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1. RESUMEN

Los esfingolipidos son componentes membranales derivados del aminoalcohol esfinganina,
que al unirse por enlace amida a un acido graso forma la ceramida, misma que origina
esfingolipidos complejos del tipo de las esfingomielinas, los glicoesfingolipidos o los
gangliésidos. Los efectos ligados a cambios en los niveles endogenos de esfingolipidos o de sus
precursores han sido asociados a condiciones en las que se presentan respuestas de defensa en
plantas.

La fumonisina By (micotoxina producida por el hongo patégeno Fusarium verticilliodes) causa la
inhibicién de la actividad de la esfinganina N-aciltransferasa (enzima que cataliza el tercer paso
de la via de formacion de esfingolipidos complejos), produciendo una acumulacién de bases de
cadena larga (BCL). Tal acumulacién se ha asociado a respuestas de defensa en plantas, como
las de un aumento en: la degradacion de DNA, la produccién de acido salicilico, la
transcripcion de genes de defensa, la formacién de especies reactivas de oxigeno, la inmunidad
a un patdgeno avirulento, la muerte celular programada producida durante la respuesta de
hipersensibilidad (HR) y la activacion de MAPcinasas.

En el presente trabajo, se establecié un sistema que permitiera conocer la cinética de
acumulacion de esfingolipidos sintetizados de novo en embriones de maiz expuestos a FBy entre
0.5y 12 h, intervalo en el que se ha observado la activaciéon de MAPcinasas ligadas a reacciones
de defensa. Para ello, los embriones fueron expuestos a L-[*H (G)] serina antes de la exposicion
a I'Bi. Posteriormente, se extrajeron los lipidos de cada uno de los tiempos probados para
separarse ¢ identificarse por cromatografia en capa fina; la placa fue expuesta a pelicula de

autorradiograffa para observar la marca radioactiva presente en los lipidos extraidos. La

exposicion a 40 uM de FBy causé la acumulacion de fitoesfingosina y esfingosina con respecto
al control a las 2 y 4 h, respectivamente, y una BCL putativa con Rf. de 0.25, que no logré ser
identificada por medio de los estandares comerciales existentes, se acumul6 alas 2,4y 12 h.
Estos datos indican que la FB1 produce una acumulacion en los niveles endégenos de BCL,
observandose coincidencias entre los cursos de tiempo de la acumulaciéon de BCL y de
activacion de MAPK, promovidos en ambos casos por la exposiciéon a FBi, por lo que el
presente trabajo apoya la relacion entre el aumento en los niveles de BCL y la activacion de
MAPcinasas, estableciendo asi, una evidencia mds que asocia a los esfingolipidos como

mediadores de reacciones de defensa en plantas



2. INTRODUCCION
2.1. Esfingolipidos

Las formas de vida en la tierra han pasado a través de una serie intrincada de sucesos
evolutivos que las han ido perfeccionando para adecuarse exitosamente con respecto a su
medio ambiente. Uno de los acontecimientos clave que contribuyeron a su consolidacion fue el
desarrollo de estructuras responsables de delimitar a la célula de su medio externo, es decir la
formacion de moléculas que, agrupandose en arreglos cristalinos hicieron posible diferenciar el
ambiente externo del medio interno celular para asi aumentar su estabilidad. La membrana
plasmatica en un principio fue un producto de interacciones fisicas y quimicas existentes en las
condiciones en las que apareci6 la vida, pero su perfeccionamiento ha sido un largo proceso en
el que se han visto implicados diversos linajes moleculares (proteinas, esteroles y glicero
lipidos). Dentro de esta variedad molecular, los esfingolipidos son componentes fundamentales
de las membranas biologicas, ya que juegan importantes papeles celulares relacionados con la

estructura y la sefializacion celular.
2.1.1. Estructura y diversidad

La esfinganina es un alcohol aminado de cadena hidrocarbonada larga (2-amino-1,3
hidroxialcano), considerada como la base de cadena larga (BCL) basica estructural de los
esfingolipidos (Merrill ez al,, 1997). Existe una gran diversidad de BCL que pueden formar parte
de las estructura de un esfingolipido, consistentes en variaciones estructurales de la esfinganina
que difieren en el numero y la posiciéon de hidroxilaciones e insaturaciones. Las ultimas
generalmente se encuentran entre los C4y Cs 6 entre los Csy Co (Spetling y Heinz, 2003). Una
de las subestructuras cruciales en la formacion de esfingolipidos es la esfingosina, una BCL que

se diferencia de la esfinganina por una insaturacion entre el Cq4y Cs,

Cuando la esfinganina se encuentra N-acilada en el grupo amino por un acido graso de 14 a
26 atomos de carbono, se forma la ceramida, que dependiendo del tipo de acido graso al que se
encuentre unida, da lugar a una gran variedad de estructuras, ya que estos acidos grasos pueden
contener insaturaciones e hidroxilaciones a lo largo de la cadena. La combinatoria resultante de
las posiciones y el nimero de dobles enlaces e hidroxilaciones, -mas la longitud del acido graso-
da como resultado una gran variedad de moléculas bien diferenciadas en cuanto a propiedades y

estructura (Sperling y Heinz, 2003).

La ceramida es un lipido que por si mismo se encuentra en grandes proporciones dentro de



la célula y desempefia funciones importantes para ésta, pero de la ceramidas pueden derivarse
ain otra clase de lipidos de mayor complejidad estructural, éstos son los denominados
esfingolipidos complejos y estan clasificados segun sus propiedades estructurales en tres
grupos: esfingomielinas, glucoesfingolipidos y gangliésidos (Huwiler ez a/ 2000). Las
esfingomielinas estan conformadas por una ceramida, a la que se le une en el OH del C; -por

enlace éster- y una fosfocolina o fosfoetanolamina que constituye el grupo de cabeza polar

(Huwiler ez al., 2000).

Los glucoesfingolipidos se diferencian por tener uno o mas azdcares en su grupo polar,
unidos al OH del Ci. A su vez, estan integrados por cerebrésidos -con un tnico azicar unido a
la ceramida- y por globédsidos, glucoesfingolipidos neutros con dos o mas azucares unidos a la

ceramida.

Los gangliésidos son considerados los lipidos mas complejos de esta familia, ya que al tener
cabezas polares formadas por oligosacaridos y uno o varios glicidos terminales de acido sialico,

son moléculas considerablemente pesadas y estructuralmente diversas (Huwiler ez a/., 2000).

Todas estas estructuras, como se observa en la Figura 1, resultan muy heterogéneas entre si
-a causa de la LCB que las conforma, el tipo de acido graso unido al grupo amino de la LCB y la
gran diversidad de cabezas polares que pueden caracterizar a un grupo u otro- y existen
funcionalmente dentro de las células, por lo que el nimero de estructuras resultantes es muy
elevado y obviamente esta variedad se encuentra relacionada directamente con las diferentes

labores que llevan estas moléculas dentro de la célula.
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Figura 1. Estructura y sintesis de esfingolipidos. A) Estructura de diferentes especies de esfingolipidos y B) Ruta de

biosintesis de novo de esfingolipidos hasta la formacion de la ceramida.




2.1.2. Sintesis y degradacion

La biosintesis de novo de los estingolipidos tiene lugar en el reticulo endoplasmico (RE) y en el
aparato de Golgi. Comienza con la reacciéon entre la L-serina y un acido graso de 16 carbonos,
unido a un acil coenzima A (CoA): el palmitoil-CoA. La unién de estos dos compuestos esta
mediada por la enzima serin palmitoil transferasa (SPT), que une el Ci de la serina al C; del
palmitoil-CoA, dando como resultado la formaciéon de 3-cetoesfinganina y la liberacion de una
molécula de CO2 mas otra molécula de CoA. Posteriormente la 3-cetoesfinganina, que es
reducida por la enzima 3-cetoesfinganina reductasa en una reaccion dependiente de NADPH,
dando como resultado la liberacion de NADP* y la formacion de la esfinganina. A la ruta se
incorpora la enzima esfinganina N-aciltransferasa o ceramida sintasa -responsable de la IN-
acilacion de la esfinganina- y un acido graso de 14 a 26 atomos de carbono, que dan como
resultado la formacién de la ceramida; la ceramida sintasa es inhibida por la fumonisina By
(FB1) por inhibiciéon competitiva, debido al alto grado de analogia estructural existente entre la
FB; y las bases de cadena larga (BCL), que son el sustrato de la ceramida sintasa. El efecto de
esta inhibicion produce escasez en los niveles de ceramidas y esfingolipidos complejos y una
acumulacion de BCL (Huwiler e# 4/, 2000). Dado que la formacién de todos los intermediarios
de la ruta hasta la formacion de la ceramida se lleva a cabo en el RE, todas las enzimas
responsables de la formacién de los diferentes compuestos también se encuentran en esta
estructura, si bien se localizan en el lumen, la membrana o en una cara de ella Merrill ef a/,

1997).

Todos los esfingolipidos complejos comparten la misma ruta biosintética hasta la formacion
de la ceramida, y desde aqui divergen en los pasos posteriores en cuanto a los intermediarios y
las enzimas responsables de sintetizar esfingomielinas y glucolipidos. La adiciéon de la parte

polar a la ceramida ocurre generalmente en el Aparato de Golgi.

La enzima esfingomielina sintasa se encuentra en el Aparato de Golgi y es la responsable de
catalizar la reaccion que produce la formacién de esfingomielinas; por lo tanto, la ceramida
sintetizada en el RE debe viajar a través del espacio entre el RE y el Aparato de Golgi para
hallar a la esfingomielina sintasa, responsable de agregarle un grupo polar conformado por

tfosfocolina o fosfoetanolamina a su grupo OHj libre.

La sintesis de glucolipidos requiere la formacién de un intermediario citosolico: la

glucosilceramida, sintetizada por la glucosiltransferasa, enzima que tnicamente se halla en el



citosol, muy cercana al Aparato de Golgi (Schmelz ¢f a/. 2001). Después, la glucosil ceramida es
introducida al Aparato de Golgi, en el que son sintetizadas las multiples especies de glucolipidos
por la adicién de mono u oligosacaridos con intermediarios y enzimas especificas para cada tipo

particular de glucolipido.

Con respecto a la degradacion de los esfingolipidos, ésta tiene lugar en compartimientos
celulares especializados para la degradacion. Los endosomas y los lisosomas proveen un
entorno acido que favorece la degradacion a base de hidrolasas en cooperacion con proteinas
encargadas de solubilizar las partes apolares lipidicas (Imai e @/, 1997). Las esfingomielinas y los
glucoesfingolipidos son degradados generando de manera casi inversa a sus intermediarios de

sintesis, pero sin compartir las enzimas que participan en su formacion.

Una vez que estos compuestos han entrado a la via de degradacién pueden ser totalmente
desensamblados o bien pueden quedar en la forma de algin intermediatio y actuar como
sefializadores, como en el caso de la ceramida que participa como sefalizador para la biosintesis
de glucosil ceramida o bien pueden entrar nuevamente a la ruta de sintesis, siendo éste un paso

alternativo para la biosintesis de #ovo de esfingolipidos.
2.1.3. El papel estructural y funcional de los esfingolipidos

Si tomésemos cualquier célula y la analizaramos parte por parte, notarfamos inmediatamente
que uno de los compuestos mas abundantes que posee son los esfingolipidos (Lynch, 2000). La
membrana plasmatica de algunas células eucariontes posee una proporcion del 20 al 35%
(dependiendo de la especie y el tipo celular) con respecto al resto de sus componentes (Van
Meer y Lisman, 2002). También se sabe que la cara externa de la bicapa lipidica que conforma a
la membrana tiene una proporcién mayor de esfingolipidos y una proporciéon menor en la cara
interna con respecto a los demas componentes celulares (Bohn ez a/, 2001). El papel de estos
compuestos en las membranas plasmatica, nuclear y de los diferentes cuerpos membranosos de
la célula, es fundamental desde el punto de vista estructural, ya que segin la distribucion y la
concentracion de esfingolipidos, las propiedades de la membrana plasmatica se ven afectadas.
Un ejemplo de ello es el movimiento de lipidos de una monocapa a su contraparte (flip-flop);
este movimiento se ve afectado en altas concentraciones de esfingolipidos, ya que el tiempo que

tarda este movimiento (segundos para el diacilglicerol) puede alargarse a horas.

Los esfingolipidos tienen un gran peso estructural dentro de la célula, sin embargo son

moléculas tan relevantes que también desempefan papeles fisiologicos de sefializacién y como
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cofactores; por ejemplo, la ceramida exdgena esta involucrada en la regulacion del programa de
muerte celular o apoptosis, ya que activa a miembros de la superfamilia TNF-o. que estan
directamente relacionados con la cascada de sefalizaciéon que desemboca en muerte celular en
mamiferos (Brisdelli ez a/, 2006, Haimovitz-Friedman e a/, 1994). También se ha ligado a la
ceramida con la activacién de una cascada sefializadora de MAPcinasas (Yao ef a/. 1985) y con la

activacion de proteinas fosfatasas (CAPP), que estan involucradas en el proceso de apoptosis

(Hannun, 19906).
2.1.4. Esfingolipidos en plantas

La vida esta diferenciada por linajes que divergen estructural, ecolégica y evolutivamente
entre si; tomando en cuenta estas diferencias dentro de un nivel de organizacién que puede
ubicarse a nivel de especie, es de esperarse que a nivel molecular la diferencia se mantenga en
ciertos términos dentro de cada especie. El caso concreto de las plantas y las moléculas que

ocupan este trabajo refleja de manera ejemplar este caso.

Los esfingolipidos hallados en plantas parecen realizar un conjunto de tareas similares a las
observadas en otras especies eucariontes (levaduras y animales). Existen algunas moléculas que
pueden diferenciarse tanto estructural como funcionalmente; ejemplo de ello es la proporcion
de algunos de estos compuestos: los isomeros 8-(E) y 8-(Z) de la esfinga-4,8-dienina y la 4-
hidroxi-esfinga-8-enina son las bases mas recurrentes que se presentan en los cerebrésidos de
plantas a comparacion de la 4-hidroxiesfinganina, que es la BCL mas abundante en animales y
en Saccharomyces cerevisiae (Sperling y Heinz, 2003); en mamiferos, la BCL mas abundante es la
(E)-estinga-4-enina  (esfingosina, (d18:1%), en S.cerevisiae la base predominante es la 4-
hidroxiesfinganina (fitoesfinganina, t18:0). En contraste, las BCL en plantas son mucho mas
variables, las bases mds comunes son la fitoesfinganina, la esfingosina y sus respectivos

derivados, que varfan predominantemente en la posicién y el acomodo cis o trans de la BCL del

Cs. (Kawaguchi ez al., 2000).

Se ha propuesto que las tareas que desempefan los esfingolipidos en plantas incluyen la
sefializacion celular, la estabilidad de la membrana, las respuestas al estrés y recientemente se ha

sugerido un papel ligado a la patogénesis y la apoptosis (Ng y Hetherington, 2001).
2.1.4.1. Sefalizacion celular

Los esfingolipidos son importantes senalizadores celulares bien establecidos en levaduras y



mamiferos. Tomando a Arabidopsis thaliana como modelo, en plantas se ha descrito que la
disminucion en la cantidad de una proteina que transporta a la (E)-esfinga-4-enina esta asociada
a la muerte celular (Kawaguchi ¢ @/, 2000) y se ha propuesto que la esfinga-4-enina-1-fosfato
promueve el transporte de Ca?" a través de la membrana celular. De igual modo, se ha
reportado que el cambio en los niveles endogenos de esfingosina-1-fosfato promueve la
apertura y cierre de estomas, lo cual asocia a esta molécula con la transduccién de senales
promovida por el 4dcido abscisico e implicada en la reduccion del turgor de las células guarda

(Ng et al., 2001).
2.1.4.2. Influencia en la respuesta de estrés por frio

Se ha observado que una menor concentracion de glucosil ceramida en la membrana
plasmatica favorece la resistencia a temperaturas bajas (Lynch e a4/, 1987). Algunas
caracteristicas singulares de cerebrésidos con insaturaciones e hidroxilaciones en el acido graso,
promueven una resistencia menor al frio que aquellas plantas que carecen de insaturaciones e
hidroxilaciones en los residuos del acido graso (Imai ez 2/ 2000). Otras evidencias sugieren que

altos niveles de (E/Z)-4-hidroxiesfinganina-8-enina estan correlacionados con la tolerancia al

trio (Kawaguchi ez al., 2000).
2.1.4.3. Reaccion ante patdégenos

Al ser componentes integrales de la membrana plasmatica en células de plantas, los
esfingolipidos son candidatos a una interaccion que pudiesen tener las células en contacto con
patégenos. Efectivamente, se ha encontrado que los niveles de RNAm de la enzima SPT
(responsable del primer paso de la biosintesis de esfingolipidos), se incrementan durante la
respuesta de hipersensibilidad (HR) en variedades resistentes de Solanum tuberosum infectadas
por el hongo Phytopthora infestans (da Silva et al., 2006), lo cual establece una posible asociacion
entre la biosintesis de novo de esfingolipidos y las cascadas que se activan dentro de la célula,
quiza dando lugar a una respuesta de defensa regulada por esfingolipidos. También se ha
demostrado que los cerebrosidos A y C (glucoesfingolipidos) producidos por diversos
fitopatdgenos inducen sintesis de fitoalexinas, un aumento en la transcripcion de proteinas de
defensa (proteinas PR), la expresion de la HR y la resistencia a infecciones subsecuentes por

patogenos en Oryza sativa (Koga et al., 1998; Umemura ez al., 2000).
2.1.4.4. Muerte celular programada

Los niveles de ceramida y BCL estan intimamente relacionados con la apoptosis. Se ha



observado que la acumulacién de dihidroesfingosina y 3-cetodihidroesfingosina inducen la
muerte celular programada (PCD por sus siglas en inglés), el cual puede ser revertido por la
adicion de ceramida, por lo que el balance de ceramida y sus derivados fosforilados
probablemente sean moduladores de la PCD (Worral ez al., 2003). Otro ejemplo es el de la
ceramida Cy que induce muerte por apoptosis, mientras su derivado fosforilado la bloquea.
Estos antecedentes apoyan el papel de la ceramida y de su fosforilaciéon en la regulacion de la

muerte celular en plantas (Liang ez a/., 2003).

La exposicion de organismos vegetales a las micotoxinas FBy y (AAL, analogo
estructural de la FBy), producidas por los hongos Fusarium verticillivides y Alternaria alternata,
respectivamente, es uno de los sistemas mas utilizados en el estudio de los esfingolipidos como
mediadores de la PCD (Shah, 2005). La muerte celular inducida por la FB; y la toxina AAL esta
asociada a la acumulaciéon de BCL provocada por la disrupcion del metabolismo de
esfingolipidos via la inhibicién de la esfinganina N-aciltranferasa producida por las toxinas
tungicas (Abbas ez al, 1994). La mutante accelerated cell death 5 (acd5, que codifica una
supuesta ceramida cinasa de .A. thaliana) (Greenberg, 2000) y la mutante accelerated cell death
11 (acd11, que codifica a una proteina que acelera el transporte de esfingosina entre organelos
membranosos) (Broderson, 2002) producen la expresion de una PCD precoz en presencia de
patégenos debida a la acumulaciéon de BCL, por la interrupciéon de la actividad de la ceramida
cinasa y por la regionalizaciéon en ciertos sectores celulares de la esfingosina que surge como

producto de la inactivacion de la proteina ACD11 (Liang ez al, 2003).

2.2. Cinasas de proteinas

La interaccion entre la célula y su medio externo e interno esta estrictamente regulada por
sefializadores intracelulares altamente especializados que reciben, transducen y/o amplifican los
estimulos celulares con el proposito de generar respuestas adecuadas al estimulo recibido. Estos
sistemas transductores son cruciales para la homeostasis, ya que en ausencia de la sefializacion
celular, el equilibrio dinamico, dado por la estabilidad fisiolégica del medio interno,
simplemente no existirfa.

Las cinasas de proteina constituyen una superfamilia de sefializadores intracelulares
implicados en tareas como: expresion genética, crecimiento celular, motilidad celular,
diferenciacién celular y division celular (Johnson ez al, 1996). La transducciéon de senales
mediada por cinasas se lleva a cabo gracias a la transferencia de un fosfato provenientes del

ATP (6 GTP), unido en primera instancia a residuos de serina, tirosina o treonina -localizados
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en el segmento de activacion de las cinasas-, para posteriormente ser transferido al sustrato que
debe ser fosforilado (proteinas, azicares, nucleétidos o intermediarios metabdlicos) (Adams ez
al., 2001).

2.2.1. Estructura

A partir de la cristalizaciéon de algunos miembros de la superfamilia de cinasas como la Cdk2
(De Bondt ¢z al, 1993), Exk2 (Zhang ez al. 1994), cinasas de caseina-1(Carmel ez a/, 1994) y del
sitio catalitico de la cinasa PKA-Ca (Hanks y Hunter 1995), se ha logrado establecer un
consenso estructural para describir de forma general la estructura moleaular de las cinasas.

Dichas enzimas estan codificadas por una sola cadena polipeptidica con una longitud que va
de los 250 a los 350 residuos de aminoacidos (Hanks y Quinn, 1991). Su secuencia es
caracterfstica, ya que contienen residuos de treonina, serina 6 tirosina, responsables en gran
parte, de su funcién como cinasa y comunmente localizados en las regiones N terminal 6 C-
terminal de la secuencia polipeptidica (Hanks y Hunter, 1995). Las cinasas poseen doce
subdominios altamente conservados a lo largo de toda la familia (Zhang ez al., 1994).

Tanto las estructuras de a-hélice como de [-plegada se encuentran en la proteina,
diferenciandose tres regiones topolégico-funcionales dentro del polipéptido. El 16bulo mayor,
ubicado en el COOH-terminal, esta integrado por los dominios VI-IX, el 16bulo menor,
dispuesto en el NH»-terminal, integrado por los dominios I-IV y el segmento de activacion
ubicado dentro del 16bulo mayor, en el subdominio VIII. El 16bulo mayor esta conformado en
gran parte por a-hélices que interactian entre si por fuerzas moleculares débiles (puentes de
hidrégeno), al contrario del glébulo menor, que en su mayorfa esta conformado por hojas -
plegadas. El segmento de activacion se observa en la estructura tridimensional como una
hendidura localizada entre los dos l6bulos y conforma una de las partes mas hidrofébicas de la
molécula (Knighton ez al., 1991).

2.2.2. Mecanismo de accion

Cada uno de los subdominios descritos en la Figura 2, juega un papel particular en la funcién
de la cinasa. La actividad de esta enzima comienza con el encuentro entre la cinasa y un
nucleétido fosforilado como el ATP. El lébulo menor esta encargado de orientar
correctamente a la molécula de ATP 6 GTP hacia el sitio activo de la cinasa. La actividad
comienza cuando el subdominio I, que contiene la secuencia consenso Gly-x-Gly-x-x-Gly-x-

Val, establece puentes de hidrégeno con el nucledtido trifosfatado y asi anclarlo a su estructura.

El subdominio II refuerza las uniones débiles con el nucleétido y orienta a los fosfatos o y 3 al



subdominio III, que es el encargado de estabilizar la interaccion de los fosfatos al desfosforilar
al ATP. El subdominio V, ubicado en el sitio activo, es el responsable del anclaje total del anillo
de adenina y el substrato.

El l6bulo mayor es el encargado de orientar e iniciar la fosforilacion del substrato; para ello
comienza su actividad con el subdominio VI-B, que neutraliza la carga negativa del fosfato y del
ATP para que su transferencia sea mas facil cuando se lleve a cabo su orientaciéon hacia el
aceptor del fosfato por parte del subdominio VII. La tarea del subdominio VIII es regular por
medio de la fosforilacién la actividad o inactividad de la cinasa para que se inhiba o promueva
el reconocimiento y anclaje del sustrato en el segmento de activacion. Finalmente, si la cinasa

esta activa, el segmento de activacion lleva a cabo la transferencia del fosfato del ATP o GTP

hacia el sustrato (Halks y Hulter, 1995).

S

Figura 2. Estructura terciaria del sitio catalitico de la PKAa. El sitio activo de la cinasa esta sefialado con una flecha
negra, mientras que se observa claramente la abundancia de a-hélices en el 16bulo mayor y de B-plegada en el 16bulo
menor (modificado de Hanks y Hunter, 1995).

2.2.3. La superfamilia cinasa en eucariontes
La cinasas se hallan en protozoarios, hongos, plantas y mamiferos, organismos en los que
hasta el momento, se han logrado estudiar e identificar un gran nimero de los miembros de la
superfamilia de las cinasas. Su analisis sugiere que la familia cinasa se ramificé después de la
divergencia entre procariontes y eucariontes (Mufioz-Dorado ez al, 1991), ya que se han
identificado proteinas cinasas homologas entre estos dos dominios (Galyov ez al., 1993).
El alineamiento de multiples secuencias de cinasas provenientes de organismos

vertebrados, arroja alrededor de un 95% de similitud, lo cual sugiere que tanto la estructura,
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como las funciones de las cinasas se encuentran altamente conservadas y que queda claramente
reflejado en su arreglo tridimensional (Hanks y Hunter, 1995). Existen ciertas diferencias
estructurales que dividen a las cinasas en diferentes familias. La clasificacion de las cinasas en
cinco diferentes grupos se ha realizado basandose en la homologia entre sus sitios cataliticos: 1)
el grupo PTK es una familia de cinasas que hasta el momento sélo se ha detectado en animales
y juega importantes papeles de sefalizacion celular, al igual que 2) el grupo ACG, conformado
por cinasas dependientes de nucleétidos ciclicos difosfatados (como el cAMP y el GMP),
tosfolipidos y calcio; esta subfamilia se encuentra abundantemente en plantas y se sabe que es
regulada por segundos mensajeros (Galyov e al, 1993). Otro grupo esta conformado por 3) las
RLK, que de acuerdo al dominio exhibido en la cara externa de la célula, pueden unirse a
carbohidratos, esteroles o inclusive a microorganismos (Shiu ez 4/, 2001). 4) Las CaMKs o
cinasas dependientes de Ca™ y calmodulina regulan la activaciéon a respuestas de estrés
provenientes de factores abioticos, relacionadas mas intimamente con la regulaciéon nutrimental
(Galyov et al, 1993). 5) El grupo CMGC incluye algunos subgrupos que actian en procesos
anteriores a la activacion de segundos mensajeros, éstos son: cinasas dependientes de ciclinas
(CDK), proteinas cinasas activadas por mitdégenos (MAPcinasas), cinasas de la glucégeno
sintetasa (GSK-3) y la cinasa de caseina II (CKII) (Flores ez al., 2005).

2.3. Cinasas de proteina activadas por mitégenos (MAPcinasas)

La transmision de sefiales extra e intra celulares estd mediada por la interaccion entre diversas
clases de proteinas, que regulan un gran nimero de procesos dentro de la célula. En los ultimos
afios, el estudio de las MAPcinasas se ha visto nutrido por un gran nimero de investigaciones
enfocadas a la dilucidacién tanto de su mecanismo de accién como de su estructura; asi mismo,
es cada vez mas frecuente relacionar la actividad de las MAPcinasas con un sin nimero de
eventos celulares, en donde fungen como amplificadores y/o transductores de estimulos. Las
cascadas de sefializacion de las MAPcinasas estan encargadas de transmitir sefiales que inician
diversos procesos celulares como la diferenciaciéon, la proliferacion y el desarrollo (Seger y
Krebs, 1995).

El mecanismo de acciéon de las MAPK esta conformado por una serie de moédulos de
seflalizacién (ubicados en el citoplasma) integrados por proteinas de funcién especifica.
Actualmente, se conoce en algunos casos, el mecanismo de accion por el cual se lleva a cabo la
transmision entre los componentes del modulo que participa en las cascadas y en las que se

han estudiado las funciones especificas de las moléculas encargadas de esta via de sefializacion.
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2.3.1. Cascadas de sefializacion de las MAPcinasas

Las cascadas de sefializacién de las MAPcinasas estan altamente conservadas en eucariontes
(Meskiene y Hirt, 2000), por lo que este proceso puede abordarse de manera general en plantas,
animales, hongos y protozoarios. De igual manera, la fosforilacién en los residuos de tirosina,
serina y/o treonina procede de la misma forma que en el de fosforilacion de cinasas de
proteina.

La cascada consiste en un moédulo conformado por tres clases diferentes de cinasas:
MAPKKK, MAPKK y MAPK. El flujo de informacién comienza con la llegada de un estimulo
proveniente del interior o exterior de la célula. La heterogeneidad en la estructura y en los
dominios de activacion de las diferentes MAPKKK, le confieren a la cascada un amplio rango
de posibilidades para responder a diferentes estimulos (Fanger ez al., 1997), pero a partir de su
recepcién, el estimulo transmitido se orienta selectivamente por rutas especificas de
sefializacion.

La sefial se transmite a la MAPKKK por medio de la fosforilacién de su sitio de activacion.
El segundo moédulo encargado de recibir la sefal esta integrado por diversas especies de
MAPKK, que son activadas por la fosforilaciéon de sus residuos de treonina y tirosina que se
encuentran dentro de un motivo conservado entre el dominio VII y VIII (Alessi ez al,, 1994).
En este punto de la cascada, la transduccion de la sefial se encuentra mas restringida, a causa de
la alta especificidad que tienen las MAPKK por su sustrato.

Las MAPKK fosforilan a su vez a las MAPK para que la sefializaciéon continte corriente
abajo, con el fin de activar factores de trascripcion o permanecer en el citoplasma y relacionarse
con proteinas asociadas al citoesqueleto. La fosforilacion de sus sustratos tinicamente se puede
llevar a cabo en residuos de treonina y tirosina asociados con residuos de prolina.

2.3.2. Inactivacién de las cascadas de MAPcinasa

La inactivacion de las MAPcinasas esta mediada por la desfosforilacion o fosforilacion de su
motivo Ser -X- Thr en el caso de las MAPKKK y MAPKK o Tyr-X- Thr en el caso de las
MAPK ubicado en su segmento de activacion. Aquellas proteinas que poseen doble
especificidad pueden ser desfosforiladas en los residuos de tirosina o treonina y son
denominadas DsPTPasas; las fosfatasas de tirosina Gnicamente pueden ser desfosforiladas en
este residuo, son denominadas PTPasas y finalmente se agrupan en las PPasas aquellas MAP
cinasas que tienen funcién serin/treonina-fosfatasas y que por lo tanto Gnicamente pueden ser

desfosforiladas en estos residuos (Suzuki ez a/, 1999).
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2.3.3. Los integrantes de las cascadas de MAPcinasas en plantas
2.3.3.1. MAPKKK

En plantas, el grupo de las MAPKKK esta subdividido de acuerdo a su estructura en 1) las
MEKK, conformado por 21 miembros de las PMEKK y por trece miembros del grupo PRAf
(Ligterink y Hirt, 2001) y por 2) las PZIK integradas por 11 cinasas que han sido identificadas
hasta el momento en A. thaliana (Zwerger y Hirt, 2001).

Estos grupos guardan homologia con MAPKK analizadas en alfafa, tabaco y jitomate, en
donde su estudio confirma un alto grado de conservacion estructural y funcional dentro del
grupo y la poca variedad encontrada en el segmento de activacion.

Con respecto al mecanismo de accion, éste puede ser generalizado —como ya se ha expuesto-
a todos los miembros de las MAPKKK.
2.3.3.2. MAPKK

El analisis del genoma de A. thaliana revel6 cuatro diferentes grupos: 1) el grupo compuesto
por las PMKK1 y PMKK2 integrado por seis cinasas, 2) el grupo PMKK3 con un sélo
integrante, y 3) el grupo de las PMKK4 compuesto por tres miembros (Wrzaczek y Hirt, 2001).

Estudios posteriores en otras familias de plantas revelan marcadas homologias con las
MAPKK estudiadas en Arabidopsis, tal es el caso de Nicotiana tabacum, especie en la cual ha sido
identificada la SIPK que guarda homologia con el grupo de las PMKKI1. Cabe mencionar que
este hallazgo fue de gran relevancia, ya que se pudo confirmar la acciéon de las MAPKK en
procesos de defensa en plantas, pues la SIPK es activada por acido salicilico, molécula
relacionada en la defensa al ataque de patégenos (Yang ez al., 2001).
2.3.3.3. MAPK

Esta es una de las familias menos estudiadas en plantas, pero su analisis filogenético ha
revelado fuertes lazos de homologia con respecto a las MAPK de animales llamadas ERK,
motivo por el cual, la comprensiéon de su mecanismo de acciéon y estructura se ha visto
beneficiado. En plantas reciben el nombre de PERKSs (Plant ERKSs) (Wrzaczek y Hirt, 2001).

El empalme de una secuencia de MAPK en el genoma de Arabidopsis, reveld 24 diferentes
MAPK que fueron colocadas en tres grupos: 1) PERKa 2)PERKP y 3)PERKY. La agrupacion
se realizé basandose principalmente en los motivos que caracterizan al segmento de activacion;
con respecto a ésto, el motivo Thr-Glu-Tyr se encuentra invariablemente en todas las PERKa

y PERKY, mientras que las cinasas PERKJ poseen el motivo Thr-Asp-Tyr. Las PERKf y

PERKY se diferencian estructuralmente de las cinasas PERKa por contener una cadena de
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larga extension en el C-terminal.

Homoélogos de estas cinasas han sido identificados, aunque no plenamente, en otras familias
de plantas, lo que ha permitido realizar algunos analisis filogenéticos con los cuales se ha
podido dilucidar un proceso de divergencia temprana entre estas proteinas, es decir, la
diversificacién de MAPK en plantas ocurtié en edades tempranas de su evolucién. Este es un
dato relevante para entender la diversidad de tareas a las que responden estas moléculas en
organismos vegetales tales como respuestas al estrés bidtico y abidtico, la produccion de

hormonas, el ciclo celular y el desarrollo (Mikoajczyk, 2000).
2.3.4. Funcién de las MAPcinasas en organismos vegetales
2.3.4.1. Divisién celular

Las primeras evidencias de la participaciéon de las MAPK en el ciclo celular -particularmente
en el periodo de divisiéon celular en plantas-, consistieron en la inhibicién de cinasas que
producian el bloqueo de la mitosis (Katsuta y Shibaoka, 1992). También se observé que la
eliminacién del fésforo en las células provocaba un arresto en la fase Gu; la relacion fue casi
obvia, ya que al carecer de foésforo, las cinasas no pueden llevar a cabo su actividad.
Posteriormente al medir los niveles de transcritos de MAPcinasas se observé un aumento
considerable en la fase Gi. Asimismo, se midieron los transcritos correspondientes a la
MAPcinasa BnMAP4K1 y 2, observandose una expresion de genes dependiente de la entrada a
G2 (Leprince ef al., 1999). De igual manera, al medir transcritos de células en suspension de
tabaco, se observo un aumento en los transcritos de las MAP3K durante la fase log, que

corresponde al instante en que las células se dividen con mayor rapidez.
2.3.4.2. MAPcinasas y su relaciéon con hormonas vegetales

Una de las formas mas eficientes que tienen las plantas para responder a estimulos externos, es
la produccién de hormonas, la cual depende de una serie de acciones en cascada para primero
producirlas y posteriormente enviarlas a la region de la planta donde son requeridas o incluso
ser elaboradas en dichas regiones. Algunos de estos mecanismos estan controlados por la

cascada de senalizacidon de las MAPcinasas.

Una de las hormonas vegetales mas importantes producida por las plantas es el acido
absicico (ABA), que controla la maduracion y germinacion de la semilla, la apertura de estomas

y la induccién de algunas respuestas ante el estrés abidtico. Esto ultimo se ha ligado
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fuertemente a la accion de las MAPcinasas, ya que se ha observado su activaciéon en presencia

de una mayor producciéon de ABA (Grill y Himmelbach, 1998).

Por otro lado, el etileno en plantas funge como la hormona responsable de la maduracién del
fruto, la senescencia de hojas y flores y participa en la determinacién del sexo en plantas. Se ha
observado que al inducir un exceso en la produccién de etileno en plantas de tabaco, aumentan
las cascadas de fosforilacion, por lo cual se ha descrito un modelo en el cual el etileno funge
como activador de una cascada de MAP cinasas. Un modelo similar esta planteado para las
auxinas, otra hormona vegetal relacionada con la dominancia apical, el tropismo y la

diferenciacién en tejidos vegetales (Meskiene y Hirt, 2000).
2.3.4.3. Respuesta a estrés abiotico

A lo largo de la vida de una planta, ésta se ve sometida a diversos periodos de estrés abidtico,
incluyendo altas o bajas temperaturas, sequias e inundaciones y estrés osmotico, producidos por
cambios ambientales del ecosistema en el cual se desarrollan. Varias de las respuestas a estrés se

han ligado al incremento de transcritos especificos y a la activacion de MAPcinasas.

Cuando A. thaliana es sometida a estrés mecanico y deshidratacion, se observa un incremento
en los transcritos de de la AtMKKT1 y 2 (ambas pertenecientes al tipo de las MAP2K). Aunque
no ha sido totalmente dilucidado el proceso, ésto sugiere una relacioén directa entre una cascada
de MAP cinasas y la respuesta a estas condiciones (Jonak ez @/, 1999). De igual manera, en
condiciones de hiperosmolaridad se observa la activacion de MAPcinasas en presencia de

concentraciones de 100 2 500 mM de NaCl.

En la respuesta al estrés por frio en Arabidopsis se registra la activacion de AtMPK19,
MEKKT1 y la AtMPK3, integrantes de las MAPK, MAPKK y MAPKKK, respectivamente, que
integran la cascada completa de sefializacién encargada de responder a este estrés (Jouannic ef

al., 1999).
2.3.4.4. Respuesta ante patdgenos

Las plantas responden a infecciones potenciales provenientes de otros organismos,
reconociendo su presencia y posteriormente activando respuestas que impiden o menguan el
ataque al que se ven sometidas; para ello deben protegerse creando diversos mecanismos de

defensa; las cascadas de MAP cinasas son parte de estos mecanismos.

El 4cido salicilico es segregado como una respuesta al ataque de patdgenos, su activacion
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esta ligada con la SIPK (una MAPK), lo cual sugiere la interaccién de estos dos mecanismos de
respuesta. De igual manera, las infiltraciones de elicitores extraidos de Phytophthora infestans y
Phytophthora parasitica en tabaco, inducen la activacion de una MAPcinasa de 47kDa (Sususki y

Shinshi, 1995) y la activacién de una cinasa de 40 kDa (Zhang e al, 1998), respectivamente.

2.4. La interaccion planta-patégeno

En las plantas, la enfermedad puede definirse como la interrupciéon del conjunto de procesos
fisiologicos que le son naturales (nutricion, crecimiento o reproducciéon) a causa de la invasion
de un huésped que provoca una suspension, alteracion o inhibicién de estos eventos. Esta
interacciéon es natural y puede ser entendida de la siguiente manera: asi como las plantas
dependen de los recursos provenientes del medio ambiente para su crecimiento y desarrollo, de
igual manera existen organismos dependientes de los recursos sintetizados por las plantas para
su supervivencia. Los parasitos son un grupo biolégicamente importante dentro de este
conjunto, su supervivencia estad basada en la infeccion de la planta en la busqueda de las
sustancias indispensables para completar exitosamente su ciclo de vida. Esta interaccion resulta
en un beneficio para el patégeno, pero provee de serias desventajas a la planta, ya que ésta, al
ser infectada, puede ser dafiada en cuanto a su estructura y fisiologfa, que la puede conducir a
un estado de enfermedad o incluso de muerte.

A lo largo de la historia evolutiva que involucra la interaccién planta-patégeno, los
organismos vegetales han implementado reacciones de defensa contra sus atacantes, capaces de
menguar o evitar el embate de virus, bacterias y hongos (entre los considerados de mayor
patogenicidad). La evoluciéon de estos mecanismos de defensa ha llevado a la planta a adquirir
especificidad en contra de sus patdgenos, ésto se traduce en sistemas moleculares, encargados
de reconocer la invasiéon de un patoégeno y de generar respuestas de defensa capaces de proteger
a la planta.

El estudio de estos mecanismos de respuesta es de suma importancia para comprender el
papel de la evolucién en las interacciones planta-patégeno, asi como para interpretar esta
relaciéon a nivel bioquimico y molecular, es por ello que es importante detallar el sistema
encargado del reconocimiento y la reaccion de defensa de una planta ante un patégeno.

2.4.1. El ataque de los patégenos

La estructura de las plantas esta disefiada para resistir variaciones ambientales y el contacto
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agresivo con otros organismos. En sus hojas, tallos y raices hay células especializadas que
impiden la entrada de agentes extrafios que pudiesen afectar a la planta. Para que haya una
infeccion, el patdégeno primero debe introducirse a la planta, por lo que los organismos que
infecten a la planta debieron crear mecanismos para introducirse a ella y lograr su proposito.
Entre estas estrategias podemos identificar a 1) la irrupcién mecanica, 2) las armas quimicas,
divididas a su vez en i) enzimas y ii) toxinas (Agrios, 1997).

Se contemplan dos tipos de irrupcion mecanica: la agresiva y la no violenta, esta ultima
consiste en la entrada del patégeno por los poros naturales de la planta, tales accesos los
constituyen los estomas, las lenticelas, los hidatodos, algunos tricomas y heridas no provocadas
por el patégeno. La irrupcién mecanica agresiva consiste en la ejecuciéon de una herida por
parte del patégeno, tal es el caso de los hongos, quienes dafian la pared celular con ayuda de las
hifas hasta lograr introducirse a la célula; de igual manera esta estrategia es tipica de nematodos,
quienes ayudados por estructuras bucales devoran las paredes celulares y asi tienen acceso al
interior de la célula.

Las armas quimicas son secretadas por los patdégenos con el proposito de eliminar de forma
quimica los impedimentos fisicos que le impiden adentrarse a la célula. Algunos patdgenos
segregan enzimas especificas, con el proposito de desintegrar algunas de las moléculas que le
confieren resistencia fisica a la planta. Estas enzimas especializadas pueden ser las cutinasas, las
hemicelulasas, las celulasas y las ligninasas, que degradan, cutina, celulosa, hemicelulosa y
lignina, respectivamente; de esta manera al eliminar las barreras fisicas, el patégeno entra con
facilidad.

Las toxinas son proteinas, péptidos, carbohidratos o lipopolisacaridos producidos por un
organismo con el proposito concreto de causarle dano al huésped. En el caso de las plantas y
sus patdgenos, este dafilo es causado por un disturbio en el sistema celular que causa
alteraciones en la fisiologfa vegetal, hecho que es aprovechado para el ataque del patégeno.
Cabe mencionar que el ataque basado en armas quimicas conlleva un mayor grado de
especificidad entre la planta y su hospedero (Agrios, 1997).

Existen muchas variedades de infecciéon en plantas, éstas dependen directamente del
organismo responsable de atacar a la planta y dado que los mecanismos de accién derivan de
ello, es importante conocer cuales son los organismos y sus estrategias mas frecuentes para
ejercer un ataque eficaz a los organismos vegetales.

2.4.1.1. Virus
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Los virus son de los parasitos mas especializados que atacan a las plantas, pues dependen
totalmente de ellas para poder completar su ciclo de vida, originando en algunos casos, una
especializaciéon notable, ya que al limitarse unicamente a atacar ciertas especies, adquieren
caracteristicas especificas que les permiten habitar a sus hospederos.

Los vectores por los que los virus son transportados a sus hospederos incluyen desde el
viento, hasta la inoculacién directa llevada a cabo por insectos. Una vez que el virus se
encuentra dentro de la planta, entra a la célula por receptores especificos de membrana que le
permiten la entrada al interior de la célula, en donde replicara su material genético auxiliado por
el sistema de replicaciéon molecular del hospedero y creara copias de si mismo que poblaran el
interior de la célula para posteriormente ir al exterior, destruyéndola. Realizado este paso, la
infecciéon tendra lugar en las células vecinas o a distancia, ya que los virus pueden viajar a través
del floema e infectar tejidos que se encuentren alejados de su centro de origen (Carrington ef al.,
1996).

El efecto de su infeccién se refleja en el necrosamiento de partes localizadas del tejido de la
planta y a veces en la muerte de ésta. Algunos de los virus vegetales mas estudiados,
principalmente por su impacto en la agricultura, son el virus del tabaco y el virus del tomate
(Taliansky y Robinson, 1997).
2.4.1.2. Bacterias

En muchos casos, los organismos procariontes son tan pequefios que no necesitan irrumpir
de manera agresiva en la planta para tener acceso a ella y la infecciéon se lleva a cabo por
estomas y otras entradas naturales hacia el simplasto. Su paso al interior de la célula esta
mediado por la secrecion de enzimas responsables de degradar las paredes celulares que son el
impedimento fisico para que se lleve a cabo la infeccion intracelular.

Una vez que la bacteria ha ingresado a la célula, comienza a alimentarse de los compuestos
celulares y a su vez comienza a replicarse, extendiendo la infeccién por todo el tejido vegetal.
Este hecho interfiere de manera agresiva con las funciones fisiolégicas que lleva normalmente
la planta.

En sistemas naturales y agricolas, la infeccién bacteriana es bastante comun, ya que hay una
gran variedad de vectores para llegar al hospedero y ademas existe un gran numero de bacterias
especializadas en la infeccién de organismos vegetales. Esta clase de infecciéon causa grandes
pérdidas en produccién por el grado de patogenicidad con el que cuentan los hospederos

habituales de plantas como son los géneros bacterianos de _Agrobacterinm, Pseudomonas y
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Xanthomonas (Agrios, 1997). Los indicios mas comunes que evidencian la presencia de estos
patégenos son el necrosamiento localizado y la podredumbre de raices y hojas (Alfano y
Collmer, 1996).
2.4.1.3. Hongos

La variedad de especies que existe dentro de este grupo de patdgenos implica una gran
diversidad de los mecanismos de infeccion, asi como de las respuestas de defensa en las plantas.
Los grupos incluidos van desde los microscopicos Plasmodiophoromycetes hasta los macroscopicos
Deunteromicetes, pasando por los Chitridiomicetes, Ascomicetes y Basidiomicetes (Webster, 1980).

La irrupcién de los hongos al tejido vegetal incluye métodos como la intromisién del micelio
por hendiduras naturales y otros muy sofisticados, como los que involucran la secrecion de
cocteles de enzimas liticas responsables de eliminar las barreras fisicas que le impiden al hongo
tener acceso al protoplasma de los tejidos vegetales (Knogge ¢ al, 1996).

Una vez que el hongo se encuentra dentro, libera una gran variedad de toxinas —dependiente
del hongo que infecte- generando graves alteraciones fisiologicas en la planta y que son
aprovechadas por el hongo para obtener nutrientes. A su vez, el micelio se extiende a través del
simplasto para intentar infectar la mayor parte del tejido posible y asi tener un mayor éxito con
respecto a su ciclo de vida.

A partir del estudio entre la interaccion de los hongos y las plantas se han realizado
importantes hallazgos acerca de los procesos por los cuales las plantas responden al estrés por
patégenos, principalmente con respecto a las toxinas que fungen como evocadores, es decir,
aquellos productos toxicos del patdégeno que son capaces de inducir respuestas estructurales
y/o bioquimicas de resistencia en la planta ante el organismos que las ataca (Jackson y Taylor,
1996).

Hasta aqui, se ha descrito cémo los patdgenos atacan a las plantas mediante diversas
estrategias coordinadas que dependen del grupo taxonémico al que pertenece el hospedero,
pero es igualmente importante conocer como los organismos vegetales responden al ataque de
patégenos mediante sistemas de resistencia mecanicos y quimicos, que estan mediados por
diferentes rutas de sefializacion molecular.

2.4.2. Formas de defensa de las plantas ante el ataque de patdgenos

En presencia de un agente infeccioso, las plantas no se comportan como hospederos pasivos,

ya que poseen un conjunto de sistemas de defensa que se despliegan al momento del ataque,

¢éstos estan divididos en pasivos y activos. Los primeros constituyen las barreras estructurales
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intrinsecas de la mayorfa de las plantas, tales como la cuticula, la pared celular y un reservorio
de compuestos antipatdgenos, presintetizados y listos para ejercer funciones de defensa. Los
mecanismos activos incluyen a las respuestas de defensa que son generadas a causa de la
necesaria activacion de vias metabodlicas especificas creadas por el hospedero a debido al
contacto directo con los patdgenos —trespuesta primaria- y la activacion de sefales inducidas por
elicitores —respuesta secundaria— Estos eventos conducen a la respuesta de hipersensibilidad
denominada HR, que es la muerte celular localizada inducida por patdgenos y observada
macroscopicamente como manchones localizados de necrosamiento en los tejidos de la planta;
este proceso requiere del metabolismo activo de la planta, asi como de la activacién de la
maquinaria transcripcional, para la produccién de moléculas capaces de generar respuestas
inducidas por las células muertas y que producen sefiales como especies reactivas de oxigeno,
alteraciones en los flujos de calcio, produccién de fitoalexinas y reforzamiento de la pared
celular. Aparentemente, algunas de estas sefiales viajan a través del sistema vegetal y son las
responsables de activar la resistencia sistémica adquirida (SAR). La SAR se expresa con el
proposito de menguar el ataque del patégeno por medio de respuestas hormonales -que en este
caso ya no son localizadas, sino generales en toda la planta-, tales como la producciéon de ABA
y etileno (Hutchenson, 1998).

El conocimiento de estos sistemas permite proponer modelos que diluciden los mecanismos
moleculares de las respuestas de defensa, asi como la ordenacién temporal de los eventos que
conducen a la activacion de la muerte celular y a la resistencia sistémica adquirida.
2.4.2.1. Genes R

Algunas de las respuestas mas precisas de defensa estan gobernadas desde el genoma, ya que
en muchos casos, éste es el responsable de mediar las respuestas de defensa contra los
enemigos naturales de las plantas. Los genes desighados para ejercer una respuesta ante
patégenos en plantas se conocen como genes R; algunos de los productos son proteinas
transmembranales con regiones ricas en leucina en la regién que da al exterior de la célula
(Boyes ez al., 1998).

El analisis de el genoma completo de Arabidopsis ha permitido la deteccion de 150 secuencias
homologas de probables genes R, que se encuentran distribuidos en los primeros cinco
cromosomas. El numero uno contienen 49 secuencias, el cromosoma 2, dos secuencias, 16
secuencias se hallan en el 3, 28 en el cromosoma 4 y el cromosoma 5 contiene 55 secuencias

(Mayer, 1999). El estudio evolutivo de los genes R arroja la posibilidad de que esta familia
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multigénica se haya creado por una serie de duplicaciones dentro del genoma, evento que
permitié a la planta contar con una respuesta especifica para muchos patégenos.

La especificidad de la interaccién planta-patéogeno se ve ejemplificada con la respuesta
llamada gen por gen. Esta consiste en la deteccién de un elicitor producido por el patégeno y
codificado por un gen conocido como avr (avirulencia) mismo que es reconocido por el
producto del gen R, lo cual desembocara en una activacion de las vias de transducciéon de
sefiales y culminando en la activaciéon de la respuesta de defensa de la planta (McDowell y

Dangl, 2000).

2.4.2.2. Metabolitos secundarios

Las plantas elaboran un vasto arsenal de productos naturales, muchos de ellos son
consecuencia de la evolucion de la respuesta de defensa enfocada a ciertos tipos de patégenos.
Estas sustancias son producto del metabolismo secundario de la planta, derivados generalmente
de las vias sintéticas de los isopropanoides, fenilpropanoides alcaloides y acidos grasos -
secretados segun la familia a la que pertenezca la planta- (Dixon, 2001). Su funcién es menguar
el ataque del patégeno, como quedé demostrado en una prueba realizada en alfalfa, en la que se
silenci6 el gen de la estilbeno-sintasa responsable de defender al tejido vegetal en presencia del
hongo Phoma medicadinis. En las plantas silenciadas, el hongo logré la infeccion de mas del 40%
de la hoja, mientras que en las plantas en el que el gen de la estilbeno-sintasa era funcional, el
hongo logré infectar apenas un 8% de la hoja (Dixon, 2001).

Los productos de defensa provenientes del metabolismo secundario son sintetizados con
base en cascadas de senalizacién, que comienzan con la recepcion de la sefal de ataque y que en
muchos casos desemboca en una transcripciéon masiva de genes, y que en consecuencia originan
proteinas que son las encargadas de elaborar los productos de defensa o que funcionan ellas
mismas como tales (Dixon, 2001).

Cabe mencionar que la respuesta integrada por genes y metabolitos secundarios es muchas
veces considerado un analogo de la inmunidad en animales, ya que a lo largo de la evolucion, la
especificidad que se ha adquirido en la defensa es tan eficiente, que evita en su totalidad una
posible infeccién a la planta, es decir, le confiere inmunidad.
2.4.2.3. Muerte celular programada (PCD)

La HR representa una forma de muerte celular programada llevada a cabo con el fin de
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suprimir el crecimiento del patégeno, ya que si no existe un sustrato en el que éste pueda
prosperar, queda confinado junto con la eliminacién de las células de la planta y de esta forma
la infeccion no se disemina hacia otros tejidos vegetales.

El mecanismo de acciéon que desemboca en PCD como respuesta ante el ataque de un
patégeno aun no esta dilucidado en su totalidad, pero en experimentos recientes se ha
observado que la adiciéon de transcritos de proteinas que unen GTP, del tipo de las Ras
(involucradas en la respuesta de defensa) resulta en un efector positivo en la muerte celular

asociada a HR ante la respuesta de invasores fungicos de frijol (Kawasaki ez 2/, 1999).
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3. ANTECEDENTES INMEDIATOS

En la literatura se ha informado de aumentos en la expresiéon del gen de la SPT (Birch ez al,
1999) debida a la infeccién con Phytophtora infestans en papa. Asi mismo, se ha descrito la
acumulaciéon de especies reactivas de oxigeno (ERO), fitoalexinas y la activaciéon de muerte
celular programada (Stone ez a/, 2000) debida a la exposiciéon con FB1 en A. thaliana. También
existen informes acerca de la inducciéon de la PCD como resultado de alteraciones en el
metabolismo de esfingolipidos provocado por la exposicion a la toxina AAL (homologa
estructural de la FB1) (Spassieva e a/., 2002). Finalmente, se ha propuesto que los esfingolipidos
tienen actividad elicitora en plantas, ya que inducen la acumulacién de fitoalexinas produciendo
mayor resistencia a infecciones subsecuentes (Koga ez a/, 1998). Estos resultados han sugerido
que algunas especies de esfingolipidos o sus predecesores participan en la respuesta de defensa
a patogenos.

Utilizando a la toxina fangica FBy1 —proveniente del Ascomiceto Fusarium verticillioides- como
herramienta para modificar los niveles endégenos de esfingolipidos, nuestro equipo de trabajo
ha generado informacién acerca de la relacion entre las respuestas de defensa que posee y/o
genera una planta ante el ataque de un patégeno y la alteracién en el metabolismo de
esfingolipidos. Especificamente, se ha observado un aumento de bases de cadena larga
esfinganina (SN) y fitoesfingosina (PS) en células de embriones de Zea 7ays, en una proporcion
con respecto al control de:

a) 10.5 veces de SN (membrana plasmatica) (Gutiérrez ez al, 2001).
b) 6.1 veces de SN (homogeneizados totales) (Rivas, 2001).

c) 4.4 veces de PS (microsomas) (Gutiérrez ef al., 2001).

d) 3.6 veces PS (homogeneizados totales) (Rivas, 2001).

También se ha demostrado que la exposicion a FB1 6 esfinganina (SN) en ejes embrionarios

de Zea mays induce:
a) Pérdida de la integridad del DNA gendmico (Alcantara, 1998).
b) Activacion de nucleasas (De la Torre, 2005).
¢) Trascripcion de genes asociados con respuestas de defensa (San Juan, 2001).
d) Elevacion de los niveles endégenos de acido salicilico (Rivas, 2004).
e) Aumento en la expresion del gen HGRP (Greaves, 2005).

La exposicion de embriones de Zea mays a Fusarium verticillioides induce:
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a) Aumento en los niveles de esfinganina (Sanchez, 2000).

Por otro lado la exposicion a FB1 en hojas de Phaseolus vulgaris induce:

a) Resistencia a Xanthomonas axonopodis pv phaseoli (Palacios, 2007).

Y la exposicion de frijol a Pseundomonas syringae induce:

a) Incrementos transitorios en los niveles de PS (Palacios, 2007).

Otra posible respuesta de defensa en plantas reportada en nuestro laboratorio, es la
activacion de MAPcinasas dependientes de la adiciéon de esfinganina, o bien, debida a la
incorporacién de FBy al tejido de Zea mays (Saucedo, 2004), observandose:

a) La activacion de una MAPK de 45 kDa que parece ser un ortélogo de la MAPKG6, una
MAPK activada en respuesta a patdégenos. La activacion se da intermitentemente en un
intervalo de tiempo de los 12 min a las 24 h.

Hay reportes recientes en la literatura de MAPcinasa activadas por esfingolipidos en
animales (Mathieson y Nixon, 2006), lo que abre la posibilidad de que en sistemas vegetales
exista un evento homologo, y que la cascada de sefializacion MAPcinasa esté muy ligada a los
efectos observados en esfingolipidos después de la adiciéon de FB1 y en especial de las BCL,
como se observa en los antecedentes recabados en nuestro grupo de trabajo.

Cabe mencionar que la investigacion de estos eventos moleculares, contribuira al
conocimiento sobre el papel que juegan las cascadas de sefalizacion de las MAPcinasas y las
BCL, como vias suplementarias al repertorio de respuestas que generan las plantas frente al
ataque de un patégeno; indagacion situada en un terreno poco explorado, pero

promisoriamente fértil.
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4. HIPOTESIS.

La cinética de acumulacion de esfingolipidos sintetizados de novo, se corresponde con los
tiempos de activaciéon de MAPK.

5. OBJETIVO.

Evaluar la sintesis de novo de BCL en presencia de FB1, a los tiempos en los que se presenta

una activacion de MAPK en embriones de Zea mays.

5.1. Objetivos particulares.

1.- Adecuar el proceso de imbibicién y homogeneizacion de los tejidos a las condiciones
requeridas para la deteccién en los cambios de niveles de esfingolipidos y sus precursores
marcados con serina radioactiva.

2.- Poner a punto las metodologias para la infiltracién de serina radioactiva en hojas de Phaseolus
vulgaris y Arabidopsis thaliana.

3.- Determinar las condiciones éptimas para la extraccion de esfingolipidos y sus precursores en
los tejidos expuestos.

4.-Detectar el efecto de la FB; sobre los intermediarios de la via de sintesis de esfingolipidos.
5.-Identificar los compuestos detectados.

6.-Evaluar el cambio en los niveles de esfingolipidos en los tiempos de activacion de las

MAPcinasas.

7.- Correlacionar la cinética de acumulacion de esfingolipidos con la activacion de MAPcinasas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material biolégico

- Embriones de Zea mays variedad Chalqueno, cosecha 2004.

- Hojas de Phaseolus vulgaris.

- Hojas de Arabidopsis thaliana.
6.2. Imbibicién de embriones con L-[3H (G)] serina y Fumonisina By

6.2.1. Imbibicién de embriones de Zea mays

Los embriones se desinfectaron con cinco lavados de 2 min cada uno, los primeros dos se
realizaron con hipoclorito de sodio al 5 % diluido 1: 10 y los restantes con agua estéril para
posteriormente ser colocados en cajas de 3.5 cm de diametro con 3 mL de agar (agarosa 0.6% y
2% de sacarosa).

Para su germinacion, fueron incubados a 29 °C en oscuridad durante 19 h, posteriormente se
transfirieron a una nueva caja de Petri (mismas caracteristicas que la anterior), en la que se
adicionaron 400 puCi de L-?H (G)] serina. El tiempo de incubacién se prolongé hasta
cumplidas las 23 h, momento en el cual se relizé una segunda transferencia a cajas de petri de 5

cm de diametro con 5 mlL de medio (agarosa 0.6 %, 2 % de sacarosa) y 20 pM de FBi.
Transcurrido un tiempo “x” de exposicion a FBy, los embriones fueron congelados en N2 liq. y
almacenados a -70 °C.

0.2.2. Infiltracién en hojas de Phaseolus vulgaris y Arabidopsis thaliana

Con el objetivo de poner a punto la metodologia para determinar los niveles de intermediarios
en la sintesis de novo de esfingolipidos en hojas de Phaseolus vulgaris y Arabidopsis thaliana, se
administré serina tritiada a los tejidos vegetales por los métodos de infiltracion y escarificacion.

La infiltraciéon consistié en hacer penetrar la soluciéon acuosa de L[*H (G)] serina bajo la
presion de una jeringa en el envés de la hoja de la planta en seis puntos distribuidos
lateralmente a lo largo de la vena media. Se infiltraron 100 pCi de la sefal radioactiva repartidos
equitativamente en dos hojas dejando transcurrir 2 h 30 min después de la adicion de la serina
radioactiva.

La escarificacion se logré frotando el envés de la hoja con un cilindro de vidrio esmerilado
hasta retirar la epidermis. Se distribuyeron uniformemente 100 uCi por hoja, plateando sobre el

area escarificada y dejando transcurrir 2 h 30 min después de la adicioén de la serina radioactiva.
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6.3. Determinacion del incremento en peso humedo y el crecimiento radicular.

El peso humedo fue medido alas 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ,7.5, 10, 23, 25, 27 y 30 h de imbibicién y la
protrucion radicular fue medida a las 19, 24, 27, 30, 41, 43, 44, 47 y 52 h de germinacion.

La condiciones evaluadas se esquematizan en la Figura 3 e incluyen el nimero y posicién de

los embriones, asi como concentraciones y volimenes de agarosa al 0.6 y 1%.

3 embriones
germinando
debajo del
agar

G embriones
germinando
debajo del
agjar

3 embriones
germinancdo
zobre el agar

6 embriones

_ Agarosa
germinando

al 0.6 %

zobre el agar

3 embriones
germinando
debajo del
acar

G embriones
germinando
debajo del
agar

3 embriones
germinanco
zobre el agar

G embriones

germinanco Agarosa

zobre el agar al 1%

Figura. 3. Condiciones evaluadas durante la germinacion en embriones de Zea mays. Cada circulo representa la
condicidn en la cual germinaron los embriones; se incluye el nimero de embriones y la posicion en el medio de
germinacion en la que fueron embebidos (debajo o sobre la agarosa). A la derecha de la figura se muestra la
concentracion de agarosa utilizados en cada ensayo.

Estas condiciones se probaron en cajas de 1.5 cm de diametro con 1.5 mlL de agarosa, asi
como en cajas de 3.5 cm de diametro con 3 mL de agarosa, y comparadas con una caja de 5 cm
de diametro con 6 embriones germinados sobre 5 mL de agarosa al 1% que se utiliz6 como
control, ya que ésta era la condicion original usada en el laboratorio en experimentos previos.

Se realizaron tres repeticiones por ensayo.

6.4. Homogeneizacion del tejido vegetal

El tejido vegetal fue pulverizado en un mortero con ayuda de N2 liq. para posteriormente
adicionatle amortiguador de homogeneizaciéon (ver Apéndice 1I), en un volumen igual al peso
final del tejido ocupado. Se procede a homogeneizar esta mezcla durante 2 min con el
homogeneizador (Tissue Tearror modelo 985-370).

Realizado el homogeneizado, éste se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min a 4 °C con la
finalidad de recuperar el sobrenadante (que correspondié a la fraccion microsomal) para ser
resguardado a -70 °C.

6.5. Cuantificacion de proteina por el método de Bradford
Se realizé un curva patrén en base a la lectura de diferentes cantidades de BSA (1pg/1pL) en

espectrofotometro a 595 nm, como se indica en la Tabla 1 de los tubos 3 al 6. La concentracion

de proteina en la muestra fue determinada realizando dos ensayos con 4 pl. de homogeneizado
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(tubos 9 y 10). Como blancos fueron utilizados los tubos 1, 2, 7 y 8.

Tabla 1. Elaboracion de un ensayo de cuantificacién de proteina por el método de Bradford. En la tabla se indican los
reactivos y la concentracion en la que estos fueron afiadidos en cada tubo para ser leidos en el espectrofotémetro a
595nm.

Tubo | Agua | BSA |Reactivo BIO-RAD | Amortiguador | Homogeneizado
(ml) | (uL) (uL) (uL) (uL)
1 1 - - -
2 0.8 - 200 -
3 1079 1 200 -
4 1076 !l 200 -
5 10.72 8 200 -
6 |0.68 | 32 200 -
7 1076 - 200 4 -
8 |0.76 - 200 4 -
9 10.76 - 200 - 4
10 | 0.76 - 200 - 4

6.6. Extraccion lipidica

6.60.1. Técnica de Folch (Folch e al, 1957)

En un tubo de vidrio con capacidad de 10 mL, se aforaron con 500 pL de solucién salina, 2
mg de proteina membranal resuspendida en amortiguador de homogeneizacion. A esta mezcla
se le adicionaron 100 pmolas de estandar interno, que consistié en una BCL o una ceramida,
segin lo que se tuvo interés en extraer y cuantificar.

Se afiadié 1 mL de metanol-butil hidroxitolueno (metanol-BHT) y se agité en vértex durante
un min, posteriormente se afadieron 2 ml. de cloroformo-BHT para agitar en vortex durante
un min. Al término de la adicién de los solventes, se centrifugé 5 min a 3500 rpm con el fin de
recuperar la fraccion inferior del centrifugado, la cual fue sometida a dos re-extracciones con
cloroformo-BHT y sus centrifugados respectivos, ambos se realizan en las mismas condiciones
que la extraccion inicial.

En caso de que la fraccién de cloroformo resultante quedase turbia, se afiadié metanol-BHT
hasta aclarar el tubo, esto con el fin de romper la emulsién (0.5 mL a la vez), posteriormente se
adicion6 NaxSOg4 al 100% agitando en vortex hasta eliminar el H2O contenida en la mezcla.
Con el fin de eliminar los residuos de NaSO4 en la mezcla, ésta se filtrd a través de una pipeta
Pasteur que contienfa algodon. Finalmente, este filtrado se evaporé con una corriente de N2 gas

hasta su sequedad total. El extracto fue resguardado a -4 °C.
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0.6.2. Técnica de hidrolisis basica (Markham, 2000)

En un tubo Pyrex de 10 mL se agregd 1 mL de Ba(OH)2 al 10%, adicionar 5 mg de fraccion
microsomal junto con100 pmolas de estandar interno; a esta solucion se le adicioné 1mL de
dioxano para finalmente ser agitado en vortex durante 1 min. Posteriormente se deja reposar en
parrilla durante 16 h a 110°C. Al término de este lapso se dejé enfriar a temperatura ambiente y
se procedi6 a la adicién de 2 mL de (NH4)2SO4 2% y de 2 mL de dietil éter; posterior a la
agregacion de estos compuestos, se agitd en vortex durante 1 min para centrifugar por 10 min a
3000 rpm a 4 °C. Terminado este lapso, se recuperd la fraccién superior y se procedio a
evaporar con N2 gas hasta que la muestra quedara completamente libre de humedad.

0.6.3. Técnica para BCL provenientes del tejido total (Markham ez a/., 2000)

El tejido vegetal fue pulverizado en mortero con ayuda de Nz liq. para que al finalizar se
obtuvo el peso total del tejido en polvo y se tomaron 0.2 g de (conservar el restante a -70°C)
para ser transferidos a un tubo de homogenizador DUALL preenfriado. Se agregaron 1600
nmol de estandar interno junto con 2 ml de la fase inferior del solvente “H” (propanol:
hexano: agua, 55: 20: 25; v/v/v) y finalmente, se homogeneiz6 hasta disgregar totalmente las
particulas.

Una vez realizada la homogeneizacién, la muestra fue transferida a un tubo Pyrex
preenfriado para ser incubada a 60 °C por 15 min en parrilla. Se agit6 en vértex ocasionalmente
(lo necesario). Posteriormente, sin dejar que el tubo se enfriara, se centrifugé a 1500 rpm por 10
min. Se recupero el sobrenadante y se transfirié a un tubo Pyrex preenfriado para recuperar el
pellet y transferirlo al homogenizador DUALL con el fin de realizar dos re-extracciones mas,
hasta obtener tres sobrenadantes; los cuales fueron mezclados en un sélo tubo para obtener asi
el extracto final. Finalmente, éste se dividié en cuatro partes iguales y se evaporé con Nz gas
hasta lograr que la muestra quedara libre de humedad. La resuspension se realizé en 500 pL de
de metanol.

6.7. Separacion e identificacion por TLC de intermediarios de la sintesis de novo de
esfingolipidos marcados y no marcados con L-[*H (G)] serina

El corrimiento de las muestras se hizo en placas de silica tipo F2s4 con lamina de aluminio y
poro de 60 A. La fase movil seleccionada fue 80: 18: 2, CHCls: CH3OH: CaCl, 0.22%, con 1h
de saturacion en camara.

La aplicacion de las muestras se realizé con 0.5 cm de espacio entre si y con 3 cm de espacio

entre el bloque de las muestras tritiadas y los estandares de esfingolipidos de interés que se
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colocaron en la placa en una concentracién de 10 nmol. Al término de las aplicaciones, la placa
fue introducida en la camara hasta que el frente alcanzé 1 cm debajo del borde superior de la
placa. Después, la placa fue separada en dos partes que se sometieron a dos técnicas diferentes
de revelado; estas secciones correspondieron a la de los estandares (revelado con Cu o
ninhidrina) y la porcién de las muestras tritiadas (autoradiografia).
6.7.1. Técnica de revelado con Cu

La placa cromatografica ya eluida, fue secada de 1 a 3 min para ser colocada dentro de la
campana de extraccion en un recipiente de vidrio con la soluciéon reveladora de cobre (ver
composicion en el Apéndice II); esta se humedeci6 totalmente para posteriormente retirarla de
la solucién y eliminar el exceso del revelador. ILa placa fue introducida por 15 min en un horno
a una temperatura de 150—180 °C. Finalizado este periodo, se sac6 del horno para que alcance
la temperatura ambiente.
0.7.2. Técnica de revelado con ninhidrina
Una vez que la placa cromatografica terminé su periodo de elucidn, se dejo secar de 1 a 3 min
para ser colocada dentro de la campana de extraccion en un recipiente de vidrio con la solucién
reveladora de ninhidrina (ver composiciéon en el Apéndice II), para después retirarla de la
solucion y eliminar el exceso del revelador. Se introdujo en un horno con temperatura de 150 —
180 °C por 15 min para posteriormente enfriarse a temperatura ambiente. Se cmnsider6
oportuno reproducir la placa en un archivo digital una vez revelada, ya que las bandas tenidas
ytienden a desvanecerse con el tiempo.
0.7.3. Revelado de la placa cromatografica por autoradiografia

En un cuarto oscuro, prensar dentro de un cassette de revelado la placa cromatografica
junto un film de autorradiografia X-Omaet, sensibles al azul, marca Kodak. Posteriormente, el
cassette fue resguardardado a -70 °C por el tiempo necesario para que la marca radioactiva se
impregnase en el film. Una vez transcurrida la exposicion, se permite que los cassettes alcancen
la temperatura ambiente para extraer el film del cassette en el cuarto oscuro. El film se sumerge
en solucion reveladora GBX al 18% hasta la aparicion de las bandas. En seguida, se realiza un
lavado con agua para después sumergir la pelicula en solucién fijadora GBX al 18%. Finalmente

se dejo secar la placa revelada.
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7. RESULTADOS

7.1. Imbibicién de embriones de Zea mays

El proceso de imbibicién requirié de ajustes en las condiciones necesarias para obtener una
adecuada incorporaciéon de L[*H (G)] serina en los embriones de maiz sin que esto implicara
altos costos. La reduccion del numero de embriones a embeber, la concentraciéon del medio de
imbibicioén, el tamafio de las cajas y el tiempo de imbibicién, fueron los parametros que se
modificaron y que debieron evaluarse para cerciorarse de que estas adecuaciones realizadas en
las condiciones de germinacion, no representarian cambios con respecto a las condiciones de
germinacion usadas en el ensayo de activacion de MAPcinasas, que consistieron en colocar seis
embriones sobre el medio en cajas de Petri de 5 cm de diametro con 5 mL de agarosa al 1 %,
por lo cual dichas condiciones fueron replicadas en esta serie de experimentos como control.
La germinacién fue evaluada en términos de varios parametros fisiologicos: viabilidad (% de
germinacion), cinética de toma de agua (% de incremento de peso humedo) y crecimiento

radicular (longitud de la radicula).

7.1.1. Cinética de toma de agua y crecimiento radicular en diferentes condiciones de

germinacion

En esta serie de experimentos se determiné el incremento de peso himedo (IPH) y el
crecimiento radicular para evaluar la cinética de toma de agua y el desarrollo de la radicula,
respectivamente, durante las primeras 29 h en diferentes condiciones de germinacion.
Obtenidos los resultados, se estimaron las medias del IPH y del crecimiento radicular a los
diferentes tiempos de germinacién con los que se obtuvieron las cinéticas de toma de agua y

crecimiento radicular que se muestran en las Figuras 4 y 5.

El tamano de la caja en la que se germinaron los embriones influyé en la cinética de toma de
agua (Figura 4A), siendo deficiente en cajas de 1.5 cm y mas rapida en las cajas de 3.5 y 5 cm de
diametro. No se encontraron diferencias significativas entre la cinética de toma de agua en cajas
de 3.5y 5 cm de diametro durante las primeras 23 h, observandose una germinaciéon éptima en
ambas condiciones. Con respecto a las condiciones de concentracion de agarosa (Figura 4B), la
toma de agua en embriones embebidos tanto en agarosa al 0.6 % como en agarosa al 1 %, fue

mas rapida de las 0 a las 5 h aumentando gradualmente hasta las 23 h, después de las cuales
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hubo una pequefia diferencia entre estas condiciones. Con respecto al nimero de embriones

por caja (Figura 4C), no existieron diferencias significativas en la cinética de toma de agua al
germinar 3 6 6 embriones en agarosa al 0.6 % en cajas de 3.5 cm. El incremento de peso
himedo fue mayor al embeber los embriones sobre la agarosa, a diferencia de cuando se

embebieron debajo de ésta (Figura 4D).

No existieron diferencias significativas en la cinética de toma de agua entre la germinacion de
embriones sobre agarosa al 0.6 % en cajas de 3.5 cm de diametro con respecto al control
(Figura 5A). El crecimiento radicular medido en la reduccién a microescala con estas
condiciones tampoco presentd diferencias significativas durante las primeras 30 h de

germinacion; observandose un decremento en horas posteriores a este tiempo (Figura 5B).
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Figura 4. Captacién de agua por embriones de Zea mays bajo diferentes condiciones de germinacién. Se embebieron los
embriones en las condiciones sefialadas y se pesaron al término de cada una. A) Cinética de toma de agua en cajas de
Petri de 1.5, 3.5 y 5 cm de didmetro, germinando seis embriones sobre agarosa al 1%. B) Efecto de la concentracién de
agarosa en la cinética de toma de agua obtenida de seis embriones germinados sobre diferentes concentraciones de
agarosa en cajas de 3.5 cm de diametro. C) Cinética de toma de agua de seis y tres embriones en cajas de 3.5 cm con
agarosa al 0.6 %. D) Cinética de toma de agua al embeber seis embriones sobre 6 debajo del agarosa al 0.6 % en cajas
de 3.5 cm. Los resultados representan la media y la desviacidn estandar de tres experimentos independientes.
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Figura 5. Germinacion de embriones en condiciones de optimizacion y en las del control. A) Comparacion de la
cinética de toma de agua entre las condiciones control y las seleccionadas para la reduccién a microescala (caja de 3.5
cm de didmetro con embriones germinados sobre 3 mL de agar al 1%). B) Efecto de la reduccién a microescala en el
crecimiento radicular con respecto al control. Los resultados representan la media y su desviacion estandar en tres
experimentos independientes.

7.1.2. Establecimiento de las condiciones de imbibicién de los embriones y de la captacion de
L-[PH-(G)] serina.

De acuerdo a los resultados obtenidos para las diferentes condiciones de germinacion
ensayadas en embriones de Zea mays, fueron seleccionadas para embeber durante las primeras
23 h:

a) Cajas de 3.5 cm de diametro.

b) 3 mL de agarosa al 0.6 %.

c) Seis embriones embebidos por caja.

d) Germinacién sobre la agarosa.

De las 23 h en adelante, la germinacion se realiz6 bajo las siguientes condiciones:

a) Cajas de 5 cm de diametro.

b) 5 mL de agarosa al 0.6 %.

¢) Seis embriones embebidos por caja.

d) Germinacién sobre la agarosa.

7.1.3. Obtencién de homogeneizados.

Ya que la adecuacion de las condiciones para la germinaciéon a microescala repercutio en el
numero de embriones a partir de los cuales se realizaron los homogeneizados totales, se estudié
cémo afectaba ese parametro en la obtenciéon de homogeneizados provenientes de una cantidad

menor de tejido. Para ello se homogeneizaron cuatro cantidades diferentes de embriones,
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comenzando por 6.2 g (peso aprox. de los embriones antes de la reduccién a microescala y por
tanto condicién control) y cantidades intermedias de 4, 2.57 y 0.6 g (peso aprox. de los
embriones utilizado en las condiciones a microescala) y después se realizé una cuantificacion
de proteina en los homogenados por medio del método de Bradford (1976).

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla II e indican que el porcentaje de
recuperacion disminuyé entre el control y las tres condiciones de tejido probadas, sin embargo,
esta reduccion no resulté limitante para el manejo de las muestras y su posterior utilizacion en

las extracciones de lipidos.

Tabla Il. Recuperacion de proteina obtenida en cuatro homogeneizados realizados con diferentes cantidades de tejido.
La tabla muestra los mL obtenidos en la homogeneizacidn, la concentracion por mL de proteina obtenida por el método
de Bradford (1976), la estimacién de la concentracion de proteina en el volumen total obtenido del homogenado, el
porcentaje de recuperacion estimado para cada uno de los ensayos y la desviacion estandar obtenida de las tres
repeticiones independientes del experimento.

Peso de embriones Volumen Concentracion | Proteina Recuperacion Desviacion
homogeneizados (g) | obtenido (mL) de proteina total (mg) | (mg de proteina/ g de estandar
(mg/mL) tejido)
6.2 5.2 14.15 73.58 1.186 +0.17
4.0 2.7 12.63 34.10 0.850 +0.34
2.5 191 11.29 21.56 0.838 +0.36
0.6 0.53 9.13 4.83 0.806 +0.39

7.2. Extraccion lipidica de tejidos vegetales

Dada la importancia de la extraccién lipidica de los homogeneizados, se realizé una busqueda
del sistema mas apropiado para la extracciéon y recuperacion de compuestos esfingoideos a
partir de tejidos vegetales.
7.2.1. Rendimiento de la extraccion lipidica a partir de diferentes cantidades de tejido

Se exploré el efecto de la cantidad de tejido en la recuperacion de las especies lipidicas,
especialmente después de la adaptacion a microescala, ya que la recuperacion de algunas bandas
(sobre todo las menos abundantes) podria verse disminuida o incluso ser nula. Para ello se
realizaron extracciones a partir de 6, 2 y 0.2 g de tejido, en las que se incluyé un estandar
interno de esfingomielina con el fin de obtener el rendimiento de la extraccion de un
esfingolipido de cantidad conocida. El extracto se aplicé en una placa de CCF que se muestra
en la Figura 6 junto con el analisis densitométrico realizado a la banda de esfingomielina con el
fin de estimar el rendimiento obtenido en la extracciéon de cada una de las fuentes. Se observé
una disminucién minima de la densidad medida en el estandar interno conforme se redujo el
peso del tejido. Se pudo apreciar la presencia de por lo menos cinco bandas bien definidas

presentes en el extracto lipidico con un Rf. mayor al del estandar interno. Se realizaron tres
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repeticiones por tratamiento.
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Figura 6. Rendimiento de la extraccion lipidica a partir de diferentes cantidades de homogenado. A) Extractos aplicados
segun el peso del tejido utilizado en la extraccién lipidica segiin Markham et al., (2006) obtenida a partir de embriones
de maiz embebidos durante 23 h; los extractos lipidicos fueron aplicados a CCF utilizando la fase movil
CHCIl;:CH30H:CaCl, 0.22 %, 80:18:2, (v:v:v). Los tratamientos incluyeron como estandar interno a la esfingomielina,
la cual se incorporé en una cantidad de 10 nmol. B) Andlisis densitométrico de la banda de esfingomielina incluida en
las diferentes condiciones de extraccion. Esta grafica se realiz6 con las medias y la DS obtenidas en las densitometrias
realizadas al estandar interno presente en las muestras de la curva de rendimiento. Se realizaron tres repeticiones
independientes por tratamiento, de las cuales se muestra una placa de CCF representativa.

Peso del tejido (g)

7.2.2. Comparacion entre los métodos de Folch, hidrolisis basica y Markham.

Existen diferentes métodos para la extraccion lipidica, cada uno recupera preferentemente
ciertas clases de lipidos dependiendo de la naturaleza y proporcién de los solventes utilizados y
de la interaccion de éstos con los compuestos lipidicos por extraer; por ello, diferentes técnicas
de extracciéon fueron probadas y comparadas entre si para seleccionar la que satisficiera en
mayor grado las exigencias del presente trabajo.

Las técnicas de extraccion lipidica sometidas a estudio fueron Folch (Dolch e af, 1957),
Markham e al,, (2000) y la extraccioén de la hidrélisis basica (Morpison ez al, 1950). En todos los
casos se hicieron extractos a partir de 0.2 g de tejido pulverizado y aongeladm proveniente de
embriones embebidos durante 23 h en las condiciones establecidas. A los extractos se le afiadio
el estandar interno de esfingomielina con el propdsito de estimar la recuperacion de
esfingolipidos después de la extraccion. Posteriormente, se corrieron las muestras en TLC,
incluyendo un carril con 10 nmol de esfingomielina para ser utilizado como control del
rendimiento en las extracciones. La placa de TLC representativa de tres repeticiones asi como
las medias y la DS obtenidas a partir del analisis densitométrico del estandar interno de tres

experimentos independientes se muestran en la Figura 7.
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Figura 7. Comparacion de tres técnicas de extraccion lipidica de embriones germinados durante 23 h. A) Elucién en
placa de CCF de tres muesrpas provenientes de diferentes técnicas de extraccién a partir de 0.2 g de tejido pulverizado;
en cada caso se aplicaron el equivalente a 25 mg de tejido extraido en placas de CCF eluidas en la fase mévil CHCl:
CH30H: CaCl, 0.22 %, 80:18:2, (v:v:v). Los elcabezadms en cada carril corresponden a la técnica utilizada en la
extraccion y al estdndar de esfingomielina (Em). B) Rendimiento de las técnicas de extraccion estimado por
densitometria de la extraccion del estandar interno. Se grafica la relacién entre la densidad estimada en el analisis
densitométrico del estandar interno y el tipo de extraccion utilizado, el cual se indica del lado derecho de la grafica. Se
realizaron tres repeticiones por tratamiento. La placa de CCF es una representativa de tres experimentos independientes.

Comparada con las otras dos técnicas de extraccion evaluadas, con la técnica segun
Markham e a/. (2006) se tuvo una mayor recuperacion de especies lipidicas, ya que tanto el
numero como la intensidad de bandas presentes en la CCF se vio aumentado. Al comparar el
estandar interno de esfingomielina que inclufan los extractos, también se observé una mejor
recuperacion con esta técnica.

Con respecto al analisis densitométrico del estandar interno incluido en cada técnica de
extraccion, los resultados indican que utilizando la técnica de Markham ez a/. (2006) se obtuvo la
mayor recuperacion.

7.3. Analisis de compuestos esfingoideos por cromatografia en capa fina (CCF)
7.3.1. Curva de aplicacion del extracto lipidico a CCF

Debido al procedimiento técnico de Markham (véase la parte de Métodos) no es posible
cuantificar protefna en la muestra original, pues se parte del tejido intacto mezclado con los
solventes para hacer la extraccién, por lo que la cantidad del extracto aplicado en CCF se
estimo extrapolando la cantidad de tejido en peso humedo de la cual se partio; ésto representd
un problema para la aplicaciéon del extracto en CCF, ya que habitualmente la cantidad de
muestra que se aplica, se calcula a partir de la cantidad de proteina cuantificada en el

homogeneizado. Por esta razon se realizé una curva de cantidades conocidas aplicadas en CCF
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para conocer la cantidad adecuada de extracto a aplicar en términos de mg de tejido extraido.
Partiendo de varios extractos lipidicos obtenido a partir de 200 mg de tejido vegetal en polvo
y resuspendido en 200 pL. de Cloroformo-BHT, se aplicaron cantidades equivalentes a 5, 10,

15, 25, 50, 100 y 200 mg de tejido en una placa cromatografica, como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Curva de aplicacion de un extracto lipidico obtenido con la técnica de Markham et al. (2006) en CCF. El
extracto se obtuvo a partir de embriones de maiz embebidos durante 23 h y separado en placas de CCF eludias en la
fase mévil CHCIls: CH;OH: CaCl, 0.22 %, 80:18:2, (v:v:v). En la parte inferior de cada carril se indica la cantidad
aplicada en equivalentes de mg de tejido. La placa que se muestra es la representativa de dos repeticiones de muestras
independientes.

Como se puede ver, el equivalente a 5 mg de tejido mostré la ausencia de bandas que si se
observaron en cantidades mayores de extracto aplicado (de 10 a 50 mg). Por otra parte, al
aplicar 100 y 200 mg, la separacion de las bandas fue deficiente, ya que parte de los compuestos
permanecieron en el origen de aplicacion y conforme progresé la migracion de la muestra, ésta
se agregd de forma andmala. Por lo tanto, en estos resultados se observa que la cantidad
maxima a aplicar en CCF fue la equivalente a 50 mg de tejido, asi mismo se concluye que la
cantidad idénea a aplicar es el equivalente a 10 mg, ya que se ocupa una porciéon minima de
muestra en la que se observa el perfil completo de lipidos contenidos en el extracto.

7.3.2. Adecuacién de la fase movil.

Dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas de la fase mévil y de la polaridad intrinseca
de los lipidos, estos poseen una movilidad especifica dentro de la placa de CCF que los hace
ocupar un lugar determinado; por lo tanto, dependiendo de los compuestos de interés, la fase
movil debe ser adecuada para permitir su avance y separacion con la finalidad de que éstos

guarden una distancia adecuada entre si que facilite su identificacion.
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Con respecto a la separaciéon de BCL y esfingolipidos complejos, se probaron las fases
méviles: CHCl;:CH3OH:CaClz 0.22 %, 83:15:2, (v:v:v) y CHCl3::CH30H:CaClz 0.22 %, 80:18:2,
(viviv), en las que se corrieron estandares de PS, SN, SO y GC.

La fase seleccionada fue CHCl3:CH3OH:CaClz 0.22 %, 80:18:2, (v:v:v), ya que permitié una
buena separaciéon de BCL y esfingolipidos complejos a diferencia de la otra fase moévil evaluada
con la que se obtuvo una separacién minima entre los estandares de esfingolipidos aplicados.

La comparacion entre estas dos fases moviles se muestra en la Figura 9.

A B
—»GC- 0.35
——S0-0.15
GC- 0.14— —SN-0.1
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SN-0.031 —PS-0.05
PS-0.013

Figura 9. CCF de estandares de esfingolipidos con dos diferentes fases méviles. Se aplicaron diferentes estandares de
esfingolipidos en placas de TLC que fueron eluidas en las fases méviles: A) CHCI;:CH3;OH:CaCl, 0.22 %, 83:15:2,
(v:v:v) y B) CHCI;:CH30H:CaCl, 0.22 %, 80:18:2, (v:v:v) provenientes de dos placas distintas y reveladas con sulfato
de cobre. Los estandares incluidos de fitoesfinganina (PS), esfinganina (SN), esfingosina (SO) y glucosilceramida (GC)
tienen su correspondiente valor de Rf. sefialado con una flecha. Las placas cromatografias mostradas son las
representativas de dos experimentos independientes. Solo se muestra la seccion de la placa cromatografica en la que se
detectd la sefial de los lipidos de interés.

También se utilizé6 como fase mévil una disoluciéon de CHCls:CH3;OH:CHCOOH, 94:1:5,
(viviv) para separar ceramidas, la cual permitié una buena separacion de los estandares
aplicados en una cantidad de 10 nmol por carril que incluyeron a ceramidas de diferente
longitud: 16, 18, 20 y 24 carbonos, y dos acidos grasos insaturados C18:1 y C24:1 como se

muestra en la Figura 10. Esta fase se consider6 apta para la identificacion de ceramidas en CCF.
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Figura 10. CCF de ceramidas eluida en la fase mdvil CHCIl3:CH;OH:CHCOOH, 94:1:5, (v:v:v) revelada con sulfato de
cobre. Los valores localizados sobre cada banda corresponden al valor de Rf. de cada estandar. En la parte inferior de
cada carril se indica la especie de ceramida a la que corresponde cada banda. Esta placa es la representativa de dos
repeticiones. Solo se muestra la seccién de la placa cromatografica en la que se detectd la sefial de los lipidos de interés.
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7.3.3. Técnicas de revelado.

Se probaron dos técnicas de revelado, una a base de cobre que permite observar el perfil
completo de los compuestos separados en CCF y la ninhidrina, que sélo revela compuestos
con un grupo amino libre.

Como lo muestra la comparacion de estas dos técnicas de revelado en la Figura 11, el perfil
de compuestos observado en los cromatogramas, cuando se utiliza sulfato de cobre, revel6 un
mayor numero de bandas, a diferencia de las dos bandas observadas utilizando la tincién con
ninhidrina, debido a la especificidad propia de ambas técnicas de revelado. Por lo tanto, la
tinciéon con ninhidrina se utiliz6 como apoyo en la identificacion de BCL, mientras que la de
sulfato de cobre se empled para revelar el perfil completo de intermediarios presentes en el

extracto lipidico.

—0.25
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Figura 11. Cromatogramas revelados con sulfato de cobre y con ninhidrina. Se realiz6 un extracto lipidico segln
Markham et al. (2006) proveniente de embriones de maiz germinados durante 23 h; se aplico el equivalente a 10 mg de
tejido en placas de TLC eluidas en la fase mévil CHCI;:CH;0H:CaCl, 0.22 %, 80:18:2, (v:v:v). Terminado este
periodo, la placa se recortd para destinar una seccion al revelado con ninhidrina (A) y otra al revelado con sulfato de
cobre (B). Las placas de TLC mostradas son las representativas de tres experimentos independientes. Solo se muestra la
seccidn de la placa cromatogréafica en la que se detectd la sefial de los lipidos de interés.

7.4. Perfil de intermediarios de la biosintesis de novo de esfingolipidos.
7.4.1. Tiempo de exposicion a L[°H (G)] serina de los embriones de maiz.

Para tratar de obtener una incorporaciéon eficiente de la L[PH (G)] serina en la biosintesis de
novo de esfingolipidos, se tomaron en cuenta factores relacionados con la cinética de toma de
agua de los embriones de maiz expuestos al compuesto via la absorcion de agua.
7.4.1.1. Con respecto a la germinacion.

La adiciéon de L[?H (G)] serina debia realizarse en un periodo dentro de las primeras 23 h de
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germinacion previas a la exposicion con FBy para poder correlacionar estos datos con otros
parametros estudiados a los mismos tiempos como la actividad de NADPH oxidasa y la
activacion de MAPcinasas relacionadas con la respuesta a patdégenos

La captacion de la L[PH (G)] serina por las células del embrion, se logré por medio de la
absorcion de agua, por lo cual la cinética de toma de agua se analizé durante las primeras 23 h
de imbibicién como lo muestran los experimentos de la Figura 5A. Estos resultados mostraron
un incremento acelerado en la captacion de agua de las 15 a las 25 h, por lo que la exposicion
de los embriones a L[?H (G)] serina se llevé a cabo a partir de las 19 h, para aprovechar el
incremento en la toma de agua por el embrién en este tiempo y probando tiempos de
exposicion de 2, 4 y 6 h para que la LPH (G)] serina se integrara al metabolismo de
esfingolipidos.
7.4.1.2. Con respecto al metabolismo de esfingolipidos.

Para establecer el tiempo 6ptimo de imbibicién, en el que una cantidad adecuada de L[*H
(G)] serina se integre a la ruta de biosintesis de esfingolipidos y asi evaluar el efecto de la FB4
en los niveles de BCL, se requeria que las enzimas de la ruta estuvieran activas para lograr la
incorporacion. El crecimiento radicular, asi como la cinética de toma de agua, son indicadores
fisiologicos del metabolismo embrionario. Como se mostré en los resultados de la Figura 5B, se
realiz6 la medicién del crecimiento radicular de las 15 hasta las 48 h de germinacion,
observandose un crecimiento acelerado entre las 15 y las 30 h, lo que sugeria que el
metabolismo del embrién estaba muy activo durante este periodo.

Para conocer el tiempo de exposiciéon de los embriones a L[*H (G)] serina, se embebieron
con 400 pCi de LPH (G)] serina a las 19 h. Cumplidas las 21, 23 y 25 h, dos embriones se
retiraron por cada tiempo para realizarles una extraccion lipidica. La cantidad de extracto
resultante fue limitada, por lo que esta serie de experimentos no cuenta con réplicas dado los
altos costos de su repeticiéon. En la placa cromatografica se aplico el equivalente a 50 mg de
tejido. Una vez eluida la placa con la fase CHCl3:CH30H:CaClz 0.22 %, 80:18:2, (v:v:v), se
expuso a la autorradiografia (Figura 12) para estimar, por medio de un analisis densitométrico,
la cantidad de radioactividad integrada a la biosintesis de #ovo de esfingolipidos. En la placa de
TLC se observé una similitud parcial entre el patrén de marcaje radiactivo de bandas en los
tres extractos que corresponden a los diferentes tiempo de exposicion a la L?H (G)] serina, sin
embargo el numero de bandas y la intensidad de éstas varié en la placa de autorradiografia

dependiendo del tiempo al que estuvieron expuestos los embriones a la serina radioactiva.
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L[*H (G)] serina (uCi). 400 400 400
Cantidad equivalente en peso de tejido (mg). 50 50 50
Figura 12. Diferentes tiempos de exposicion a L[*H (G)] serina. Los embriones de maiz se embebieron por: A) 2 h, B) 4
h y C) 6 h con serina radioactiva a los que se les practicé una extraccion lipidica segin Markham et al. (2006). El
extracto lipidico fue separado en placas de CCF independientes con la fase movil CHCI;:CH3;OH:CaCl, 0.22 %,
80:18:2, (v:v:v), para ser expuesta en autorradiografias independientes. Las placas que se muestran son resultado de un
experimento. Solo se muestra la seccidn de la autorradiografia en la que se detectd la sefial de los lipidos de interés.

Del patrén anterior se seleccionaron dos bandas con Rf. de 0.25 y 0.05 que corresponden a
la zona en la que migran las BCL en CCF eluida en la fase mévil antes mencionada para
realizarles un estudio densitométrico que se muestra en la Figura 13. A las 2 h de exposicién se
observo un baja densidad en ambas bandas, indicando una baja integracion de L[?H (G)] serina
en los lipidos marcados, A las 4 h la densidad en ambas bandas llegd a su maximo y se mantuvo
hasta las 6 h en la banda con de Rf. 0.25, no asf en la banda con Rf. de 0.05 que muestra una
menor densidad, sugiriendo una disminucién de la presencia del aminoacido marcado en este

compuesto. Se seleccioné el tiempo de 4 h de exposicion a L[*H (G)] serina.
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Figura 13. Curva de incorporacion de L[*H (G)] serina a extractos lipidicos de embriones de maiz segtin el tiempo de
exposicién. Embriones germinados durante 19 h fueron expuestos a L[*H (G)] serina durante 2, 4 y 6 h; se les realiz6
una extraccion lipidica , el extracto lipidico fue separado CCF con la fase mévil CHCI3;:CH;0OH:CaCl, 0.22 %, 80:18:2,
(v:v:v). La placa de CCF resultante fue expuesta a autorradiografia. A) Linea del tiempo que representa los tiempos de
exposicién a L[*H (G)] serina, en el cuél se sefialadan las 23 h de germinacién correspondientes a las 4 h de exposicién
y que fue seleccionado como el tiempo dptimo de exposicién a L[*H (G)] serina B). Densitometria de las bandas con
Rf. 0.25 y 0.02 reveladas en autorradiografia. Estos resultados corresponden a un experimento.
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7.4.2. Infiltracion de LI*H (G)] serina en Phaseolus vulgaris y Arabidopsis thaliana

Posteriormente, se realizé la cuantificacion isotopica de la L[*H (G)] serina en el extracto
lipidico, tomando el equivalente a 5 mg de tejido proveniente de las hojas sometidas a
escarificacion e infiltracion de L[PH (G)] serina. Para ambas condiciones, se realizaron tres
repeticiones de la cuantificacion isotépica provenientes del mismo extracto lipidico.

Se observé que por medio de la escarificacion se pudo integrar una mayor cantidad de L[*H
(G)] serina en los tejidos. Sin embargo éste no fue el método elegido para realizar ensayos de
incorporacién posteriores por ser una técnica muy invasiva. La infiltracién resultd ser un
método satisfactorio, pues si bien la incorporacién fue menor, no produjo un dafio extremo,
por lo que fue seleccionado para la obtencién de intermediarios tritiados. El resultado de estos
experimentos se muestra en la Figura 14.

7.4.3. Seleccion de la concentracion de LIPH (G)] serina infiltrada en los tejidos vegetales.

La concentracion de L[?H (G)] serina a la que se expuso el tejido para integrarse a la ruta de

sintesis de novo de esfingolipidos, que permiti6 la identificacion en autorradiografia de las bandas

separadas por TLC provenientes de los extractos lipidicos, se determiné como sigue.

0.00025 -
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HH

0.00015 -
O Escarificacion

0.0001 - O Infiltracién

0.00005 A

L[3H (G)] serina incorporada
(pmol x mg de tejido)

Método utilizado parala
incorporacion de serina

Figura 14. Estimacion de la incorporacion de L[*H (G)] serina a hojas de frijol por escarificacion e infiltracion. Una vez
aplicado el precursor a las hojas, se realizé una extraccion lipidica (Markham et al. 2006) de la que se tom6 una muestra
equivalente a 1 mg de tejido en el que se realizé un conteo de cpm. Posteriormente se realizé una extrapolacion de cpm
a pmol de serina por medio del conteo isotépico (0.0001 pmol de L[*H (G)] serina equivale a 1564 cpm). Se presenta la
media + la DS de tres experimentos independientes.

En el caso de los embriones de Zea mays se probaron diferentes concentraciones de L[*H
(G)] serina en ensayos independientes y que consistieron en la germinacion de seis embriones

durante 19 h en las condiciones seleccionadas para su germinaciéon. Cumplido el lapso, los

embriones se trasladaron a nuevas cajas de Petri a las que se le adicionaron 40, 100, 200 y 400

nCi de LI?H (G)] serina hasta que se cumplieron las 23 h. Concluido el tiempo de exposicién
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correspondiente, los embriones se congelaron en N liq.

En el caso de Phaseolus vulgaris se realizaron ensayos con 100 y 200 uCi de L[*H (G)] serina
infiltrados en seis puntos laterales a lo largo de la vena media en dos hojas por cada ensayo.
Cumplido un lapso de 4 h de exposicion, las hojas fueron cortadas de la planta y se congelaron
en N2 liq..

En Arabidopsis thaliana se realiz6 un ensayo con 160 nCi de L[?H (G)] serina. Se infiltraron 10
hojas en cuatro puntos laterales a lo largo de la vena media como en el caso de frijol. Concluido
el tiempo de exposicion de 4 h, se cortaron las hojas de la planta y se congelaron en N liq.

Cada ensayo se sometio a una extraccion lipidica segun Markham ez 4/, (2006). Se aplicé el
equivalente a 50 mg de tejido por muestra en placas independientes de CCF que se eluyeron
con la fase movil CHCls: CH3OH: CaClz 0.22 %, 80:18:2, (v:v:v). Al término de la elucion, las
placas se expusieron a dos peliculas de autorradiografia. Se revel6 una en la primera semana
para estimar el tiempo de exposicion en el que eran observables las bandas marcadas, segin
este estimado, se retir6 la segunda pelicula para ser revelada. Las placas de autorradiografia
correspondientes a estos experimentos se muestran en la Figura 15.

Los ensayos realizados con maiz y frijol, mostraron que al incrementar la concentraciéon de
L[?H (G)] serina a la que se expuso el tejido, disminuy6 el tiempo de revelado y aumentaron la
intensidad y nitidez de las bandas marcadas. En el caso de Arabidopsis thaliana, 1a tnica cantidad

aplicada de L[?H (G)] serina fue suficiente para detectar algunas bandas.

L[*H (G)] serina (uCi). 40 100 200 400 100 200 160
Tiempo de exposicion del film (dias). 60 25 17 7 38 19 17
Figura 15. Marcaje radiactivo de extractos lipidicos provenientes de tejidos de tres especies difrentes y expuestos a
diferente concentracién de L[*H (G)] serina. El tejido vegetal fue expuesto a diferentes concentraciones de serina
radioactiva al que posteriormente se le practico una extraccion lipidica segin Markham et al., (2006) y que fue aplicada
en una cantidad equivalente a 50 mg de tejido en placas de CCF eluidas con la fase mévil CHCI3:CH3;0H:CaCl, 0.22 %,
80:18:2, (v:v:v). Las placas de CCF resultantes fueron expuestas a peliculas de autorradiografia, las cuales
corresponden a extractos lipidicos provenientes de: A) embriones de maiz, B) hojas de frijol y C) hojas de A. thaliana.
La concentracién de L[*H (G)] serina a la que se expuso el tejido se indica en la parte inferior de la figura, asi como el
tiempo de exposicion de la pelicula. Las peliculas de autorradiografia mostradas son representativas de dos
experimentos independientes.
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7.4.4. Cuantificacion isotopica de L[?H (G)] serina en los extractos lipidicos

Para obtener un estimado de la cantidad de L[H (G)] serina incorporada a la ruta de
biosintesis de novo de esfingolipidos, se realiz6 una cuantificacion isotopica de la serina en
extractos lipidicos (mismos con los que se realizaron las autorradiografias en el punto 7.4.3). A
partir de los valores obtenidos se estimaron las pmol de L[H (G)] serina incorporadas en el
equivalente a 5 mg de tejido expuesto al aminoacido radioactivo durante 4 h.

Los resultados obtenidos a partir de estos experimentos se muestran en la Figura 16. Se
observa que al aumentar la concentraciéon de L[°H (G)] serina a la que se expusieron los tres
tejidos vegetales, aumentaron las pmol determinadas en los extractos lipidicos. Esto fue muy
claro en la incorporacién de L[PH (G)] serina en maiz, al comparar la cantidad de pmol
integradas al tejido cuando se utilizaron 0.04 mCi en comparaciéon con la cantidad de pmol

estimado cuando se aumento la concentracion del aminoacido radioactivo a 0.4 mCi.
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Figura 16. Cuantificacion de L[*H (G)] serina en extractos lipidicos provenientes de tejidos vegetales expuestos a
diferentes concentraciones del aminoacido. Se realiz6 un conteo de cpm obtenidas del equivalente a 5 mg de tejido
extraido; posteriormente se realiz6 una extrapolacién de cpm a pmol de serina por medio del conteo isotépico (0.001
pmol de L[*H (G)] serina equivale a 15645 cpm) A la derecha de la figura se indican la concentracién de L[*H (G)]
serina en mCi a la que fueron expuestos los tejidos vegetales. Se presenta la media + la DS de los resultados de tres
experimentos independientes.

7.5. Identificacion de compuestos esfingoideos de embriones de maiz expuestos a L[3H
(G)] serina

Ya que el interés de este trabajo era detectar intermediarios de la via de sintesis de
esfingolipidos, el analisis correspondiente se enfocé a la deteccion de BCL y ceramidas
marcadas radiactivamente y separadas por CCF.
7.5.1. Deteccion de BCL por tinciéon con ninhidrina.

Para reconocer a las BCL a través de su grupo amino libre en los compuestos detectados por
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autorradiografia, se realiz6 un revelado del cromatograma a base de ninhidrina. L.a muestra
aplicada en CCF y su autorradiografia provinieron de 0.6 g embriones de maiz germinados
durante 19 h. Cumplido el tiempo, los embriones se trasladaron a una caja de Petri que contenia
400 pCi de LPH (G)] serina. Se embebieron en estas condiciones hasta cumplidas las 23 h de
germinacion. Se hizo un extracto lipidico segin Markham ez a/. (2006), del cual se aplico el
equivalente a 50 mg de tejido en placas cromatograficas eluidas en la fase mévil CHCls:
CH30OH: CaCl; 0.22 %, 80:18:2, (v:v:v). Una de las placas fue tefiida con ninhidrina y la otra fue
expuesta a autorradiografia. Ambas placas se muestran en la Figura 17, en las que se observa
una correspondencia directa de los valores de Rf. correspondientes a las bandas marcadas por
ninhidrina y el Rf. de los compuestos que incorporaron L[*H (G)] serina que aparecen en la

pelicula de autorradiografia. Estos resultados sugieren que ambas bandas mostradas podrian ser

BCL.
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Figura 17. Deteccion por CCF de lipidos extraidos de embriones de maiz expuestos a serina radioactiva y tefiidos con
ninhidrina. Se aplicé el equivalente a 50 mg de tejido proveniente de una extraccion lipidica de embriones de maiz
segun Markham et al. (2006) en placas cromatogréficas eluidas en la fase moévil CHCI;: CH;OH: CaCl, 0.22 %,
80:18:2, (v:v:v); al término de la elucién, una seccidén de la placa fue destinada a la tincién con ninhidrina y la otra a la
exposicion a pelicula de autorradiografia. A) Cromatograma tefiido con ninhidrina. B) Autorradiografia proveniente de
una seccion de la placa cromatografica. Estan sefialadas una banda con Rf de 0.25 y otra con Rf de 0.02 detectadas tanto
en la pelicula de autorradiografia, como en la placa revelada con ninhidrina. Las placas son representativas de dos
experimentos independientes. Solo se muestra la seccién de la placa cromatogréafica en la que se detecto la sefial de los
lipidos de interés.

7.5.2. Identificacion de BCL en ensayos con miriocina

Con el fin de obtener una evidencia adicional a la tinciéon con ninhidrina sobre la banda con
Rf de 0.25, se embebieron 6 embriones en cajas de 3. 5 cm de diametro, con 3 mL de agarosa al
0.6 % con 400 nmol de miriocina por 21 h con la finalidad de inhibir la sintesis de novo de
esfingolipidos y con ello determinar si se producia la desapariciéon de las bandas marcadas. Se
incluy6 un control negativo que no inclufa la exposicién a miriocina. Finalizadas las 23 h, se

trituraron los embriones y se tomaron 0.2 g de tejido, para realizar una extraccion lipidica.
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Figura 18. Efecto de la miriocina en la obtencion del perfil de bandas tefiidas con ninhidrina. Los embriones de maiz
fueron embebidos durante 21 h con miriocina junto con su control negativo; se les practico una extraccion lipidica
segin Markham et al. (2006), de la que se tomd el equivalente a 10 mg de tejido para ser aplicado en placas de CCF
eluidas en la fase movil CHCI;:CH3;0H:CaCl, 0.22 %, 80:18:2, (v:v:v) reveladas con ninhidrina. Se indica el positivo y
el negativo del tratamiento con miriocina. La banda con Rf de 0.25 se indica con una flecha. La placa cromatografica
mostrada es representativa de dos repeticiones independientes. Solo se muestra la seccion en la que se detect6 la sefial
de los lipidos de interés.

En una placa cromatografica se aplico el equivalente a 30 mg de tejido y se eluyo con la fase
mévil CHCls: CH30H: CaClz 0.22 %, 80:18:2, (v:v:v). Terminado el periodo de elucion, la placa
se revel6 con ninhidrina. Como se muestra en la Figura 18, los embriones de Zea mays
embebidos 21 h con 400 nM de miriocina sufrieron una reduccién de los niveles endogenos de
la banda con valor de Rf de 0.25 con respecto a su control.

7.5.3. Identificaciéon de BCL por CLAR

A partir de una placa cromatografica en la que se separaron los lipidos provenientes de
extractos de maiz, se aisl6 la banda con Rf. de 0.25 para ser resuspendida en 30 puL. de metanol
puro. Se tomaron 10 pL para derivatizar con naftalen 2, 3-dicarboxialdehido (NDA) para
detectar compuestos con un grupo amino libre como el que poseen las BCL y se inyectaron
directamente en la columna de HPLC; del mismo modo se inyectaron como control 10 pL de

la muestra que no fue expuesta al agente derivatizante.

A + NDA B - NDA

—» 5.543

P 4.69

—»6.881
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Figura 19. Analisis de la banda con Rf 0.25 por CLAR. A) Cromatograma obtenido realizando la reaccion de
derivatizacion con NDA. B) Cromatograma obtenido sin realizar la reaccién de derivatizacion. Las flechas colocadas a
un lado de los picos describen el tiempo de retencion (en min) de cada compuesto. Cromatogramas representativos de
dos experimentos independientes.
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En la Figura 19 se observa que la banda con Rf de 0.25 estaba formada por cuatro
compuestos al ser analizada por CLAR. Tres de ellos mostraron tiempos de retencion de 4.69,
5.543 y 7.563 cuando se analiz6 la muestra derivatizada con NDA y no fueron detectados al
omitir el agente derivatizante. El pico con tiempo de retencion 5.543 aparecié con y sin la
reaccion de derivatizacion.

7.5.4. Identificaciéon de compuestos esfingoideos radiactivos por la exposicion de placas
cromatograficas a autorradiografia.

Se adecu6é una fase movil que permitiera separar esfingolipidos complejos y BCL
(CHCIL::CH30H:CaCly 0.22 %, 80:18:2, (v:viv)) y otra que sirviera para separar ceramidas
(CHCls: CH3: OH: CHCOOH, 94:1:5 (v,v,v)). En ambos casos se separ6é una muestra de
extracto lipidico proveniente de embriones de mafz germinados durante 19 h, mas 4 h de
imbibicién con 400 puCi de L[*H (G)] serina. En la misma placa de cromatografia en la que se
separd la muestra, se colocaron estandares de esfingolipidos o ceramidas (segun la fase mévil en
que fue eluida la placa cromatograficas), con la finalidad de identificar por medio del Rf los
lipidos detectados por exposicion de la placa cromatograficas a pelicula de autorradiografia.

Por medio de este ensayo se logro la deteccion de dos BCL en la muestra, una de ellas migréd
con un valor de Rf de 0.05 que se corresponde con el estandar de PS y la otra migré con un

valor de Rf de 0.15 que se corresponde con el estandar de SO. Estos resultados se muestran en

la Figura 20.
&4 B C

—0.25

< 0.15

—0.05

Muestra PS Fser Em SN SO

Figura 20. Identificacién de BCL marcadas radiactivamente y separadas por TLC. La seccion A y B de la figura
corresponden respectivamente, a una pelicula de autorradiografia proveniente de la exposicion de una placa
cromatografica corrida en la fase movil [CHCI;: CH3;0H: CaCl, 0.22 %, 80:18:2, (v:v:v)] , en la que se separ0 una
muestra de extracto lipidico segin Markham et al., (2006), realizado con embriones de maiz expuestos a 400 uCi de
L[*H (G)] serina durante 4 h. C) Seccién de estandares eluidos en la misma placa cromatogréfica en la que se corrié la
muestra. Los valores de Rf. de la PS y la SO estan sefialados del lado derecho de la figura. La pelicula de
autorradiografia y la placa de CCF corresponden a un experimento representativo de dos independientes.
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En el mismo extracto se logro la identificacion de una ceramida putativa con un valor de Rf. de
entre 0.27 y 0.28 correspondientes a los estandares de la C18:1 y la C24, respectivamente, como
se observa en la Figura 21, as{ mismo se logré la identificaciéon de otra banda con Rf. de 0.29

que no coincidié con ningun estandar disponible.

—0.29
—0.28
—0.27

Muestras _ IC18:1 C24 C24:1
Fig. 21. Identificacién de ceramidas por CCF expuesta a autorradiografia. Las secciones A y B de la figura
corresponden respectivamente, a una pelicula de autorradiografia proveniente de la exposicién de una placa de CCF
corrida en la fase movil [CHCI3: CH3: OH: CHCOOH, 94:1:5 (v,v,v)], en la que se separ6 una muestra de extracto
lipidico segin Markham et al., (2006), de embriones de maiz expuestos a 400 uCi de L[*H (G)] serina durante 4 h. C)
Estandares. La pelicula de autorradiografia y la placa cromatografica son representativas dos experimentos
independientes y Gnicamente se muestra la porcion en la que aparecieron lipidos de interés.

7.6. Efecto de la FB1 en la biosintesis de novo de esfingolipidos.

Con el propésito de evaluar la sintesis de novo de BCL en presencia de FB1, a los tiempos en
los que se presenta la activacion de MAPcinasas en embriones de Zea mays, se determinaron los
niveles endogenos de BCL, ceramidas y esfingolipidos complejos sintetizados de novo. Para
ello se parti6 de un cultivo de 12 embriones repartidos equitativamente en dos cajas de Petri en
las condiciones elegidas para la imbibicion. Los embriones de maiz se germinaron durante 19 h
en la oscuridad a 29 °C. Al término de este periodo se les transfirié a otra caja que inclufa 400
pnCi de LPH (G)] serina a la que los embriones se expusieron durante un periodo de 4 h
adicionales a las 19 h previas de germinacién. Cumplido el lapso de 23 h (éste fue considerado
como el tiempo cero del experimento con FB1), los embriones se expusieron a FB1 junto con
un control negativo durante 0.5, 2, 4, 6 y 12 h; posteriormente se realizé la extraccion lipidica
de cada una de las muestras tratadas para ser separadas e identificadas por CCF; para finalmente
exponer a autorradiografia con la finalidad de observar la marca radioactiva presente en los
lipidos extraidos provenientes del tratamiento con FBy y de su control. La placa cromatografica
asi como la autorradiografia representativa que describen la cinética de BCL en el curso de en

presencia de FB1, se muestra en las Figuras 22 y 23.
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Figura 22. Curso temporal de exposicién a FB; de embriones de maiz expuestos a L[*H (G)] serina. Extractos lipidicos
de maiz obtenidos segin Markham et al., (2006), separados en placas ceomatograficas eluidas con la fase mévil
CHCI3:CH30H:CaCl, 0.22 %, 80:18:2, (v:v:v) y expuestas a pelicula de autorradiografia. A) Autorradiografia obtenida
a partir de B) una placa cromatografica en la cual se separaron los extractos lipidicos correspondientes a cada tiempo de
exposicion y que incluye los estandares de Fitoesfingosina (PS), Fosfatidil serina (Fser) y Esfingosina (SO). Se indican
los tiempos de exposicion a la toxina y con un signo positivo (+) se denotan las muestras que fueron expuestas a FB; y
con un signo negativo, (-) los controles de cada tratamiento. Se indica el valor de Rf. de los estandares, asi como de una
BCL putativa con Rf. de 0.25. La autorradiografia y la placa de CCF mostradas son representativas de tres experimentos
independientes. Unicamente se muestra la porcion de la placa cromatografica y la autorradiografia en la que aparecieron
lipidos de interés.

B

——0.25
s o W
——0.07
ot = —0.05
— s = S5 e, 0 - g N
4 4 6 6 12 12 To 4 4 6 6 12 12 PS Fser SO Tiempo (h)
- + - + - + - + - + - + FB;

Figura 23. Curva temporal de exposicién a FB, que incluye el TOy 4, 6 y 12 h, de embriones de maiz expuestos a L[°H
(G)] serina. Extractos lipidicos de maiz obtenidos segin Markham et al., (2006) separados por CCF con la fase movil
CHCI3:CH30H:CaCl, 0.22 %, 80:18:2, (v:v:v) y expuestas a pelicula de autorradiografia. A) Autorradiografia obtenida
a partir de B) una placa cromatografica en la cual se separaron los extractos lipidicos correspondientes a cada tiempo de
exposicion y que incluye los estandares de Fitoesfingosina (PS), Fosfatidil serina (Fser) y Esfingosina (SO). Se indican
los tiempos de exposicion a la toxina FB; con un signo de mas (+) y con un signo de menos (-) los controles de cada
tratamiento. Se indica el valor de Rf. de los estandares, asi como de una BCL putativa con Rf. de 0.25. La
autorradiografia y la placa cromatografica mostradas son representativas de tres experimentos independientes y s6lo se
muestra la porcion de la placa cromatogréafica y la autorradiografia en la que aparecieron lipidos de interés.
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La exposicion a 40 uM de FB1 causé la acumulacion consistente con respecto al control, de
una BCL con un Rf. de 0.05 que coincide con el de la fitoesfingosina, a las 2 y 4 h en las tres
repeticiones realizadas del experimento. Asi mismo, en los mismos tiempos se observé un
incremento de una BCL con un Rf. de 0.15 que corresponde a la esfingosina y finalmente a las
4,6 y 12 h se acumul6 una BCL putativa con un Rf. de 0.25, que no se logré identificar por
medio de estandares comerciales, sin embargo se cuenta con pruebas adicionales (tincion con
ninhidrina, ensayos de derivatizacion, etc.) que sugieren se trata de una BCL.

En lo que corresponde a las ceramidas, se corrieron extractos lipidicos de embriones de
maiz que fueron germinados durante 19 h en la oscuridad a 29 °C en las condiciones
establecidas para la germinacién. Al término de este periodo se transfirieron a otra caja (mismas
condiciones que la anterior) que inclufa 400 pCi de L[?H (G)] serina, en la que los embriones
serfan expuestos durante un periodo de 4 h adicionales a las 19 h previas de germinacion.
Cumplido el lapso de las 23 h, los embriones se expusieron a FB1 junto con un control negativo
durante 0.5, 2, 4, 6 y 12 h, las cromatoplacas resultantes asi como la autorradiografia de éstas se
muestran en las Figuras 24 y 25.

Se observé un decremento de dos ceramidas con respecto al control y que por sus Rf,
correspondieron a la C18:1 y C24 (Rf de 0.27 y 0.28 respectivamente) a las 2 y 4 h. Los niveles
de una ceramida putativa con Rf. de 0.57 que no se logré identificar por medio de estandares,

descienderon también con respecto al control a las 0.5, 2,4, 6 y 12 h.
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Fig. 24. Curso temporal de exposicion a la FB1, en embriones de maiz. Deteccion de ceramidas con la fase movil
CHCI3: CH30H: CHCOOH [91: 4: 5], (v:v:v). Los tiempos de exposicion a la toxina FB;, se indican con un signo
positivo (+)y con un signo negativo (-) los controles de cada tratamiento. A) Placa cromatogréfica revelada con sulfato
de cobre en la que se incluyen las muestras y los estandares de C20, C18:1, C24 y C 24:1, para los cuales esta
especificado su Rf . B) autorradiografia proveniente de la cromatoplaca A. Las flechas indican la altura a la que corren
los estandares y especies existentes en la muestra. Asi mismo se enfatiza la existencia de una banda problema con Rf
de 0.57 que no ha logrado ser identificada. La pelicula de autorradiografia y la placa cromatogréfica son representativas
dos experimentos independientes y Unicamente se muestra la porcion en la que aparecieron lipidos de interés.
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Fig. 25. Curso temporal de exposicion de embriones de maiz a la FB1. Deteccion de ceramidas en la fase mévil CHCls:
CH3OH: CHCOOH [91: 4: 5], (v:v:v). En la parte inferior de cada carril se indican los tiempos de exposicién a la
toxina, indicando con un signo positivo (+) las muestras que fueron expuestas a FB; y con un signo negativo (-) los
controles de cada tratamiento. A) Placa de CCF revelada con sulfato de cobre en que incluye laseccion de las muestras
y los estandares de C20, C18:1, C24 y C 24:1, para los cuales esta especificado su Rf. en la orilla derecha de la figura.
B) Autorradiografia proveniente de la cromatoplaca A. Las flechas indican la altura a la que corren los estandares, asi
como especies existentes en la muestra que migran con el mismo Rf. Asi mismo, se enfatiza la existencia de una banda
con Rf de 0.57, que no ha logrado ser identificada por medio de estandares. La autorradiografia y la placa de CCF
mostradas son representativas de tres experimentos independientes. Unicamente se muestra la porcion de la placa
cromatografica y la autorradiografia en la que aparecieron lipidos de interés.

La exposiciéon de los embriones de maiz a 40 uM de FB; causé la acumulaciéon de BCL
putativas. Esta acumulacién se observé a los tiempos en los que se encontré la activacion de
MAPcinasas relacionadas con las respuestas de defensa en plantas. As{ mismo, se observé una
disminucién en ceramidas provocada por la inhibicion de la esfinganina-N-aciltransferasa via

FBi.
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8. DISCUSION
8.1. Condiciones para el ensayo de marcaje radiactivo de los intermediarios de la
sintesis de esfingolipidos en embriones de Zea mays en germinacion

A fin de minimizar la cantidad de L[?H (G)] serina destinada a la integracion de la ruta de
sintesis de novo de esfingolipidos provenientes de tejidos vegetales, se realizé la adecuacion a
microescala de las condiciones de germinacion, lo que condujo a la posibilidad de que este
proceso sufriese alteraciones fisiologicas que impidieran interpretaciones validas y el
establecimiento de correlaciones reales con otros resultados obtenidos en este sistema
experimental, como en el caso de la activacion de MAPcinasas. Por ello, para seleccionar las
condiciones a microescala de imbibicion de los embriones, se evaluaron como criterios
fisiologicos de la germinacion la cinética de toma de agua y el crecimiento radicular. Ambos son
parametros clasicos utilizados para conocer el desempefio fisiolégico de una semilla tras su
imbibiciéon en agua (Besnier, 1990). La captacién de agua es el factor mas importante en la
activacion de la germinacion, y su disponibilidad a lo largo de ésta mantiene la estabilidad del
proceso (Basra, 1995). L.a manifestacion de las tres fases de captaciéon de agua refleja las
transformaciones metabodlicas que van ocurriendo en la semilla y que son aplicables al embrion
de maiz (Sanchez-Nieto et al, 1998). Adicionalmente, un crecimiento radicular constante a
partir de la protrusion de la radicula, fundamentalmente por alargamiento de las células de esta
region, refleja la disponibilidad de recursos con los que cuenta el medio en el que germina la
semilla (agua, espacio 6 nutrientes, entre otros), y la capacidad metabodlica para desplegar el
programa genético de las células de la raiz (Pinedo, 1990). Comparando la cinética de toma de
agua y el crecimiento radicular entre las condiciones a microescala y el control, no se
encontraron diferencias significativas durante las primeras 23 h de germinacion, por lo que la
adecuaciéon a microescala que incluyé las modificaciones (reduccién del espacio para la
germinacion, reduccion en la concentracion de agarosa y aumento en el nimero de embriones
por caja) para la incorporaciéon 6ptima de la L[3H (G)] serina a las células del embrion, cumplen
con las exigencias del presente trabajo.

En el caso del crecimiento radicular se observo un decremento en embriones germinados en
cajas de 3.5 cm después de las 30 h. Esto significa que las condiciones de germinacion a
microescala no presentaban variaciones significativas con respecto al control sélo durante las
primeras 30 h, ya que transcurrido este lapso, la reducciéon de espacio y agua comenzaron a

someter a estrés a los embriones decrementando su crecimiento. Por lo anterior, se decidié que
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a las 23 h de imbibicion, a las cuales se tenfa planeada la agregacion de FBi, los embriones
serfan transferidos a cajas de 5 cm con el fin de no someterlos a estrés al cumplirse las 30 h de
germinacion.

8.2. Condiciones para la extraccion de esfingolipidos y para su separacion
cromatografica

Los esfingolipidos de plantas son estructuralmente complejos y especialmente diversos, dada
la variedad considerable de acidos grasos con diferente tamafio de cadena, nimero y posicion
de insaturaciones y variaciones en el grupo de cabeza polar unido a las bases de cadena larga,
mismo que puede estar integrado por un grupo fosfato, azucares o a un atomo de hidrégeno
como en el caso de la ceramida. Esta heterogeneidad estructural da como resultado una gran
gama de propiedades fisicoquimicas entre los compuestos esfingoideos. La eleccion de un
método de extraccion lipidica debe considerar estas propiedades debido a que el tipo de
esfingolipidos extraidos del tejido vegetal esta en funcién del tipo y proporcion de los
solventes utilizados en la extraccion (Markham ez /., 2006, 2007).

Estudios previos en la extraccion de esfingolipidos de plantas, han logrado la obtenciéon de
una reducida gamma de estos compuestos que han resultado predominantemente neutros,
como en el caso de las ceramidas que son relativamente faciles de purificar en plantas por ser
solubles en cloroformo y resistentes a hidrolisis basicas moderadas (Cahoon y Lynch, 1991). La
combinaciéon de CH3OH y CHCI; con la que se realiza la extraccion lipidica segun Folch ef al.
(1957), asi como la combinaciéon de CsHi10O y C4HsO2 con la que se extraen lipidos segun
Morrison e al., (1970), tienden a la extraccion preferencial de lipidos neutros como ceramidas y
acidos grasos, lo cual implica que sélo se estan purificando porciones substancialmente
pequefias del pool total de esfingolipidos provenientes de tejidos vegetales, ya que estudios muy
recientes de extraccion de esfingolipidos han demostrado que por ejemplo en hojas de
A.thaliana hay una gran abundancia de esfingolipidos muy polares e incluso con carga eléctrica
negativa, siendo las proporciones: 64 % de hexosa-hexurénico-inositolfosfoceramidas, 34 % de
monohexosilceramidas y 2 % de ceramidas (Markham ez 4/, 2006). Estos autores probaron
varias condiciones de extraccion, encontrando que una extracciéon con la fase movil formada de
la mezcla de propanol-hexano-agua tiende a extraer una mayor gama de lipidos polares y a su
vez lipidos neutros, lo que conlleva a obtener un extracto mas representativo de las diferentes
especies lipidicas presentes en los tejidos vegetales; ademas el protocolo que desarrollaron

facilita la solubilizacién de tejido insoluble debido al tratamiento de calor (60°C por 15 min) y
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adicionalmente aprovecha la ventaja de que el propanol sea un inhibidor de lipasas (Markham ez
al., 2006). Tomando en cuenta lo anterior, en este trabajo de tesis se siguié el protocolo
mencionado, y asi se explica que los extractos lipidicos provenientes de embriones de maiz
presentaron un mayor numero de compuestos en la separaciéon por CCF cuando se sigui6 el
método de Markham ez @/, (2006) que los extraidos con el método de Folch e al, (1957) o
Morttison et al. (1970).

Con respecto a la separacion y deteccion de los intermediarios de la sintesis de esfingolipidos
marcados radiactivamente, el sistema implementado en este trabajo, la CCF, permitié detectar
diferentes clases de esfingolipidos con una buena resoluciéon y eficiencia. Este mismo
procedimiento se ha usado para el analisis del metabolismo de esfingolipidos tanto en sistemas
animales (Morrison y Hay, 1970) como vegetales (Kawai e7 a/, 1996). Dentro de este sistema de
separacion, resulta fundamental la eleccién de la fase mévil, misma que en nuestro caso se
adecud a los requerimientos del trabajo.

La combinacién de los solventes CHCls y CH3OH mezclados con una fase acuosa de CaClz
0.22 % es apropiada para la migraciéon de BCL y esfingolipidos complejos en CCF (Hakomori,
1990), ademas es selectiva para compuestos esfingoideos por retener en el proceso de elucion
algunos glicerolipidos, colesterol y sales que no se hallan eliminado en la extraccién lipidica
(Deckert, 2000), promoviendo una selectividad hacia las bandas de esfingolipidos.

Para conocer la proporcién que deben llevar los solventes se recomienda que la porcidon de
CHCI5 sea mayor que la de CH30H, mientras que éste ultimo debe superar la de CaClz 0.22%
(Deckert, 2000). Para conocer las proporciones especificas con las que se obtendria una buena
separacion entre los compuestos, se realizaron pruebas con una fase moévil compuesta de
CHCI5:CH30H:CaClz 0.22 %, 83:15:2, (v:viv) y otra de CHCl3::CH3OH:CaClz 0.22 %, 80:18:2,
(viviv), optando por esta dltima a causa de la adecuada separaciéon obtenida entre bandas con
valores de Rf. correspondientes a estandares de BCL y esfingolipidos complejos, en
comparaciéon con los resultados obtenidos con la fase mévil CHCl3:CH3OH:CaCly 0.22 %,
83:15:2, (viviv).

8.3. Marcaje radiactivo de intermediarios de la ruta de biosintesis de novo de
esfingolipidos

Con el proposito de incorporar a la L[3H (G)] serina en la ruta de biosintesis de novo de
esfingolipidos y obtener una detecciéon adecuada de los intermediarios tritiados presentes en

extractos lipidicos provenientes de tejidos vegetales expuestos a éste aminoacido radiactivo, se
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evalu6 el método de incorporacion, el tiempo de exposicion y la concentraciéon adecuada de
L[?H (G)] serina a la que debieron ser expuestas las diferentes especies vegetales con las que se
trabajé en este proyecto.

La escarificacién y la infiltracion fueron los métodos evaluados para la incorporaciéon de

serina radiactiva en hojas de Phaseolus vulgaris y Arabidopsis thaliana por medio del conteo de la

radiactividad (cpm), realizado en los extractos lipidicos. La exposicion a 100 nCi de L[*H (G)]
serina por el método de escarificacion mostréd un aumento considerable en el conteo de cpm
con respecto a la cuantificacion realizada en el extracto proveniente de hojas infiltradas con
serina radioactiva. Sin embargo, pese a que se buscaba optimizar la incorporaciéon de L[?H (G)]
serina a tejidos vegetales, la escarificacion fue descartada al causar serios dafios mecanicos en la
hoja tratada que implican la eliminacién de la epidermis. Esto puede producir una significativa
alteracion metabolica en las paredes celulares de la hoja, y existen reportes que hacen referencia
a la alteracion de lipidos membranales a causa del estrés mecanico sufrido por presion sobre las
paredes celulares (Akinlaja y Sachs, 1998), asi como la induccién de respuestas especificas al
estrés por herida y en las que se incluye la activacion de vias especificas de sefializacion (Zhang
y Klessig, 2001). Por lo tanto, se opt6 por el método de la infiltracién que causé dafios minimos
en la hoja, para asegurar que los cambios en los niveles de esfingolipidos se observasen en un
sistema adecuado que eliminara la posibilidad de presentar efectos causados por trabajar en una
hoja fisiolégicamente alterada.

Las hojas de Phaseolus vulgaris y Arabidopsis thaliana fueron expuestas a un solo tiempo de 2 h 30
min a la sefial radioactiva, tiempo que result6 suficiente para que la sefial de algunas especies de
esfingolipidos fuera perceptible en la pelicula de autorradiografia; no asi con los embriones de
maiz en los que tuvo que explorarse tanto el tiempo de exposiciéon a L[PH (G)] serina con
respecto a la germinacién, como el tiempo que ésta permaneceria en contacto con las semillas;
para ello se tomé como referencia la cinética de toma de agua de embriones de maiz como
indicador fisiolégico del metabolismo. Segun se informa en la literatura, la fase II de la cinética
de absorcién de agua corresponde a la activacion metabdlica (Krokida ez af., 2003), por lo que
las enzimas que participan en la sintesis de novo de estingolipidos responsables de incorporar la
L[*H (G)] serina suministrada de manera exégena, podrian incorporar el aminoacido radiactivo
eficientemente al metabolismo de esfingolipidos durante este periodo. El lapso de tiempo
elegido para llevar a cabo los ensayos de incorporacion de serina fue de las 19 a las 25 h, ya que

en este periodo (que incluia a la fase II de la cinética de absorciéon de agua) se di6 un
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incremento acelerado en la toma de agua que proporcionaria una via de acceso a la serina
radiactiva.

Una vez establecido el periodo de exposicion a L[?H (G)] serina durante la germinacion de
los embriones de maiz, se evalud el periodo en el que los embriones estarfan en contacto con el
aminoacido radiactivo. Se probaron tiempos de 2, 4 y 6 h a partir de las 19 h de imbibicién. De
estos tiempos se seleccioné el de 4 h basandonos en la intensidad de algunas bandas de
esfingolipidos putativos presentes en la autorradiografia proveniente de extractos de maiz
expuestos a L[3H (G)] serina en los tiempos antes descritos. Este analisis sugirié que 2 h de
exposicion no eran suficientes para que la serina se incorporara al metabolismo de
esfingolipidos, ya que la intensidad de las bandas presentes en la pelicula de autorradiografia se
vio disminuida en el caso de las 6 h. A tiempos largos de exposicion a serina radiactiva, la
disminucién en las bandas marcadas probablemente se debié a que los precursores se van
incorporando a esfingolipidos complejos que no pueden ser detectados o bien a que aquellos
compuestos que fueron marcados, son degradados. De este modo, las 4 h de exposicién a L[*H
(G)] serina fue el tiempo con mejores resultados en cuanto a la mayor intensidad de las bandas
marcadas. Sin embargo, un experimento tipico de incorporaciéon de un precursor a una via
metabolica debe incluir la adiciéon del precursor marcado como un pulso, es decir, una adicion
rapida y corta, asi como una deteccién a varios tiempos secuenciales (Suzuki y Suzuki, 1972).
Estas condiciones no pudieron ser satisfechas en este estudio, dadas las limitaciones en el costo
de la serina y en la baja incorporacion de la serina marcada a los embriones de maiz en especial,
ya que éstos demandaron grandes cantidades de serina para dar una senal visible en la CCF. Sin
embargo, las condiciones establecidas nos permitieron explorar los efectos de la toxina FB1 en
el metabolismo de los esfingolipidos.

Para ejemplificar el punto del parrafo anterior sobre la baja eficiencia de los embriones para
incorporar a la serina marcada, hay que mencionar que se probaron diferentes concentraciones
de L[?H (G)] serina; al exponer embriones de maiz a 40 y 100 uCi no se logré la deteccion de
ningun intermediatio, por lo que la concentracién se llevo hasta los 200 nCi de serina tritiada.
En este caso, se logré la deteccion de algunas bandas en pelicula de autorradiografia con un
tiempo revelado de 17 dias. Con el fin de acortar el tiempo de exposicién e incrementar el
marcaje, la concentraciéon de serina radiactiva se llevo hasta los 400 uCi, concentraciéon que
finalmente resulté ser adecuada por permitir una buena deteccién de diferentes especies

lipidicas sin que esto conllevara un tiempo de revelado muy largo.
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De forma similar sucedié con hojas de frijol, que al ser infiltradas con una concentracién de
100 pCi de LPH (G)] serina, se logré la deteccion de algunas bandas que para ser observadas
requirieron de un tiempo de revelado de la pelicula de autorradiografia muy largo; al
incrementar la concentraciéon del aminoacido radiactivo a 200 uCi, el tiempo de exposicion se
acort y el nimero de bandas se increment6 e intensificé. La tnica concentracion de L[PH (G)]
serina probada en A. thaliana fue de 160 pCi, la cual resulté suficiente para observar algunas
bandas en pelicula de autorradiografia. El tiempo de exposicion de las placas cromatograficas
continda siendo una desventaja en los ensayos realizados en  Phaseolus vulgaris y Arabidopsis
thaliana, asimismo, el costo de estos experimentos impidié seguir probando diferentes
condiciones como la de conocer la concentracién 6ptima del aminoacido radiactivo al que
debian ser expuestas las hojas de estas especies; sin embargo los resultados obtenidos hasta el
momento arrojan datos valiosos que pueden ser considerados para experimentos posteriores.
8.4. Identificacion de compuestos esfingoideos detectados en autorradiografia

Una vez que se logré la deteccién de una sefial en la autorradiografia, se procedié a la
identificaciéon de las bandas detectadas para saber si alguna de ellas correspondia a compuestos
esfingoideos. Tres consideraciones importantes que sugerian que la presencia de estos
compuestos fuera posible en las placas cromatograficas son: a) el proceso de extraccion lipidica
de los tejidos vegetales empleados esta disefiado para purificar compuestos esfingoideos
preferencialmente, b) las bandas detectadas se separan en CCF con una fase moévil disefiada
para esfingolipidos y ¢) los compuestos detectados en pelicula de autorradiografia incorporan
serina a su estructura como es el caso de los esfingolipidos.

Adicionalmente, la identificacion de BCL presentes en el extracto lipidico de embriones de Zea
mayz de manera mas directa se hizo por medio de la correlacion de los Rf. de las bandas con Rf.
de 0.5 y 0.15 con la de estandares conocidos y que resultaron ser los correspondientes a
fitoesfingosina y esfingosina. Aunada a esta evidencia, la cinética que presentaron las bandas
identificadas como fitoesfingosina y esfingosina y la de Rf. de 0.25, fue la esperada para una
BCL en presencia de FBy, lo cual apoya la identificacion de estos compuestos esfingoideos en el
extracto lipidico de embriones de Zea mays.

Sin embargo, estas pruebas complementarias que confirmaran la identidad de esta banda
como una BCL se enfocaron en la identificacion de la banda con Rf. de 0.25, ya que no logré
ser caracterizada con ninguno de los estandares disponibles comercialmente. Para ello se realizé

un ensayo con miriocina que tuvo por objetivo la inhibicién de la sintesis e novo de
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esfingolipidos (el compuesto inhibe la actividad de la SPT, Young ez a/ 2002), y con ello
posiblemente causarfa una disminucién de algunas bandas que podrian aumentar en presencia
de FB1. A este respecto, se logré la desaparicion de la banda con Rf. de 0.25 que no
correspondia a ningin estandar disponible. De ésta misma banda se realizé un analisis por
medio de CLAR, en el cual se logré la deteccion de tres picos con tiempos de retencion de 4.69,
5.543 y 7.563 cuando se incluyé el NDA en la reaccion de derivatizaciéon (en la cual hay una
reaccion del grupo amino libre de las bases de cadena larga (Gomez, 1994)), no asi cuando el
NDA no era incluido, lo que sugiere que los tres son compuestos esfingoideos en la muestra.
Con el mismo fundamento de la reactividad del grupo amino libre, se realizé una tincion de la
cromatoplaca de CCF con ninhidrina (Junya ez a/, 1998) y bajo la cual se detectaron las bandas
con Rf. de 0.25 y 0.05. En conjunto, estos datos sugieren que la banda marcada radiactivamente
y con Rf. de 0.25 corresponde a una BCL.
8.5. Efecto de la FB; en la sintesis de novo de esfingolipidos

El efecto de la FBi, en la sintesis de novo de esfingolipidos, resulté similar en los tres
experimentos realizados con embriones de maiz expuestos por diferentes tiempos a la
micotoxina. En todos los casos, la banda con Rf. de 0.25 y las identificadas como
fitoesfingosina y esfingosina aumentaron sus niveles en presencia de FBi. Sin embargo, la
cinética de acumulacién observada en presencia de la micotoxina en los tres experimentos
independientes s6lo fue reproducible a las 2 y 4 h en las bandas de fitoesfingosina y esfingosina
con un aumento muy marcados y con respecto a la banda con Rf. de 0.25, se observaron
claramente aumentos a las 2, 4 y 12 h. Los tiempos de 0.5 y 6 h mostraron variabilidad en los
tres experimentos independientes, quizas debido a cuestiones técnicas como diferencias en los
rendimientos de extraccién de estas muestras en los diferentes ensayos y/o a las diferencias
fisiologicas presentes en las diferentes poblaciones de embriones con las que se trabajé en estos
experimentos. Esta ultima posibilidad es pertinente en particular en la muestra de 0.5 h, ya que
los embriones de maiz fueron sometidos al analisis después de cumplir un tiempo muy corto de
germinacion, por lo que cualquier retraso o alteracién fisiologica repercutiria en gran medida en
los niveles endégenos de esfingolipidos, sujetos a la actividad de las enzimas participantes en la
ruta de biosintesis de esfingolipidos presente en los embriones y a que la maquinaria de sintesis
y los niveles endégenos de esfingolipidos presentes en su mayoria, estan siendo creados de novo.

En comparaciéon con informes obtenidos en nuestro laboratorio en los que se logré la

deteccion de fitoesfingosina y esfinganina en embriones de maiz expuestos a FBi en
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condiciones de 24 h de germinacién en presencia de 20uM FB1 (Rivas, 2001, Gutiérrez, 2005) y
12 h de germinacién mas 12 h de exposicion a 20uM FB; (Sanchez, 20006), en el presente
trabajo las bases halladas fueron fitoesfinganina y esfingosina. Estas variantes pueden deberse:
a) los métodos de detecciéon por CLAR utilizada en los informes mencionados y el de CCF
utilizado en el presente trabajo; ya que puede haber diferencias en la sensibilidad con respecto a
la detecciéon de BCL y b) los tiempos de exposicion temprana a FBy desde las 0 y 12 h de
germinacion a diferencia del tiempo de 23 h de germinacién anterior a la exposiciéon con FBy
llevado a cabo en el presente trabajo.

El estado fisiolégico del embrion con respecto al tiempo de germinacién representa una
diferencia significativa en la acumulacion de esfinganina, ya que al inhibir la sintesis de novo en
tiempos cortos de germinacion es probable que la via de sintesis sea interrumpida en la
formacion de esfinganina a diferencia de cuando se interrumpe la sintesis de 7ovo via FB1 en un
estado fisiolégico posterior como el de las 23 h de germinacion, ya que a tiempos mas largos la
esfinganina puede desviarse a la formacion de productos como la base fosforilada o a la
hidroxilacién. En este ultimo caso, la esfinganina puede ser sustrato de una 4-hidroxilasa para
producir fitoesfingosina (Sperling ez a/l, 2006). También la esfinganina puede sufrir
insaturaciones posteriores para dar lugar a BCL insaturadas como la esfingosina.
Aparentemente, los resultados del presente trabajo sugieren que la formacién de especies
derivadas de la esfinganina sucede a tiempos mas largos en la sintesis de novo, a diferencia de los
realizados en tiempos mas cortos, en los que se detecté una mayor cantidad de esfinganina, ya
que seguramente se requieren tiempos mas largos para la sintesis de los derivados (Dunn e7 a/,
2004).

La producciéon de especies reactivas de oxigeno también esta aumentada por accion de la
FBi, como lo indican investigaciones realizadas en nuestro laboratorio en un sistema similar al
utilizado en este trabajo. En este sistema, los embriones de maiz fueron embebidos en medio
de cultivo control por 22 h, posteriormente fueron transferidos a un medio con 20 uM de FB;
durante 3 h. La exposicion dio como resultado un aumento del 106.4% en la reducciéon un
indicador de especies reactivas de oxigeno con respecto al control, indicando un incremento en
la produccién del radical superdxido Oz, mismo que se ha asociado a respuestas de defensa en
plantas (Wojtaszek, 1997). La conexién molecular que tienen las BCL con estas respuestas de
defensa no ha logrado ser dilucidada, tampoco se tienen claras las redes metabdlicas que le

siguen o le anteceden a la respuesta que dan los esfingolipidos en presencia de un patdégenos,
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sin embargo, si se ha establecido recientemente que un aumento en las BCL endoégenas es
requerida para la produccion aumentada de especies reactivas de oxigeno (Shi ez a/, 2007).

8.7. Relacion entre la cinética de acumulacion de esfingolipidos sintetizados de novo y
la activacion de MAPcinasas por efecto de la FB4

En nuestro grupo de trabajo se detecté una MAPK de 45 kDa activada en presencia de FBy
o de SN con una cinética de activacion entre las 0.2 y las 24 h segun el perfil temporal que se
muestra en la Figura 26A, en donde se observa la activacion de esta MAPK a diferentes
tiempos, mostrando tiempos de alta activaciéon y algunos otros con un nivel menor de
activacion. La Figura 20B representa la cinética de acumulaciéon de BCL en presencia de FBy
obtenida de tres experimentos independientes y que comparada con la curva de activacion de la
MAPK de 40 kDa presenta un perfil similar, apoyando la interaccién entre la activacion de la
cascada de MAPcinasa y la acumulacién de BCL, segun fue sugerido por los experimentos en
los que la MAPK de 40 kDa se indujo por la exposicion de los embriones de maiz a la FB1 o a
SN. Dado que esta toxina disminuye la actividad de la enzima esfinganina N-aciltransferasa
provocando un aumento en los niveles endoégenos de BCL, la relacién entre el aumento de
estos niveles y la activacion de esta MAPK a tiempos coincidentes, se fortalece.

Si bien no se dispone de evidencias suficientes en este trabajo experimental para describir la
interaccién que existe entre estos dos elementos que independientemente han sido ampliamente
relacionados con la respuesta a patogenos, puede hipotetizarse lo que sucede en la naturaleza en
un caso tipico de infeccion por Fusarium verticillioides a embriones de maiz, y que ha sido
informada como recurrente en los campos cultivo (Mubantanhema ez a/, 1999). Tras la
infeccién, hay una baja en la actividad de la esfinganina N-acil transferasa provocada por la
entrada de la micotoxina FB1 suministrada por el hongo. Esto conduce a una acumulacién en
los niveles de BCL (Spassieva e @/, 2002). Tal aumento causaria, directa o indirectamente, la
activacion de una MAPKKK, que a su vez desencadenaria la activacion corriente abajo de una
MAPKK, y ésta, la de la MAPK de 40 kDa encontrada en nuestro laboratorio.

El mecanismo por el cual el aumento en las BCL puede inducir la activacioén de la MAPK no
es claro, aunque existen informes en la literatura de que algunas MAPKKK poseen dominios de
pleckstrina, esto resulta importante, si se considera que algunos lipidos que normalmente se
encuentra en la membrana celular con funcién sefializadora (como los glicerofosfolipidos),
tienen la capacidad de unirse a los dominios de pleckstrina (PH domains), y por ende de atraer

a esas proteinas a la membrana, en donde llevan a cabo sus funciones efectoras (Quian, 1998).
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Figura 26. Comparacién entre la cinética de acumulacién de esfingolipidos sintetizados de novo y la de activacion de
una MAPK de 45 kDa. A) Se realiz6 un ensayo de fosforilacion de MBP en gel por proteinas citosélicas de embriones
de maiz expuestos 40 uM de FB; en los tiempos indicados. El gel fue expuesto a pelicula de autorradiografia a la que se
le realizé un analisis densitométrico del cual se desprende la presente grafica. B) Acumulacion de bases de cadena larga
con respecto al control. Se realiz6 una extraccion lipidica tipo Markham et al., (2006) de embriones de maiz expuestos a
L[*H (G)] serina por 4 h y a FB; en condiciones anélogas a las del experiemento del panel A por los tiempos indicados.
El extracto fue aplicado a placas de CCF eluidas con la fase mévil CHCI3:CH3;OH:CaCl, 0.22 %, 80:18:2, (viviv) y
expuestas a pelicula de autorradiografia en las cuales se practicd un andlisis densitométrico, en los tiempos
determinados. La grafica mostrada es resultado de tres experimentos independientes.

De este modo, el aumento en los niveles endégenos de BCL podrian mediar la cascada de
MAP cinasas para que esta sefial llegara al nicleo con el fin de promover por ejemplo, la
trascripcion de genes de defensa que tendrian por objetivo menguar el ataque del hongo y de
este modo interactuar con el bioquimicamente luchando cada cual por la supervivencia. En el
caso del Fusarium verticillioides, el hongo que produce la FB1 y que es un necrétrofo, la estrategia
serfa aprovechar una de las tacticas de defensa de la célula hospedera, que es la de utilizar las
BCL para inducir muerte celular programada, para obtener los nutrimentos de sobrevivencia.
En el caso del ataque de organismos patégenos que no producen FBI1, la célula hospedera
producirfa incrementos en sus BCL para producir muerte celular programada conducente a la

manifestacion de la HR, una forma exitosa de defensa en plantas.
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9. CONCLUSIONES

Los protocolos desarrollados para marcar isotopicamente a las BCL endégenas a través
de la incorporacion de L[*H (G)] serina, tanto en embriones de Zea mays como en hojas

de Phaseolus vulgaris y Arabidopsisi thaliana dieron buenos resultados.

Con base en estos protocolos, se logré la deteccion de BCL en embriones de Zea mays
y en hojas de Phaseolus vulgaris y Arabidopsisi thaliana. En maiz, se identificaron la

esfinganina y la fitoesfingosina.

Se encontraron aumentos transitorios en los niveles enddgenos de esfinganina,
fitoestingosina y de una BCL putativa con Rf de 0.25, tras la exposicion de embriones de

maiz a la FB; a lo largo del intervalo de 0.5 a 12 h..

Todos los tiempos en los que se encontré un aumento en la acumulaciéon de BCL
coincidieron con tiempos de activacion de una MAPK de 45kDa, presuntamente

relacionada con respuestas de defensa en plantas (Saucedo, 2004).

El resultado anterior y los antecedentes sobre la asociacion de la acumulacion de bases
de cadena larga y las respuestas de defensa a patogenos, refuerzan que las BCL
funcionan a modo de sensores o mediadores en la planta, dentro de un sistema de
respuesta de defensa en la que participan la muerte celular programada (Shi ez a/, 2007,
Palacios, 2008), la pérdida en la integridad del DNA genémico (Alcantara, 1998), la
producciéon de especies reactivas de oxigeno (Rodriguez, 2006) y la activacion de

MAPcinasas relacionadas con respuestas de defensa (Saucedo, 2004).
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Apéndice I. Métodos de analisis de esfingolipidos

Para conocer el papel biolégico y bioquimico de los lipidos, es necesario determinar su
estructura y la proporcion en la que se hallan dentro de la célula. El primer paso para su
analisis es la extraccion, que requiere de la utilizaciéon de compuestos organicos hidrofébicos
pero con cierta polaridad para solubilizar a los esfingolipidos que son anfipaticos, es por ello
que los métodos de extraccion de la mayorfa de los compuestos celulares, que son polares y por
lo tanto solubles en agua, deben modificarse. Los lipidos neutros pueden extraerse de los
tejidos con solventes como el cloroformo o el benceno, ya que evitan la asociaciéon de estos
compuestos en estructuras moleculares como las micelas. Dado que la mayoria de los
esfingolipidos pueden sumar un alto numero de interacciones hidrofébicas estre si, es
conveniente extraerlos con solventes apolares que contengan cierto grado de polaridad para
debilitar las interacciones electrostaticas entre si y entre ellos y las proteinas de membrana, lo
cual es un impedimento critico para la extracciéon de esfingolipidos de membrana (Higgins,

1987).

Una vez lograda la extraccion puede procederse a la identificacion molecular. La
cromatografia de absorcién y capa fina son procedimientos basados en la separacion de las
diferentes especies de lipidos, dependiendo de su carga; ambas distribuyen a la muestra lipidica
en una fase polar insoluble como el 4cido silicico, lo que provoca que los compuestos polares se
fijen a dicho acido, mientras que los compuestos polares viajan a través de los poros del silice,
ayudados por la accién de un disolvente que los solubilizan y arrastran. De esta manera, la
migracion diferencial dependiente de la carga de los compuestos en las diferentes regiones de la
columna (cromatografia de adsorcién) o de la placa (capa fina), ayuda a la identificaciéon de
cada especie lipidica. Posterior a ésto, pueden adicionarse colorantes afines al lipido de interés
para su posterior identificaciéon. Para un analisis subsecuente pueden separarse los lipidos de la
camara o de la placa y recuperarse con una segunda extraccion utililizando un disolvente

organico (Higgins, 1987).

El analisis de esfingolipidos mas complejos se apoya en la hidrolisis especifica, método
basado en la ruptura de enlaces especificos por medio de lipasas que hidrolizan los enlaces
hallados en fosfoesfingolipidos que a su vez producen derivados que pueden identificarse por
cromatografia, permitiendo no sélo la identificacion del lipido, sino la determinacién de su
estructura (Morrison y Hay, 1970); aunque si lo que se desea es determinar de manera mas

exacta la estructura lipidica, entonces debe recurrirse a la coromatografia de gases combinada
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con la espectometria de masas que requieren la volatilizacién de los lipidos o sus derivados para

el analisis molecular de su fragmentacion (Higgins, 1987).
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Apéndice II. Caracteristicas del material y de los compuestos utilizados.

a) Imbibicion de embriones con L-[3H (G)] serina y Fumonisina Bs.

Material.

Cajas para cultivo de tejidos (35 x 10 mm).
Caja de Petri 50 x 20 mm).

Haza de vidrio.

Reactivos

Solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al 10% preparada a partir de una solucion
comercial 5.55 de cloro activo.

Buffer de imbibicién (sacarosa 2%, 50 mM (KCI), 50 mM Tris-HCI pH 7.6, 10 mM de
(MgCl)).

Agarosa.

Solucién concentrada de FBy 1 mM (Sigma Chemicals, Co., St. Louis Missouri) disuelta
en acetonitrilo.

Solucién de L-PH (G)] sepina (Pepkin Elmer) 1mCi-mL disuelta en una soluaién de
etanol/agua (2:98).

b) Homogeneizacion del tejido vegetal.

Material.

Mortero con pistilo.

Homogeneizador Tissue Tearor modelo 985-370.

Reactivos.

Nz liq.

Buffer de homogeneizacién ( Sorbitol 250mM, HEPES/BTP 50mM a pH 7.8, DTE
5mM, EDTA 1mM, KCIl 1mM, NaF 1mM y Na;VO4 1mM,

c) Cualtificacion de proteina por el método de Bradford, 1976.

Reactivos.

Fraccidon microsomal.

Reactivo Protein assay (Bio-Rad Laboratorios).

Buffer de homogeneizacion (sorbitol 250mM, HEPES-BTP 50mM a pH 7.8, DTE 5mM,
EDTA 1mM, KCIl 1mM, NaF 1mM y Na;VO,; ImM.

Bovine serum albumine (BSA).

Agua desionizada.

d) Extraccion por el método de Folch.
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Reactivos.

Esfingomielina proveniente de cerebro de bovino (Sigma Chemicals, Co., St, Louis
Missouri).

Fraccién microsomal.

Solucién salina isotonica (NaCl 0.9% disuelto con agua).

Metanol-BHT.

Cloroformo-BHT (preparado con hidroxitolueno butilado al 0.002%).

Metanol-BHT (preparado con hidroxitolueno butilado al 0.002%).

NaxSOyq,

N2 gas.

e) Hidrdlisis basica.

Reactivos.

Esfingomilina proveniente de cerebro de bovino (Sigma Chemicals, Co., St. Louis
Missourt).

Ba (OH)2 10% en H2O (p:v).

Fraccién microsomal.

Dioxano.

(NH4)2804 2% en agua (p:v).

Dietil-éter.

N2 gas.

f) Extraccion tipo Markham et al, 2006.

Material.

Mortero con pistilo.
Homogeneizador tipo DUALL.
Tubo tipo Pirex.

Reactivos.
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Nz liq.

Solvente “H” (propanol: hexano: agua, 55: 20: 25; v/v/v) (mezclar los reactivos hasta que
se dividan en dos fases y tomar la superior)

Esfingomilina proveniente de cerebro de bovino (Sigma Chemicals, Co., St. Louis
Missourt).

N gas.



- Metanol.

g) Separacion e identificacion por TLC de los intermediarios de la sintesis de novo de
esfingolipidos marcados y no marcados con L-[*H (G)] serina.
Material.
- Placa de aluminio con recubrimiento de silica tipo Fas4 con poro de 60A.
- Camara de vidrio de 17.5 x 16.5 x 8.2 cm tipo Aldrich.
Caracteristicas de los reactivos utilizados como estandares.
- Esfingomielina (Em), proveniente de cerebro de bovino, N-Acil-4-esfigenin-1-0-
tosforilcolina. (Sigma Chemicals, Co., St. Louis Missouri). Cantidad aplicada: 10 nmoles.
- Esfinganina (SN), DL- Eritro-Dihidroesfingosina. Sigma Chemicals, Co., St. Louis
Missouri. P.M: C1sH39NO2, P.M: 301.5 g/mol. Cantidad aplicada: 10 nmoles.
- Fitoesfingosina (PS), (Sigma Chemicals, Co., St. Louis Missouri). P.M: CisH30NO», P.M:
354.0 g/mol. Cantidad aplicada: 10 nmoles.
- Esfingosina (SO), Sigma Chemicals, Co., St. Louis Missouri. F.M: CisH37NO2, P.M: 299.5
g/mol. Cantidad aplicada: 10 nmoles.
- Ceramida 18 (Cis0), N- esteaoroil-D-eritro-estingosina. Avanti Polar Lipids. Inc.,
Alabaster, Alabama. P.M: 565.96 g/mol. Cantidad aplicada: 10 nmoles.
- Glucosil ceramida (Glc), ceramida 3-D-galactésido, galactocerebrésido de bovino. (Sigma
Chemicals, Co., St. Louis Missoutri), P.M: 812.26 g/mol. Cantidad aplicada: 10 nmoles.
h) Composicion de soluciones reveladoras
Técnica de revelado con Cu: Sulfato de cobre pentahidratado 15.6 g, 9.4 mlL de Acido
fosforico 85 % en agua (w/v), aforar a 100 mL con H2O.
Técnica de revelado con Ninhidrina: 0.25 g de ninhidrina disuelta 80 mL de n-butanol, aforar
a 100 mL con acido acético al 100 %..
h) Exposicion de la placa de TLC a pelicula fotografica.

Material.
Cassete para revelado.

- Film de autorradiografia X-Omaet sensibles al azul, marca Kodak.
Reactivos.

- Solucién reveladora GBX al 18% (diluir 103 mL en 473 mL de agua).

- Solucién fijadora GBX al 18% (diluir 103 mL en 473 mL de agua).
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