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. RESUMEN

En la naturaleza las plantas estan expuestas a factores que les generan estrés. Ante esta
situacion desfavorable, se induce un cambio en la concentracion de hormonas que
modifica la expresion de genes en respuesta al dafo como un intento de retorno a la
homeostasis. Se han descrito diferentes hormonas que actian ante un estrés de tipo
bidtico, el acido salicilico (SA) actua ante el ataque por patégenos biétrofos, en tanto el
metil-jasmonato (MeJA) y el etileno (ET) tienen participacion activa durante una infeccion
por patdgenos necrotrofos, insectos y heridas. Por otro lado, el acido abscisico (ABA)
implicado ante el estrés abidtico, podria tener también un efecto indirecto ante un eventual
ataque por patdégeno.

En un estudio previo, el patégeno Fusarium verticillioides modificé la toma de
carbohidratos de embriones de maiz, destacando el incremento en la transcripcion de 2
transportadores de carbohidratos ZmHT y ZmSUT1 a las 12 h post-infeccion, asi como
niveles elevados de ABA. A tiempos prolongados los transcritos para ZmHT y ZmSUT1 se
reducen, se mantienen los niveles altos de ABA y aumenta el SA. Por lo anterior, el
objetivo del presente proyecto fue evaluar si los cambios en los niveles hormonales
ocurridos durante la interaccién Fusarium-maiz son los responsables de los cambios en la
expresion de los transcritos para ambos transportadores.

Se encontraron diferentes efectos con cada hormona evaluada. ABA redujo la longitud de
la radicula a medida que aumentd su concentraciéon. Sin embargo, el porcentaje de
germinacion disminuyd solo un 15% a todas las concentraciones probadas. A nivel
transcripcional ABA no cambi6 los niveles de ZmHT, ZmSUT1 y tampoco la expresion de
proteinas de defensa como PRM.

Por su parte, MeJA disminuyd el porcentaje de germinacion de los embriones hasta un
33.9% a 300 uM. Los transcritos mostraron una reduccion de 3 y 2.5 veces para ZmSUT1
y ZmHT, respectivamente, en comparacién con el tejido sin MeJA y a las concentraciones
probadas de 50-300uM. Que podria deberse a la inhibicién reportada de la actividad de la
oa-amilasa y que lleva a la disminucion de moléculas estructurales y ATP, indispensables
para la elongacion radicular.

De las hormonas probadas, el SA produjo el mayor descenso en la germinacion de los
embriones, a 0.5 mM redujo un 20% y a 5 mM ya no germinaron. A nivel de transcritos,
SA disminuyé tanto ZmSUT1 como ZmHT, aunque esté ultimo fue menos sensible a la
adicion de SA, ya que el transcrito aun fue detectable a 5 mM. La incubacion con 1.5 mM
de SA por 36 horas mostrd una reduccion en la cantidad de ambos transcritos, aunque
mayor para ZmSUT1. Se ha documentado que SA aumenta la actividad de las nucleasas
y también cambia el estado redox de las células, como al reducir el nivel de catalasas. Por
lo tanto, el aumento observado en la degradacion de los mensajeros a concentraciones
mayores de 1.5 mM puede deberse a este efecto global de inhibicién en la transcripcion
genetica.

Por lo anterior, ninguna de las hormonas probadas es responsable del incremento en los
transcritos para ambos transportadores de carbohidratos en la infeccion temprana del
embrion por Fusarium. Sin embargo, es probable que SA y/o MeJA estén involucrados en
la reduccion de los transcritos a tiempos tardios de la infeccion de Fusarium.

X
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Figura I.- Resumen comparativo entre los efectos provocados por F. verticillioides y
los causados por MeJA, ABA y SA en la expresion de transcritos de embriones de
maiz. El efecto de las hormonas se describe después de 24 h de imbibicion.

XV
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Il. INTRODUCCION

I1.1 El maiz.

Por superficie cultivada, el maiz (Zea mays) es hoy el tercer producto agricola en
el mundo, después del arroz y el trigo. Se cosechan casi 150 millones de
hectareas con una produccion mundial que supera los 600 millones de toneladas
(Esteva y Merielle, 2007). Su importancia es tal, debido a que suministra
elementos nutritivos a los seres humanos, a los animales y es una materia prima
basica en la industria de la transformacion, con la que se produce almidén, aceite,
proteinas, bebidas alcohdlicas, edulcorantes alimenticios y recientemente
combustible (FAO,1992).

Il.1.1Caracteristicas de la planta.

El maiz pertenece a la familia de las gramineas. Es una planta monocotiledonea
de porte robusto y de habitat anual; el tallo es simple, erecto, de elevada longitud,
alcanzando alturas de uno a cinco metros, con pocas ramificaciones. Las hojas
nacen en los nudos de manera alterna a lo largo del tallo (Kato et al., 2009). El
maiz, como excepcion entre todos los cereales importantes, tiene inflorescencias
masculinas y femeninas separadas (Figura 1), aunque se forman sobre la misma
planta (Bartolini, 1990).

La inflorescencia masculina es terminal y se conoce como espiga, consta de un
eje central y ramas laterales. En cada florecilla componente de la espiga hay tres
estambres donde se desarrollan los granos de polen. Se producen alrededor de 2
y 5 millones de granos de polen, cantidad suficiente para asegurar la fecundacién
del o6rgano femenino, formado mas abajo y denominado mazorca. La
inflorescencia femenina o mazorca esta constituida por un grupo cilindrico de

flores femeninas, cada una de las cuales forma una cariépside (grano) si la
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polinizacion se realiza con normalidad. En una mazorca de dimension normal y
bien desarrollada se pueden contar de 700 a 1000 6vulos (futuras caridpsides
maduras), dispuestos siempre en un numero par de filas (16,18 e incluso 22) una
vez madura la mazorca, cada uno de estos granos o semillas son un fruto

independiente que esta insertado en el olote (Bartolini, 1990; Kato et al., 2009).

Figura 1.-Planta de maiz adulta. Se muestran las inflorescencias masculinas vy
femeninas. Tomado y adaptado de SIAP, 2012.

11.1.2 Estructura del grano del maiz.

El grano constituye aproximadamente el 42% del peso en seco de la planta. En el
grano maduro del maiz se distinguen tres partes principales: El revestimiento
exterior de la semilla, denominado pericarpio, el endospermo amilaceo y el

embridn, que dara origen a la nueva planta (Bartolini, 1990).
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Pericarpio.- Tiene como funcion proteger el interior de eventuales ataques de
patdgenos externos (hongos y bacterias) y por ello, si se dafia, la germinacion se

reduce considerablemente e incluso puede verse comprometida por completo.

Endospermo.- Constituye la principal reserva energética de la semilla, de la cual la
plantula obtiene almidéon y sustancias proteicas para hacer frente a sus
necesidades durante el periodo previo al desarrollo de la radicula y a la aparicién
de las hojas. El endospermo, es la envoltura externa del embrién (Figura 2A). En
general, supone 4/5 del peso total del grano y esta constituido por un 87% de
almidon y un 8% de proteina, asi como pequefias cantidades de lipidos vy

minerales.

Embrién.- Se puede definir como una planta de maiz en miniatura (Figura 2B, C y
D). La plumula y radicula forman conjuntamente el eje del embrion y estan
flanqueadas por el cotiledén o también denominado escutelo que hace las veces
de depdsito nutritivo, de alto contenido en aceite (30-40%) y en sustancias
esenciales, en el primer estadio de la germinacion y crecimiento de la caridépside
(Bartolini, 1990).

Figura 2.- Estructura de la semilla y embriones de maiz germinados. A. Semilla de
maiz mostrando algunos de sus tejidos. B, C y D Embriones de maiz germinados por 8
(B), 12 (C) y 24 h (D). El embrion se obtiene de la remocion del endospermo (endos) y en
él se puede observar el eje embrionario constituido por la plumula (p), el epicétilo (ep), el
hipocétilo (h) y la radicula (r) y rodeado por el escutelo (esc). Las zonas moradas
corresponden a la tincién del tejido para revelar la presencia de sacarosa. Tomado y
adaptado de Sanchez-Linares et al., 2012.
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Como se puede observar en la Tabla 1 las partes principales del grano de maiz
difieren considerablemente en su composicibn quimica. El pericarpio se
caracteriza por un elevado contenido de fibra cruda, aproximadamente el 87%, la
que a su vez esta formada fundamentalmente por hemicelulosa (67%), celulosa
(23%) vy lignina (0,1%). El endospermo, en cambio, contiene un nivel elevado de

almidén (87%) y aproximadamente 8% de proteinas (FAO, 1992).

Tabla 1. Componentes principales de los tejidos principales de la semilla de maiz.
Tomado y adaptado de FAO, 1992.

Componente Pericarpio (%)  Endospermo (%)‘ Embrién (%)

Proteinas 3.7 8.0 18.4
Lipidos 1.0 0.8 33.2
Fibra cruda 86.7 2.7 8.8
Cenizas 0.8 0.3 10.5
Almidén 7.3 87.6 8.3
Azucares 0.34 0.62 10.8

11.2 Germinacion.

Una semilla es esencialmente un embrion en un estado latente. La latencia o
dormancia se refiere a la incapacidad de la semilla intacta viable para completar la
germinacion bajo condiciones favorables (Bewley, 1997). En este estado, el
embrion tiene una tasa metabdlica extremadamente baja, de hecho muchas
semillas pueden sobrevivir con sus reservas de almacenamiento por periodos
prolongados antes de continuar con la siguiente etapa del desarrollo, la

germinacion (Pessarakli, 2002).

La germinacion de la semilla es un proceso unico que involucra la transicion de
semillas de un estado seco e inactivo a uno hidratado y activo. Este estado de

transicion esta acompafnado por la reanudacién de la actividad respiratoria,
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reparacion de membranas y biosintesis de macromoléculas. El proceso
germinativo es afectado por factores ambientales como disponibilidad de agua,
oxigeno y luz asi como temperatura, e intrinsecos tales como la latencia, la

permeabilidad del escutelo al agua y oxigeno entre otros (Bove et al., 2001).

La germinacién comienza con la toma de agua de la semilla seca y concluye
cuando una parte del embrion, usualmente la radicula, se extiende para penetrar
las estructuras que la rodean, este evento marca el inicio del crecimiento de la
plantula (Bewley y Black, 1994; Bove et al, 2001). Eventos subsecuentes,
incluyendo la movilizacion de la mayor parte de las reservas almacenadas, son

asociadas con el crecimiento de la plantula.

La toma de agua por una semilla seca madura es trifasica, con una toma rapida
inicial en la primera fase, seguida de una fase de meseta y su final marca la
conclusién de la germinacion (Figura 3). Un consumo adicional de agua ocurre
sblo después de que el eje embrionario se elonga. Las estructuras y enzimas
necesarias para la reanudacion inicial de la actividad metabdlica se asume que
estan presentes dentro de la semilla seca, sobreviviendo parcialmente intactas. La
reintroduccion de agua durante la imbibicion es suficiente para reanudar las

actividades metabdlicas (Bewley, 1997)
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Figura 3.-Curva de toma de agua de la semilla y los eventos metabdlicos asociados
a ella. Se distinguen las tres fases caracteristicas de la germinacion, en donde
propiamente las fases | y Il son las germinativas y la fase Ill es una fase posgerminativa.
Tomado y adaptado de Bove et al., 2001.

Fase |

La superficie de las proteinas, celulosa, almiddn y otras sustancias se hidratan. La
entrada del agua a las células de las semillas secas provoca el ablandamiento o
ruptura de la cubierta de la semilla y un incremento en su volumen (Boveet al.,
2001; Pessarakli, 2002), ademas de perturbaciones estructurales temporales,
particularmente de membranas, que conduce a una rapida fuga de solutos y
metabolitos de bajo peso molecular a la solucién de imbibicién (Bewley, 1997). Al
poco tiempo de rehidratacion, la membrana regresa a su configuracion mas
estable y la fuga de solutos se reduce (Calzada-Alejo, 2011). También durante
esta fase, las vias glucolitica, la oxidativa de las pentosas fosfato y el metabolismo
de aminoacidos se reanuda, asi mismo se produce la activacion de las enzimas
del ciclo de Krebs, ademas comienza la sintesis de proteinas la cual es

inicialmente dependiente de los ribosomas existentes. Por otro lado, después de la
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imbibicibn comienza la reparacion del DNA dafado durante la maduraciéon y el

secado, asi como la sintesis de DNA mitocondrial (Bewley, 1997).

Fase Il

Fase también denominada “estacionaria”, en ella continua la toma de agua aunque
de manera mas lenta que en la fase anterior. En esta fase hay una actividad
metabdlica alta, en donde se convierten en energia las moléculas de
almacenamiento de bajo peso molecular y compuestos solubles (Sanchez-Linares
et al., 2012), usados para la produccion de mas células y tejidos, que culmina con
la salida de la radicula. Ademas se acumulan sustancias osmoéticamente activas
como azucares, aminoacidos e iones potasio y se acidifica la pared celular.
Durante esta fase, la tasa de absorcién de agua es modulada por el potencial

osmatico interno (Pessarakli, 2002).

Fase lll

Esta fase se considera como post-germinativa. Se hace visible el rapido
crecimiento de la radicula, ésta elongacion es ocasionada por la movilizacién de
las reservas almacenadas en tejidos tanto embrionarios como extraembrionarios
(Bewley, 1997; Pessarakli, 2002).

1.3 Enfermedad y estrés en plantas.

Una definicién amplia de enfermedad engloba cualquier anormalidad fisiolégica o
que rompe significativamente la salud “normal” de una planta. Asi las
enfermedades conducen a estrés en la planta y son causadas por agentes vivos
(bidticos) como los hongos, bacterias e insectos, o bien ambientales (abidticos)
como la deficiencia nutrimental, sequia, escasez de oxigeno, excesiva

temperatura, irradiacion ultravioleta, entre otros.
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11.3.1 Estrés por factores bidticos

La interaccion de la planta con algun patégeno detona una respuesta
especializada para contender con el patégeno. Aunque las plantas carecen de un
sistema inmune comparable con el de los animales, han desarrollado una variedad
de compuestos y proteinas para defenderse de organismos que las invadan y
detenerlos antes de que causen un dafo extenso (Pieterse et al., 2009; Thoma et
al., 2001; Koornneef et al., 2008). Algunos de los cambios en la planta en
respuesta al estrés biotico incluyen aumento en los flujos de iones, generacién de
especies reactivas de oxigeno, activacion de cascadas de proteinas cinasas,
expresion de genes de defensa y acumulacion de compuestos antimicrobianos
(Halim et al., 2006). Por otra parte, modifican los contenidos de algunas hormonas.
Entre éstas ultimas el acido salicilico (SA), el etileno (ET) y los jasmonatos (JA)
son las hormonas que contribuyen mayormente a la respuesta de defensa contra
patdogenos en plantas, aunque no se descarta la participacion del acido abscisico,

los brasinoesteroides y las auxinas (Bari y Jones, 2009).

Las dos vias de sefnalizacion mas estudiadas en la interaccion planta-patogeno
son: la via del SA y la via JA-ET. La participaciéon de cada una de las vias
depende del tipo de patégeno que ataque a la planta (Pieterseet al., 2009; Thoma
et al., 2001; Koornneef et al., 2008).

De acuerdo al estilo de vida, los microorganismos patdogenos de plantas se
clasifican en necrotrofos y bidtrofos. Los necrétrofos primero destruyen las células
del hospedero, usualmente a través de la produccion de fitotoxinas, para después
alimentarse del contenido celular vegetal. Los bi6trofos obtienen los nutrientes de
los tejidos del huésped en el que habitan, comunmente a través de estructuras
especializadas que invaginan en la célula hospedera sin destruirla, el crecimiento
de la masa fungica compite por los fotoasimilados dentro de los tejidos de su
hospedero, en donde actua como un tejido adicional y altera los patrones

normales de reparto del carbono. No obstante lo anterior, hay patdégenos de
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plantas que muestran ambos estilos de vida, cambiando de bio6trofos a
necrotrofos, este cambio a crecimiento necrotrofico puede ser visto como un
mecanismo para evitar el contacto directo con compuestos de defensa como las
especies reactivas de oxigeno (ROS) que afectan a bidtrofos. A este tipo de
microorganismos se les conoce como hemibidtrofos o bidtrofos facultativos
(Pieterse et al., 2009; Hayes et al., 2010; Vargas et al., 2012).

Figura 4.- Sintomas de enfermedad en hojas de Arabidopsis después de la
interaccién con diferentes microorganismos patégenos. Los patégenos necrotrofos
producen la muerte del tejido para alimentarse de su contenido posteriormente, la
respuesta contra este ataque es mediada por JA-ET. Los bioétrofos por su parte, obtienen
nutrientes del tejido de la célula hospedera sin destruirla y activan la respuesta de defensa
en la planta via SA. Los patdgenos hemibiotrofos son capaces de presentar ambos estilos
de vida. Tomado de Pieterse et al., 2009.

Se ha planteado que para montar una respuesta de defensa efectiva, la planta
activa la via de senalizacion selectiva para la defensa de la planta ante un tipo
particular de patégeno por lo que la respuesta macroscoépica evidentemente es
distinta (Figura 4), dicha regulacién se sugiere permite a la planta una rapida
adaptacion a un ambiente hostil y a utilizar sus recursos de una forma eficiente
(Pieterse et al., 2009). Por ejemplo, la via de senalizacion dependiente de JA-ET
se enciende por la presencia de herbivoros y por patégenos de tipo necrotréfo. Asi
se ha observado que en Arabidopsis thaliana, la via JA-ET es necesaria para la

resistencia a los patégenos necrotroficos como Botrytis cinerea y Erwinia
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carotovora. En contraste, la sefalizacion por SA media la resistencia a patégenos
biotréficos como Hyaloperonospora arabidopsis y Peronospora parasitica
(Anderson et al., 2004).

1.4 Hormonas y estrés en plantas.

Las hormonas son moléculas pequefias y esenciales para la regulacion del
crecimiento, desarrollo, reproduccion y sobrevivencia de la planta. Actuan como
moléculas sehal y lo hacen a bajas concentraciones. Entre las hormonas de
plantas encontramos al acido abscisico (ABA), las auxinas, las citocininas, el
etileno (ET), las giberelinas, los brassinosteroides, los jasmonatos y el acido
salicilico (SA) (Figura 5). Cambios en su concentracion o la sensibilidad a alguna
de éstas hormonas son provocadas bajo condiciones de estrés bidtico o abidtico y
llevan un amplio rango de respuestas adaptativas en la planta (Li y Huang, 2011;
Anderson et al., 2004).

Figura 5.- Hormonas y compuestos que regulan el desarrollo de plantas. Tomado de
Pieterse et al., 2009.

10
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11.4.1 Acido salicilico.

El acido salicilico (SA) forma parte de un amplio grupo de compuestos sintetizados
en plantas denominados fendlicos, los cuales poseen en su estructura quimica un
grupo hidroxilo unido a un anillo aromatico. En la biosintesis de SA, la fenilalanina
es convertida en acido salicilico por dos vias (Figura 6), una a través de una serie
de reacciones enzimaticas inicialmente catalizadas por la Fenilalanina Amonio
Liasa (PAL por sus siglas en inglés) pasando por el acido benzoico y la otra
mediante el corismato, via isocorismato, que implica la participacion de la

Isocorismato Sintasa e Isocorismato Piruvato Liasa (Rangel et al., 2010).

Figura 6.- Vias de sintesis del acido salicilico. Tomado y modificado de Jordan y
Casaretto, 2006.

Existe evidencia de que el acido salicilico regula procesos como la germinacion de
la semilla, crecimiento vegetativo, fotosintesis y senescencia. Mucha de la
investigacidén en esta molécula se ha centrado en su papel en la respuesta local y
sistémica contra patdégenos microbianos, ya que se sabe juega un papel

importante en las respuestas de defensa posteriores al ataque de patdgeno, estas

11
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incluyen entre otras, la activacion de la muerte celular y la SAR (del inglés
systemic acquired resistance). La SAR es la respuesta inmune basal inducida por
la infeccion por patdégenos y que induce necrosis localizada del tejido, asi evita la
propagacion de la infeccion en toda la planta. Una indicacion de que SA esta
presente y actuando como respuesta de defensa a nivel molecular es la induccion
de la expresién de proteinas PR (de las siglas en inglés pathogenesis related

protein) (Rangel et al., 2010; Rivas-San Vicente y Plasencia, 2011).

La transduccién de la sefal por acido salicilico requiere de la funcion de la
proteina NPR1 (“Nonexpressor of PR genes”), una proteina regulatoria de
resistencia a enfermedad, que activa la expresion de los genes PR; ademas regula
la expresion de GRX480 y WRKY70, genes que codifican para proteinas que
suprimen la expresion de genes dependientes de la hormona JA (Figura 7). Los
cambios redox inducidos por acido salicilico activan a NPR1 mediante la reduccion
de oligbmeros inactivos de NPR1 a mondmeros activos. Estos mondmeros son
translocados al nucleo, donde interaccionan con factores de transcripcion del tipo
TGA (factores de transcripcion basicos y de unién a “zipper” de leucina). La
interaccion entre NPR1 y la familia de factores de transcripcion TGA es requerida
para la union de esos factores a los elementos del promotor que juegan un papel
crucial en la activacion de genes PR mediados por acido salicilico (Pieterse et al.,
2009; Spoel et al., 2003; Koorneef et al., 2008).

12
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Figura 7.- Via de transduccion de la seiial por SA y la induccion de la expresiéon de
genes para PR. Tomado y modificado de Pieterse et al., 2009; Spoel et al., 2003.

Se sabe que el acido salicilico es un intermediario necesario en la via de
sefalizacion de SAR, ya que mutantes afectadas en la sefalizacion por SA son
incapaces de desarrollar SAR y no muestran activacion de genes PR una vez que
ha sucedido la infeccion. Dado que al haber muerte celular la respuesta
hipersensible beneficia a necrétrofos, se cree que esta respuesta es activada

principalmente contra patégenos bidtrofos (Pieterse et al., 2009).

1.4.1.1 Proteinas relacionadas con la patogénesis (PR).

Ademas de las reacciones locales, las plantas en ocasiones activan respuestas
sistémicas de defensa en sitios no infectados de la planta, que son caracterizados
por la activacion sistémica de genes relacionados con la patogénesis o PR, que
mejoran la resistencia a infecciones subsecuentes. Esta resistencia sistémica
adquirida es de larga duracion y es activa contra un amplio rango de patdégenos,
incluyendo virus, bacterias y hongos (Halim et al., 2006). Las PR’s son definidas
como proteinas codificadas por la planta huésped, inducidas especificamente en
situaciones relacionadas con la patogénesis, no solo se acumulan localmente en

la zona infectada sino que también son inducidas sistémicamente. Muchas

13
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proteinas PR poseen actividad antimicrobiana que se cree contribuyen al estado
de resistencia alcanzado y estan asociadas con el desarrollo del sistema de
resistencia adquirido, siendo el principal papel de estas proteinas la adaptacion a
condiciones de estrés bidtico (Van Loon y Van Strein, 1999). De hecho cuando se
ha realizado el estudio de bibliotecas gendmicas durante el proceso de infeccion
en maiz se ha encontrado que alrededor del 15% de los genes identificados estan
relacionados con mecanismos de defensa de la planta, identificando en particular

a PR1y PR5 desde las 12 horas post-infeccion (Vargas et al., 2012).

11.4.2 Jasmonatos.

Los jasmonatos son compuestos de origen lipidico de estructura molecular similar
a la de las prostaglandinas en animales. Actuan como moléculas senal de las
respuestas de las plantas a diversas situaciones de estrés y participan en diversos
procesos del crecimiento y desarrollo. La ruta de biosintesis es conocida como la
via de los octadecanoides, en esta los jasmonatos son formados a partir de los
acidos grasos linoleico y linolénico que se liberan de los fosfolipidos de las
membranas celulares por la accion de lipasas. El acido linolénico, por una serie de
pasos que incluyen lipoxidacion, ciclizacion y B-oxidacion se transforma en el
acido-7-isojasmonico, el cual se isomeriza en acido jasmoénico. Los jasmonatos se
esterifican con grupos metilo para formar metil-jasmonatos, los cuales son
altamente volatiles. El paso limitante de la via lo cataliza la enzima aleno 6xido
sintasa o0 AOS (Jordan y Casaretto, 2006) (Figura 8).

Se ha encontrado que las heridas y JA inducen la expresion de los genes AOS en
Arabidopsis y maiz (Harms et al., 1998; Laudert y Weiler, 1998). Aunque también
en Arabidopsis la AOS es inducida por etileno, hormona que también actua en
conjunto con jasmonatos para regular la expresion de genes en respuesta a herida
en tomate (O'Donnell et al., 1996; Laudert y Weiler, 1998).
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Figura 8.- Via de sintesis de JA. Tomado y modificado de Jordan y Casaretto, 2006.

Tanto el acido jasménico como el etileno (ET) regulan a la defensina PDF.1 en
Arabidopsis, un gen importante para la defensa. En la transduccidén de sefiales
mediada por jasmoénico se ha planteado que el complejo E3 ubiquitina ligasa
SCFC!" y las proteinas JAZ forman un supracomplejo que reprime la transcripcion
de los genes de respuesta a JA. Una vez que se ha acumulado el JA, el JA-

isoleucina se une a la caja F de la proteina Col1 en el complejo SCF°H' |

as
proteinas JAZ son ubiquitinadas y subsecuentemente degradadas a través del
proteosoma 26S, dando como resultado la activacion de los genes de respuesta a
JA a través de la accion de factores de transcripcion como MYC2, ORA59 y ERF1.
Estos ultimos (ERFs) son miembros de una superfamilia de factores de
transcripcion. Dos miembros de esa superfamilia, ERF1 y ORAS9 son los
principales integradores de la via de sefalizacién JA-ET. Por su parte MYC2
funciona como un regulador positivo de los genes de respuesta del JA tales como
VSP2 y LOX2. Esto supone otro nivel de regulacion, ya que cuando la respuesta
por JA es activada en combinacion con ET, la rama de los ERFs es activada, en
tanto que la rama MYC2 es activada cuando hay JA pero ET esta ausente

(Pieterse et al., 2009).

15
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Figura 9.- Via de seializacion mediada por JA y la induccién de los genes LOX2 y
PDF. Tomado y modificado de Pieterse et al., 2009; Spoel et al., 2003.

1.4.3 Hormonas en la latencia y germinacion.

En el sistema experimental que se uso en este trabajo hay otras dos hormonas
que son parte importante de su fisiologia, el acido abscisico (ABA) y el acido

giberélico (GA), por lo que también se describe su funcion.

La latencia se define como una habilidad intrinseca para bloquear temporalmente
la elongacion de la radicula para optimizar la sincronizacion de la germinacion,
resultando en una tasa metabdlica reducida. La latencia es un proceso que
involucra la interaccion entre dos hormonas principalmente, el ABA y el GA. El
primero se encuentra involucrado en mantener la latencia y por tanto inhibir la
germinacion de semillas, mientras que el GA estimula la germinacién (Bove et al.,
2001).

16
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11.4.3.1 Acido abscisico.

El acido abscisico es un terpenoide que proviene de la escision de un carotenoide
de 40 carbonos, el primer producto en la ruta biosintética es la zeaxantina, la cual
es producida como un trans-isomero después de una ciclizacién e hidroxilacion.
Los pasos siguientes consisten en la sintesis de los cis-isdbmeros de violaxantina y
neoxantina que son escindidos para formar el precursor de 15 carbonos de ABA
(Tuteja, 2007).

Como se ha mencionado, las plantas experimentan diferentes tipos de estrés
abidtico, los cuales son percibidos para posteriormente responder
adaptativamente a estos. Se sabe que en este proceso adaptativo ABA tiene una
participacion importante, ya que actua con un mensajero enddégeno en la
regulacion del balance de agua de la planta y tolerancia al estrés osmaético (Tuteja,
2007).

ABA juega un papel central en la maduracion del embridén, al suprimir la
germinacion precoz e inducir la expresion de genes asociados a la maduracion
para la acumulacion de productos de almacenamiento y la adquisicion de
tolerancia a la desecacion (White et al., 2000). Existe evidencia de que ABA esta
involucrado en regular el inicio de la latencia asi como en el mantenimiento del
estado latente, sin embargo no se conoce como ocurre esta regulacion. ABA ha
sido descrito tipicamente como un inhibidor del crecimiento, por su efecto
inhibitorio cuando ABA es aplicado exdgenamente en germinacion, y porque
ademas los niveles de ABA disminuyen durante la imbibicidén de la semilla (Tuteja,
2007).

Aparte del bien establecido papel de ABA en la adaptacién al estrés de tipo
abiotico, existe evidencia que indica que ABA también esta involucrado en la
regulacion y la integracion de las respuestas de la planta frente al estrés de tipo

bidtico, aunque el papel de ABA en respuesta al ataque por patdgenos resulta
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contradictorio, ya que en general es un regulador negativo de la resistencia al
estrés por patdégenos sin embargo, a veces promueve las defensas de la planta
(Asselbergh et al., 2008; Ton et al., 2009).

Por ejemplo, la regulacion negativa de la defensa de la planta contra determinados
patdgenos bidtrofos y necrétrofos ha sido observada cuando aplicaciones
exégenas de ABA aumentan la susceptibilidad de varias especies de plantas a
patdbgenos microbianos y fungicos. Asimismo, se ha reportado que el tratamiento
con ABA suprime la induccion de la SAR, lo cual sugiere una interaccion
antagonista entre la via de respuesta por SA y la sefializacion de ABA inducida por

estrés abidtico en Arabidopsis (Yasuda et al., 2008).

También ha sido reportado el papel de ABA como regulador positivo en la
defensa, ya que ABA es capaz de activar el cierre de estomas, proceso que
funciona como barrera contra la infeccion bacteriana. Ademas se ha observado
que el tratamiento con ABA protege a las plantas contra A. brassicicola y P.
cucumerina, lo cual indica que esta hormona actua como sefial positiva para la
defensa contra algunos necrétrofos. Se sugiere que ABA regula esta respuesta de
defensa a través de sus efectos en la deposicidon de calosa, produccion de
intermediarios de especies reactivas de oxigeno y la regulacion de la expresion de

genes de defensa (Bari y Jones, 2009).

Por otra parte, hongos hemibiétrofos como Colletotrichum también podrian estar
actuando en respuesta a ABA, pues Vargas y colaboradores, observaron que al
adicionar ABA a maiz infectado con C. graminicola, ocurrieron efectos importantes
en el tiempo de desarrollo de la hifa secundaria (cambio del patégeno de bidtrofo a
necrotrofo), formacion de la lesion y crecimiento de la lesidon. Un analisis
cuantitativo, indicé que la enfermedad se acentuaba hasta 3 veces mas cuando
las plantas eran tratadas con ABA. Por lo tanto, ABA también podria estar
afectando la expresion de algunos genes de resistencia y provocando un

prematuro cambio en el estilo de vida del hongo (Vargas et al., 2012).
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1.4.3.2 Acido giberélico.

Las giberelinas constituyen una gran familia de &cidos diterpenos que son
sintetizados como una ramificacion de la ruta terpenoide. Los niveles mas
elevados de giberelinas se encuentran en las semillas inmaduras y en los frutos en
desarrollo. Las giberelinas influyen en una gran variedad de procesos de
desarrollo, como la elongacion del tallo y la movilizacion de las reservas del
endospermo. Ademas, las giberelinas biolégicamente activas también son
conocidas por estar presentes durante la embriogénesis temprana en algunas
especies y es clara su importancia en la germinacion de muchas clases de
semillas maduras. En cebada y trigo, el acido giberélico induce la expresion de
varios genes de enzimas hidroliticas, estimulando la movilizacion de las reservas
del endospermo, asi mismo, GA se encuentra involucrado en la liberacion de la

latencia en diversas especies de plantas (White et al., 2000).

Se ha reportado que las giberelinas promueven el crecimiento de la planta al
estimular la degradacion de reguladores negativos del crecimiento llamados
proteinas DELLA. Estas proteinas ademas promueven la expresion de genes que
codifican enzimas destoxificantes de especies reactivas de oxigeno, por lo cual
estarian implicadas en la regulacién de las respuestas de defensa de la planta
contra varios patdgenos a través de la modulacion de los niveles de ROS en las
plantas. Asi mismo, las proteinas DELLA ayudan a controlar la respuesta inmune
de la planta mediante la modulacion de la respuesta dependiente de SA y JA. Se
ha sugerido que las proteinas DELLA promueven la resistencia a necrotrofos, por
activacién de la respuesta de defensa dependiente de JA/ET, y la susceptibilidad a
biétrofos por represion de la defensa dependiente de SA en Arabidopsis. Por
tanto, ya que GA estimulan la degradacion de proteinas DELLA, es probable que
promuevan la resistencia a patdégenos bidtrofos y la susceptibilidad hacia los

necrotrofos (Bari y Jones, 2009).
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En general, se ha establecido que GA juega un papel negativo en la resistencia
basal a enfermedad en algunas especies de plantas. Yang y colaboradores (2008)
reportaron que una enzima desactivante de GA (EUI) regula los niveles de GA y
esta involucrada en la resistencia a enfermedad ante bacterias y hongos en arroz.
La pérdida de funcién en mutantes de eui acumula altos niveles de GA mostrando
una resistencia comprometida, mientras que la sobreexpresion de EUl acumula
bajos niveles de GA’s y muestra una resistencia incrementada a M. oryzae (Yang
et al., 2008).

1.4.4 Antagonismo entre hormonas.

Generalmente en todos los organismos existen segundos mensajeros que son
comunes en varias vias de sefalizacidén, punto de entrecruzamiento de vias que
crea sitios potenciales de regulacion. El entrecruzamiento puede llevar a que
diferentes vias de sefalizacién puedan actuar antagénicamente o sinérgicamente,
dependiendo de los eventos ambientales a los que la planta se encuentre
expuesta. El entrecruzamiento de las vias de sefalizacion entre SA, JAy ET es un
importante mecanismo de regulacion para la inmunidad de la planta (Figura 10).
Por ejemplo, la acumulacion enddégena de SA antagoniza la defensa dependiente
de JA, para dar prioridad a la resistencia mediada por SA. Sin embargo,
dependiendo de la especie de planta y la estrategia del atacante, el JA también
antagoniza o actua en sinergismo con la via para el SA (Koornneef et al., 2008).
En Arabidopsis por ejemplo, durante la respuesta adaptativa para el estrés por
calor tanto el SA como el JA parecen actuar juntos. Por su parte, se ha encontrado
que ABA es capaz de antagonizar el inicio de la defensa dependiente de SA y
SAR e inversamente la SAR suprime la expresion de genes relacionados con
ABA. Del mismo modo, hormonas como las auxinas, las giberelinas y los
brassinosteroides pueden interactuar antagdénicamente o sinérgicamente con el
sistema SA-JA-ET en la respuesta inmune de la planta (Mohr y Cahill, 2006;
Pieterse et al., 2009).
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Por otro lado, hay patégenos que manipulan las vias de sefalizacion de la planta
para inhibir las respuestas de defensa de las plantas y usarlas en su beneficio. Por
ejemplo, se ha demostrado que Fusarium oxysporum es capaz de tomar el control
de la via por JA en Arabidopsis para conducir a la muerte de la planta. Otro
ejemplo es Pseudomonas syringae, quién induce la produccién de ABA para
suprimir la biosintesis y por lo tanto la accion de SA, resultando en una
susceptibilidad mayor a este patdgeno. Adicionalmente, P. syringae produce
proteinas efectoras como la coronatina, la cual actua como un analogo de la forma
mas activa del JA, Hopl1 y AvrRpt2, los cuales manipulan el programa de
sefalizacion para suprimir la respuesta inmune del hospedero y promover

virulencia (Pieterse et al. 2009).

Figura 10.- Entrecruzamiento entre las vias de sefnalizacion mediadas por SA, JA,
ET, ABA, auxinas y GA. Tomado y modificado de Pieterse et al., 2009.
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1.5 Transporte de carbohidratos.

Se ha encontrado que durante la infeccion por hongos la actividad de enzimas que
usan carbohidratos o su transporte se modifica (Berger et al., 2010). Por ejemplo,
Hayes y colaboradores encontraron que ante la infeccion fungica se induce el
transportador de hexosas VVHTS5 en uva (Vitis vinifera) y la invertasa de pared
celular VvcwlINV, tal como sucede en presencia de heridas o dafio. Sugerente de
que durante la infeccion la planta modifica su metabolismo probablemente para
incrementar la toma de carbohidratos por la planta y reducir el carbono disponible
para el patégeno. Coincidentemente durante la infeccidn aumentan los niveles de
ABA (Hayes et al., 2010).

Las plantas regulan de manera muy fina los niveles de carbohidratos. Estos no
solo sirven como fuente de energia y de carbono, sino también representan
importantes moléculas de senalizacion. Las plantas tienen mecanismos para
detectar la ausencia o presencia de carbohidratos para modular y adaptar las
respuestas celulares respecto al entorno. Se ha reconocido que los niveles de
carbohidratos afectan la expresion de genes involucrados en procesos tales como
la fotosintesis, formacion de tubérculos o biosintesis de antocianinas (Doidy et al.,
2012).

Las plantas transportan sacarosa, hexosas y una amplia variedad de aminoacidos
y péptidos, gracias a la especificidad de los transportadores localizados en sus
membranas celulares. Los transportadores de carbohidratos son importantes en la
células vegetales ya que participan en el control del transporte de los
carbohidratos desde los tejidos denominados fuente o fotosintéticos hacia los
tejidos demanda que no presentan la capacidad fotosintética (Figura 11) (Delrot et
al., 2001). Los sistemas transportadores de carbohidratos son necesarios para
coordinar el reparto de carbono entre tejidos fuente y de demanda, el desarrollo de

la planta, la comunicacion célula-célula y la adaptacion al ambiente.
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Figura 11.- Transporte de sacarosa entre los diferentes tejidos de la planta y
diferentes compartimentos celulares. Tomado de Ayre, 2011.

Dos de los transportadores de carbohidratos mas representados en plantas son
los transportadores de sacarosa (SUTs) y los de monosacaridos (MSTs). Ambos
comparten una estructura comun, 12 dominios transmembranales conectados por
asas hidrofilicas y que principalmente funcionan como simportadores H*/azucar

(Figura 12) (Doidy et al., 2012). Aunque difieren en su distribucién en la planta.

Figura 12.- Topologia de un transportador de sacarosa en la membrana. Se
reconocen los 12 cruces transmembranales y la posiciéon de la regidon amino y carboxilo
terminal de la proteina viendo hacia el lado interno de la célula (1), el carbohidrato es
reconocido en el lado externo de la membrana (E). Tomado de Delrot et al., 2001.
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1.5.1 Transporte de sacarosa.

La sacarosa es el principal producto de la fotosintesis y es empleado como medio
de transporte para la distribucion del carbono en plantas. La sacarosa es
producida en el citoplasma por dos vias: directamente de los productos de la
fotosintesis o bien de la movilizacién de las reservas (almidén). Son varios los
destinos de la sacarosa, el primero es ser metabolizado en el citoplasma como
fuente de carbono y energia para los procesos celulares. Otro destino es el medio
extracelular, de donde se transporta hacia otras células, a aquellas que son
incapaces de fijar el CO,, para ser utilizada como fuente de energia o carbono.
Alternativamente, la sacarosa cruza una endomembrana para entrar a un organelo

como la vacuola para su almacenamiento (Ayre, 2011).

La célula requiere proteinas para facilitar un movimiento eficiente de la sacarosa a
través de sus membranas. Hay evidencias de que los simportadores Sacarosa/H"
son necesarios para movilizar al carbohidrato. Los genes y proteinas que catalizan
el movimiento en simporte de Sacarosa con H* han sido llamados transportadores
de sacarosa (SUT) y aquellos que participan en transporte pasivo son
denominados facilitadores de sacarosa (SUF). Todos los SUTs aislados hasta la

fecha son simportadores Sacarosa/H™ (Ayre, 2011).

El transporte de sacarosa es un proceso altamente regulado a nivel celular y de
planta. Este responde a variaciones en la tasa fuente/demanda que depende a su
vez de diversos parametros internos y externos como el crecimiento, desarrollo,
actividad fotosintética, luz, estado de agua, ataque por patoégenos, etc. Esta
flexibilidad ha sido posible por la presencia de una familia multigénica cuyos
miembros son expresados en diferentes células, a diferentes tiempos y en
diferentes condiciones. Lo anterior sugiere que su nivel de expresion varia entre
células fuente y demanda, por lo que un transportador cumple diferentes papeles

en diferentes 6rganos (Delrot et al., 2001).
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Todas las plantas poseen transportadores de sacarosa (SUT) involucrados en
diversos pasos cruciales para el transporte a distancia de la sacarosa desde el
tejido fuente a los sitios de demanda donde, los azucares son empleados o
almacenados. Se han descrito cinco diferentes grupos para clasificar a los SUTs:
SUT1-SUTS (Doidy et al., 2012) a continuacion se mencionan las principales

caracteristicas de cada uno.

Grupo 1/SUT3.- Comprende los SUTs especificos de monocotiledoneas
involucrados en el transporte del floema, toma de sacarosa dentro de tejidos
demanda y recuperacion de la sacarosa del apoplasma. Estan localizados en la
membrana plasmatica y tiene una afinidad moderada por la sacarosa, con valores
de Kos en un rango de 3.7 mM para ZmSUT1 del maiz (Zea mays) a 10.6 mM
para HvSUT1 de cebada (Hordeum vulgare).

Grupo 2/ SUT1.- Comprende los SUTs especificos de dicotiledoneas involucrados
en el llenado del floema, toma de sacarosa en tejidos demanda y recuperacion
general del apoplasma. Se localizan en las membranas plasmaticas con una Ko s
en un rango de 0.066 mM para Arabidopsis AtSUC9 a 1.44 mM para AtSUC2.
Tienen una especificidad de sustrato mas amplia que el Grupo 1 con la capacidad

de transportar una variedad de glucésidos.

Tanto el Grupo 1 como el Grupo 2, a pesar de sus diferencias de afinidad por la

sacarosa son funcionalmente ortélogos.

Grupo 3/SUT2.- Se encuentran tanto en monocotiledoneas como en
dicotiledoneas y tienen aminoacidos adicionales en ambos extremos (amino vy

carboxilo) y en el asa 4 que se extiende dentro del citoplasma.

Grupo 4/SUT4.- Tienen aproximadamente un 47% de similitud con el Grupo 2,

con 10 veces menos afinidad por la sacarosa. También transporta una variedad
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mas amplia de sustratos en relacion al Grupo 1. Se localiza en el tonoplasto en

algunas especies y en la membrana plasmatica de otras.

Grupo 5/SUT5.- Especificos de monocotiledéneas y separado del Grupo 1.
OsSUT5 de arroz es el unico miembro de este grupo que ha sido bioquimicamente

analizado, con una afinidad mas alta que el OsSUT1 del Grupo 1 (Ayre, 2011).

11.5.2 Transporte de monosacaridos.

Mientras las partes verdes fototréficas de la planta (fuente) sintetizan azucares
como producto de su actividad fotosintética durante el dia, las partes no verdes
(demanda) dependen de un constante importe de carbohidratos entregados via
floema. A pesar de que la sacarosa es el principal azucar transportado en el
floema, el transporte de monosacaridos juega un papel significativo en los
intercambios intracelulares tanto en tejidos fuente como en tejidos demanda. En
tejidos demanda la sacarosa importada via floema es frecuentemente hidrolizada
por invertasas extracelulares y los monosacaridos resultantes, glucosa y fructosa,
son empleados para almacenamiento o su utilizacién directa (Figura 12). Ademas
de la distribucion del carbono a distancia, los azucares son también distribuidos a
nivel celular dentro de los diferentes organelos, dependiendo de Ilos

requerimientos en ese momento (Delrot et al., 2001; Buttner, 2007).

La especificidad del sustrato en los transportadores de monosacaridos (MST) es
mas amplia que en los transportadores de sacarosa, cada transportador participa
en la toma de un amplio rango de hexosas y pentosas, ademas, la mayoria de los
transportadores de hexosas exhibe una expresion mas alta en tejido demanda que

en los tejidos fuente (Delrot et al., 2001).

La familia de genes de MST de plantas es grande, comprenden 53 MSTs en

Arabidopsis, 59 en la uva y 65 en arroz. Los MSTs estan distribuidos en siete
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subfamilias, de las cuales las STP (Proteina transportadora de azucares)
funcionan como simportadores H*/Hexosas, muchos de los cuales aceptan un
amplio espectro de monosacaridos como sustrato (con alta afinidad por glucosa),
con ciertas excepciones como el AtSTP9 el cual es un transportador especifico de
glucosa y el AtSTP14 que es un transportador especifico de galactosa. Las STP
estan bajo un fuerte control regulatorio, responden a sefiales de desarrollo y
ambientales. Ademas de los STPs, miembros de la subfamila de los PTMs
(Transportadores poliol/monosacarido) puede también estar involucrados en la
toma de hexosas a través de la membrana plasmatica. Los PTMs son
simportadores transportan hexosas y pentosas ademas de otros polioles como
manitol y sorbitol. Dado que los polioles son azucares importantes en el
metabolismo de algunos hongos, se ha sugerido que los PTMs juegan un papel

importante en las interacciones planta-hongo (Doidy et al., 2012).

Siguiendo con la toma de azucares intracelular, se conoce que el exceso de
carbohidratos se almacena en la vacuola. El almacenamiento vacuolar y su
removilizacion juega un papel clave en el mantenimiento del metabolismo celular,
la osmoregulacion y la adaptacion a las condiciones ambientales, en este los
transportadores principales implicados son los VGTs (transportador vacuolar de
glucosa) y los TMTs (transportador tonoplastico de monosacaridos). Por su parte,
los ESLs (proteinas de respuesta temprana a la deshidratacion) en la membrana
vacuolar estan implicados en la removilizacién de azucares de almacenamiento
desde la vacuola en respuesta al estrés ambiental y posiblemente también al
estrés bidtico (Doidy et al., 2012).
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lll. ANTECEDENTES

En la naturaleza las plantas se enfrentan a diferentes situaciones de estrés como
son las temperaturas extremas, escasez de agua y la presencia de patdégenos
entre otros, lo cual desencadena respuestas hormonales y consecuentemente la
expresion de diferentes genes que ayudan a la planta a regresar a su homeostasis
(Koorneef et al., 2008; Hey et al. 2010).

En respuesta al estrés, las plantas modifican la expresion de genes provocando
funciones metabdlicas alteradas que pueden mitigar dicho efecto y conducir a la
adaptacion del organismo. Se han identificado algunas hormonas que encienden
las vias de defensa de la planta como el acido abscisico, el acido salicilico, el
acido jasmonico e incluso los azucares (reconocidos como moléculas senal)
(Tuteja y Sopory, 2008). Esta producciéon hormonal y la consecuente adaptacion
de la planta podria estar intimamente ligada al metabolismo primario, pues se ha
observado que aun cuando el metabolismo secundario es importante en la
respuesta de defensa de la planta, debe ocurrir un desvio de los esqueletos

carbonados y nitrogenados para producirlos (Berger et al., 2007).

Al respecto se conoce que generalmente, los hongos son capaces de nutrirse de
azucares provenientes del tejido vegetal, por ejemplo en la interaccion Ustilago-
maiz, el hongo sintetiza un transportador de azucares especifico para la
colonizacion de la planta y que le permite nutrirse del carbono apoplastico de la
célula vegetal (Wahl et al., 2010; Talbot, 2012). Lo anterior redunda en una
disminucién de la poza de carbono para la célula vegetal y por ende un cambio en
el metabolismo no sélo de las células que estan siendo infectadas sino de las

adyacentes e incluso de toda la planta (Talbot, 2012).

Uno de los factores de estrés estudiados en el laboratorio es el bidtico, utilizando

como agente patdégeno a Fusarium verticillioides, hongo que infecta a maiz,
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ocasionando enfermedad en diferentes tejidos de la planta, dentro de estos sitios

blanco se encuentran los granos (Munkvol y Desjardins, 1997).

Figura 13. Efecto de Fusarium verticillioides en los niveles de los transcritos para
dos transportadores de carbohidratos. Se embebieron embriones en presencia del
hongo Fusarium verticillioides, después de cumplido el tiempo de imbibicién se
congelaron y se molieron para posteriormente extraerles el RNA y realizar una reaccion
de RT-PCR usando oligonucleétidos especificos para el transportador de sacarosa de
maiz (ZmSUT1) y para un transportador putativo de hexosas (ZmHT). Los productos de
PCR se corrieron en un gel de agarosa y se tifieron con bromuro de etidio. Se obtuvo la
densitometria de las bandas de los productos amplificados y se realizo el indice de los
niveles de transcrito en los embriones con patdégeno entre los niveles de transcrito de los
embriones control. Datos tomados de Guzman-Chavez, 2011.

En el laboratorio se ha estudiado el efecto del patégeno Fusarium verticilliodes
sobre el transporte de carbohidratos a lo largo de la germinacion de embriones de
maiz (Calzada-Alejo, 2011; Guzman-Chavez, 2010; Luna-Loaiza, 2011; Zurita-
Villegas, 2011). Fusarium produce dos tipos de efectos en los embriones de maiz.
En los efectos tempranos se encuentran la reduccion en el tiempo en el que
comienzan a germinar los embriones, un aumento en el consumo de oxigeno, la
reduccién en los niveles de sacarosa de los embriones a partir de las 18 h, pese a
que hay un incremento en el nivel de los transcritos para los transportadores de

sacarosa y hexosas y de la capacidad de toma de sacarosa de los embriones
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germinados con el hongo a las 12 h post-infecciéon (Guzman-Chavez, 2010; Zurita-
Villegas, 2011).

Entre los efectos tardios que se inician a las 24 h post-infeccion se encuentran la
reduccion en la concentracion de sacarosa (80% menores que el control), efecto
probablemente ocasionado por la reduccidn del nivel de transcritos para el
transportador de sacarosa aunque también hay una importante disminucién en la
permeabilidad membranal y al aumento en la protedlisis a esos tiempos. La
muerte de las células del embrién es evidente (Guzman-Chavez, 2010; Calzada-
Alejo, 2011).

Es interesante que a tiempos tempranos de la infeccién haya un incremento en el
nivel de transcritos para los transportadores de sacarosa y hexosas (Figura 13), es
probable que el embridn esté intentando defenderse de la infeccion al disminuir el
contenido de carbohidratos disponible para la nutricion del hongo. Respuesta
transcripcional que puede deberse a los cambios en el contenido de carbohidratos
(Guzman-Chavez, 2010) o a los cambios hormonales que se presentan en el maiz

ante la presencia de Fusarium (Arciniega-Ruiz, 2012).

En relacion a los cambios hormonales durante la infeccidén, se encontré que ABA
se mantiene a niveles altos durante la germinacion de embriones infectados,
opuesto a lo que normalmente ocurre en los embriones sin infectar, ya que en
éstos se reduce la concentracion de ABA conforme aumenta el tiempo de
germinacion (Arciniega-Ruiz, 2012). Mientras que la infeccion aumenta la
concentracion del SA a partir de las 24 h de germinacion de los embriones (De la

Torre-Hernandez et al., 2010).

En cuanto a la regulacion de los transportadores de carbohidratos por hormonas,
se ha descrito que ABA puede regular la expresion de los transcritos para los
transportadores de sacarosa y hexosas. Se ha encontrado que en la region

promotora del gen para el transportador de sacarosa de Arabidopsis AtSUC1 hay

30



Facultad de Quimica ANTECEDENTES

UNAM

una secuencia ABRE (del inglés “ABA responsive element”) y en la cual los
factores de transcripcion ABIS (AtbZIP39; At2g36270) y AREB3 (AtbZIP66;
At3g56850) probablemente interaccionan con él (Hoth et al., 2002; Hoth et al.,
2010). Mientras que en hojas de uva se encontréo que ABA aumenta los niveles de
un transportador de hexosas a través del incremento en la transcripcion de una
cinasa inducida por carbohidratos, VvSK7; ademas de manera paralela el tejido
también aumenta los niveles de las invertasas de pared celular, enzimas que
llevan a cabo la hidrdlisis de sacarosa y que también tienen influencia en el
transporte de hexosas, ya que aumentan la disponibilidad del metabolito que
transporta (Hayes et al., 2010; Lecourieux et al., 2010).

Por lo que en el presente trabajo se evaluo el efecto de ABA, SA y MeJA en la
expresion de los transcritos durante la germinacion de embriones de un
transportador de hexosas y del principal transportador de sacarosa en maiz. El
objetivo es encontrar si los cambios en los niveles hormonales ocurridos durante la
interaccion Fusarium-maiz fueron los responsables del incremento en la expresion
de los transcritos para ambos transportadores al inicio de la infeccién con

Fusarium.
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IV. HIPOTESIS

» Si ABA, MeJA y SA son hormonas que estan relacionadas con estrés de
tipo abidtico (s6lo ABA) y de tipo biotico, entonces se alterara la expresion
de genes relacionados con el estrés.

» Si durante el estrés es necesario cambiar el flujo de carbono en la planta
para defenderse, entonces ABA, MeJA y SA afectaran también la
transcripcion de genes esenciales para la toma de carbono por parte de la

planta, los transportadores de carbohidratos.
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V. OBJETIVO GENERAL
v Evaluar el efecto de las hormonas ABA, MeJA y SA, en la expresion de los

transportadores de carbohidratos y de genes relacionados con la defensa

durante la germinacion de embriones maiz.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

» Determinacion del porcentaje de germinacion en embriones incubados con

ABA, MeJa y SA

» Extraccion del RNA de los embriones expuestos a las hormonas

» Obtencion del perfil de expresion de un transportador putativo de hexosas,
ZmHT.

» Obtencion del perfil de expresidbn de un transportador de sacarosa,
ZmSUT1.

» Obtencion del perfil de expresion de proteinas relacionadas con la defensa
contra patégenos, PR y PAL (respuesta a SA), AOS y PDF (respuesta a
MeJA).
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VII. MATERIALES Y METODOS

VII.1 Estrategia experimental de trabajo.

Para responder a los objetivos de este trabajo se realizo la estrategia experimental
que se detalla en la Figura 14. La deteccion de la expresién de los transportadores
de carbohidratos de embriones de maiz sometidos a tratamiento con ABA, SA y
MeJA, se realiz6 mediante la técnica de RT-PCR utilizando oligonucledtidos
especificos. Los métodos utilizados se describen con detalle a continuacion.

Figura 14.- Diseno general de la estrategia experimental. La estrategia general de
trabajo se muestra en el esquema y los métodos detallados con los que se llevaron a
cabo se describen en el texto.
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VII.2 Extracciéon y germinaciéon de embriones de maiz.

La extraccion de los embriones se realizé por diseccidon manual de la semilla con
navaja. Los embriones se lavaron en una solucion de hipoclorito de sodio
comercial al 2% y se enjuagaron con agua estéril desionizada hasta que
desaparecié el olor a cloro. Posteriormente se realizé la germinacién de los
embriones en Agar 1%, al cual se agregaron hormonas en 5 tratamientos
diferentes para cada una. Adicionalmente se realizo una curva temporal con acido
salicilico 1.5 mM a 5 diferentes tiempos (Tabla 2). En cada tratamiento se obtuvo
el porcentaje de germinacion y las determinaciones se hicieron por duplicado o

triplicado.

Tabla 2.- Tratamientos y condiciones empleadas para cada hormona

Tratamiento Concentracion de hormona por Tiempo y temperatura de
tratamiento incubacion
SA 0,0.5,1.5,3y5mM 24 h/29°C
ABA 0, 5, 10, 30, 50 uM 24 h/29°C
MeJA 50, 75, 100, 150, 300 pM 24 h/29°C
Curva temporal
Control 0 0, 8,12, 24, 36 h/29°C
SA 1.5 mM 0, 8,12, 24, 36 h/29°C

VII.3 Extraccion de RNA por el método del Trizol.

Fundamento.- El reactivo de Trizol esta constituido por una solucién de fenol e
isotiocianato de guanidina, en la cual los tejidos se rompen debido a la
homogeneizacion, liberando el RNA e inactivando ribonucleasas. EI RNA total es
entonces purificado selectivamente eliminando las proteinas, mientras que el DNA
y otros contaminantes son extraidos por acidos organicos. El fenol; cloroformo:
alcohol isoamilico, que también es empleado durante la extraccidon de RNA,

remueve contaminantes por extraccion acida con el fenol, donde el DNA y una
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porcion de las proteinas quedan en la fase organica, mientras que el RNA
permanece en la fase acuosa y es concentrado por precipitacion con isopropanol,

para posteriormente lavarse con etanol (Barron, 1997).

Técnica de extraccion de RNA.- La extraccion se realizé bajo el método del
Trizol (Barrén, 1997). Se colocé 1g de embriones en un mortero libre de RNAsas,
pulverizandolo con N, liquido hasta obtener un polvo fino, posteriormente se
agregaron 3 mL de Trizol y se incub6 a temperatura ambiente por 5 minutos. Al
concluir este tiempo, las muestras fueron transferidas a un tubo de microfuga y
centrifugadas a 13000 rpm por 15 min/4°C. El sobrenadante se transfiri6 a otro
tubo y se agregaron 200 uL de FCI (Fenol: cloroformo: Alcohol isoamilico 25:24:1).
Después de agitar se centrifugd a 13000 rpm por 10 min/4°C y se separo la fase
acuosa, a esta fase se le agregaron 400 yL de CHCI3; y nuevamente se centrifugd
a 13000 rpm por 5 min/4 °C. Al sobrenadante se le agregé 1 volumen de
isopropanol, se mezcld en vortex e incubd a temperatura ambiente por 10 min.
Transcurrido el tiempo, se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min/4°C y se
decant6 para lavar el botdn con 1 mL de etanol al 70%. La muestra se centrifugo a
13000 rpm por 5 min/4°C, se decantd y se secd a temperatura ambiente. El botén
fue disuelto en 500 uL de H,O DEPC y se le agregaron 167 uL de LiCl 8 M frio. La
muestra se incubd por una noche a 4°C. Al dia siguiente, se centrifugé a 13000
rom por 15 min/4 °C y el botdn se disolvié en 250 yL de H,O DEPC, 500 uL de
etanol absoluto frio y 25 yL de acetato de sodio 3M. La muestra se incubé por una
noche a -70°C.

Transcurrida la incubacion, se centrifugd a 13000 rpm por 20 min/4°C y se
realizaron dos lavados al boton con 1 mL de etanol al 70%, nuevamente se
centrifugd a 13000 rpm por 1 minuto/4°C, se elimind el etanol residual y el botén
se dejo secar a temperatura ambiente por 10 minutos. Finalmente el botén fue
resuspendido en 40 pL de H,O DEPC y diluida (1:50) para cuantificar el RNA total.
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VII.4 Cuantificacion y calibracion del RNA extraido.

El RNA se cuantifico en un espectrofotdmetro Nanodrop 2000 ThermoScientific.
Para verificar la integridad del RNA y obtener los perfiles de expresion del
transportador de sacarosa ZmSUT1 y del transportador putativo de hexosas
ZmHT, se cargaron geles con 1 pg de RNA de todos los ensayos realizados,
ajustando los volumenes cuando fuera necesario para que el contenido de RNA
utilizado para la reaccién RT-PCR fuera el mismo en todos los casos. Al volumen
de RNA calculado para 1 ug, se le afiadieron 2 pL de buffer de carga y H,O-DEPC
c.b.p. 10 yL. ElI RNA se separd en geles de agarosa al 2%, al cual se le agregé
buffer TAE (Tris-acetato-EDTA) 1X y bromuro de etidio (0.5 pL/mL). El gel se
corrié en una camara de electroforesis BIORAD Mini Sub Cell GT con TAE 1X frio
a 85 mV por 43 min y se visualizé en un transiluminador de UV. Posteriormente la

imagen fue capturada en el equipo ImageStation KODAK.

VII.5 Reaccion RT-PCR (Transcriptasa Reversa-Reaccién en cadena de la

polimerasa).

En el presente trabajo se obtuvo el perfil de transcritos bajo la técnica RT-PCR de
los transportadores de sacarosa (ZmSUT1) y hexosas (ZmHT) para cada uno de
los tratamientos efectuados, asi mismo, se obtuvo el perfil de expresion de los
genes PR y PAL en el caso de tratamientos incubados con SA, por otro lado PDF
y AOS para muestras tratadas con MeJA y, PR y PDF en el caso de los embriones

incubados con ABA.

Fundamento RT-PCR.- La transcriptasa reversa es una enzima que tiene como
funcion sintetizar una molécula de doble cadena (DNA) a partir de una molécula
de cadena sencilla (RNA). EI cDNA obtenido se utilizé en la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). La reaccion de PCR es un método in vitro de sintesis de

DNA con el que un segmento particular de éste es especificamente amplificado al
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ser delimitado por un par de cebadores que lo flanquean. Su copiado se logra en
forma exponencial a través de ciclos repetidos en presencia de una enzima DNA

polimerasa termoestable (Rodriguez y Barrera, 2004).

Técnica para la reaccién RT.- Para esta reaccion se agregé a un tubo de
microfuga, 1 pL de OligodT (62 pM), el volumen de RNA ajustado a la misma
concentracion para todas las muestras y se completo con H,O a 10 uL. Este tubo
se colocd en un bloque de calentamiento a 70°C por 5 min para desnaturalizar el
RNA, al finalizar el tiempo, se colocé en hielo por 5 min y se le agregaron 10 pL de
la mezcla de reaccion preparada previamente (Tabla 3), entonces se calent6 a 25
°C por 5 min para realizar el alineamiento, a 42 °C por una hora y por ultimo a 70
°C por 15 minutos para inactivar la enzima. Esto se realizé en un termociclador
2720 ThermalCyclerAppliedBiosystems. El cDNA obtenido se almacendé a -20 °C

hasta el momento de su uso.

Tabla 3.- Mezcla de reaccién para la reaccion de Transcriptasa Reversa

Reactivo Volumen (uL)
Buffer ImProm-Il 5X (Promega) 4.0
MgCl,25 mM 24
dNTP's 10 mM 1.0
RT (Transcriptasa reversa) 1.0
H,O-DEPC 1.6 (c.b.p. 10 pL)

Técnica para la reaccion de PCR.- La reaccion de PCR se realizé para evaluar
los niveles de transcritos de los genes antes citados: un transportador putativo de
hexosas (ZmHT), el transportador de sacarosa (ZmSUT1) que contribuye con el
mayor aporte de sacarosa en el maiz, asi como PRM, PDF, AOS y PAL; de
acuerdo a la mezcla de reaccién que se muestra en la Tabla 4. Se utilizaron los
oligonucledtidos empleados en trabajos previos en el laboratorio (Greaves-
Fernandez, 2001 y Goémez-Calderas, 2008) y cuyas secuencias se encuentran en
la Tabla 5.
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Tabla 4.- Mezcla de reaccion para PCR de cada gen de interés
Reactivo Hexosas | Sacarosa PRM PDF PAL AOS
(uL) (ML) (uL) (uL) (ML) (uL)
PCR Buffer Master Mix 2X 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5
Oligonucledtido sentido 0.25 0.1 0.25 0.25 0.125 0.375
Oligonucledtido antisentido 0.25 0.1 0.25 0.25 0.125 0.375
cDNA 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
H.O libre de DNAsas 11.0 11.3 11.0 11.0 11.25 10.75
(c.b.p. 25 yL)

Tabla 5.- Oligonucleétidos empleados para la amplificacidon de los transcritos de los
transportadores de sacarosa, hexosas y PRM, PDF, PAL y AOS.

Transportador | Direccién de Longitud

amplificacién Secuencia del oligonucleétido (pb)

Hexosas Sentido 5-CTTCTACGCGCCGGTCC-3’ 17
Antisentido 5-GCGATGACGAAGGTGAAGAG-3’ 20

Sacarosa Sentido 5-TCCTCTGGTTCCACAAACAAC-3’ 21
Antisentido 5-ACGAGCTGAATCCTAGAACGA-3’ 21

PRM Sentido 5-AGAGAAGTAGCCGCACAGA-3’ 20
Antisentido 5-GTATGGCACACACCTTGC-3’ 20

PDF Sentido 5-GCTTCAAGGGACCTTGCTC-3’ 20
Antisentido 5"-AAACGCGCCATAGAGTTCAT-3’ 20

PAL Sentido 5-GAGGAGTGCAACAAGGTGTTC -3’ 21
Antisentido 5-CAGGGCACAGCTACACAAAA -3’ 20

AOS Sentido 5-AGCTCCAGTCCTTCTTCGTA-3’ 20
Antisentido 5-ACTCGAAGTACTTGTCCTGC-3’ 20

La reaccion se efectu6 en un termociclador 2720 Thermal Cycler Applied

Biosystems bajo las condiciones mostradas en Tabla 6.




Facultad de Quimica
UNAM

MATERIALES Y METODOS

Tabla 6.-Condiciones empleadas para la reaccion de PCR, para los transportadores
de sacarosa, hexosa y PR, PDF, PAL y AOS.

Transcrito (numero de

ciclos de amplificacion)

Pre-desnaturalizacion

Amplificacion PCR

Extension

final

Transportadores de
hexosa y sacarosa (38

ciclos)

94°C/3 min

Desnaturalizacion,
94°C/30seg
Templado, 60 °C/1 min

Extension, 72 °C/2 min

72 °C/10 min

PRM'’s (26 ciclos)

94°C/5 min

Desnaturalizacion,
94°C/40 seg
Templado, 57 °C/40 seg
Extension, 72 °C/40 seg

72 °C/10 min

PDF (34 ciclos)

94°C/5 min

Desnaturalizacion,
94°C/40 seg
Templado, 58 °C/40 seg
Extension, 72 °C/40 seg

72°C/7 min

PAL (33 ciclos)

94°C/5 min

Desnaturalizacion,
94°C/40 seg
Templado, 57 °C/40 seg
Extension, 72 °C/40 seg

72°C/7 min

AOS (26 ciclos)

94°C/5 min

Desnaturalizacion,
94°C/40 seg
Templado, 55 °C/40 seg
Extension, 72 °C/40 seg

72°C/7 min

Cada reaccién de PCR contuvo 25 L, a los cuales se les agrego 2.0 uL de buffer

de carga Blue/Orange 6X y posteriormente se corrié en un gel de agarosa al 2%
con buffer TAE 1X 'y bromuro de etidio (0.5 pL/mL).

Las bandas resultantes fueron observadas en UV con un transiluminador y

captadas en el equipo ImageStation KODAK para analizar las densitometrias. Los

controles de cada uno de los tratamientos fueron considerados como el 100% de

expresion.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

VIIl.1 Efecto de ABA, MeJA y SA sobre la germinacién de embriones de maiz.

Durante la interaccién planta-patégeno se modifican los niveles de hormonas para
encender las respuestas de defensa de la planta. Dentro de las hormonas que
cambian se encuentran MeJA, SA, ABA, etileno entre otras. Se conoce
ampliamente que ABA inhibe la germinacion y mantiene la latencia de la semilla
(Weitbrecht et al., 2011), pero durante la patogénesis no se ha determinado
claramente su papel aunque se ha detectado que su concentracion cambia (Bari y
Jones, 2009). Mientras que MeJA se presenta generalmente cuando hay herida,
ya sea por abrasiéon o debida a insectos y SA se sintetiza ante el ataque por
patdbgenos microbianos (Smith et al., 2009). Debido a que ABA, MeJA y SA son
parte del circuito que lleva a la defensa de la planta al modificar la expresion de

genes, se determind su efecto en la germinacion de los embriones de maiz.

Los embriones se colocaron en cajas con agar suplementado con hormonas a
diferentes concentraciones y se incubaron 24 horas a 29 °C, como control se
incubaron embriones en agar sin hormonas. Al final de la incubacién se evaluo el
porcentaje de germinacion, considerando que la expresion final de la germinacion
es la salida de la radicula (Bewley y Black, 1994), tomandose como embrién

germinado aquel en donde la radicula emergia al menos 2 mm del embrion.

VIII.1.1 Acido abscisico.

La incubacion de los embriones con ABA modificé la longitud de la radicula a
medida que aumentd la concentracion de la hormona (Figura 15A). No obstante lo
anterior, se obtuvo un valor promedio de germinacién del 70% a todas las

concentraciones de hormona probadas, valor sin diferencia significativa del
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promedio de germinacion que alcanzaron los embriones en el control, 85.76%
(Figura 15B).

La escasa reduccion en el porcentaje de germinacion, puede explicarse debido a
que el embrion esta desprovisto de la cubierta del endospermo y de la capa
delgada del pericarpio, lo que probablemente permitié la entrada de agua y el
tejido se hinchd, hecho que podria interpretarse como un exitoso proceso
germinativo, pero el retardo en la elongacién de la radicula, sobre todo a las
concentraciones de 30 y 50 uM de ABA, sugiere que ABA si se encuentra

entorpeciendo al menos los eventos postgerminativos.

A)

B)

Figura 15.- Efecto de la incubacion de los embriones en ABA. A) Embriones
incubados por 24 horas en diferentes concentraciones de ABA. El control fue germinado
en ausencia de la hormona. B) Porcentajes de germinacion de embriones incubados en
presencia de ABA. Se realiz6 analisis de varianza (ANOVA) con un nivel se significancia
de p<0,05. No se encontré diferencia significativa en los porcentajes de germinacion entre
los diferentes tratamientos.

Se ha demostrado que ABA inhibe la ruptura del endospermo y la elongacion de la

radicula (Weitbrecht et al., 2011). Se ha planteado que ABA inhibe la elongacién
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de la radicula al inhibir la acumulacion de varias enzimas que degradan la pared
celular como la oxalato oxidasa, la endo-B-mananasa, las pectin-metilesterasas, la
B-galactosidasa y la manohidroxilasa, todas ellas enzimas que permiten el
ablandamiento y remodelacion de la pared celular en algunas semillas. En
condiciones o6ptimas la acumulacién de éstas sucede en la radicula y tejidos
cercanos y ocurre previo a la emergencia de la radicula (Kermode, 2005). Otro
mecanismo propuesto en la inhibicidn del crecimiento radicular por ABA, es la
afectacion en la disponibilidad de carbono para proveer de energia a la célula, ya
que ABA también inhibe la sintesis de la a-amilasa tanto de tejidos embrionarios

como extraembrionarios (Finkelstein y Gibson, 2002).

Por lo anterior, pese a que no hubo cambios en el porcentaje final de germinacion,
si es probable que ABA afectara no solo los eventos post-germinativos sino
también los previos y que son importantes para el aporte de carbono usado como
bloques estructurales o bien para la produccion de energia en la célula, que son

necesarios para mantener el crecimiento radicular y el metabolismo celular.

VIil.1.2 Metil-jasmonato.

Se observo que la incubacion de los embriones con MeJA reduce ligeramente su
germinacion 5y 10% a 50 yM y 70 uM (Figura 16A, 16B). A 300 uM MeJA ocurrid
la mayor reduccion en el porcentaje de germinacion alcanzando sélo el 33.9%
(Figura 16B).

El efecto de reduccion en la germinacion debida a MeJA ya ha sido documentada
para maiz (Norastehnia et al., 2005), Arabidopsis (Staswick et al., 1992), amaranto
(Kepczynski y Bialecka, 1994) y cacahuate (Kumari y Sudhakar, 2003) entre otros.
Una de las explicaciones que se propone en maiz es que el MeJA interfiere con la
produccion de etileno (Norashtenia et al., 2005). A pesar de que se ha cuestionado

si el etileno es un promotor de la germinacion o un producto de esta, se conoce
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que el etileno y su precursor ACC (acido 1 carboxilico 1-aminociclopropano)
afectan la elongacién radicular (Alarcon et al., 2009). Por otra parte, MeJA inhibe
la actividad de la a-amilasa similar al efecto de la adicion de ABA, y con la
inhibicién de la enzima existe la posibilidad de reduccién del carbono disponible
para la produccioén de ATP (Alarcén et al., 2009).

A)

B)

Figura 16.- Efecto del MeJA en la germinacion de embriones de maiz. A) Embriones
germinados por 24 horas en diferentes concentraciones de metiljasmonato. El control fue
germinado en ausencia de la hormona. B) Porcentajes de germinacion de embriones
incubados en presencia de metiljasmonato. Se realiz6é analisis de varianza (ANOVA) con
un nivel se significancia de p<0,05. Los valores porcentuales de germinaciéon son
estadisticamente distintos entre los diferentes tratamientos.

Era importante contar con el efecto de MeJA tanto sobre la germinacién como en
la transcripcién de los genes en estudio, ya que para obtener los embriones se
realiza una extraccibn con navaja, esto ocasiona un dafio en el tejido y
probablemente ocurre la sintesis de MeJA, si bien en el grupo de trabajo, se ha
observado que la germinacion de los embriones es similar a la de la semilla
completa. Asi que si se produce MeJA durante la extraccion de embriones de la
semilla es probable que no alcance valores mayores de 70 yM ya que no

observamos una reduccion en la germinacion.
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VIII.1.3 Acido salicilico.

VIIl.1.3.1 Efecto de diferentes concentraciones de SA sobre la germinacién

de embriones.

Como se puede apreciar en la Figura 17A, el SA llevo a la reduccion de la
germinacion de los embriones de maiz. Desde 0.5 mM se observo la disminucion
en la germinacion (20% reduccion) e inhibiendo al 100% la germinacién del
embrion a 5 mM de SA (Figura 17B).

A)

B)

Figura 17.- Efecto del acido salicilico en la germinacion de embriones de maiz. A)
Embriones incubados por 24 horas en diferentes concentraciones de acido salicilico. El
control fue germinado en ausencia de 4cido salicilico. B) Porcentajes de germinacion de
los embriones incubados por 24 h. Se realizé analisis de varianza (ANOVA) con un nivel
se significancia de p<0,05. Los valores porcentuales de germinacién son estadisticamente
distintos entre los diferentes tratamientos.
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VIII.1.3.2 Efecto de 1.5 mM de SA en la germinacion de embriones de maiz.

En vista de que el objetivo del trabajo era analizar si SA afectaba la transcripcion
de los transportadores de carbohidratos durante el proceso de germinacion,
entonces incubamos a los embriones a una concentracion de hormona en la que
se observan los efectos inhibitorios en la germinacion pero que esta no se reducia
a 0. Asi elegimos la concentracion de 1.5 mM de SA (Figura 17). La incubacion de
los embriones de maiz con 1.5 mM de SA retras¢6 la salida de la radicula (Figura
18A, 18B). Los embriones incubados por 36 h con SA alcanzaron un valor de
porcentaje de germinacion similar al obtenido por los embriones control a las 12 h
(Figura 18C).

A)

B)

C)

Figura 18.- Curva temporal de germinacion de embriones a 1.5 mM de SA. A) Curva
temporal de germinacion con acido salicilico 1.5 mM. B) Curva temporal control. C)
Porcentajes de germinacion por cada tiempo de germinacién con 1.5 mM de acido
salicilico y control. Se realizé andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel se significancia
de p<0,05. Los valores porcentuales de germinacién son estadisticamente distintos entre
los diferentes tratamientos.
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Se ha documentado que el SA tiene efectos de inhibicién de la germinacion de
diferentes semillas, en A. thaliana a concentraciones de SA >1 mM (Rajjou et al.,
2006), en avena, a dosis >0.250 mM SA (Xie et al., 2007), mientras que en
embriones en desarrollo de maiz llega a inhibir a dosis que van de 3 a 5§ mM
(Guan y Scandalios, 1995). En maiz se ha observado una activacién en la
transcripcion de las catalasas que lleva a una mejora en la germinacién, pero al
tener concentraciones muy altas de SA la reduccion en la transcripcion de las
catalasas se relaciona con la disminucion en la germinacion. Por lo cual el efecto
de reduccion de la germinacion se presume se debe al aumento en el estrés
oxidativo inducido por SA al inhibir los transcritos de enzimas degradadoras de
peroxidos (Guan y Scandalios, 1995). Por lo anterior, nuestros resultados
concuerdan con lo que la literatura muestra sobre el efecto del SA en la

germinacion.

VIIl.2 Niveles de expresion de los transportadores de carbohidratos ZmHT y
ZmSUT1 en embriones germinados en ABA, MeJA y SA.

Esta ampliamente documentado que la transcripcion de los transportadores de
carbohidratos se modifica por carbohidratos, aunque su efecto es contradictorio ya
que se ha planteado que podria ser especifico al tipo y concentracion de azucar o
bien que su regulacion es el resultado de la disponibilidad del azucar (Gibson
2000; Ransom-Hodgkins et al., 2003; Vaughn et al., 2002; Lecourieux et al., 2010).
Asimismo se tienen evidencias de que los transportadores de carbohidratos
responden al menos a la hormona, ABA. Efecto de ABA que se ha propuesto en
algunos casos especifico o bien coincidente con el aumento de ABA en el tejido
(Hoth et al., 2002 y 2010; Hayes et al., 2010; Lecourieux et al., 2010). En cuanto al
SA se tiene evidencia de que afecta la actividad de la ATPasa de H* de la
membrana plasmatica, si bien los autores sugieren que el efecto podria deberse a

una modificacion en la membrana debido a los cambios en los niveles de especies
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reactivas que se producen y al aumento en la peroxidacion de la membrana

(Ladyzhenskaya y Korablyova, 2011).

Si bien se conoce que durante la infeccién por patégenos fungicos se induce una
modificacion en el metabolismo y en el transporte de carbohidratos, el cual esta
comprometido en contender con el patégeno y reducir el crecimiento de éste, no
se ha determinado si los cambios hormonales debidos al estrés bidtico llevan a
una expresioén diferencial de los transportadores de carbohidratos. Y sabiendo que
ABA se mantiene inusualmente alto durante la germinacién de embriones de maiz
en presencia de Fusarium (Arciniega-Ruiz, 2012) y que también SA aumenta
después de las 24 h de germinacion (De la Torre-Hernandez et al., 2010), era
factible que al menos estas hormonas estuvieran regulando la expresion de los

transportadores de carbohidratos.

Para determinar si las hormonas ABA, SA y MeJA estan involucradas en las
variaciones encontradas en los transcritos de los transportadores de carbohidratos
durante la interaccion Fusarium-maiz se colocaron a germinar embriones en ABA,
MeJA o SA y se analizaron los perfiles de los transcritos para el transportador de
sacarosa ZmSUT1 y el transportador de hexosas, ZmHT. Adicionalmente se
evaluo el efecto de las hormonas en la transcripcion de los genes relacionados
con la defensa de la planta PRM y PDF; asi como de los genes PAL y AOS, los

cuales estan relacionados con la biosintesis de SA y MeJA respectivamente.

VIIl.2.1 Efecto del ABA sobre la expresion de ZmSUT1, ZmHT, PRM y PDF.

Los niveles de transcritos para los transportadores de sacarosa y el putativo de
hexosas en los embriones embebidos en ABA fueron similares a los embriones
embebidos en Agar (Figura 19B y 19C). Al obtener las densitometrias para cada

uno de los transportadores de carbohidratos se comprobd este efecto, pues a
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pesar de que se observan ligeros cambios en el porcentaje de expresion, estos

son muy pequefos como para considerarlos diferentes (Figura 19F).

F)

Figura 19.- Perfil de expresién del transcrito del transportador putativo de hexosas
ZmHT, del transportador de sacarosa ZmSUT1 y de los genes que codifican para
PRM y PDF. A) Control de cargado de RNA. B) Perfil de expresion de ZmSUT1, C)
ZmHT, D) PRM y E) PDF. F) Niveles expresién de los transcritos ZmSUT1 y ZmHT, datos
obtenidos de la densitometria de geles como el mostrado en B) y C), la expresion relativa
se obtuvo tomando como 100% la densidad de la banda de transcrito para cada
transportador de los embriones control (en ausencia de hormonas).

Estos resultados muestran que la expresion de ZmHT y ZmSUT no son afectados
por los niveles de ABA, contrario a lo encontrado en el transportador de sacarosa
AtSUC1 en Arabidopsis. Donde Hoth y colaboradores (2002) encontraron que su

transcripcion es inhibida por ABA e inducida por sacarosa. Recientemente en el
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laboratorio del Dr. Norbert Sauer se demostré que el transportador AtSUC1
contiene un elemento de regulacion denominado ABRE (“ABA Responsive
Element”) y mediante experimentos de doble hibrido su grupo sugiere que las
proteinas ABI5 y AREBS interaccionan con este elemento, regulando la expresion
de AtSUC1 (Hoth et al, 2010), elemento ABRE que probablemente no se

encuentra en el gen para el transportador de sacarosa de maiz.

En uva se ha demostrado que el transportador VVHT5 aumenta su transcripcion
durante la interaccion de la planta con un patdégeno, y coincide con el incremento
en el contenido de ABA, sin embargo no se descarta que la modificacién en la
expresion del transportador de hexosas de uva podria deberse a causas diferentes
a la presencia de ABA, como un ajuste metabdlico debido a los cambios en los

contenidos de carbohidratos durante el ataque del patogeno (Hayes et al., 2010).

La permanencia de niveles altos de ABA durante la infeccién de Fusarium
(Arciniega-Ruiz, 2012) no explican los cambios en el nivel de transcritos para los

transportadores de carbohidratos.

En relacion a los niveles de PDF y PRM estos no cambiaron cuando los embriones
se incubaron con ABA (Figura 19), siendo PRM el transcrito con el menor nivel de
expresion en comparacion con ZmSUT, ZmHT y PDF. Tanto PRM como PDF son
marcadores de que se ha encendido la respuesta de defensa contra patdégenos
biotréfos y necrotrofos respectivamente, aunque también PDF se enciende ante un
dafio mecanico (Thomma et al., 2001; Koornneef et al., 2008; Halim et al., 2006),
por lo que la presencia del transcrito para PDF si se esperaba en vista de que los
embriones fueron obtenido del corte con navaja. Por otra parte, los resultados
indican que ABA no esta asociado a la expresion de proteinas de defensa, al

menos PRM en los embriones de maiz.
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VIil.2.2 Efecto del MeJA sobre la expresion de ZmSUT1, ZmHT, PDF y AOS.

Los niveles de transcritos para los transportadores de carbohidratos en embriones
embebidos a diferentes concentraciones de MeJA mostraron una reduccion de 3 'y
2.5 veces para el transportador de sacarosa y el de hexosas, respectivamente, en
comparacion con el tejido en el que estuvo ausente la hormona. La reduccioén se
observo desde 50 uM de MeJA y se mantuvo constante hasta los 300 uM (Figura
20B y 20C).

Figura 20.- Perfil de expresién del transcrito del transportador putativo de hexosas
ZmHT, del transportador de sacarosa ZmSUT1 y de los genes que codifican para
PDF y AOS en embriones incubados por 24 h con MeJA. A) Control de cargado de
RNA. B) Perfil de expresion de ZmSUT1. C) Perfil de expresion de ZmHT. D) Perfil de
expresion de PDF. E) Perfil de expresién de AOS.

Por otra parte, al comparar el efecto de MeJA en los transcritos de los
transportadores con los del porcentaje de germinacion (Figura 16), encontramos
que el efecto de reduccion fue mayor para los transcritos, es posible que a pesar
de que los transcritos fueran menos cuando el tejido se incubo en MeJA los
niveles de proteina aun no cambiaran lo suficiente como para producir una
disminucién importante en la cantidad de proteina transportadora en la membrana

plasmatica y por tanto influyera negativamente en la germinacion. Para corroborar
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lo anterior se hace necesario detectar con anticuerpos especificos a las proteinas

transportadoras de sacarosa y hexosas en los embriones tratados con MeJA.

MeJA se sintetiza en respuesta al ataque por un patdégeno necrotrofo o bien por
herbivoros, una senal de dano fisico a la célula. Este tipo de dano se sabe que al
final ocasiona un aumento en la defensa de la planta, sin embargo dentro de esta
respuesta no observamos que se encuentre involucrado el transportador de
hexosas ni el de sacarosa, aunque si la expresion de la PDF y de AOS (Figura
20D y E).

PDF como se ha mencionado, es una proteina que se induce durante el ataque
por patégenos o por una invasion microbiana, sin embargo también puede
expresarse de manera normal en diferentes estadios de la planta. Existen
diferentes PDF en plantas y algunas de ellas son inhibidores enzimaticos de
enzimas como la o-amilasa, las proteinasas, 1,3-f glucanasas y quitinasas.
Aunque su mayor caracteristica es la de ser agentes antimicrobianos y
antifungicos (Lay y Anderson, 2005). Por lo que no es sorprendente haber

encontrado que se expresa al incubar a los embriones en MeJA.

VIIl.2.3 Efecto del SA sobre la expresion de ZmSUT1, ZmHT, PRM y PAL.

En cuanto al efecto de SA en el perfil de transcritos para ZmSUT1 y ZmHT se
encontré que produce una disminucién gradual de ZmSUT1 a medida que se
incrementa la concentracion de SA, mostrando una mayor reduccion en su
expresion a partir de la concentracion de 1.5 mM (Figura 21B, 21C y 21F). ZmHT
fue menos sensible a la adicion de SA, ya que el nivel de transcrito es menor pero
aun es detectable a la concentracion de 5 mM SA. Por otra parte, un efecto similar
de reduccion se observé en los transcritos para PRM y PAL pero a 3y 5 mM
(Figura 21D y 21E), a estas concentraciones practicamente ya no hay

transcripcion.
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En relacién a la reduccidn de transcritos a concentraciones mayores a 1.5 mM de
acido salicilico, es posible que se haya incrementado su degradacién ya que De la
Torre-Hernandez y colaboradores (2010) encontraron que aumenta la actividad de
las nucleasas, ZmNUC39 y ZmNUC30 en los embriones de maiz germinados por
36 h con 5 mM de SA. Por otro lado, Guan y Scandalios (1995) reportaron una
disminucién en el nivel de transcritos de las catalasas (Cat1, Cat2 y Cat3) de maiz
a concentraciones superiores a 2 mM de SA. Por lo tanto, este ensayo podria
estar sugiriendo un aumento en la degradacién de los mensajeros debida al SA
siempre y cuando las concentraciones sean mayores a 1.5 mM aunque no se

descarta un efecto global de inhibicidén en la transcripcion genética.

F)

Figura 21.- Perfil de expresion del transcrito del transportador putativo de hexosas
ZmHT, del transportador de sacarosa ZmSUT1 y de los genes que codifican para
PRM y PAL. A) Control de cargado de RNA. B) Perfil de expresion de ZmSUT1. C) Perfil
de expresion de ZmHT. D) Perfil de expresion de PRM. E) Perfil de expresion de PAL. F)
Grafica que representa la densitometria de las bandas B) y C), la expresién relativa se
obtuvo tomando como 100% la densidad de la banda a concentracion 0 mM para cada
transportador.
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VIIl.2.3.1 Curva temporal de expresion de los transcritos para ZmSUT1,
ZmHT, PRM y PAL de los embriones incubados con 1.5 mM SA.

Con la finalidad de observar el efecto del SA a concentraciones en las que no
encontraran muy activas las nucleasas y evaluar su efecto durante la germinacion,
se germinaron embriones durante 36 h en ausencia o presencia de 1.5 mM de
acido salicilico y se compararon los niveles de transcritos para los genes ya
descritos anteriormente.

Se redujo la cantidad de transcrito para ZmSUT1 en los embriones incubados con
SA a todos los tiempos de germinacion analizados, siendo las 8 h de germinacion
donde ocurre la mayor reduccion (3 veces menor). Por su parte, ZmHT también se
redujo aunque no presento un patron similar al de ZmSUT1, es decir el transcrito
para ZmHT se mantuvo en un nivel similar al de los transcritos encontrados al
tiempo 0, como si no hubiera habido transcripcion del gen conforme avanzaba la

germinacion (Figura 22).

Si comparamos el patrén de germinaciéon de los embriones en ausencia y
presencia de 1.5 mM de SA y la curva de transcritos de ZmSUT1 encontramos
que presentan una tendencia de reduccién similar, sin embargo no es posible
establecer si la reduccion en germinacién se debe a que hay menos cantidad de
transportador de sacarosa en el tejido. Nuevamente se hace necesario determinar
el perfil de la proteina durante la germinacién de embriones y determinar si SA

afecta el nivel de sus transportadores de carbohidratos en la membrana.

Otra proteina transportadora localizada en la membrana plasmatica también es
afectada por SA y correlaciona con el efecto de SA en la germinacion. Los autores
proponen que la actividad de la ATPasa de protones se ve afectada ya que el
salicilico aumenta la produccion de ROS y esto lleva a un aumento en la
peroxidacion de los componentes membranales llevando entonces a modificar la
actividad de la ATPasa (Ladyzhenskaya y Korablyoba, 2011). Por lo que la

disminucién de la germinacion también podria deberse a este efecto de cambiar la
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estructuracion y composicion de la membrana, efecto de des-estructuracion que
en el laboratorio se ha medido como un aumento en la conductancia membranal
cuando el patégeno Fusarium verticillioides se encuentra infectando a los
embriones, sin embargo el aumento en la salida de solutos de la célula ocurre

posterior a las 24 h de germinacion (Calzada-Alejo, 2011).

En cuanto a los genes de defensa se encontré que los transcritos para PRM se
expresan poco en ausencia de SA y con SA tienen mayor expresion a partir de las
24 h de ser incubados con 1.5 mM de SA, efecto esperado ya que PRM es un gen
que se activa para la defensa de la planta. Contrario a la expresion de PAL que
estd mas expresado en los embriones control que con la adicidn exdgena de SA,
excepto a las 24 y 36 h en donde su expresion es alta en los embriones

embebidos con SA.

Se conoce que la adicion de SA activa los mecanismos de defensa incluyendo la
induccién del reforzamiento de la pared celular y la activacién de enzimas de
defensa y ha sido documentado que tratamientos de adicion exdgena de SA
inducen la acumulacion de HcPAL (Hibiscus cannabinus) en hojas, de LrPAL
(Lycoris radiat) y SmPAL en cultivos de Saussurea medussa (Jeong et al., 2012).
Sin embargo, ademas de actuar en la defensa también se conoce que PAL es una
enzima que es activa durante diferentes estadios del desarrollo y la reproduccion.
En tabaco se encontré que los 4 transcritos para la PAL se encuentran presentes
en todos los tejidos a niveles muy similares a excepcidon de las hojas maduras y en
el centro del tallo (médula) donde es menor (Reichert et al.,, 2009). Aunado a lo
anterior se sabe que al inicio de la germinacion ocurre el aumento de las especies
reactivas de oxigeno ya que al entrar el agua comienza la respiracion mitocondrial
y por tanto la oxidacion enzimatica y la respuesta de defensa ante el estrés
oxidante (Bewley y Black, 1994; Bove et al., 2001; Bazin et al., 2011). Lo anterior
podria explicar la presencia de PAL en los embriones de maiz sin SA. Y la
disminucidon de PAL cuando se afiade SA podria deberse a un estallido oxidativo

adicional, que se sabe SA promueve y que podria afectar la transcripcion de PAL,
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ya que se ha observado en semillas de girasol que el aumento en ROS oxida de
manera especifica a ciertos RNAs, aumentando su degradacion y llevando a la

pérdida de la proteina y la funcion (Bazin et al., 2011).

Control 1.5 mM AS

F)
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G)

Figura 22.- Comparacioén entre el perfil de expresiéon temporal sin AS y el perfil de
expresion temporal con 1.5 mM de AS, para los transcritos del transportador
putativo de hexosas ZmHT, del transportador de sacarosa ZmSUT1 y de los genes
que codifican para PRM y PAL. A) Control de cargado de RNA. B) Perfil de expresién
de ZmSUT1. C) Perfil de expresion de ZmHT. D) Perfil de expresion de PRM. E) Perfil de
expresion de PAL. F) Grafica que representa la densitometria de las bandas B que
codifican para ZmSUT1, la expresion relativa se obtuvo tomando como 100% la densidad
de la banda en el tiempo Oh de cada tratamiento. G) Grafica que representa la
densitometria de las bandas C que codifican para ZmHT, la expresion relativa se obtuvo
tomando como 100% la densidad de la banda en el tiempo 0 h de cada tratamiento.

VIl.3 Efecto de ABA, MeJA y SA sobre la transcripcion de los

transportadores de sacarosa y hexosas.

En este trabajo se investigo si la presencia de ABA, SA y MeJA, lograba mimetizar
el efecto sobre la transcripcion de los transportadores de carbohidratos
ocasionado por Fusarium verticillioides durante la germinacion de los embriones

de maiz.

Durante la primera fase de infeccion del hongo sobre los embriones (previé a las
24 h) se detectd un aumento en los transcritos para ambos transportadores
(Guzman-Chavez, 2010) y un nivel alto de ABA (Arciniega-Ruiz, 2012). Sin
embargo la adicién de ABA a los embriones y su incubacién por 24 h no cambio la

transcripcion de ambos genes, aunque si redujo su germinacion.
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Aunque se tienen efectos contradictorios de ABA en relacion a su papel en la
patogénesis, hay estudios que indican que ABA aumenta la resistencia a la
enfermedad, por lo que el aumento en el tejido podria indicar que el embrion esta
intentando defenderse, no obstante esto, no observamos un aumento en las PRM,
aunque el aumento de ABA por la célula vegetal podria ser otra estrategia para
defenderse. Ya que se ha propuesto que el efecto diferencial de ABA en las
interacciones planta-patégeno sugiere que los niveles de ABA podrian ser la clave
para modular de manera mas fina las defensas de la planta (Adie et al., 2007). Las
dos estrategias propuestas del papel de ABA durante la interaccion de la planta
con un patégeno son: 1) ABA tiene una influencia positiva en la sintesis de
jasmonico y 2) participa activando la sintesis de callosa para reforzar la pared
celular de la célula vegetal y evitar la entrada de mas patdgeno. Esto ultimo podria

explicar porqué el embrién embebido con ABA no sigue elongando la radicula.

Por otra parte, la adicion de MeJA reduce la transcripcion de los transportadores
en los embriones al igual que la hormona antagonica, el SA. Sin embargo, es
posible que la reduccion en los transcritos sea un efecto distinto dependiendo de
la hormona. SA a concentraciones altas reduce todos los transcritos,
probablemente debido a la induccion de las nucleasas (De la Torre-Hernandez et
al., 2010) o bien al aumento en los RNA oxidados (Bazin et al., 2011) o bien al
aumento del estrés oxidativo que modifica la integridad membranal (Calzada-Alejo,
2011). A concentraciones bajas de SA y tiempos cortos de exposicion a esta
molécula es posible que también conduzca a algunos de estos efectos y por tanto
la reduccion en la transcripcion de los transportadores de carbohidratos es una
consecuencia secundaria y no especifica del SA. Mientras que el MeJA
generalmente aumenta ante un dafo o bien ante patdgenos de tipo necrétrofo, los
cuales provocan la muerte del tejido para nutrirse de éste, por lo que la
disminucion en la transcripcion probablemente se debe a una respuesta por una
alteracion en la poza de carbono disponible para el catabolismo, ya que se estaria

usando este carbono para la sintesis y reforzamiento de la pared celular o bien
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para la sintesis de mas lipidos de membrana. Ya que la biosintesis de jasmonato

depende de los lipidos membranales (Jordan y Casaretto, 2006).

Por lo anterior ninguna de las hormonas probadas (ABA, MejA y SA) es
responsable del incremento en los transcritos para ambos transportadores de
carbohidratos en la infeccion temprana del embrién por Fusarium. Probablemente
SA y/o MeJA estén involucrados en la reduccion de los transcritos a tiempos
tardios de la infeccion de Fusarium, respuesta general y no especifica para los
transcritos de los transportadores de carbohidratos.

VIIl.4 Efecto de ABA, MeJa y SA sobre la transcripcion de genes de defensa.

Como se ha descrito anteriormente, cuando las plantas son atacadas por
patdgenos necrotrofos e insectos herbivoros, asi como cuando experimentan
estrés mecanico, la via de sefalizacion por JA y ET se enciende y combate el
ataque mediante la acumulacidon de metabolitos antimicrobianos, como la
defensina de planta o PDF. El paso limitante durante la produccién de JA es
catalizado por la enzima AOS, la cual participa en la conversion metabdlica de
acidos grasos de la membrana celular a JA. Esta enzima esta sujeta a activacion
por retroalimentacion por productos de la via, tales como JA y OPDA (Laudert y
Weiler, 1998). Esto apoya lo observado, ya que la adicion de MeJA favorecio la
transcripcion de AOS y PDF, sin embargo este efecto también se puede atribuir al

dafo que se hizo al extraer los embriones de la semilla de maiz.

Por su parte, la via de sefializacion para acido salicilico es encendida en presencia
de patdgenos biotrofos. En esta via se ha observado la induccién de la expresion
de genes de defensa en donde las PR’s son las principales proteinas producidas,
las que se conoce tienen efecto antimicrobiano. Asimismo, se induce la produccién
de ROS y en consecuencia un cambio redox que conduciria a una respuesta

hipersensible, asi como a una respuesta sistémica inducida. En la biosintesis de
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SA, la enzima principal de la via es la PAL, la cual cataliza la primera reaccion de
la ruta al convertir la fenilalanina en acido transcinamico. En este trabajo
observamos que al incubar embriones en presencia de SA 1.5 mM, hubo un
aumento en la produccidén de PRM a las 24 h, el efecto esperado. Sin embargo, al
aumentar la concentracién de SA se redujeron los transcritos tanto para PRM vy
PAL como ZmSUT y ZmHT. Este ultimo efecto lo atribuimos a un aumento en la

produccion de nucleasas y que estaria llevando a la muerte del tejido.

El papel de ABA en la defensa no es claro, ya que se han descrito efectos
positivos y negativos ante patdégenos bidtrofos y necrétrofos, por lo cual podria
estar participando con un efecto sinérgico o antagonista para ambas vias de
sefializacion (Bari y Jones, 2009). Durante el analisis de la expresion para los
trascritos de defensa para cada via, se observé que PRM y PDF no se modificaron
a las concentraciones probadas, sin embargo PRM fue el transcrito con el menor
nivel de expresion. Bajo estas circunstancias, no es posible destacar el papel de

ABA en algun estrés de tipo bidtico especifico.

VIIL.5 Modelo propuesto.

A continuacion se propone un modelo de los efectos observados a lo largo de este
trabajo y de otros trabajos relacionados con la infeccidon por Fusarium embriones

de maiz (Figura 23).

Ante el ataque de Fusarium aumenta el contenido de esfinganina (De la Torre-
Hernandez et al., 2010), lo cual conduce a una induccion de la transcripcion del
gen para la enzima PAL, y en consecuencia se lleva a la sintesis de SA (este
trabajo). De esta manera se promueve la transcripcién de proteinas relacionadas
con la patogénesis (como PRM), las cuales tendran efecto antimicrobiano y
pueden conducir a respuesta hipersensible y respuesta sistémica adquirida (linea

morada).
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Por su parte, el ataque de un microorganismo necrotrofo, un insecto o incluso una
herida en la planta, llevaria al encendido de la via de los jasmonatos, mediante la
activacién de la enzima AOS. Una vez sintetizados los jasmonatos, estos son
capaces de inducir la transcripcion de la defensina PDF para intentar detener el

ataque (linea verde).

En el presente trabajo se observo que un aumento en la concentracion de SA y
MeJA reducen el nivel de transcritos de los transportadores de carbohidratos
ZmHT y ZmSUT1 en embriones de maiz (linea roja), lo cual contribuiria con la

reduccion en la germinacion también observada con ambas hormonas.

Figura 23.- Modelo del efecto de SA y MeJA sobre los transportadores ZmHT y ZmSUT1.
En morado se indica la via de defensa ante el ataque por patégenos necroétrofos. El ataque por
patégenos necrétrofos y heridas se indica en verde. Un aumento en la concentracion de SA y
MeJA inhibe los transcritos de ZmHT y ZmSUT1 (en rojo).
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IX. CONCLUSIONES

La germinacion se inhibe en presencia de MeJA (30%, >150 yM), SA (1,5 mM
20%, > 3 mM 100%) y ABA (15%, 5 a 50 uM).

La expresion de los transcritos ZmHT y ZmSUT1 no cambian en presencia de
ABA.

Se reduce la transcripcion de ambos transcritos ZmHT y ZmSUT1 con MeJA
(2.5y 3 veces, 50 a 300 uM).

SA reduce la transcripcion de ambos transcritos para los transportadores de
carbohidratos, aunque la transcripcion de ZmHT se reduce mas desde las 8 h

de germinacién.

SA y MeJA podrian ser los responsables de la reduccién en los niveles de
transcritos posterior a las 24 h de germinacién de los embriones de maiz con
Fusarium. Sin embargo, no se encontr6 que con alguna de las hormonas
aumentara el nivel de transcritos para los transportadores de carbohidratos, por
lo que aun queda por encontrar que ocasiona el aumento en el nivel de ambos

transcritos al inicio de la infeccidon de los embriones con Fusarium.
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PERSPECTIVAS

1.

X. PERSPECTIVAS

Determinar si la expresién reducida de los transportadores de carbohidratos
inducida por MeJA o SA se debe a un cambio en la poza de sus sustratos.
Para ello se tendrian que medir los contenidos de sacarosa, glucosa y

fructosa en los embriones germinados con MeJA y SA.

. Evaluar si el nivel de transcritos impacta en un cambio en el nivel de

transportadores de carbohidratos o en su actividad. Para lograrlo se
realizarian inmunoréplicas tipo Western usando anticuerpos especificos
para ambos transportadores y midiendo la actividad de transporte de
sacarosa o glucosa mediante un método radiactivo y usando ya sea el

tejido completo o bien vesiculas de membrana plasmatica.

Evaluar si el aumento en la transcripcion de ZmHT y ZMSUT en la infeccion
por Fusarium se debe a un efecto por el contenido de carbohidratos, o a
una molécula que el hongo haya secretado. Se medirian los contenidos de
carbohidratos como en el punto 1, pero con los embriones embebidos con
Fusarium. Determinar el nivel de transcritos de los embriones embebidos en

apoplastos de un cultivo de hongo o en el lisado del hongo.
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