad y cancer de higado en ratas (Gelderblom et al., 1991;
Voss et al., 2001), efectos aterogénicos en monos (Fincham et al., 1992), hipertrofia medial de
arterias pulmonares en cerdos (Castel et al., 1994), inmunosupresion en aves de corral (Li et al.,
1999) y hemorragia cerebral en conejos (Buchi et al., 1996). Ademas, la presencia de FB; en
maiz cultivado en las regiones de Traskan en Africa, se ha asociado estadisticamente con el alto
indice de cancer esofageal en humanos (Marasas et al., 1988; Rheeder et al., 1992; Syndenham
et al.,, 1990; Thiel et al., 1992), asi como en el norte de Italia (Franceschi et al., 1990), Iran
(Shephard et al., 2000) y el sudeste de los Estados Unidos (Gelderblom et al., 1992; Rheeder et
al., 1992) y con la promocion de cancer primario de higado en ciertas areas endémicas de la
Republica Popular China (Chu y Li, 1994; Groves et al., 1999; Li et al., 2001). De acuerdo a la
Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer, a las fumonisinas se les clasifica como

carcindgenos clase 2B. Ademdas, estos compuestos han sido implicados en enfermedades
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epidémicas causadas por alimentos contaminados caracterizadas por dolor abdominal, diarrea,
etc., en algunas villas de la India debidas al consumo de sorgo y maiz contaminados (Bath et al.,
1997).

La FB; (figura 7) tiene la estructura 2S-amino-12S,16R-dimetil-3S,5R,10R,14S,15R-penta-
hidroxi-eicosano con los grupos hidroxi de los carbonos 14 y 15 esterificados a un grupo carboxilo
terminal del acido propano-1,2,3-tricarboxilico (TCA) (Bolger et al., 2001). El grupo amino libre
parece jugar un papel especifico en la actividad biolégica de la FB; . La forma hidrolizada de la

FB; es el aminopentol (AP1).

oH
2R
O < UH CH
o7 oK

Figura 7. Estructura de la FB;

La FB; afecta las células via la inhibicion de la ceramida sintasa (esfingosina N-
aciltransferasa), una enzima clave en la biosintesis de novo y reorganizacion de los
esfingolipidos. Esta inhibicién toma lugar debido a las marcadas similitudes entre las estructuras
moleculares de la FB; y los esqueletos de las bases de cadena larga (esfingoideas) de los
esfingolipidos (Wang et al., 1990; Merrill et al., 2001). En el modelo comudn, el esqueleto de
aminopentol compite con un sustrato (base esfingoidea), mientras que los &cidos tricarbalilicos
interfieren con el enlace del &cido graso de la acil- CoA. Tres lineas de evidencia sostienen este
modelo: (1) La potencia con la cual la FB; inhibe a la sintasa de ceramida es sensible a las
concentraciones de la base esfingoidea y del acido graso acil-CoA (Merrill et al., 1993); (2) La
remocion de acidos tricarbalilicos disminuye la potencia de la inhibicion de la sintasa de ceramida
(Humpf et al., 1998); y (3) Después de la remocion de los &cidos tricarbalilicos, se convierte no
soOlo en inhibidor, sino también en sustrato para la acilacion por ceramida sintasa (Humpf et al.,
1998).

La inhibicion de la sintesis de ceramida inducida por FB; puede dar como resultado un
amplio espectro de cambios en el metabolismo de lipidos y las rutas de sefalizacién dependientes
de ellos. Esta parece ser la mayor contribucién a la carcinogénesis y otros efectos deletéreos de la
FB; (Stockmann-Juvala et al., 2004).
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3. ANTECEDENTES INMEDIATOS

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio con fumonisina B; (FB;) se ha
observado que embriones de maiz que han sido embebidos en esta toxina durante 24 h tienen
una mayor liberacion de solutos en agua desionizada que los embriones que han sido embebidos
sin la toxina, lo cual sugiere que la toxina altera la permeabilidad de las membranas celulares de
estos embriones (Gutiérrez et al., 1999) y su fluidez (Gutiérrez-Najera et al., 2000), consistentes
con el surgimiento de una explosién oxidativa, una de las reacciones iniciales de resistencia ante
el ataque de patdgenos. En apoyo a esta sugerencia se ha encontrado que la FB; desencadena
otras respuestas de defensa como el aumento en la sintesis de RNA, de proteinas de defensa
(SanJuan, 2001), el aumento en la degradacion de DNA o apoptosis (De la Torre et al. 2003) y el

incremento en la produccion de acido salicilico (Rivas et al., 2003).
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4. HIPOTESIS

La adicion in vivo de FB, y compuestos esfingoideos a embriones de maiz modifica la

actividad de la NADPH oxidasa.
La modificaciéon de la actividad de la NADPH oxidasa esta relacionada con las otras

respuestas de defensa previamente observadas.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar la presencia de un homélogo de la subunidad catalitica de la NADPH oxidasa
de neutrdéfilos (NOX2) en fracciones membranales de embriones de maiz (Zea mays L.), medir

su actividad y determinar cémo es afectada por la adicién de compuestos esfingoideos.

5.2 Objetivos especificos
1. Establecer los métodos para medir actividad de NADPH oxidasa en fracciones
membranales totales (microsomas) y de membrana plasmatica de embriones de maiz,
tanto en gel como en disolucion.

2. Aplicar los compuestos esfingoideos FB,, SN y PS in vivo a embriones de maiz y

determinar concentraciones y tiempos 6ptimos de aplicacion.

3. Medir actividad de NADPH oxidasa en microsomas y en fracciones de membranas
plasméticas de los embriones expuestos a los compuestos esfingoideos.

4. Encontrar una secuencia de aminoacidos conservada dentro de los homélogos de NADPH
oxidasa en células vegetales para la cual se obtengan anticuerpos contra la enzima y

poder detectarla en fracciones membranales de embriones de maiz.
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6. MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se utilizaron embriones de maiz (Zea mays L.) de la raza criolla Chalquefio (cosecha 2003),
disectados a partir de semillas secas, los cuales fueron almacenados a 4 °C hasta el momento de
ser utilizados.

Métodos
6.1 Imbibicién de embriones

6.1.1 Control

Los embriones de maiz fueron desinfectados utilizando una disolucién de hipoclorito de
sodio que fue preparada a partir de una disolucion comercial con un contenido de 6% de cloro
activo y diluida 1:10 (v:v) en agua desionizada. Los embriones de maiz se sumergieron en 20 ml
de esta disolucidon y se mantuvieron en agitacion durante 2 min; posteriormente se decant6 el
liquido y los embriones se lavaron tres veces mas con agua desionizada estéril.

Los embriones asi desinfectados fueron embebidos en cajas de petri estériles las cuales
contenian medio de cultivo a base de agarosa 1% disuelta en amortiguador de imbibiciéon (50 mM
KCl, 10 mM MgCl, y 50 mM Tris, pH 7.6) y diluido en agua desionizada en una proporcion 1:2
(v:v); el volumen final de medio dependié del tamafio de la caja de petri: 20 ml para cajas de 9 cm
de diametro, embebiéndose 3 g de embriones por caja y 35 ml para cajas de 14 cm de diametro,
en cada una de las cuales se embebieron 10 g de embriones. Posteriormente, los embriones
fueron incubados a 29°C en oscuridad durante 3, 6, 12, 22 6 24 h dependiendo del experimento.
Los ensayos con embriones sin germinar consistieron en incubar a los mismos durante el tiempo
deseado en el mismo medio; mientras que en los ensayos con embriones germinados éstos
fueron incubados durante 22 h en medio control y posteriormente se transfirieron a otros medios
durante 3, 6 6 12 h adicionales. Al término de la incubacion los embriones fueron congelados en
N liquido y guardados en bolsas de polietileno a -70°C hasta su uso. La desinfeccion e imbibicion
de los embriones se llevd a cabo en condiciones estériles en la campana de flujo laminar. Las
cajas de petri y el medio de cultivo fueron esterilizados a 120°C y 15 psi durante 20 min.

6.1.2 En presencia de compuestos esfingoideos

Se prepararon los medios de cultivo y se esterilizaron en las mismas condiciones que el
control, cuando la temperatura del medio descendié a aproximadamente 40°C, se afadieron los
volimenes necesarios de FB; (1 mM disuelta en agua), SN (1 mM disuelta en etanol) o PS (1 mM
disuelta en etanol), para tener concentraciones finales de 10 6 20 uM del compuesto. El contenido

de cada matraz se agitd y virtié en cajas de petri estériles.
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Figura 8 Estrategia experimental seguida para determinar la actividad de la NADPH oxidasa en embriones de maiz.



Los embriones previamente desinfectados con hipoclorito de sodio se distribuyeron en
estas cajas y se incubaron a 29°C durante 3, 6, 12 6 24 h o fueron transferidos a cajas con estos
medios durante 3, 6 6 12 h después de haber sido incubados en medio control por 22 h para la
realizacion de los experimentos con embriones germinados.

6.2 Obtencion de las fracciones membranales de embriones de maiz

De los embriones embebidos se obtuvieron fracciones microsomales y de membrana
plasmética por la técnica de reparto de fases en dos polimeros acuosos (Larsson et al., 1994;
Sanchez-Nieto et al.,1997).

6.2.1 Obtencién de la fraccion microsomal

Los embriones congelados se pesaron y molieron en presencia de amortiguador de
homogeneizacién [250 mM sorbitol, 1 mM EDTA, 1 mM KCI, 50 mM HEPES/BTP, pH 7.8, 5 mM
DTT y 1.6 pg/ml cocktail de inhibidores de proteasas (Roche, NJ); el DTT y el cocktail de
inhibidores de proteasas se adicionaron al momento de utilizar el amortiguador] en una relacién
1:2 (p:v). El homogenado obtenido de esta forma se filtr6 a través de 4 capas de gasa
previamente humedecida con agua desionizada y se centrifug6é a 3 000 rpm durante 10 min a 4°C.
Después de centrifugar, los tubos se colocaron en bafio de hielo y con ayuda de una espatula se
retird la capa de grasa que quedd en la parte superior; el sobrenadante se transfirio a otro tubo
con ayuda de una pipeta Pasteur y se centrifugé nuevamente a 11 000 rpm durante 10 min a 4°C.
Nuevamente se tomo el sobrenadante y se centrifugd, ahora a 45 000 rpm durante 75 min a 4°C,
después de lo cual se elimind cuidadosamente el sobrenadante y el botébn obtenido se
resuspendio con la ayuda de un pincel en un volumen pequefio de amortiguador de ajuste de peso
(620 mM Sorbitol, 5 mM KH,PO,4, 5 mM KCI, 1imM DTT y 0.17 mM EDTA, pH 7.0; el DTT se
adicion6 al momento de utilizar el amortiguador). Se midio el volumen obtenido y se adicioné
cocktail de inhibidores para una concentracion final de 1.6 ug/ml. Se determiné la cantidad de
proteina presente en la muestra por el método de Lowry modificado por Peterson (1977) y se
guardd a -70°C hasta su uso.

6.2.2 Obtencidn de vesiculas de membrana plasmética

Para obtener las fracciones de membrana plasmatica se adicionaron 80 mg de proteina
microsomal a una mezcla de fases (ver compaosicién en la tabla 1) de 24 g de peso. Se agregé
amortiguador de ajuste peso (620 mM sorbitol, 5 mM KH,PO,4, 5 mM KCI, 1 mM DTT y 0.17 mM
EDTA, pH 7.0 ) hasta que el peso final de la mezcla fue de 32 g. Los tubos se sellaron con
pelicula flexible parafilm, se agitaron cuidadosamente por inversion 30 veces y se centrifugaron a
4 000 rpm durante 15 min a 4°C. Después de centrifugar, se recupero la fase superior (fase U1, de

“upper phase 1% partition”), se adicioné a la fase de dextran (DEX, fase inferior) previamente
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pesada de un sistema de fases (ver composicion en la tabla 1) con peso final de 32 g y se ajusto
el peso del sistema (DEX + Ul) a 32 g con la fase superior (PEG) previamente extraida del
sistema de fases y mantenida a 4°C. Nuevamente se centrifugé a 4 000 rpm durante 15 min a 4°C
y se recupero la fase superior del centrifugado diluyéndose en un volumen igual de amortiguador
de lavado (350 mM sorbitol, 2 mM HEPES, 1 mM KCI, 1 mM DTT, 1.6 ug/ml coctail de inhibidores,
el pH se ajusté a 7.6 con MES; el DTT y el cocktail de inhibidores de proteasas se adicionaron al
momento de utilizar el amortiguador). Se centrifugd a 45 000 rpm durante 75 min a 4°C, se eliminé
cuidadosamente el sobrenadante y el botén obtenido se resuspendié con la ayuda de un pincel en
un volumen pequefio de amortiguador de lavado, se midié el volumen resultante y se adicioné
coctail de inhibidores para una concentracion final de 1.6 pg/ml. La cantidad de proteinas
presentes fue determinada por el método de Lowry modificado por Peterson (1977). Las vesiculas

de membrana plasmética asi obtenidas fueron guardadas a -70°C hasta su uso.

Tabla 1. Composicion de las mezclas y sistemas de fases para la obtencién de vesiculas de

membrana plasmatica.

Componentes Mezcla de Sistema de Concentracién
fases (24 g) fases (32 g) final
20% (p/v) Dextran T500 (DEX) 10.4 g 10.4 g 6.7%
40% (p/v) Polietilenglicol (PEG) 52¢ 529 6.7%
Sorbitol (reactivo analitico) 2.712¢ 3.6152 g 620 mM
200 mM KH,PO, 600 pl 800 ul 5mM
50 mM KCl 2400 pl 3200 pl 5 mM
300 mM DTT disuelto en 50 mM EDTA, pH 7.0 80 pul 112 ul 1mM
H,O c.b.p. 24 g 32g
Proteina microsomal 80 mg
Amortiguador de ajuste de peso c.b.p. 329

6.3 Determinacién de proteina

Se utilizé la técnica de Lowry modificada por Peterson (1977), en la cual las proteinas
reaccionan con el reactivo de Folin Ciocalteau para dar un complejo coloreado. El color que se
forma se debe a la reaccién del cobre con la proteina. La intensidad de color depende de los
aminoacidos aromaticos presentes, en especial la tirosina y el triptofano.

Se tomaron 0.9 ml de agua desionizada y se adicionaron 2 ul de la muestra a cuantificar,
mas 0.1 ml de 0.15% (p:v) desoxicolato de sodio (NaDOC); 1.0 ml del reactivo A preparado a

partir de una mezcla de volumenes iguales de agua, 0.8 N NaOH, 10% (p:v) SDS vy disolucién
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CTC [10% (p:v) Na,COs3, 0.1% (p:v) CuSOy, 0.2% (p:v) tartrato de potasio: K,C4H4O6] y 0.1 ml del
reactivo de Folin Ciocalteau 16.7% (v:v) disuelto en agua desionizada. Los tubos fueron agitados
después de la adicion de cada componente y mantenidos en reposo durante 30 min a temperatura
ambiente, después de lo cual se leyo la absorbancia a A:50 nm, La concentracion de proteina se
calculé a partir de una curva estandar en la cual la muestra a cuantificar fue sustituida por 10, 20,
30, 40 6 50 ul de una disolucion de concentracion 1 mg/ml de albumina de suero bovino (BSA),
ajustandose el volumen de agua a 0.9 ml.
6.4 Medicion de actividad de NADPH oxidasa en disolucion

La formacion del radical superéxido catalizada por fracciones membranales de embriones de
maiz fue determinada en disolucién empleando colorantes de tetrazolio, los cuales, al ser
reducidos por este radical, dan lugar a la formaciéon de en un producto colorido (formazan) que
puede ser detectado espectrofotometricamente. Los colorantes empleados fueron: NBT [nitroazul
de tetrazolio; cloruro de 2,2'-bis(4-nitrofenil)-5,5'difenil-3,3'-(3,3-dimetoxi-4,4’-difenileno)
ditetrazolio] y XTT [2,3-Bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida de sodio], de
acuerdo con las técnicas reportadas en Able et al., (1998) y Sutherland y Learmonth (1997)
respectivamente. La reaccion fue iniciada por la adicion de las proteinas membranales a la mezcla
de los otros componentes, la reduccion de los colorantes se determind a 20 min de iniciada.

6.4.1 Reduccion de NBTy XTT

El ensayo se realiz6 adicionando 30 ug de proteinas de membrana (de fraccion microsomal
0 de membrana plasmatica) a una celda que contenia amortiguador de actividad (50 mM Tris/HCI,
pH 7.4, 1 mM CaCl,, 0.2 mM NADPH y 0.2 mM de NBT o XTT) para un volumen final de 800 pl,
determinandose la absorbancia 20 min después de iniciada la reacién a As;onm cuando el colorante
empleado fue NBT ¥ A470nm €N €l caso de XTT.

6.4.2 Uso de inhibidores

Previo a la determinacion de actividad en disolucion, las fracciones membranales fueron
incubadas durante 15 min a temperatura ambiente con 50 uM DPI disuelto en DMSO o 100 6 375
u/ml de SOD (superéxido dismutasa) de eritrocitos de bovino (una unidad inhibe 50% la velocidad
de reduccion del citocromo ¢ en un sistema acoplado con xantina y xantina oxidasa a pH 7.8 y
25°C en un volumen de reaccion de 3.0 ml). EI DPI forma un aducto covalente con la flavina y de
esta manera actla como inhibidor de la NADPH oxidasa y en general de las enzimas que
contienen flavina (O’'Donnell et al., 1993); la SOD cataliza la dismutacion del radical -O, a H,O, y
O, (McCord y Fridovich, 1969) por lo que se puede usar como inhibidor en la reaccién de

reduccion de los colorantes de tetrazolio.
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La contaminacion por proteinas membranales de mitocondria capaces de producir radicales
de oxigeno se evaluo preincubando las fracciones membranales durante los 15 minutos previos a
la deteccidén de actividad en presencia de rotenona (1 ug/ml disuelta en acetona) o NaN;z (1 mM
disuelta en agua) estos compuestos son inhibidores de las enzimas mitocondriales NADH
deshidrogenasa y citocromoysg respectivamente, y podrian catalizar la formacion de radicales
capaces de reducir a | os colorantes de tetrazolio.

6.4.3 Efecto de FB; y SN afiadidos in vitro a vesiculas de membrana plasmatica de

embriones de maiz en lareduccion de NBT

Para evaluar el papel de la FB; y la SN afiadidas in vitro en la reduccién de NBT, las
vesiculas de mebrana plasmatica fueron incubadas durante 15 min a temperatura ambiente con
0.01 pmol de FB1 o0 0.1 pmol de SN, al cabo de este tiempo, se realizé el ensayo de reduccién de
NBT en las condiciones estandar.
6.5 Separacion electroforética de proteinas

Las fracciones membranales fueron sometidas a una separacién electroforética en un
sistema de geles desnaturalizantes de poliacrilamida-SDS (Schagger y von Jagow, 1987).

6.5.1 Preparacion de los geles

Se prepararon geles de poliacrilamida con un grosor de 1.5 mm, la composicién de los

cuales se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Composicion de un gel de acrilamida segun el procedimiento de Schagger y von Jagow (1987).

Componentes Gel Separador Gel concentrador
30% (p:v) acrilamida; 0.938% (p:v) Bisacrilamida 2200 pl 449.2 ul
Amortiguador del gel 2200 pl 842.2 pl
(0.3% (p:v) SDS 'y 3 M Tris HCI, pH 8.9)

Glicerol 890 pl

H,O 1336 pl 2076 pl
10% (p:v) persulfato de amonio* 222l 28 ul
TEMED* 2.2 ul 2.8 ul
Volumen total 6650.4 pul 3398.2 nl

* Adicionar justo antes de usarse

Para el ensayo de actividad se cargaron 100 ug de proteina en cada pozo del gel, mientras
gue para los controles de cargado y para las electrotransferencias se cargaron 25 ug de proteina

en cada pozo; las muestras fueron incubadas con amortiguador de desnaturalizacion [100 mM
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Tris/HCI, pH 6.8, 10% (p:v) SDS, 4% (v:v) B-mercaptoetanol y 0.6% (p:v) azul de bromofenol], en
una proporcion 1:1.5 (v:v) proteina:amortiguador de desnaturalizacién por 30 min a 45°C, después
de lo cual se sometieron a la separacion electroforética. Como referencia se cargd un pozo con 10
ul de una mezcla de proteinas de peso molecular conocido (estandares pretefiidos de pesos
moleculares BenchMark, No. de catalogo 10748-010, marca Invitrogen). Se corrio el gel a 60 V
durante 30 min y después a 90 V durante 2 h o hasta que el indicador saliera del gel. Los
amortiguadores de corrida fueron: amortiguador del catodo [0.1 M Tris, 0.1 M Tricina y 0.1% (p:v)
SDS, el pH resultante fue de 7.7], amortiguador del anodo (0.2 M Tris/HCI, pH 8.9).

6.5.2 Tincion con azul de Coomasie

Después de la separacién electroforética, los geles de los controles de cargado, se
colocaron en 100 ml de disolucién fijadora [50% (v:iv) metanol, 10% (viv) CH3;COOH] y se
mantuvieron en agitacion rotatoria suave a temperatura ambiente durante al menos 20 min. Se
removié esta disolucién y se sustituyé por disolucion tefiidora [39.5% (v:v) metanol, 21% (v:v)
CH3;COOH y 0.158% (p:v) azul de Coomasie G250]. El gel se mantuvo en agitacién rotatoria
suave a temperatura ambiente durante un minimo de 15 min. La destincion se llevo a cabo
sustituyendo la disolucion tefiidora por una disolucién que contenia 45.5% (v:v) de etanol y 9.1%
(v:iv) de CH3;COOH y colocando una esponja para que absorbiera el exceso de colorante.
Finalmente, se mantuvo en agitacion rotatoria suave hasta que las bandas de proteina fueron
visibles y hubo poco fondo de tincién. Los geles se incubaron en una disolucion 5% (v:v) de
glicerol durante 24 h y posteriormente se colocaron entre una capa de papel filtro y una de celofan
y se secaron en un secador de geles a 80°C durante tres horas.
6.6 Renaturalizacion de la NADPH oxidasa en gel y determinacién de actividad

Los geles desnaturalizados fueron sometidos al ensayo de actividad descrito por Sagi y
Fluhr (2001) hasta que las bandas de actividad fueron visibles, los pasos del proceso fueron:

6.6.1 Tratamiento previo a la separacion electroforética

Las muestras conteniendo 100 ug de proteina (el volumen de muestra agregado fue variable
sin embargo, el volumen final se igual6 en todos los casos por adicién de amortiguador de lavado)
se incubaron con el detergente zwitterionico CHAPS {&cido 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-
propanosulfénico} a una concentracion final de 0.5% en un volumen final de 15 pl durante 45 min
a 4°C. Posteriormente, las muestras se incubaron con amortiguador de desnaturalizacién [100 mM
Tris/HCI, pH 6.8, 10% (p:v) SDS, 4% (v:v) B-mercaptoetanol y 0.6% (p:v) azul de bromofenol], en
una proporcion 1:1.5 (v:v) proteina:amortiguador de desnaturalizacion por 30 min a 45°C, después

de lo cual se sometieron a la separacion electroforética.
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6.6.2 Lavado del gel para sustituir el SDS por Triton X-100

El gel desnaturalizado se agit6 durante 45 min en 500 ml de amortiguador de lavado [10 mM
Tris/HCI, pH 7.8, 2% (p:v) EDTA y 1 % (p:v) Triton X-100], después de lo cual se sustituy6 el
amortiguador por 500 ml de amortiguador nuevo, repitiéndose el lavado durante 45 min mas.

6.6.3 Renaturalizacion de la NADPH oxidasa en gel

Después del lavado para sustituir el SDS por Triton X-100, el gel se incub6 durante 45 min a
temperatura ambiente y con agitacion suave en 100 ml de amortiguador de regeneracion (20 mM
Tris/HCI, pH 7.4, 0.2 mM MgCl,, 1 mM CacCl,, 25 uM FAD y 7 mM B-mercaptoetanol).

6.6.4 Determinacion de actividad de NADPH oxidasa por reduccion de NBT en gel

La determinacion de actividad se llevd a cabo incubando el gel en 20 ml de amortiguador de
incubacién (50 mM Tris/HCI, pH 7.4, 0.2 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 0.2 mM NBT y 0.2 mM NADPH)
en oscuridad, con agitacion suave a temperatura ambiente. La incubacién se mantuvo hasta que
las bandas de actividad fueron visibles (aproximadamente 24 h), la reaccion fue detenida por
inmersion del gel en agua.

6.6.5 Uso de inhibidores en el ensayo de actividad de NADPH oxidasa en gel

Durante la determinacién de actividad, se adicionaron al amortiguador de incubacion 50 uM
DPI 0 100 u/ml de SOD de eritrocitos de bovino. ElI DPI forma un aducto covalente con la flavina y
de esta manera actla como inhibidor de la NADPH oxidasa (O’Donnell et al., 1993); la SOD
cataliza la dismutacion del radical -O,” a H,O, y O, (McCord y Fridovich, 1969) y de esta manera
actua como inhibidor en la reaccion de reduccion de NBT.
6.7 Electrotransferencia de proteinas de geles de poliacrilamida SDS a una membrana de

PVDF

Se uso la técnica de inmunotransferencia o réplica en Western (Aebersold, 1986; Beisiegel,
1986; Matsudaira, 1987). Después de la separacion electroforética de proteinas, el gel a transferir
se mantuvo en agitacion rotatoria suave durante 15 min en 100 ml de disoluciéon amortiguadora de
transferencia [25 mM Tris, 20% (v:v) metanol, 0.1% (p:v) SDS]. Posteriormente se ensamblé el
cassette de la siguiente forma: se colocé sobre la rejilla del cassette una esponja saturada con
disoluciobn amortiguadora de transferencia, sobre la cual se coloc6 una capa de papel filtro
humedecido en la misma disolucion, el gel se situ6 sobre el papel filtro y sobre el mismo se
acomodo una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) del mismo tamafio que el gel y
previamente humedecida en metanol y disolucion amortiguadora de transferencia. Sobre la
membrana de PVDF se coloco otra capa de papel filtro humedecido en disolucion amortiguadora
de transferencia; con objeto de eliminar las posibles burbujas de aire que podrian disminuir la

eficiencia de la transferencia, se hizo rodar un tubo de ensaye a modo de rodillo sobre el papel
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filtro y finalmente se colocd otra esponja saturada en la misma disolucion amortiguadora de
transferencia, se cerrd el cassette, se introdujo en la cdmara de electrotransferencia en la que
previamente se habia colocado un agitador magnético y se cubrié con suficiente disolucion
amortiguadora de transferencia. La transferencia se llevo a cabo durante 2 h a 25 V y temperatura
ambiente, manteniendo agitaciébn suave. Al término de la electrotransferencia se removio la
membrana de PVDF y se coloco en 20 ml de TTBS [0.5 M NaCl, 0.05% (v:v) Tween 20 y 20 mM
Tris/HCI, pH 7.5], cuidando que la cara que estuvo en contacto con el gel quedara hacia arriba, se
mantuvo en agitacion rotatoria suave durante 5 min a temperatura ambiente, se removio la
disolucion de TTBS y se lavé nuevamente con 20 ml de disolucién TTBS nueva en las mismas
condiciones. Se realizé un tercer lavado, esta vez utilizando 20 ml de disolucién de TBS (0.5 M
NaCl, 20 mM Tris/HCI, pH 7.5), manteniéndose en agitacién rotatoria suave durante 5 min a
temperatura ambiente.

6.8 Inmunodeteccion de la NADPH oxidasa (técnica de réplica en Western)

Se realiz6 la saturacion de los sitios inespecificos o bloqueo de la membrana colocando la
membrana de PVDF con las proteinas transferidas en 20 ml de una disolucion al 5% (p:v) de leche
descremada en polvo marca Svelty disuelta en TBS y se mantuvo en agitacion rotatoria suave a
temperatura ambiente durante una hora. Posteriormente, se realizaron 2 lavados de 5 min cada
uno en agitacion rotatoria suave y a temperatura ambiente con 20 ml de TTBS y uno més con 20
ml de TBS. Para detectar a la NADPH oxidasa, la membrana de PVDF se incub6 durante 16 h a
4°C en una disolucion en la que se utiliz6 como primer anticuerpo un suero que reacciona contra
un fragmento de la porcién del carboxilo terminal de esta enzima para especies vegetales en una
dilucion 1:3000 (v:v), en una disolucién que contenia 5% (p:v) de leche descremada en polvo
(Svelty) disuelta en TBS. Al término de la incubacién se realizaron nuevamente 2 lavados de 5 min
cada uno con 20 ml de TTBS y un tercero con 20 ml de TBS. Como segundo anticuerpo se utilizo
un anti IgG (H+L)-AP de conejo conjugado con fosfatasa alcalina (BIO-RAD) en una dilucién
1:1000 en TBS vy utilizando 5% (p:v) de leche descremada en polvo (Svelty), el cual se incubd
durante dos horas a temperatura ambiente en reposo. Nuevamente se realizaron dos lavados con
20 ml de TTBS y uno mas con 20 ml de TBS durante 5 min cada uno. Las bandas de reaccion del
anticuerpo se revelaron con disolucién para desarrollar color [0.03% (p:v) de NBT disuelto en 70%
(v:v) DMF, 0.015% (p:v) de BCIP disuelto en DMF, 0.1 M NaHCO3z; y 1 mM MgCl, a pH 9.8]. Se
mantuvo en agitacion rotatoria suave hasta que las bandas de proteina fueron visibles. La
reaccion se detuvo por inmersién en agua desionizada. Las membranas se conservaron en agua

en bolsas de polietileno, protegidas de la luz y a 4°C.
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6.9 Obtencion del anticuerpo contra un fragmento de la porcion carboxilo terminal de la

NADPH oxidasa de células vegetales

6.9.1 Busqueda de una secuencia de aminoacidos conservada y antigénica dentro de

las NADPH oxidasas de células vegetales

Se realiz6 la busqueda de secuencias de aminoacidos para homdélogos de NADPH oxidasa
en las bases de datos de NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) y Swiss Prot
(http://au.expasy.org/sprot/). Se encontraron 408 secuencias de aminoacidos correspondientes a
varias especies, mas un fragmento de una secuencia de nucleétidos de maiz putativa para esta
enzima (http://www.maizegdb.org/). De las secuencias de aminoacidos se seleccionaron las 72
correspondientes a especies vegetales, mas la secuencia correspondiente a la subunidad
catalitica (gp 91°" = NOX2) de la NADPH oxidasa de neutréfilos de humano (Homo sapiens). Se
realizé el alineamiento de dichas secuencias con ayuda del programa Bioedit, version 5.0.0 y se
obtuvo el arbol filogenético para esas secuencias, de las cuales se seleccionaron 56 por ser no
redundantes. Se realizd6 un nuevo alineamiento para estas secuecias y del dendrograma obtenido
se seleccionaron 11 secuencias representativas, las cuales incluyeron a las secuencias
reportadas como rboh (respiratory burst oxidative homolog) B (AAT35117), una proteina putativa
de rboh E (XP_482730), una proteina putativa rboh (BAD73392) y un producto no nombrado de
proteina (CAF33404) de Oryza sativa; rboh (BAB70751) de Solanun tuberosum; gp9l1phox
(AAF73124) de Lycopersicon esculentum; NADPH oxidasa (AAM28891) y un producto no
nombrado de proteina (CAF33405) de Nicotiana tabacum; rboh E (NP_173357) y rboh
(BAB08369) de Arabidopsis thaliana, también se incluyd el fragmento de la secuencia de
nucledtidos de maiz (48851) previamente traducido. A todas las secuencias seleccionadas se les
determinaron las regiones antigénicas con ayuda de los algoritmos de Hopp/Woods, Parker y
Welling, asi como del programa Bioinformatics (The Molecular Inmunology Foundation:
http://immunax.dfci.harvard.edu/Tools/antigenic.html). Se seleccion6 un fragmento de 15
aminodcidos (CTSVYEEGDARSALI) localizado en la region del carboxilo terminal de la enzima,
de acuerdo a los siguientes criterios: 1) ser una region muy conservada dentro de las secuencias
consultadas; 2) los cuatro programas consultados coincidieron al sefialarla como antigénica y 3)
contar con una cisteina natural en un extremo, lo cual resultaba muy conveniente para hacer el
conjugado a hemocianina de lamprea (Van Regenmortel et al., 1988).

6.9.2 Obtencién del anticuerpo

La sintesis del péptido y la haptenizacién fueron realizadas por la compafnia Neo MPS, Inc.
(San Diego, California, EU). El procedimiento incluyd: la sintesis del péptido y la conjugacién con

hemocianina de lamprea. La obtencién del suero inmune fue realizada con ayuda de la Q.B.P.
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Miriam Vazquez Acevedo del laboratorio 325-Nte. del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.
El procedimiento seguido consistié en:

a) Inmunizacioén del conejo. Se inyect6 al conejo con 100 pg del antigeno mezclado con 1 ml
de adyuvante completo (Sigma Chemicals, se resuspendié y agité durante 20 min y se inyecté en
muslo). Una semana después se aplicé un refuerzo en el cual se inyectaron 50 ug del antigeno
mezclado con 1 ml de adyuvante incompleto (Sigma Chemicals). Posteriormente se aplicaron dos
refuerzos similares mas en intervalos de tres semanas.

b) Sangria de prueba. Se realizO6 una sangria al conejo al terminar la serie de
inmunizaciones. El suero se obtuvo manteniendo la sangre en reposo durante 24 h a 4°C, y
posteriormente centrifugando a 10 000 rpm durante 30 min. Con este suero se realizaron ensayos
de réplica en Western, utilizando como antigenos a fracciones membranales de embriones de
maiz y de hojas de tabaco (Nicotiana tabacum) y frijol (Phaseolus vulgaris) para determinar la
presencia de anticuerpos en el suero. Se detectaron bandas de proteina con una dilucién del
anticuerpo 1:3 000.

c) Obtencién del suero inmune. Se realizé un cuarto refuerzo en el cual se inyectaron 50 ug
del antigeno mezclado con 1 ml de adyuvante incompleto y una semana después se sangro a
blanco al conejo. La sangre obtenida se mantuvo en reposo durante 24 h a 4°C, posteriormente se

centrifugd a 10 000 rpm durante 30 min.
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7. RESULTADOS
|

7.1 Ensayo de actividad de NADPH oxidasa en disolucion

7.1.1 Determinacién del tiempo de reaccion y concentracion de proteina en la
reduccion de NBT y/o XTT

Se realizaron ensayos espectrofotométricos de reduccion de los colorantes de tetrazolio
NBT a Asionm Y XTT a Ag70nm @ diferentes tiempos, utilizando vesiculas de membrana plasmatica de
embriones de maiz embebidos en medio control durante 24 h para un contenido final en la celda
de reaccion de 30 ug de proteina. En la figura 9A se muestra la curva de tiempo para la reduccion
de ambos colorantes, se encontr6 que la deteccién de la reduccién de XTT fue 6 veces mas
sensible que la de NBT al tiempo maximo de lectura. A tiempos cortos se observé linearidad en la
curva de reaccion, por lo que la siguiente determinacién se realiz6 a 10 y 20 min de iniciada la
reaccion. También se encontr6 una tendencia lineal en la reduccién de NBT con respecto a la
concentracion de proteina (figura 9B), dado que esta tendencia se conservaba a los dos tiempos
de lectura, pero los valores de absorbancia eran mayores a los 20 min de iniciada la reaccion, se
seleccion6 el tiempo de 20 min como referencia para posteriores experimentos, los cuales se

llevaron a cabo utilizando un contenido final de 30 pug de proteina por ensayo.
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Figura 9. Condiciones de determinacion del radical superdxido por membranas plasmaticas de embriones
de maiz. (A) Comparacion de la reduccion de los colorantes de tetrazolio NBT y XTT por membranas
plasmaticas de embriones de maiz con respecto al tiempo. La reaccion se inicié por la adicion de las
fracciones membranales a la mezcla de los otros componentes de reaccion. (B) Reduccion de NBT
utilizando diferentes concentraciones de proteinas de membrana plasmatica. En ambos casos, se muestran
las medias y desviaciones estandar de ocho experimentos independientes, utilizando dos diferentes

preparaciones membranales.
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7.1.2 Efecto de la concentracion de NADPH en lareduccion de NBT

La figura 10A muestra el efecto de la concentracién y naturaleza del sustrato en la reduccion
de NBT por proteinas de membrana plasmatica de embriones de maiz embebidos durante 24 h en
medio control. Se encontr6 que la reduccién del NBT con respecto a la concentracion del sustrato
sigu6 una tendencia asintética. La concentracion de NADPH usada en posteriores experimentos
fue de 0.2 mM. No se observo diferencia en la reduccion de NBT cuando el sustrato usado fue
NADH. A partir de los datos de la curva se calcularon los valores de Ky = 35 uM y Vo= 0.2739
para la reduccién de NBT dependiente de NADPH (figura 10B).
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Figura 10. Cinética de reduccion de NBT dependiente de la concentracion de NADPH. (A) Efecto de la
concentracion de NADPH en la reduccion de NBT por proteinas de membrana plasmatica de embriones de
maiz. (B) Representacion de dobles reciprocos de los valores de la curva A. Se muestran las medias y

desviaciones estandar de ocho experimentos independientes utilizando dos preparaciones membranales.

7.1.3 Efecto de la concentracion de Ca** en la reduccion de NBT

Se ha propuesto que la actividad de la NADPH oxidasa es regulada por Ca®" (Keller, et al.,
1998; Sagi y Fluhr, 2001). Se estudio el efecto de la concentracion este cation en la reduccion de
NBT por proteinas de membrana plasmatica de embriones de maiz embebidos en medio control
durante 24 h adicionando diferentes concentraciones del mismo, asi como los quelantes EDTA y
EGTA al medio de reaccion. Se consideré como 100% de reduccion la llevada a cabo en ausencia
de calcio. Se encontré un ligero incremento (12.16 + 6.13%) en el porcentaje de reduccion de NBT
con respecto al control cuando la reaccion se llevé a cabo en presencia de concentraciones
iguales 0 mayores a 1 mM del cation, los experimentos posteriores se realizaron utilizando esta

concentracion. Cuando la reaccion se efectu6 adicionando un quelante como EDTA o EGTA en
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concentraciones de 5 mM, se observé una pequefia inhibicion (16.95 + 7.48 y 16.44 + 15.18%

respectivamente) con respecto al control, lo que se muestra en la figura 11.
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Figura 11 . Reduccién de NBT por proteinas de membrana plasmatica de embriones de maiz en presencia
de diferentes concentraciones de Ca** y 5 mM de EDTA o EGTA. Se considera como 100% de reduccion
del colorante la llevada a cabo en ausencia de calcio, el cual correponde a 0.117 unidades de absorbancia.
Se muestran las medias y desviaciones estdndar de ocho experimentos independientes utilizando dos

preparaciones membranales.

7.1.4 Efecto del DPly SOD en lareducciéon de NBTy XTT

A fin de corroborar que la reduccion de los colorantes de tetrazolio usados era debida al
radical superoxido formado por una NADPH oxidasa, se realizaron ensayos de reduccion de NBT
y XTT en presencia y ausencia de DPI (50 uM) o SOD (100 y 375 u/ml). El DPI forma un aducto
covalente con la flavina y de esta manera actia como inhibidor de la NADPH oxidasa y en general
de las enzimas que contienen flavina (O’'Donnell et al., 1993); la SOD cataliza la dismutacién del
radical -O," a H,O, y O, (McCord y Fridovich, 1969), por lo que se puede usar como inhibidor en la
reaccion de reduccion de los colorantes de tetrazolio. Se utilizaron proteinas de fracciones
microsomales y de membrana plasmatica de embriones de maiz embebidos en medio control
durante 24 h. En la figura 12A se muestran los resultados obtenidos para la reduccion de NBT. Se
consider6 como 100% de reduccién la llevada a cabo en ausencia de inhibidores, en el caso de la
fraccion microsomal, se observo una inhibicion de la reduccion de NBT debida a DPI de 73.5 +
3.68 % con respecto al control. En presencia de concentraciones bajas de SOD (100 u/ml), la
inhibicion de la reduccién de NBT fue de aproximadamente 78.34 + 1.92 %, mientras que a

concentraciones mayores (375 u/ml), la inhibicion fue de 95.35 + 3.68% con respecto al control.
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En fracciones de membrana plasmatica, el porcentaje de inhibicion por DPI y por bajas y altas
concentraciones de SOD con respecto al control fue de 89.09 + 21.6%, 64.75 + 3.05% y 81.53 +
8.02% respectivamente. Los resultados de reduccion de XTT en presencia o ausencia de estos
inhibidores se muestran en la figura 12B. En este caso se observé una inhibicion por DPI de 60.51
+ 6.39% y 72.76 + 9.19% con respecto al control, tanto en fracciones microsomales como de
membrana plasmaética respectivamente. La presencia de SOD causé una inhibicion dependiente
de la concentracion de mas de 90% en ambas muestras. El porcentaje de inhibicién en la
reduccion de NBT o XTT por DPI se consideré adecuado y debido a la mayor sencillez en el

manejo de este compuesto, se utilizé como referencia en los experimentos posteriores.
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Figura 12. Efecto de los inhibidores DPl y SOD en la reduccion de (A) NBT y (B) XTT por proteinas
membranales de embriones de maiz (FM: fraccidon microsomal; MP: membrana plasmatica). En (A) el 100%
corresponde a 0.109 unidades de absorbancia, mientras que en (B) este porcentaje esta dado por 0.456
unidades de absorbancia. Se muestran las medias y desviaciones estdndar de seis experimentos

independientes realizados con dos preparaciones membranales.

7.1.5 Efecto de Rotenonay NaNs en la reduccién de NBT

Ademas de las ERO producidas por una planta como respuesta al ataque de patégenos, las
plantas también pueden producirlas durante el metabolismo aerobio normal, por estrés ambiental
0 senescencia, las fuentes metabdlicas de estas ERO incluyen a los cloroplastos y a las
mitocondrias (Mach y Greenberg, 2004). En nuestro sistema de estudio podemos descartar a los
cloroplastos como fuente del radical superéxido detectado, dado que los experimentos se llevaron
a cabo usando fracciones membranales de embriones de maiz en estadios de desarrollo en los

gue se puede asumir que aun no hay fotosintesis y por lo tanto la contaminaciéon por membranas
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de cloroplasto es nula. Esta consideracion no puede hacerse completamente extensiva a la
contaminacién por membranas de mitocondria, a pesar de que éstas deberian ser separadas
durante el proceso de extraccion de las fracciones membranales. A fin de descartar como fuente
del radical superéxido detectado durante nuestros ensayos a este organelo, se realizaron ensayos
de reduccién de NBT en presencia de rotenona (1 pg/ml) y NaNs; (ImM), los cuales son
inhibidores de las enzimas NADH deshidrogenasa y citocromo oxidasa, respectivamente, y cuya
funcidén podria estar catalizando la formacién de radicales capaces de reducir al NBT. La reaccion
se efectud utilizando vesiculas de fraccion microsomal de embriones de maiz embebidos durante
24 h en medio control; no se observo inhibicidn en la reduccién de NBT cuando las proteinas
fueron incubadas en presencia de rotenona o NaN; durante los 15 min previos al inicio de la
reaccion. Cuando las muestras fueron incubadas en presencia de DPI (50 uM), se observé una
inhibicién en la reduccién de NBT de 32.78 + 2.04% con respecto al control. En la figura 13 se

muestran los resultados de estos experimentos.
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Figura 13. Efecto de los compuestos Rotenona, NaNs; y DPI en la reduccién de NBT por proteinas de
fraccion microsomal de embriones de maiz. La rotenona se disolvié en acetona y el DPl en DMSO. EI 100%
corresponde a 0.1801 unidades de absorbancia. Se muestran las medias y desviaciones estandar de cuatro

experimentos independientes realizados con una preparacion membranal.

7.1.6 Reduccién de NBT y XTT por vesiculas de membrana plasmética de embriones

de maiz embebidos en presencia de FB;, SN o PS durante 24 h
A fin de determinar el efecto de la FB; y de los compuestos esfingoideos SN y PS en la
actividad de la NADPH oxidasa, se embebieron embriones de maiz en presencia de estos

compuestos a una concentracién de 20 uM durante 24 h. La figura 14 muestra los resultados del
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porcentaje de reduccion de NBT y XTT en presencia y ausencia de DPI (50 uM) por proteinas de
membrana plasmética de los embriones de maiz sometidos a este tratamiento. Se observé un
aumento en la reduccion de NBT con respecto al control de 50.2 + 4.85% debido a vesiculas de
embriones que fueron embebidas en presencia de FB; y de 83.18 + 6.05% por vesiculas
provenientes de los embriones que fueron embebidos en presencia de SN. Cuando los embriones
se embebieron en presencia de PS el porcentaje de reduccién del colorante fue de 95.87 + 1.75%

con respecto al control (figura 14A).
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Figura 14. Reduccién de colorantes de tetrazolio en presencia o ausencia de DPI por proteinas de
membrana plasmatica de embriones de maiz embebidos 24 h en presencia de FB;, SN o PS. (A) Reduccién
de NBT, el 100% de reduccidn corresponde a 0.109 unidades de absorbancia. (B) Reduccion de XTT, el
100% de reduccioén corresponde a 0.351 unidades de absorbancia. Se muestran las medias y desviaciones

estandar de seis experimentos independientes realizados con dos diferentes preparaciones membranales.

Cuando el colorante empleado fue XTT (figura 14B), se encontr6 un aumento en la
reduccion del mismo con respecto al control de 34.68 + 4.85% por vesiculas de embriones
embebidos en presencia de FB; y de 64.28 + 5.05% por vesiculas de embriones embebidos en
presencia de SN. Mientras que el porcentaje de reduccién del colorante por vesiculas de los
embriones embebidos en presencia de PS fue de 85.99 + 5.05%. Cuando las vesiculas de
membrana fueron incubadas previamente al inicio de la reacciéon en presencia de 50 uM DPI, se

encontraron porcentajes de inhibicion de entre 53.52 + 11.3% y 89.75 + 11.32%.
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7.1.7 Reduccion de NBT y XTT por vesiculas de membrana plasméatica de embriones
de maiz embebidos en presencia de diferentes concentraciones de FB; 0 SN

Para conocer el efecto de la concentracion de FB; y SN en la reduccion de NBT y XTT por
proteinas de membrana plasmatica de embriones de maiz, éstos fueron embebidos en medios
gue contenian 10 6 20 uM de los mismos durante 24 h. En la figura 15 se presentan los resultados
obtenidos de estos experimentos. Como se habia establecido previamente, se encontré un
aumento en la reduccion de NBT y XTT de 50.2 + 4.85 % y de 34.68 + 4.85% respectivante, en
vesiculas de embriones embebidos en presencia de 20 uM FB; con respecto al control, y de 83.18
+ 6.05% y 64.28 + 5.05%, respectivamente, en el caso de las vesiculas de embriones embebidos
en presencia de 20 uM SN.

Cuando se emplearon vesiculas de embriones que fueron embebidos en 10 uM FB;, los
porcentajes de reduccion de NBT y XTT fueron 67.27 + 8.57% y 66.12 + 3.34% respectivamente
con respecto al control. Las vesiculas provenientes de embriones embebidos en presencia de 10
uM SN redujeron el NBT y XTT 97.25 + 6.06% y 91.73 + 9.58% respectivamente. Las vesiculas de
embriones que fueron embebidos en 20 uM de FB; o 20 uM SN y que fueron incubados en
presencia de 50 uM de DPI mostraron una inhibicién de entre 77.53 y 83.04 % en la reduccion de

colorantes de tetrazolio.
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Figura 15. Reduccion de NBT y XTT en presencia o ausencia de DPI por proteinas de membrana
plasmatica de embriones de maiz embebidos 24 h en presencia de FB; o SN a concentraciones de 10 6 20
uM. (A) Reduccion de NBT. El 100% de reduccién corresponde a 0.109 unidades de absorbancia. (B)
Reduccion de XTT. El 100% de reduccién corresponde a 0.351 unidades de absorbancia. Se muestran las
medias y desviaciones estdndar de seis experimentos independientes realizados con dos diferentes

preparaciones membranales.
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7.1.8 Reduccion de NBT por vesiculas de membrana plasmatica de embriones de
maiz embebidos en medio control durante 24 h y expuestas a FB; o SN in vitro
En experimentos previos realizados en nuestro laboratorio (Gutiérrez-Njera, no publicado),
no se encontré6 FB; remanente en la membrana plasmatica de embriones de maiz que fueron
expuestos a 10 uM de la toxina durante 24 h, sin embargo, se encontré un aumento de casi siete
veces en el nivel de SN detectada en membrana plasmatica y de casi ocho veces en el contenido
de PS detectada en fraccion microsomal. Cuando los embriones fueron embebidos en presencia
de FB; en una concentracion de 20 uM durante 24 h, se detectaron aproximadamente 0.34

pmolas del compuesto por mg de proteina membranal de la muestra (Tabla 3).

Tabla 3. Contenido de FB;, SN y PS en fracciones membranales de embriones de maiz embebidos durante
24 hen 10 6 20 uM de FB; (Gutiérrez-N4jera no publicado).

FB; SN PS
(opmol mg proteina™) (omol mg proteina™) (pmol mg proteina™)
Microsomas Membrana Microsomas Membrana Microsomas Membrana
plasmatica plasmatica plasmatica
Control 1040 + 240 | 1036 + 210 278 £ 80 8995 + 730
10 uM FB; 50 + 17 No 1365 +455 | 7570 +960 | 2370 +900 | 7460+ 1750
detectada
20 uM FB; 0.34+0.03 &? &? &? &?

Nuestros resultados previos mostraban un incremento de hasta el 50.2 + 4.85% en la
reduccion de colorantes de tetrazolio por proteinas de membranas plasmaticas de embriones de
maiz embebidos durante 24 h en 20 uM de FB; y de hasta 83.18 + 6.05% cuando los embriones
fueron embebidos en presencia de 20 uM de SN. A fin de determinar si el aumento en la
producciéon del radical superdxido registrado era debido a la FB; remanente en la membrana
plasmética de los embriones expuestos a ella 0 al exceso de esfinganina acumulado por la accién
de la toxina o por exposicion de los embriones a la misma, se realizaron experimentos agregando
estos compuestos in vitro a vesiculas de membranas de embriones de maiz embebidos en medio
control durante 24 h. De acuerdo a los datos de la tabla 3, se establecié que la cantidad de FB;
que estaria presente en una celda con un volumen final de 800 ul y 30 ng de proteina seria de
0.01 pmol, no conocemos la cantidad total de SN que se encontraria en la membrana plasmatica
después de embeber en 20 uM de FB; o SN durante 24 h a los embriones, sin embargo,

basandonos en que el aumento de la misma es de ocho veces cuando los embriones fueron
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embebidos en 10 uM de FB;, adicionamos una cantidad 10 veces mayor de lo que se esperaria
encontrar de FBy, es decir 0.1 pmol. La figura 16 muestra los resultados de la reduccién de NBT
por proteinas de membrana plasmatica de embriones de maiz embebidos en medio control
durante 24 h y expuestos a FB; o SN in vitro junto con los resultados obtenidos por la exposicion
in vivo de los embriones a los mismos compuestos. Se encontré que la adicién in vitro de 0.01
pmol de FB; inhibid la reduccion de NBT en 95.4 + 1.1% con respecto al control, en contraste con
la activacion de 50.2 +4.85% encontrada cuando los embriones fueron expuestos a la toxina in
vivo. La exposicién in vitro de las vesiculas de membrana plasmatica a SN también produjo una
inhibicién en la reduccion de NBT de 10.48 + 6.06%, comparada con la activacion de 83.18 +

6.05% producida por vesiculas de embriones expuestos al compuesto in vivo.
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Figura 16. Reduccion de NBT por proteinas de membrana plasmatica de embriones de maiz embebidos 24
h en medio control y expuestos a FB; y SN in vitro e in vivo. El 100% de reduccién corresponde a 0.21
unidades de absorbancia. Se muestran las medias y desviaciones estandar de seis experimentos

independientes realizados con dos diferentes preparaciones membranales.

7.1.9 Reduccion de NBT y XTT por fracciones microsomales de embriones de maiz

sin germinar embebidos durante 3,6 6 12 h en presencia de FB;

Con objeto de estudiar la temporalidad de la explosidn oxidativa presentada por proteinas de
membrana plasméatica de los embriones de maiz expuestos a 20 uM de FB; se realizd la
determinacion de la reduccién de los colorantes NBT y XTT por proteinas de fracciones
membranales de embriones de maiz embebidos en estas condiciones durante 3, 6 6 12 h. Debido
a las dificultades experimentales que representaba la obtencién de membranas plasmaticas de

embriones embebidos en las diferentes condiciones, los experimentos se realizaron utilizando
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fracciones microsomales. En la figura 17 se muestran los resultados de estos experimentos. Se
observo un incremento de 42.08 + 31.16 y 50.99 + 26.06% en la reduccion de NBT respecto al
control en las muestras de embriones embebidos en presencia de FB; durante 6 6 12 h
respectivamente. No se observo diferencia significativa en la reduccion de NBT debida a los
embriones que fueron embebidos durante 3 h en presencia de la toxina ( figura 17A).

En la reduccién de XTT por proteinas de fracciones microsomales de estos embriones, se
observé un incremento con respecto al control de 39.63 + 3.36 y 40.78 + 12.89% en la reduccién
del colorante debida a microsomas de embriones que fueron embebidos en presencia de FB;
durante 3 y 12 h respectivamente, no se observaron diferencias significativas con respecto al
control en la reduccion del mismo debida a microsomas de embriones que fueron expuestos a la

toxina durante 6 h (figura 17B).
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Figura 17. Reduccién de los colorantes de tetrazolio NBT (A) y XTT (B) por proteinas de fraccion microsomal
de embriones de maiz sometidos a imbibicién continua durante 3, 6 6 12 h en presencia o ausencia de FB;.
Se muestran las medias y desviaciones estandar de cuatro experimentos independientes realizados con una

preparacion membranal.

7.1.10 Reduccion de NBT y XTT por fracciones microsomales de embriones de maiz
embebidos durante 22 h en medio control y transferidos a un medio con FB;y,

SN o PS durante 3, 6 60 12 h adicionales.
Dado que los resultados de la reducciébn de NBT y XTT por proteinas de fracciones
microsomales de los embriones no germinados embebidos durante tiempos cortos en presencia
de FB; no proporcionaban informacion clara sobre la temporalidad de la explosion oxidativa, se

cambiaron las condiciones de exposicion de los embriones a los compuestos, para este fin se
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Figura 18. (A), (C) y (E) Reduccién de NBT debida a proteinas de embriones embebidos 22 h en medio
control y transferidos a medios que contenian FB;, SN o PS durante 3, 6, 6 12 h mas respectivamente. El
100% de reduccidn corresponde, en ese orden, a 0.075, 0.067 y 0.130 unidades de absorbancia. (B), (D) y
(F) Reduccién de XTT. El 100% de reduccidén corresponde, en ese orden, a 0.316, 0.303 y 0.247 unidades
de absorbancia. Se muestran las medias y desviaciones estandar de tres experimentos independientes

realizados con una preparacién membranal.
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incubaron embriones de maiz durante 22 h en medio control y posteriormente fueron transferidos
durante 3, 6, 6 12 h adicionales a medios que contenian FB;, SN o PS en una concentraciéon 20
puM. En la figura 18 se muestran los resultados de estos experimentos, los cuales, como en el
caso anterior se realizaron utilizando vesiculas de fracciones microsomales. Se observé un
incremento de 106.04 + 3.74% en la reduccion de NBT por vesiculas de embriones embebidos en
presencia de 20 uM de FB; durante tres horas, de 104.70 + 2.69% cuando los embriones
fueron embebidos en presencia de 20 uM SN y de 74.50 + 6.65% cuando el compuesto fue PS 20
uM (figura 18A).

En el caso de los experimentos en que el colorante empleado fue XTT, el aumento en la
reduccion del mismo fue de 28.27 + 4.33, 15.41 + 3.26 y 19.56 + 4.07% cuando se usaron
fracciones microsomales obtenidas de embriones embebidos en presencia de FB;, SN y PS
durante tres horas respectivamente (figura 18B). Los tiempos de imbibiciéon de los embriones
durante 6 6 12 h en presencia de los compuestos esfingoideos no revelaron ninguna diferencia
significativa con respecto al control ni cuando el colorante empleado fue NBT (figuras 18C, E) ni
cuando se traté de XTT (figuras 18D, F). La inhibicién por DPI fue, en todos los casos, de entre el
82.55+6.68y 43.63 + 1.43%.

7.2 Ensayo de actividad de NADPH oxidasa en gel
7.2.1 Deteccioén de proteinas que catalizan la reduccion de NBT dependiente de
NADPH en fracciones de membrana plasmatica de embriones de maiz y hojas
de tabaco

El ensayo en gel para la deteccion de actividad de la NADPH oxidasa consiste en la
separacion electroforética en geles desnaturalizantes y posterior renaturalizacion de proteinas que
catalizan la reduccion de NBT. Se realizaron ensayos de actividad de NADPH oxidasa en gel en
presencia de diferentes concentraciones de NADPH (resultados no mostrados) en los cuales se
observé que el tiempo de aparicion de las bandas de formazan era dependiente de la
concentracion del sustrato, no se observaron bandas de actividad en ausencia de NADPH o
cuando el sustrato usado fue NADH. No se aprecié diferencia significativa en la intensidad de las
bandas cuando el ensayo se realiz6 en presencia de diferentes concentraciones de calcio
(resultados no mostrados).

En la figura 19 se muestran las proteinas de microsomas y membrana plasmatica de
embriones de maiz y hojas de tabaco (Nicotiana tabacum, Nt) separadas electroforéticamente y
posteriormente renaturalizadas. Las muestras de tabaco se usaron como control positivo de la
presencia de NADPH oxidasa, ya que han sido reportadas dos bandas con actividad de NADPH
oxidasa de aproximadamente 103-106 y 80-75 kDa en fracciones de membrana plasméatica de
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esta especie (Sagi y Fluhr, 2001). En el ensayo se lograron detectar dos bandas de formazan
dependientes de NADPH con una masa molecular de aproximadamente 63 y 120 kDa
respectivamente en fracciones membranales de tabaco. Cuando se usaron fracciones
membranales de embriones de maiz embebidos durante 24 h en medio control se detectdé una
banda de aproximadamente 63 kDa (figura 19B). Tanto en las fracciones membranales de hojas
de tabaco, como en las de embriones de maiz, la intensidad de las bandas fue ligeramente mayor
en las muestras de membrana plasmética que en las de la fraccion microsomal. Ademas, durante
incubaciones prolongadas con el colorante, se detectaron bandas de formazan correspondientes a
proteinas de menor peso molecular (=35 kDa), el tamafio de las proteinas fue variable en la

mayoria de los casos.
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Figura 19. Determinacion de actividad de NADPH oxidasa en gel usando proteinas de fraccion microsomal
(FM) y de membrana plasmética (MP) de hojas de tabaco (Nicotiana tabacum, Nt) y de embriones de maiz
(Zea mays, Zm) embebidos 24 h. (A) Gel tefiido con Azul de Coomasie, se cargaron 25 ug de proteina en
cada carril. (B) Ensayo de actividad en gel, se cargaron 100 ug de proteina en cada carril. Se sefialan las

principales bandas de actividad detectadas.

7.2.2 Efecto de DPly SOD en la reduccion de NBT dependiente de NADPH catalizada
por proteinas de membrana plasmatica de embriones de maiz

Para corroborar que las bandas de actividad detectadas en el gel correspondian a bandas
de formazan producidas por la reduccién de NBT debida a la formacién del radical superoxido
catalizada por una enzima de membrana plasmatica dependiente de NADPH se realizé el ensayo
de actividad en gel incubandolo durante una hora en presencia de 50 uM de DPI 0100 u/ml de
SOD antes de la deteccion de actividad.

En la figura 20 se muestran las imagenes escaneadas de los geles sometidos a este

tratamiento. En el ensayo de actividad se detectaron las bandas de 63 y 120 kDa

50



correspondientes a las encontradas previamente en tabaco y la banda de 63 kDa presente en
fracciones membranales de maiz. No se detectaron bandas de formazan cuando el gel fue

preincubado en presencia de DPI o SOD.
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Figura 20. Determinacién de actividad de NADPH oxidasa en gel usando proteinas de membrana
plasmatica de hojas de tabaco y embriones de maiz. (A) Ensayo de actividad en gel. Se sefalan las
principales bandas de actividad. (B) y (C) Ensayo de actividad en presencia de DPI (50 uM) y SOD (100

u/ml) respectivamente. En todos los casos se cargaron 100 ug de proteina en cada carril.

7.2.3 Reducciéon de NBT en gel por fracciones de membrana plasméatica de embriones
de maiz expuestos a FB;, SN o PS durante 24 h

El efecto de la FB; y los compuestos esfingoideos SN y PS en la produccién del radical
superdéxido por proteinas membranales de embriones de maiz se analiz6 en geles de actividad en
los cuales se usaron vesiculas de membrana plasmética de embriones de maiz que fueron
embebidos en estos compuestos. La figura 21 muestra un gel de actividad representativo de estos
experimentos, en el cual se cargaron vesiculas de membrana plasmatica de embriones
embebidos durante 24 h en presencia de FB;, SN y PS en una concentracion final del compuesto
de 20 uM. Se sefala la principal banda de formazan detectada con un peso molecular aproximado
de 63 kDa (figura 21B). No se encontré diferencia apreciable en la intensidad de la banda
correspondiente a proteinas extraidas de embriones embebidos en presencia de los compuestos
con respecto a la de los embriones embebidos en medio control.

Cuando el ensayo se realizé utilizando vesiculas de membrana plasmatica de embriones

embebidos en presencia de diferentes concentraciones de los compuestos o durante diferentes
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tiempos de exposicion a los mismos, tampoco se detectaron diferencias en la intensidad de las

bandas de formazan o en el tiempo de aparicion de las mismas (resultados no mostrados).
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Figura 21. Determinacién de actividad de NADPH oxidasa en gel usando proteinas de membrana
plasmatica de embriones de maiz embebidos 24 h en presencia de FB;, SN o PS a una concentracién de 20
uM. (A) Gel tefiido con Azul de Coomasie. Se cargaron 25 ug de proteina en cada carril. (B) Ensayo de

actividad en gel. Se cargaron 100 ug de proteina en cada carril. Se sefiala la principal banda con actividad.

7.3 Busqueda de una secuencia de aminoacidos conservada y antigénica para la NADPH

oxidasa de células vegetales

Se realiz6 la blusqueda de secuencias de aminoacidos para homoélogos de la NADPH
oxidasa en las bases de datos de NCBI y Swiss Prot y se hizo una seleccion de las secuencias
correspondientes a especies vegetales, posteriormente se realizé el alineamiento y se obtuvo el
arbol filogenético correspondiente para dichas secuencias (figura 22A), y a partir del cual se hizo
una nueva seleccion de 11 secuencias representativas, incluyendo un fragmento de una
secuencia de nuclettidos de maiz putativa para esta enzima previamente traducido. A estas
secuencias se les determinaron las regiones antigénicas con ayuda de los algoritmos de
Hopp/Woods, Parker y Welling (figura 22B), asi como del programa Bioinformatics, con lo cual se
selecciono un fragmento de 15 aminoacidos (CTSVYEEGDARSALI) localizado en la region del
carboxilo terminal de la enzima figura 22D), mismo que fue sintetizado y conjugado a hemocianina
de lamprea por la compafia Neo MPS, Inc. (San Diego, California, EU). Esta fraccién se inoculé a
conejos y posteriormente se obtuvo el suero con el que se realizaron las pruebas de reactividad
del suero contra las proteinas de membrana plasmética como antigenos en inmunoréplicas. Todos

estos procedimientos se describen mas ampliamente en la seccién Materiales y Métodos.
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Figura 22. (A) Arbol filogenético que agrupa 56 secuencias de aminoacidos correspondientes a NADPH oxidasas de diferentes especies vegetales, mas
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7.4 Pruebas de optimizacion del procedimiento de inmunoréplica

7.4.1 Pruebas de especificidad del anticuerpo

Se realizaron diferentes ensayos de réplica en Western utilizando fracciones microsomales
de embriones de maiz y de hojas de tabaco y empleando el suero inmune obtendido. Las pruebas
se realizaron a diferentes diluciones a fin de determinar la concentracion éptima de anticuerpo
para detectar a la enzima de manera especifica. Las diluciones evaluadas fueron desde 1:250
hasta 1:30 000; la mejor dilucion a la cual se pudo detectar la NADPH oxidasa en ambas muestras

fue 1:3 000. En la figura 23 se muestran dichos ensayos.
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Figura 23. Ensayos de réplica en Western para titular la reactividad de fracciones microsomales de
embriones de maiz y hojas de tabaco contra el suero obtenido del conejo inmunizado con el péptido
integrado y acoplado a hemocianina de lamprea. Todos los ensayos se realizaron utilizando 25 pg de
proteinas, la saturacion de los sitios inespecificos se hizo con 2% de leche en polvo. Se sefialan los pesos
moleculares de algunas bandas de proteina detectadas por el anticuerpo. La dilucion del suero empleada se

sefiala en cada caso.
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7.4.2 Condiciones de eliminacién de reactividad inespecifica del anticuerpo

Se evaluaron diferentes condiciones de saturacion de los sitios inespecificos de la
membrana de PVDF o bloqueo utilizando disoluciones de leche descremada en polvo (Svelty)
disuelta en TBS en concentraciones de 2%, 3.5% y 5% (p:v) y utilizando suero inmune obtenido
en diluciones de 1:3000. La concentracion de leche a la cual se pudo detectar la NADPH oxidasa

con mayor claridad fue de 5%. En la figura 24 se muestran dichos ensayos.
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Figura 24. Ensayos de réplica en Western para evaluar la reactividad del suero suero obtenido del conejo
inmunizado con el péptido integrado y acoplado a hemocianina de lamprea. En todos los casos se utilizaron
25 ug de proteinas de fracciones microsomales de embriones de maiz y hojas de tabaco en una dilucién
1:3000 del suero antigénico. Las diferentes concentraciones de leche utilizadas para eliminar los sitios
inespecificos al anticuerpo en la membrana de PVDF se sefialan en todos los casos, asi como los pesos

moleculares de algunas bandas de proteina detectadas por el anticuerpo.

7.4.3 Deteccion de la NADPH oxidasa en microsomas de células vegetales

Se realizaron ensayos de réplica en Western utilizando microsomas de células vegetales y
el anticuerpo contra la NADPH oxidasa obtenido en las condiciones evaluadas. En la figura 25 se
muestran un gel de actividad de NADPH oxidasa y una inmunoréplica utilizando vesiculas de
fraccion microsomal de una especie vegetal dicotiledénea (tabaco) y una monocotiledénea (maiz).
Se observan en el ensayo de actividad las bandas con pesos moleculares de 63 y 120 kDa
previamente detectadas en fracciones membranales de tabaco y la banda de proteina de 63 kDa
presente en fracciones membranales obtenidas a partir de embriones de maiz. En el ensayo de
réplica en Western se detecté una banda de aproximadamente 63 kDa en ambos casos, al igual
gue en el ensayo de actividad, la intensidad de la banda es mayor en muestras de tabaco que en
las correspondientes a maiz. La banda de 120 kDa con actividad de NADPH oxidasa detectada

por el ensayo en gel no pudo identificarse en el ensayo de réplica en Western. Cuando se
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utilizaron proteinas de fracion microsomal de hojas de frijol (Phaseolus vulgaris, var Canario) en el
ensayo de actividad en gel se observaron dos bandas de actividad de aproximadamente 72 y 62
kDa respectivamente, las cuales pudieron ser reconocidas por el anticuerpo contra NADPH
oxidasa, la intensidad de estas bandas fue muy similar a la de la banda correspondiente de hojas

de tabaco, estos resultados no se muestran aqui.
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Figura 25. Deteccion de reduccién de NBT por proteinas de fracciones microsomales de tabaco y maiz. (A)
Gel teflido con Azul de Coomasie. Se cargaron 25 ug de proteina en cada carril. (B) Ensayo de actividad en
gel. Se cargaron 100 ug de proteina en cada carril, se sefialan los pesos moleculares de las principales
bandas de actividad detectadas. (C) Réplica en Western. Se cargaron 25 ug de proteina en cada carril, se
sefialan los pesos moleculares de las proteinas detectadas por el anticuerpo y que presentan reduccion de
NBT.
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8. DISCUSION

Entre las reacciones primarias presentadas por una planta en repuesta al ataque de
patdgenos se encuentra la produccion de especies reactivas de oxigeno. Desde que Doke (1983)
reportdé por primera vez la generacion del anidén superdéxido durante las interacciones
incompatibles (resistencia de la planta) entre células en suspensién de Solanum tuberosum y el
patdgeno Phytophtora infestans, las ERO han sido detectadas repetidas veces como parte de la
respuesta de resistencia a la enfermedad de una planta. Se ha observado que las ERO aplicadas
exdégenamente pueden actuar de manera sinérgica en una ruta de amplificacion de sefiales con
acido salicilico para llevar a la muerte celular hipersensible (HR, Draper, 1997; Shirasu et al.,
1997), por lo que se ha propuesto que estas especies orquestan el establecimiento de la
respuesta de defensa en plantas que acompafia frecuentemente al reconocimiento satisfactorio de
un patdégeno (Levine et al.,1994; Apoéstol et al., 1999). De la misma manera, niveles coordinados
de ERO y o6xido nitrico (NO) son necesarios para producir HR (Delledone et al., 2001), y ambos
pueden estar relacionados con el cierre de estomas mediado por 4cido abscisico (ABA) (Zhang et
al., 2001; Desikan et al., 2003). Ademas, se ha observado que el H,O, induce la activacion de
canales de calcio y puede relacionarse con el incremento en las concentraciones citosélicas del
mismo en células de guarda intactas (Pei et al., 2000). De esta manera, las ERO y la activacién de
canales de calcio pueden representar un eslabon de sefializacion comun a muchas respuestas de
plantas, implicandose especificamente a la explosion oxidativa en la activacion del flujo de calcio
(Levine et al., 1996). Las ERO también tienen un papel importante en la induccion de la
produccion de lignina (Olson y Varner, 1993) y en la acumulacion de fitoalexinas (Degousse et al.,
1994). Por otro lado, el dafio a los lipidos de membrana inducido por ERO esté relacionado con la
pérdida de la integridad membranal y la subsecuente muerte celular (Adam et al., 1989).

Se han sugerido dos mecanismos diferentes para la generacion de ERO durante las
reacciones de resistencia ante el ataque de patdégenos en plantas, el primero de ellos propone que
la produccion apoplastica de H,O, estd mediada por peroxidasas de pared celular dependientes
de pH (Bolwell et al., 1995; Bestwick et al., 1997; Bestwick et al., 1999), oxalato oxidasas o amino
oxidasas (Apel y Kirt, 2004; Mittler et al., 2004). El segundo mecanismo de produccion de ERO
sugiere la generacién de superdxido catalizada por una NADPH oxidasa (Rboh) unida a la
membrana plasmatica, similar a la responsable de la explosién oxidativa en neutréfilos de
mamiferos; esto se basa en las similitues entre la explosién oxidativa plantas con la de mamiferos,
es decir: el radical superdxido es la especie primaria detectada en la mayoria de los sistemas
vegetales estudiados (Doke, 1983; Auh y Murphy, 1995; Murphy y Auh, 1996; Jabs et al., 1997;
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Sagi y Fluhr, 2001); la velocidad de produccion de ERO en células elicitadas es similar en
mamiferos y plantas (Low y Merida, 1996) y la generacién de ERO en plantas puede ser inhibida
por DPI, el cual funciona como inhibidor de la NADPH oxidasa de mamiferos y en general de las
enzimas que contienen flavina (Jabs et al.,1996; Murphy y Auh, 1996).
8.1 Técnicas de medicion de ERO

El desarrollo de metodologias para medir la generacion-liberacion de los productos de la
explosion oxidativa es de gran importancia, por lo que se han utilizado para ello un gran niumero
de técnicas. Idealmente, una técnica disefiada para medir la produccion celular de ERO deberia
ser: a) especifica para la ERO particular que se desee estudiar; b) muy sensible; ¢) no interferir
con las funciones celulares; d) distinguir el lugar en donde se generé esta especie; €) no requerir
equipo de laboratorio muy caro o dificil de manejar y f) ser facil de estandarizar, ademas de ser
reproducible. Hasta ahora, ninguna técnica satisface completamente estos criterios (Dahlgren y
Karlsson, 1999). Entre las técnicas mas usadas para medir la liberacién extracelular de ERO se
encuentran diferentes ensayos de fluorometria y quimioluminiscencia (Anderson, et al., 1991,
Baker y Orlandi, 1997) que permiten detectar H,O,, y diferentes ensayos por medio de los cuales
es posible detectar al radical superdxido, entre éstos se incluyen la resonancia electrénica de
espin (Von Goenner et al., 1993), fotometria, luminometria y reacciones de precipitacion en las
que se forman productos coloridos que pueden ser detectados espectrofotométricamente
(Dahlgren y Karlsson, 1999). De éstas ultimas, una de las reacciones mas usadas es la reduccion
de sales de tetrazolio que son compuestos cuaternarios de amonio cuyos productos de reduccion
son muy coloridos y en general se conocen como formazan. Los colorantes de tetrazolio méas
comunmente usados son el NBT, el XTT y el MTS (Sutherland y Learmonth, 1997; Able et al.,
1998). El producto de la reduccion de NBT, el diformazan, es un compuesto poco soluble de color
azul, lo cual resulta util para la localizacion de la generacion de radicales (principalmente radical
superoxido) en tejidos (Sutherland y Learmonth, 1997), aunque también ha sido usado para
determinar la produccion del mismo en geles de poliacrilamida (Sagi y Fluhr, 2001). Los colorantes
de monotetrazolio XTT y MTS generan un formazan cargado y soluble en agua cuando son
reducidos y tienen ademas un pico de absorbancia intenso en el intervalo visible del espectro, por
lo que resultan muy convenientes para determinar la presencia del radical superéxido en
disolucion (Sutherland y Learmonth, 1997).

En este trabajo se utilizd la reduccion de los colorantes de tetrazolio NBT y XTT debida a
proteinas de fracciones membranales de embriones de Z. mays a fin de determinar en esta
especie la produccion del radical superdxido catalizada probablemente por una NADPH oxidasa

de membrana plasmatica similar a la de los neutréfilos de mamiferos. Los resultados obtenidos
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indican que se llevd a cabo la reduccion de estos compuestos, sugiriendo la produccion de este
radical. Se encontr6 que a tiempos largos, la sensibilidad del XTT fue de hasta seis veces la del
NBT (figura 9A), sin embargo, el diformazéan generado por este ultimo es una molécula de mayor
tamafo y con menor solubilidad que el monoformazan formado por la reduccion del XTT, por lo
gue resulta un compuesto mas apropiado para la determinacion de la produccién del radical
catalizada por proteinas separadas electroforéticamente en geles de poliacrilamida, por esta
razon no se descart6 el uso de este colorante en posteriores ensayos en disolucion.

Se encontré6 ademas que la reaccion de reduccion de NBT es dependiente tanto de la
concentracion de proteina (figura 9B) como del sustrato (figura 10A), esta Ultima presentd una
cinética del tipo Michaeliano con valores de Ky =35 uM Y Yy Viax = 0.2739 (figura 10B).

Los genes Rboh de células vegetales tienen una extensién en el extremo amino terminal,
presumiblemente citosélica, que puede ser mayor a 200 aminoacidos con dos motivos de union a
Ca?" (EF-hand motifs) (Keller et al., 1998), lo que puede indicar la regulacién directa por Ca** en
estas oxidasas. Esto es relevante en varios contextos funcionales, en los cuales la sefializacién
por Ca?* precede a la produccién de ERO. Este dominio esta ausente en la subunidad gp91°"* de
células de mamiferos, pero estéa presente en otros homologos de la NADPH oxidasa, por ejemplo
en la NADPH oxidasa 5 (NOX5) y en las oxidasas duales 1 y 2 (DUOX1 y DUOX2) de humanos,
las cuales contienen cuatro sitios de unidn a calcio en el lado del extremo amino terminal y
presentan una produccién de superéxido dependiente de calcio (=75 uM de Ca®" en el caso de
NOX5) (Banfi et al., 2001). En nuestro sistema de estudio, la reaccion de reduccién de NBT y XTT
por fracciones de membrana plasméatica de embriones de maiz mostr6é una ligera dependencia de
la concentracién del cation afiadido al compararse con el control (figura 11). Es importante
considerar que debido a las contaminaciones comunes de los reactivos por Ca?*, las disoluciones
contenfan alrededor de 10 uM de Ca?* libre por lo cual el control mismo ya contenia al cation, esto
se confirmo cuando los ensayos se realizaron en presencia de un quelante como EDTA o EGTA,
en los cuales se observé una ligera inhibicion en la reduccién de NBT.

Los datos disponibles sugieren que la afinidad de Rboh por el catién es baja, ya que sus
efectos maximos se han establecido a concentraciones mayores a 2 mM (Keller et al., 1998; Sagi
y Fluhr, 2001). En nuestro caso, la pobre estimulaciéon por Ca®* (12.16 + 6.13%) podria deberse a
una ausencia de la region que une al catién y que ha sido localizada hacia el extremo N-terminal.
Como posteriormente se mostr6 en el ensayo de actividad en gel, es posible que la proteina que
contribuye principalmente a la reduccion de los colorantes de tetrazolio sea un fragmento

producido por protedlisis de la enzima.
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8.2 Inhibidores de lareduccion de los colorantes de tetrazolio

La explosion oxidativa catalizada por la NADPH oxidasa de neutréfilos puede ser inhibida
por DPI en concentraciones de 0.1-10 uM (Ellis et al., 1988). Concentraciones 10 veces mayores
(1-100 uM) han sido necesarias para inhibir la explosion oxidativa de cultivos de células en
suspension de Arabidopsis (Desikan, et al., 1996), frijol (Levine et al., 1994; Dwyer et al., 1996 y
Mithofer et al., 1997), garbanzo (Otte y Barz, 1996) y rosa (Murphy y Auh, 1996); asi como en
hojas de Arabidopsis (Auh y Murphy, 1995; Desikan et al., 1996; Dwyer et al., 1996; Levine et al.,
1994; Otte y Barz, 1996; Mithofer et al., 1997). Esto ha sido usado como evidencia de que un
homologo de la NADPH oxidasa de mamiferos esta presente en la membrana plasmatica de las
células vegetales y puede ser responsable de la explosién oxidativa inducida por patégenos o
elicitores quimicos. Esta idea ha sido soportada por el descubrimiento de que aparentemente el
DPI no inhibe la actividad de peroxidasas en un estudio estandar de la reaccion (oxidacion de un
sustrato fendlico por H,0,), excluyéndolas de esta manera como intermediarios de la produccion
de ERO inhibible por DPI en células vegetales (Mithofer et al., 1997; Otte y Barz, 1996; Auh y
Murphy, 1995). Sin embargo, Frahry y Schopfer (1997) demostraron que la actividad reductora del
O, por una peroxidasa para dar H,O, y superoxido en presencia de NADH puede ser inhibida
fuertemente por DPI, por lo que el uso de este compuesto no proporciona una evidencia
concluyente de que la produccion del radical superoxido en células vegetales evocadas es debida
a una NADPH oxidasa. En general, la especificidad de los compuestos de iodonio, incluyendo al
cloruro de difenilen iodonio (DPI) para inhibir la actividad de la NADPH oxidasa es actualmente
materia de debate (Barcel6 y Ferrer, 1999). Los compuestos de iodonio son capaces de inhibir a
una gran variedad de flavoproteinas, incluyendo a la NADH deshidrogenasa mitocondrial
(Doussiere y Vignais, 1992), la nicotinamida adenina oxidasa bacteriana (Brandsch y Bicher,
1987), la NO sintasa de macréfagos (Stuehr et al., 1991) y la xantina oxidasa (Doussiere y
Vignais, 1992), asi como de interactuar con hemoproteinas, tales como el citocromo P-450
(Battioni et al., 1988) y el citocromo bssg de neutrofilos (Deme et al., 1994). Sin embargo, si puede
considerarse un criterio acertado para inferir que una actividad de oxidacién de NADPH inhibible
por DPI corresponde a una enzima con una flavina como grupo prostético. En las NADPH
oxidasas membranales reportadas tanto de mamiferos, hongos y plantas, éste parece ser el caso.

Por otra parte, la enzima superéxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutacién de los
radicales superdxido a peroxido de hidrégeno y oxigeno molecular (2.0, + 2H" — O, + H,0,)
(McCord y Fridovich, 1969), por lo que actia como una enzima antioxidante que previene el dafio
oxidativo a los tejidos causado por el radical superdxido y sus derivados. Se ha observado que la

adiciéon de SOD al medio de reaccion inhibe la reduccion de MTS y XTT
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en un sistema acoplado de xantina/xantina oxidasa de manera dependiente de la concentracion,
de tal manera que la reduccién del colorante puede ser completamente inhibida. En contraste con
esto, la SOD fue incapaz de inhibir totalmente la reduccion de NBT (Sutherland y Learmonth,
1997). La SOD inactivada no tuvo ningun efecto en la reduccion de los colorantes (Sutherland y
Learmonth, 1997; Able et al., 1998).

En concordancia con lo anterior, en nuestro sistema de estudio, la reduccion de los
colorantes NBT y XTT pudo ser inhibida en diferentes porcentajes por DP1y SOD (figura 12). En el
caso de NBT, la mayor inhibicion en la reaccion debida a proteinas de membrana plasmatica
estuvo dada por DPI, mientras que para la reduccién de XTT la mayor inhibicion fue ocasionada
por la incubacion de las vesiculas membranales con SOD. No encontramos una explicaciéon para
la discrepancia entre los valores de inhibicién de la reduccién de los dos colorantes con respecto a
ambos inhibidores. Sin embargo, los resultados obtenidos indican que en una gran proporcion, la
actividad medida en disolucién es debida a una flavoproteina reductora de O, como la NADPH
oxidasa.

El radical superdxido también puede producirse en células vegetales durante el metabolismo
aerobio normal, debido a estrés ambiental o senescencia y sus fuentes metabdlicas incluyen
cloroplastos y mitocondrias (Mach y Greenberg, 2004). En nuestro sistema de estudio podemos
descartar como fuente del radical superoxido detectado a los cloroplastos, dado que los
experimentos se llevaron a cabo usando fracciones membranales de embriones de maiz en
estadios de desarrollo en los que se puede asumir que aun no hay fotosintesis y por lo tanto la
contaminacién por membranas de cloroplasto es practicamente nula. Los ensayos de reduccion
de NBT en presencia de rotenona y NaNs, en los cuales no se detect6 inhibicion de la reaccion
(figurall3), demostraron que la contribucion a la reduccion del colorante por enzimas
mitocondriales también es despreciable, puesto que la rotenona y la azida de sodio son
inhibidores de las enzimas NADH deshidrogenasa y citocromo oxidasa, respectivamente, estas
enzimas presentes en la mitocondria podrian catalizar la formacion de radicales capaces de
reducir al colorante.

La contaminacion por otras membranas celulares en las vesiculas de membranas utilizadas
en este trabajo fue baja, encontrdndose un enriquecimiento de tres veces en los marcadores de la
membrana plasmatica (la ATPasa de H* y la glucan sintetasa 1l) con respecto a la fraccion

microsomal (Carmona, 2006).
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8.3 Efecto de los compuestos esfingoideos en la formacion del radical superéxido medida
en disolucion

Las fumonisinas (FB) son un grupo de micotoxinas producidas principalmente por Fusarium
vercillioides, un patégeno natural del maiz y otros cereales, que producen diferentes efectos
toxicos en animales y humanos, siendo la FB; la mas potente y abundante.

Stockmann-Juvala et al., (2004) caracterizaron parametros relacionados con estrés oxidativo
inducido por FB; en tres diferentes lineas de células neurales de humano, rata y raton, las cuales
fueron expuestas a FB; en dosis de entre 0.1 y 100 uM durante intervalos de 0 a 144 h, después
de lo cual la producciéon de ERO, peroxidacion de lipidos, niveles intracelulares de GSH (glutation
reducido) y la viabilidad celular fueron determinados. En las lineas neurales de rata y raton, la FB;
causo un incremento en la produccién de ERO dependiente de la dosis, pero no tuvo efecto en la
de humano. Se observaron un decremento de los niveles de GSH y un incremento en la formacién
de malondialdehido (MDA), como indicador de la peroxidacién de lipidos, asi como muerte celular
por necrosis en todas las lineas celulares después de la incubacion con FB;. Estos resultados
indican que la FB; induce estrés oxidativo en cultivos de células neurales de éstas especies
(Stockmann-Juvala et al., 2004), asi como en membranas modelo y en membranas de células de
riién de mono. En plantas, la FB; promueve la formacion de ERO medida como H,O, en
Arabidopsis thaliana, lo cual se correlacion6 con la expresion de una lesion en la hoja parecida a
la HR (Asai et al., 2000), lo cual sugiere que la toxina esta desencadenando respuestas del tipo de
defensa. De igual manera, los estudios previos realizados en nuestro laboratorio con la toxina han
mostrado que ésta promueve varias respuestas caracteristicas de defensa en embriones de maiz
durante la germinacion, tales como el aumento en la sintesis de RNA,, de proteinas de defensa
(SanJuan et al., 2001), el aumento en la degradacion de DNA (De la Torre et al., 2003) y el
incremento en la produccién de acido salicilico (Rivas et al., 2003).

Aunado a lo anterior, en este trabajo se encontré6 que la reduccion de NBT y XTT por
vesiculas de membrana plasmética de embriones de maiz embebidos 24 h en 20 uM de FB; se
incremento6 entre un 50 y un 35% con respecto al control (figural4). Cuando los embriones fueron
expuestos in vivo a FB; 10 uM se observé una disminucion en la reduccién de los compuestos de
tetrazolio, con respecto al control (figura 15).

En experimentos preliminares realizados en el laboratorio no se habia detectado FB; en
membranas plasmaticas de embriones de maiz incubados en presencia de 10 uM de FB; durante
24 h; sin embargo, cuando los embriones se incubaron durante el mismo tiempo en presencia de
20 uM de este compuesto, la cantidad de la toxina detectada fue de aproximadamente 0.34

pmolas por mg de proteina membranal de la muestra (Gutiérrez-Najera, no publicado); en las
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condiciones usadas en nuestro sistema experimental, la cantidad de la toxina presente equivale a
0.01 pmolas del compuesto en las vesiculas usadas en cada celda. Estos datos podrian sugerir
que la FB; remanente en la membrana plasmaética (si bien en muy bajas concentraciones), podria
estar causando una reaccion de explosion oxidativa en los embriones expuestos al compuesto.
Por otra parte, se ha propuesto que el mecanismo de toxicidad de la FB; esta relacionado con la
similitud estructural entre la FB; y la esfinganina (Wang et al., 1990; Merrill et al., 2001), causando
la interrupcidon del metabolismo de los esfingolipidos. La FB; es un inhibidor competitivo con
respecto a la esfinganina y el acido graso acil coenzima A, sustratos de la esfinganina-N-
aciltransferasa, una enzima clave en la biosintesis de novo de los esfingolipidos. En el modelo, el
esqueleto de aminopentol de la FB; compite con el sustrato (base esfingoidea) en el sitio catalitico
de la enzima, mientras que los 4cidos tricarbalilicos interfieren con el enlace del acido graso de la
acil- CoA al sitio catalitico, lo que lleva a un bloqueo en la biosintesis de los esfingolipidos
complejos y a la acumulacién de esfinganina. En plantas, se ha observado que la adicion de FB; a
Lemna pausicostata Heglem. 6746, plantas de tomate y callo de tabaco, causa una marcada
elevacion de fitoesfingosina y esfinganina, las cuales normalmente estan presentes en bajas
concentraciones (Abbas et al., 1994). Acorde a lo anterior, en nuestro laboratorio se habia
detectado un aumento de aproximadamente siete veces en el nivel de SN presente en la
membrana plasmética de embriones de maiz expuestos a FB; en concentraciones de 10 uM
durante 24 h, y de casi ocho veces en el contenido de PS detectada en fraccion microsomal. Estos
datos también podrian indicar que el exceso de estas bases esfingoideas, en particular de la SN
podria ser el responsable del incremento en la producciéon del radical superéxido observado en
nuestro sistema. Sin embargo, el aumento de SN en la membrana plasmatica se esperaria, tanto
en vesiculas de membrana plasmatica de los embriones expuestos in vivo a 10 uM de FB; como
en las obtenidas de aquellos expuestos a 20 puM de la toxina, (sOlo se determind
experimentalmente a 10 uM de FB;). El efecto de la toxina en la produccion de ERO sélo se
observé cuando la concentracion empleada fue 20 uM, lo que no nos permite aclarar la
participacion de la SN en el mismo.

Por lo anterior, los embriones fueron expuestos in vivo a SN 20 uM, durante 24 h (figura 14).
La reduccién de NBT o XTT por vesiculas de membrana plasmatica obtenidas de estos embriones
se vié incrementada hasta en un 83.18 + 6.05% con respecto al control; sin embargo, no se
encontrd diferencia significativa en la produccion del radical superdxido respecto del control en
membranas plasmaticas de los embriones que fueron expuestos in vivo a 20 uM de PS. En
ensayos preliminares cuyos resultados no se muestran aqui, no se habia encontrado diferencia en

la reduccién de NBT debida a membranas plasmaticas obtenidas de embriones embebidos
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durante 24 h en 20 uM de ceramida. No se encontré diferencia en la reduccion de NBT o XTT
cuando los embriones fueron expuestos in vivo a SN 10 uM durante 24 h (figura 15).

Para comprobar si alguno de estos compuestos (FB; 0 SN) podia estimular directamente la
producciéon de superéxido, se realizaron ensayos de reduccion de NBT utilizando vesiculas
membranales de embriones embebidos en medio control y preincubadas en presencia de éstos
compuestos en las cantidades en que presumiblemente estarian enriquecidas las membranas
plasméaticas de los embriones expuestos a ellas durante 24 h con una concentracién en el medio
de imbibicién de 20 uM. A diferencia de los resultados obtenidos cuando se utilizaron membranas
plasmaticas de embriones expuesto a los compuestos in vivo, en los cuales se observo
estimulacion de la reaccion, la reduccion de NBT por membranas obtenidas a partir de embriones
gue fueron embebidas en medio control y que fueron expuestas a FB; 0 SN in vitro se vi6 inhibida
hasta en un 95.4 + 1.1% (figura 16). La exposicién in vitro a PS también causé inhibicion en la
reaccion (resultados no mostrados). Se sabe que la NADPH oxidasa de mamiferos se encuentra
en balsas lipidicas enriquecidas en esfingolipidos y colesterol y depende de estos microdominos
para su activacion (Shao, Segal y Dekker, 2003; Vilhardt y van Deurs, 2004). En plantas de tabaco
se encontré que esta enzima es reclutada a estas estructuras después de la estimulacién por
criptogeina, asi como la presencia de NtRac5, una pequefia proteina G que actia como regulador
negativo de la enzima (Mongrand et al., 2004). En nuestro caso, es posible que el entorno lipidico
natural en el que se encuentra inmersa la enzima en las membranas control sea suficiente para
promover su estado activado y el exceso de esfingolipidos agregados podria estar ejerciendo
otros efectos que alteren la actividad de la enzima, como es la disminucién de fluidez (Gutiérrez-
Ndjera et al. 2005). Adicionalmente, es muy probable que la SN y PS exdgenas sigan distintas
vias de incorporacién a la membrana de las que siguen las enddgenas. Estas podrian ser
explicaciones alternativas a la discordancia en los resultados de los efectos de compuestos
esfingoideos obtenidos por la exposicion in vivo e in vitro de los embriones de maiz.

Otra consecuencia derivada de la exposicion de los embriones a medios con exceso de SN,
es que se podria estar estimulando la sintesis de ceramida y esfingolipidos complejos, con lo que
éstos también se convierten en candidatos responsables del incremento en la produccion de ERO.
Sin embargo esto es improbable, ya que tanto a 10 como a 20 uM de FB; afiadida in vivo se
tendrian bajos niveles de esfingolipidos complejos, por lo cual en ambos casos se esperaria la
misma tendencia en la produccién de ERO, en el primer caso, la reduccion de los colorantes de
tetrazolio se estimula y en el otro no. Por otra parte, al afiadir 10 y 20 uM de SN in vivo, se
esperaria tener altos niveles de esfingolipidos complejos, quizas mas altos a la concentracion

mayor de SN, sin embargo, la producciéon de ERO aumenta en el ultimo caso, mientras que en el
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Cuando se realizaron ensayos de reduccion de NBT afiadiendo ceramida o glucosilceramida in
vitro a vesiculas de membranas de embriones de maiz embebidos en medio control se observo
una inhibicidn menor a la observada por la exposicion en las mismas condiciones a FB; 0 SN,
sobre todo cuando el compuesto afiadido fue glucosilceramida, estos resultados son preliminares
por lo que no se presentan aqui. Lo anterior indica que no hay una correlacion entre los niveles de
esfingolipidos complejos y la produccion de superéxido; sin embargo, para aclarar esta parte, es
necesario verificar las condiciones membranales en cada condicion experimental: niveles de SN,
de FB4, de fluidez membranal y de esfingolipidos complejos.
8.4 Efecto de los diferentes tipos de exposicién a los compuestos esfingoideos en la
formacién del radical superéxido medida en disolucion

Se sabe que la aparicion de ERO durante la explosion oxidativa usualmente es muy rapida y
puede variar dependiendo del sistema vegetal estudiado y del factor estimulante. En cultivos de
células en suspension, esta respuesta frecuentemente inicia de 1 a 2 min después de la adicion al
medio de elicitores fungicos u oligo-1,4-a-D-galacturénidos (OGA) derivados de la planta, alcanza
Su maximo pocos minutos después y es completada dentro de los 15 a 20 min posteriores a la
estimulacion (figura 26A). Cuando se usaron tejidos de plantas completas, la explosion oxidativa
fue observada a un tiempo mas largo, presentandose una respuesta bifasica en respuesta al
tratamiento bacteriano, en la cual la primera fase de la explosidon oxidativa ocurre a los pocos
minutos posteriores a la estimulacion y es transitoria, mientras que la segunda fase es mas
intensa y prolongada que la primera (figura 26B); en plantas tratadas con fragmentos de OGA la
produccién de ERO se observé aproximadamente a las 3 h posteriores a la inoculacién pero su
intensidad fue alta y sostenida (Wojtaszek, 1997).

Con objeto de estudiar la temporalidad de la explosién oxidativa detectada en los embriones
de maiz, se les sometié a imbibicién durante diferentes tiempos (3, 6 6 12 h) en presencia o
ausencia de FB; 20 uM (la concentracion a la que se habia detectado un aumento en la
produccion del radical superéxido). En estas condiciones de exposicién de los embriones a FB; no
se observaron diferencias significativas en la reduccion de NBT o XTT por las fracciones
microsomales de los mismos (figura 17). Estos resultados podrian explicarse por varios
fendbmenos que ocurren simultaneamente. Por un lado, los embriones estan atravesando un
programa de desarrollo que se inicia desde la hidratacion del tejido y al que sobrevienen etapas
de reactivacion diferencial del metabolismo, por lo cual, el fondo metabdlico no es constante. Por
otra parte, tanto la toxina como los compuestos esfingoideos estan permeando al embrién con una
cinética especifica y estan siendo metabolizados segun la capacidad del embrion, dificultandose

asi el analisis del efecto de los compuestos en un entorno cambiante.
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Figura 26. Representacion esquematica de la cinética de la explosion oxidativa en cultivos de células en
suspension o plantas posterior al tratamiento con varios tipos de moléculas elicitoras. (A) Respuestas de
células en suspension por elicitores fungicos (—) o fragmentos de oligaracturénidos (OGA) derivados de la
planta (----) comparados con la respuesta de plantas precondicionadas a elicitores flngicos (--). (B)
Reaccion bifasica de células de plantas a la elicitacion bacteiana (—) y generacion de ERO por plantas en
respuesta al tratamiento con OGA (== ) (Wojtaszek, 1997).

Adicionalmente, el utilizar microsomas implica la presencia de otras membranas cuyas
enzimas podrian contribuir a la reduccion de los colorantes de tetrazolio y sobre los cuales los
compuestos esfingoideos podrian 0 no tener un efecto, enmascarando los debidos a las enzimas
correspondientes a membrana plasmatica. Por esta razon se modifico del esquema de exposicion
de los embriones a los compuestos esfingoideos, sometiéndolos a una imbibicién continua por 2 2
h, tiempo en el que ya estd avanzado el programa de germinacion y a partir del cual se expusieron
durante tiempos adicionales (3, 6 6 12 h) en medios que contenian 20 uM de FB;, SN o PS. De
esta manera también se favorecia el estudio de la produccién del superéxido a tiempos cortos,
gue son los reportados para la activacion de NADPH oxidasa. Se encontré que las fracciones
microsomales de embriones que fueron sometidos a este tratamiento mostraron un incremento en
la produccion de radical superdxido medida por reduccién de NBT cuando fueron embebidos 3 h
en tales compuestos, encontrandose una gran estimulacion por FB; y por SN, ademas, se observé
gue en estas condiciones de exposicion, la PS también tuvo un efecto de estimulacion de la
produccién del radical superéxido. Cuando el colorante empleado para la deteccién del radical fue
XTT, también se observd un incremento en la produccién del mismo, sin embargo, el porcentaje
de aumento fue mucho menor que en los experimentos con NBT (figura 18); puesto que los

experimentos se realizaron usando las mismas fracciones membranales, no sabemos si estas
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diferencias fueron debidas a los colorantes. Cuando los embriones fueron embebidos en
presencia de los compuestos esfingoideos durante 6 6 12 h, no se observaron diferencias
significativas con respecto al control, ni en los experimentos realizados con NBT ni en los que se
empled XTT.

Respecto a la temporalidad de la explosién oxidativa presentada por embriones de maiz
expuestos tanto a FB; como a SN y PS en concentraciones de 20 uM, con los resultados
obtenidos en este trabajo se puede afirmar que existe un incremento en la produccién del radical
superdxido a las 3 h de exposicion al compuesto. Sin embargo, la carencia de mediciones a
tiempos mucho mas cortos, impide afirmar si esta activacion de 3 h corresponde a una segunda
fase de un patrén bifasico de explosién oxidativa 0 a una seccion de un patrén monofasico. Por lo
tanto, quedaria pendiente estudiar el sistema utilizando tiempos de exposicién menores.

La discordancia entre los porcentajes de inhibicion o incremento en la produccion del radical
superdxido debido a fracciones membranales de embriones de maiz embebidos en presencia de
compuestos esfingoideos medida por la reduccién de NBT o XTT se observo en todos los
experimentos realizados. Sin embargo, a pesar de las diferencias en los resultados obtenidos en
estos experimentos cabe destacar que la tendencia observada en los resultados es la misma, por
lo que podemos afirmar con seguridad, que tanto la exposicion in vivo a FB; como a SN aumentan
la produccion del radical superoxido en embriones de maiz y que este efecto es dependiente de la
concentracion y el tiempo de exposicion al compuesto; en el caso de la FB;, bajas
concentraciones de la toxina (10 uM) inhiben la reaccién, mientras que concentraciones altas (20
uM) la estimulan, este ultimo efecto también se aplica a SN. Ademas, se observd que la
exposicion a PS 20 uM durante tiempos cortos también produjo un aumento en la produccion del
radical superéxido, aunque este aumento fue ligeramente menor al provocado por FB; o SN.

El efecto de estimulacion de la actividad de NADPH oxidasa de células vegetales por FB; y
SN se suma a otras reacciones inducidas por compuestos esfingoideos encontradas previamente
en el laboratorio y que estan relacionadas con los mecanismos de defensa contra patégenos
presentados por una planta.

8.5 Efecto de los compuestos esfingoideos en la formacién del radical superéxido. Ensayo
en gel

En el ensayo en gel, se detectd consistentemente una banda principal de proteina que
catalizaba la reduccion de NBT dependiente de NADPH con una masa molecular aparente de 63
kDa (figura 19). Ademas, durante incubaciones prolongadas con el colorante se detectaron
bandas de proteina de menor peso molecular (=35 kDa) en los geles, las cuales podrian

corresponder a productos de degradacion de la enzima que conservan su actividad o bien a otras
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enzimas capaces de reducir al NBT. No se observé ninguna banda de actividad cuando se
adicion6 al medio de incubacion de los geles DPI o SOD (figura 20), en ausencia de NADPH o
cuando el sutrato usado fue NADH, lo que sugiere que las bandas de formazan detectadas en los
geles fueron originadas por la reduccion de NBT dependiente de NADPH y debida a radicales
superodxido, como resultado de la actividad de una enzima que contiene flavina.

Se observaron ligeras diferencias en la intensidad de las bandas de formazan debidas al
tipo de preparacion membranal (microsomas o membrana plasmatica), siendo mas intensas las
bandas correspondientes a proteinas de membrana plasmatica, lo que sugiere un enriquecimiento
en estas muestras de las proteinas con actividad de NADPH oxidasa, una enzima que se localiza
tipicamente en la membrana plasmatica.

Cuando se emplearon proteinas de membrana plasmatica o microsomas de hojas de tabaco
o frijol se detectaron, en el primer caso, dos bandas principales de actividad de aproximadamente
120 kDa y 60-70 kDa. En el caso de frijol se observaron dos bandas de actividad de
aproximadamente 72 y 62 kDa respectivamente (datos no mostrados).

Sagi y Fluhr (2001) reportaron la deteccién de una Unica banda de migracién con actividad
de NADPH oxidasa en muestras de tomate y dos bandas en tabaco cuando fueron sometidas a
separacion electroforética en geles nativos. Cuando la separacién se efectud bajo condiciones
desnaturalizantes detectaron bandas con pesos moleculares de 106, 103 y 75 a 80 kDa. El

tamafio del polipéptido putativo de gp91°"™

en Arabidopsis y tomate se ha predicho en un
intervalo de pesos moleculares de 94 a 112 kDa (Keller et al., 1998; Torres et al., 1998; Amicucci
et al., 1999). La variabilidad en el tamafio de las proteinas detectadas en nuestros geles con
respecto a las reportadas en la literatura y al tamafo predicho para los homoélogos vegetales de la
NADPH oxidasa podria ser resultado de “variantes de corte y empalme”, surgir de procesos
proteoliticos especificos postranscripcionales o deberse a procesos proteoliticos insepecificos
durante la obtencién de las fracciones membranales o durante el experimento. En cualquier caso,
un polipéptido con masa molecular aparente de aproximadamente 65 kDa que haya sido truncado
en el extremo amino terminal podria retener el sitio catalitico de enzima y conservar su actividad
enzimatica. Por otra parte, los ensayos se realizaron usando geles preparados por la técnica de
Shéagger y von Jagow (1987), mientras que los resultados reportados por Sagi y Fluhr (2001)
fueron obtenidos a partir de geles de Laemmli. El corrimiento de las proteinas podria presentar
ligeras variaciones de un sistema a otro que afectaran la determinacién de su masa aparente. En
un ensayo de actividad realizado en un gel de Laemmli cuyos resultados no se presentan aqui, se
obtuvo un peso molecular aproximado de 67 kDa para la principal banda de proteina con actividad

de NADPH oxidasa detectada en microsomas obtenidos de embriones de maiz. Ni la exposicion
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de los embriones a FB; o los compuestos esfingoideos SN o PS (figura 21), ni el tiempo de
exposicién a los mismos (resultados no mostrados) afecté la intensidad de las bandas de
actividad detectadas en el gel, a pesar de que en el ensayo en disolucion la reducciéon de NBT
debida a membranas plasmaticas de embriones de maiz embebidos en estos compuestos resultd
ser mayor hasta en un 106 y 104%, como en el caso de las muestras de embriones embebidos
durante 22 h en medio control y transferidos 3 h adicionales a medios que contenian FB; y SN 20
uM respectivamente. Sin embargo, se observo difusién del diformazan generado durante la
reaccion a la disolucién de incubacién de los geles, lo que podria sugerir una saturacion del
mismo dentro del gel, razén por la cual no es posible observar diferencias cuantitativas en la
reduccion del NBT en el gel que reflejen las diferencias del ensayo en solucion por las proteinas
de los embriones embebidos en los compuestos.

8.6 Inmunodeteccién de bandas reactivas a un anticuerpo disefiado contra una secuencia

de aminoéacidos conservada de la NADPH oxidasa de células vegetales

La banda de proteina de ~ 63 kDa con actividad de NADPH oxidasa detectada en
membranas de embriones de maiz pudo ser reconocida por un anticuerpo disefiado contra un
fragmento de aminoacidos ubicado en la porcion del extremo carboxilo terminal de varias NADPH
oxidasas de plantas (figura 25). Este anticuerpo constituyé una herramienta confiable para la
deteccién de la NADPH oxidasa, puesto que reconoce a una secuencia muy conservada en al
menos 39 secuencias de aminoacidos de 8 diferentes especies vegetales con relaciones
filogenéticas de cercania variable como Oryza sativa, Solanum tuberosum, Lycopersicon
esculentum, Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana, etc., incluyendo una EST de Z. mays. Lo
anterior pudo corroborarse en microsomas de hojas de frijol y de tabaco, donde el anticuerpo
reconocié principalmente una banda que también presenta actividad de NADPH oxidasa y con
una masa molecular aparente de entre 62 y 72 kDa. La deteccidn de la enzima en microsomas de
maiz fue mas complicada, puesto que el anticuerpo reconocié bandas con diferentes pesos
moleculares. Una forma de asegurar que el anticuerpo efectivamente es especifico contra NADPH
oxidasa seria disefiar oligonucle6tidos cebadores contra la secuencia codificante del péptido
contra el que se obtuvieron los anticuerpos, aislar el cDNA respectivo, clonarlo y sobreexpresar la
enzima en E. coli para luego hacer una inmunoréplica.

A la fecha no se han reportado homélogos para esta enzima o sus subunidades en Z. mays,
sin embargo, el haber encontrado una EST (CK849936 sequence tag) perteneciente a esta
especie como parte de una NADPH oxidasa putativa reportada en un banco de datos
(http://www.maizegdb.org/) y los resultados obtenidos en este trabajo, nos permiten sugerir que un
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homologo de esta enzima con una masa de ~ 63 kDa puede ser el responsable de la reduccién de
colorantes de tetrazolio por fracciones membranales de maiz.

La figura 27 representa el modelo propuesto para la produccién de ERO por una NADPH
oxidasa en embriones de maiz expuestos in vivo a FB; o SN a partir de los resultados obtenidos
en este trabajo, con base en estos datos no es posible elucidar el mecanismo de activacion de la
enzima, el cual, junto con la relacién entre la actividad de la misma, los esfingolipidos y la

respuesta a patdgenos pueden ser el tema de futuros trabajos.
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Figura 27. Modelo propuesto para la activacion de la NADPH oxidasa de embriones de Zea mays expuestos in vivo a FB; y SN.



9. CONCLUSIONES PARTICULARES

El ensayo en reduccion de colorantes de tetrazolio por proteinas de vesiculas membranales
en disolucién acoplado al uso de inhibidores especificos nos permitié detectar la produccién de
radicales superéxido por una oxidasa de membrana plasmética que contiene como grupo
prostético a la flavina, cuya actividad es dependiente de la concentracion del sustrato y que puede
ser estimulada por calcio. Este ensayo es muy sensible y fue posible detectar la estimulacion de la
reaccion por la exposicion in vivo de los embriones de Zea mays a FB; o a los compuestos
esfingoideos SN y PS, dependiendo de la concentracion o tiempo de exposicién a los mismos.

El peso molecular de la enzima o las enzimas responsables de la reduccién de los
colorantes de tetrazolio se pudo determinar por el ensayo en gel, sin embargo la sensibilidad de
este ensayo no permite detectar cambios en temporalidad o intensidad de la explosién oxidativa.

Esta enzima pudo identifficarse como un homdlogo de la NADPH oxidasa mediante el uso
de un anticuerpo disefiado para reconocer una secuencia conservada de aminoacidos localizada
en el extremo carboxilo terminal de al menos 39 secuencias de aminoacidos de 8 diferentes
especies vegetales con relaciones filogenéticas de cercania variable.

El efecto de estimulacion de la NADPH oxidasa por exposicién in vivo de los embriones de
maiz a FB1, SN 0 PS se suma a las otras reacciones inducidas por compuestos esfingoideos que
estan relacionadas con los mecanismos de defensa contra patdgenos, como el aumento en la
sintesis de RNA, de proteinas de defensa (SanJuan et al., 2001), el aumento en la degradacion
de DNA (De la Torre et al., 2003) y el incremento en la produccién de acido salicilico (Rivas et al.,
2003).

10. CONCLUSION GENERAL

La adicion de FB1 y de esfinganina a embriones de maiz es capaz de estimular la formacién
del radical superoxido por una proteina de la membrana plasmatica que tiene las caracteristicas
de una NADPH oxidasa, en condiciones experimentales en las que los embriones expresan

respuestas de defensa contra patégenos.
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11. PERSPECTIVAS

1. Establecer la relacion entre la actividad de la NADPH oxidasa, los compuestos
esfingoideos y el ataque de un patégeno utilizando células en suspension y midiendo la
produccion de ERO utilizando técnicas alternativas.

2. Establecer la relacién entre la actividad de la NADPH oxidasa y las cascadas de
sefalizacién por MAP cinasas presentadas por células vegetales ante el ataque de
patégenos, por ser éstas, elementos de respuestas tempranas.

3. Estudiar la relacién entre las actividades de la NADPH oxidasa de células vegetales, las
ATPasas de H' y los flujos de Ca*".

4. Determinar la presencia de la NADPH oxidasa en dominios resistentes a detergentes en
células vegetales y estudiar su posible funcién como plataformas de sefializacién para

la activacion de la NADPH oxidasa de células vegetales.
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