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I. RESUMEN. 

Fusarium verticillioides es un hongo capaz de infectar varios órganos de la planta de 
maíz provocando pudrición, por lo que se le considera como el patógeno más importante de 
este cultivo en términos de su ubicuidad y por las pérdidas económicas que causa. Un factor 
de virulencia de este hongo es la fumonisina B1 (FB1), que es una “micotoxina análoga a 
esfinganina” (SAM) e inhibe la actividad enzimática de la esfinganina N-acil transferasa, 
provocando la acumulación de bases esfingoideas de cadena larga (BCLs), así como la 
disminución en los niveles intracelulares de ceramida y esfingolípidos complejos. Los 
esfingolipidos son componentes esenciales de las membranas que tienen importantes 
funciones estructurales y de señalización en procesos como la muerte celular programada 
(PCD) y la respuesta de defensa en plantas. Durante el proceso de muerte celular se activan 
múltiples hidrolasas como proteasas y nucleasas que sirven en la regulación y ejecución de 
este proceso. La degradación del DNA genómico es un evento central durante la muerte 
celular y ocurre por acción de distintas nucleasas. 

Debido a que el maíz es el hospedero natural de F. verticillioides y en sus tejidos se 
acumula FB1, nuestra hipótesis fue que, en semillas de maíz, el incremento en los niveles 
intracelulares de BCLs ocasionado por el tratamiento con FB1, provocaría muerte celular e 
incremento en la actividad de nucleasa. Debido a que las BCL participan en la señalización 
durante la respuesta de defensa afectando la vía de señalización del ácido salicílico (SA), 
estudiamos si esta fitohormona participaba en la activación de las nucleasas. 

En extractos proteicos de maíz se detectaron dos actividades de nucleasa, ZmNUC30 
y ZmNUC39, que correlacionaron con una mayor pérdida de electrolitos así como degradación 
del DNA genómico, ambas, consideradas como marcadores de muerte celular. La actividad de 
ZmNUC30 se indujo por el tratamiento con FB1, BCLs y SA, además de presentar mayor 
actividad en presencia de Zn2+ y tener la capacidad de degradar tanto DNA como RNA. La 
mayor actividad de ZmNUC30 se observó a las 48 h, tiempo al que también ocurrió una mayor 
pérdida de electrolitos y degradación del DNA genómico. A partir de RNA total de maíz en 
germinación se aisló un cDNA que codificaría a una nucleasa de aproximadamente 30 kDa 
con características de la familia S1/P1. No se logró establecer ni por Northern blot ni por RT-
PCR un patrón claro de activación transcripcional inducido por FB1, BCL o SA, por lo que 
también se estudiaron los niveles de proteína. Para esto se generó un anticuerpo que 
reaccionó con una proteína de aproximadamente 30 kDa en extractos proteicos de maíz en 
ensayos de Western, así se pudo determinar que los tratamientos con FB1, BCLs y SA 
provocaron un incremento, en promedio, de 135% en los niveles de esta proteína 
inmunoreactiva a las 48 h. Para establecer la identidad de la proteína inmunoreactiva, se 
hicieron experimentos de inmunoprecipitación analizados en geles de actividad en los que se 
detectaron dos bandas con actividad de DNAsa, cuyos pesos moleculares correlacionan con 
las actividades previamente descritas de 30 y 39 kDa. Estos resultados establecen que la FB1 
provoca acumulación de BCLs, lo que activa alguna vía que conduce a muerte celular y en la 
que participa el SA, concluyendo con la activación de diversas hidrolasas, entre ellas la 
ZmNUC30 que participa en la última fase de degradación del DNA. A su vez, el SA podría 
contribuir en la regulación de la actividad de la nucleasa al modular el ambiente redox celular. 
De esta manera, la producción de FB1 favorece la muerte de los tejidos facilitando la 
colonización por un hongo necrótrofo. 
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II. ABSTRACT. 

Fusarium verticillioides is a fungal pathogen of maize capable of infecting various 
organs of the whole plant causing seed decay, damping-off and seedling blight, thus it is 
considered the most important pathogen of maize, in terms of its ubiquity and economic losses. 
Fumonisin B1 (FB1), a Sphinganine-Analog Mycotoxin (SAM), is a virulence factor produced by 
this fungus. This toxin inhibits sphinganine N-acyl-transferase activity thus it disrupts complex 
sphingolipid biosynthesis and causes free sphingoid long-chain bases (LCBs) build-up. 
Sphingolipids are essential components of cellular membranes and have important structural 
and signaling roles, specially during programmed cell death (PCD) and plant defense response 
events. During PCD, multiple hydrolases, such as proteases and nucleases, are activated and 
they participate in the regulation and execution of this process. The degradation of genomic 
DNA is a central event during cell death and occurrs through the action of various nucleases. 

Since maize is the natural host of F. verticillioides and FB1 accumulates in its tissues, 
our hypothesis was that, in maize seeds, the increase of LCBs intracellular levels induced by 
the FB1 treatment, causes cell death and increase in nuclease activity and because LCBs role 
as signal transducers during the plant defense response, we studied its association with the 
salicylic acid (SA) pathway. 

We detected two nuclease activities, ZmNUC30 and ZmNUC39, in protein extracts from 
maize germinating seeds. ZmNUC30 activity was induced by FB1, LCBs and SA treatments 
and maximum activity was observed after 48h, that also coincided with maximal electrolyte 
leakage and genomic DNA degradation observed. ZmNUC30 required Zn2+ for full activity and 
was capable of degrading DNA as well as RNA. A cDNA coding for a 30kDa-nuclease was 
isolated from total RNA purified from germinating maize seeds. Sequence analysis placed this 
hydrolase within the S1/P1 nuclease family. Transcript levels of the ZmNUC30 gene were 
analyzed by Northern blot and RT-PCR but clearly transcriptional activation pattern could not 
be established in samples from FB1, LCBs or SA treatments. Recombinant protein from the 
cDNA was obtained in Escherichia coli and used to generate polyclonal antibodies. In Western 
blot, the antibodies detected a 30 kDa proteins in maize extracts that was induced up to 135%, 
with FB1, LCBs and SA treatments after 48 h. The antibodies immunopreciptated two nuclease 
activities (30 and 39 kDa) that were detected in native gels. These results establish that FB1 
causes accumulation of LCBs and triggers a cell-death pathway, probably mediated by SA that 
activates a nuclease. This way, FB1 production favors tissue death, facilitating colonization of 
the necrotrphic pathogen. 
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III. INTRODUCCIÓN. 

 

1. Estructura y germinación de la semilla de maíz. 

El maíz (Zea mays) es una angiosperma monoica cuyas inflorescencias masculinas y 

femeninas están anatómicamente separadas en el mismo individuo (Fig. 1A). Es un cultivo 

anual, y dependiendo del genotipo y condiciones ambientales, la planta puede alcanzar hasta 

los 2.5 m de altura, con un tallo erguido, rígido y sólido. 

Las hojas tienen una forma alargada y están enrolladas sobre el tallo del cual nacen las 

espigas que posteriormente darán origen a las mazorcas. Cada mazorca consiste en un olote 

que está cubierto por semillas dispuestas en filas. 

Las semillas de maíz constan esencialmente de un embrión, el escutelo (estructura 

formada por el único cotiledón que posee) y una provisión de reservas nutricionales que se 

almacenan en el endospermo, que puede ser vítreo, caracterizado por un alto contenido de 

proteína, o almidonoso, en el que está enriquecido este polisacárido (Fig. 1B y 1C; 

Kiesselbach 1999). El eje embrionario del maíz está constituido por la plúmula que es un 

apéndice a partir del cual se desarrollarán las primeras hojas, el mesocotilo que es la zona de 

unión entre el eje embrionario, el escutelo y la radícula (Derek y Black 1994; Kiesselbach 

1999). 

 

      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 1. A. Dibujo de las diferentes partes de la planta de maíz. Imagen tomada del sitio 
http://www.biolib.de, catalogada con el número 692, realizada por el Dr. O.W. Thomé en 1885. B y C. 
Dibujos esquemáticos de la semilla de maíz en el que señalan algunos de los componentes principales 

A. B. 

C. 

Inflorescencias 
masculinas 

Inflorescencias 
femeninas 
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de la semilla.  B. Corte longitudinal C. Corte transversal.  Imagen realizada por el Mtro. Felipe de la 
Torre a partir de la imagen original de Kiesselbach, 1999. 

 
La radícula está cubierta por la coleorriza y la plúmula por el coleoptilo (Fig. 1B y 1C), 

estas estructuras tienen la función de proteger a la plántula emergente (Derek y Black 1994). 

En la semilla de maíz madura, el endospermo es el principal tejido de almacenamiento de 

nutrientes, la mayoría de las células que lo conforman están muertas y su espacio 

citoplásmico ha sido reemplazado por reservas nutricionales que se sintetizaron durante el 

desarrollo de la semilla; en la parte exterior del endospermo se localiza una región de tejido 

vivo conocida como capa de aleurona (Fig. 1B y 1C), que tiene la función de secretar las 

enzimas hidrolíticas que facilitan la movilización de reservas en la semilla (Derek y Black 

1994). 

La germinación es la transición del embrión quiescente, que se ha desarrollado a partir 

del óvulo fertilizado, hacia un nuevo organismo fotosintéticamente activo, lo cual ocurre como 

resultado de la combinación de múltiples eventos celulares y metabólicos coordinados y que 

incluye la dormancia, que es la capacidad intrínseca que tienen las semillas para bloquear 

temporalmente la elongación de la radícula con el fin de optimizar el momento propicio para 

dar inicio a la germinación (Bewley 1997; Bove et al. 2001). En sentido estricto, la germinación 

comienza con la toma de agua por la semilla seca (imbibición) y culmina con la elongación del 

eje embrionario (Bewley y Black 1994), por lo cual se requiere el debilitamiento del 

endospermo a través de la inducción de enzimas remodeladoras de la pared celular (CWRE; 

Cell Wall Remodeling Enzymes; Kucera et al. 2005) como son: -1,3-glucanasas (Leubner-

Metzger 2003), expansinas (Chen y Bradford 2000), endotransglicosilasas de xiluglucanos 

(Chen et al. 2002) metiltransferesas de pectina (Ren y Kermode 2000) y poligalacturonasas 

(Sitrit et al. 1999), entre otras. De esta manera, la protrusión de la radícula a través de la 

cubierta seminal, es el signo visible de que la germinación ha terminado (Bewley 1997; Bewley 

y Black 1994; Holdsworth et al. 2008). 

Durante la imbibición de la semilla la toma de agua ocurre con un patrón trifásico (Fig. 

2), con una toma inicial rápida (fase 1), seguida de una meseta (fase 2), presentando un 

incremento posterior en la toma de agua sólo en la fase de post-germinación (fase 3), 

conforme el eje embrionario se elonga (Bewley 1997; Bove et al. 2001). 

El influjo de agua en las células de las semillas secas durante la fase 1 conduce a la 

perturbación estructural particularmente de las membranas, lo cual provoca la salida rápida e 

inmediata de solutos celulares y metabolitos de bajo peso molecular (Figura 2), evento 
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sintomático de la transición que sufren los componentes fosfolipídicos de las membranas de 

una fase de gel a un estado hidratado de cristal líquido (Crowe y Crowe, 1992); tras un breve 

periodo de rehidratación las membranas regresan a su configuración más estable, en la cual 

ya no hay salida de solutos. 

Después de la imbibición, la semilla quiescente reanuda rápidamente su actividad 

metabólica ya que las estructuras y enzimas necesarias para que esto ocurra están 

generalmente presentes en la semilla seca, habiendo subsistido durante la desecación que da 

fin a la maduración de la semilla (Bewley 1997). Uno de los primeros cambios observados 

posteriores a la imbibición es la reanudación de la actividad respiratoria (Figura 2), que se da 

con un brusco incremento inicial en el consumo de oxígeno que paulatinamente declina hasta 

que la radícula comienza a penetrar los tejidos circundantes, y es en este momento en el que 

ocurre una segunda activación de la actividad respiratoria (Bewley y Black 1994; Fig. 2). Las 

enzimas glicolíticas así como las de la fase oxidativa de la vía de las pentosas reanudan su 

actividad durante la fase 1, consecuentemente, las enzimas del ciclo de Krebs se activan 

(Salon et al. 1988) aunque en esta etapa existe una mayor producción de piruvato del que es 

utilizado, debido a la deficiencia interna de oxígeno provocada por la restricción en la difusión 

del oxígeno gaseoso a través de las densas estructuras de la semilla (Bewley 1997). 

Todos los componentes necesarios para el restablecimiento de la síntesis de proteínas 

están presentes en las células de los embriones secos, aunque no hay presencia de 

polisomas; la síntesis inicial de proteínas depende de los ribosomas existentes, sin embargo, 

se van sintetizando y utilizando ribosomas nuevos para el ensamblaje de polisomas conforme 

progresa la germinación (Dommes y Van der Walle 1990). En los embriones secos también se 

pueden encontrar RNA mensajeros preexistentes y transcritos residuales del proceso de la 

embriogénesis (Comai y Harada 1990; Lane 1991), que son utilizados transitoriamente durante 

la etapa inicial, aunque los RNAm nuevos se transcriben conforme van siendo requeridos 

durante la germinación (Fig. 2). 

La emergencia de la radícula es el evento terminal de la germinación, marca el 

comienzo del crecimiento de la plántula (Figura 2) y puede o no ir acompañada de división 

celular. Después de la imbibición, ocurren dos fases discretas de síntesis de DNA en las 

células de la radícula: la primera se lleva a cabo enseguida de la imbibición e involucra 

reparación del DNA dañado, así como la síntesis del DNA organelar; la segunda fase de 

síntesis está asociada a la división celular postgerminativa (Zlatnova et al. 1987; Bewley 

1997). 
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Figura 2. Esquema de eventos celulares y metabólicos causados por acción de la toma de agua 
durante la germinación.  En la fase conocida como imbibición física (fase 1), ocurre la activación paso a 
paso de las rutas metabólicas como resultado del incremento gradual en la hidratación de las semillas; 
cuando el nivel de hidratación excede el 60%, se reduce la velocidad de toma de agua (fase 2) y otros 
mecanismos fisiológicos preparan al eje embrionario para la expansión celular, culminando con el inicio 
de la emergencia de la radícula (fase post-germinación). Las flechas indican niveles particulares de 
hidratación que se pueden correlacionar con eventos metabólicos individuales. Modificado de Bove et 
al. 2001 y Bewley 1997. 

Durante la germinación, la movilización de reservas no ocurre simultáneamente en 

todas las regiones, sino que las endo y exopeptidasas almacenadas en los cuerpos proteicos 

(protein bodies; PB), y que toleraron la desecación de los granos, degradan proteínas en 

zonas limitadas (Bewley y Black 1994; Müntz 1996; Müntz et al. 2001). Ejemplos de ellas son: 

las proteasas de cisteína similares a la papaína (CPRs) localizadas en cotiledones secos de 

pepino (Hara-Nishimura et al. 1982) y las legumaínas, una familia de CPRs cuyo sitio de corte 

es específico para el Asn en la posición 1 (Hara-Nishimura 1998), que están presentes en 
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vacuolas de almacenamiento de proteínas (PSV; Protein Storage Vacuoles) y se les clasificó 

como VPEs por ser enzimas procesadoras vacuolares y tener esta localización específica, a 

diferencia de las - y -VPEs que se ubican en las vacuolas líticas de los órganos vegetativos 

(Hara-Nishimura et al. 1995). A esta misma familia pertenecen la proteinasa B de Vicia sativa 

L. (Becker et al. 1995) y la proteinasa similar a la legumanína de frijol rojo (LLP, Legumain-Like 

Proteinase; Senyuk et al. 1998), ambas participantes en el procesamiento de la globulina 

almacenada en los cotiledones de las plántulas después de la germinación (Müntz et al. 2001), 

así como una proteasa de aspártico localizada en los PB de las células de escutelo de 

semillas secas de cebada (Marttila et al. 1995). Las carboxipeptidasas son las únicas 

exopeptidasas encontradas en los cuerpos proteicos puesto que las aminopeptidasas están 

localizadas en el citoplasma de las células de los tejidos de almacenamiento (Shutov y 

Vaintraub, 1987). 

Por tratarse de etapas con una elevada actividad metabólica, la germinación y el 

establecimiento de la plántula son momentos del desarrollo en los que las plantas, en este 

caso el maíz, son particularmente susceptibles a la infección por patógenos. 

2. Hongos patógenos del maíz. 

Durante su desarrollo, las plantas de maíz están expuestas al ataque de distintos 

microorganismos patógenos. Son de particular importancia los hongos que producen pudrición 

en las mazorcas, en los tallos y en otros órganos. Los hongos patógenos más importantes que 

causan pudrición de la mazorca son Penicillium oxalicum, Aspergillus spp. (principalmente A. 

flavus y A. parasiticus que producen aflatoxinas), Nigrospora oryzae, Claviceps gigantea 

(causa el cornezuelo o diente de caballo), Macrophomina phaseolina (provoca la pudrición 

carbonosa de la mazorca), Bipolaris maydis (causa del tizón foliar), Ustilago maydis y 

Fusarium verticilliodes (White 2004). Este último, también es capaz de infectar raíz, tallo y 

granos, y es considerado el patógeno más importante de este cultivo en términos de su 

ubicuidad y por las pérdidas económicas que causa. Dado que está presente en las semillas, 

las plántulas provenientes de éstas tienen un crecimiento pobre, viéndose particularmente 

afectado el desarrollo de la raíz. Dado que el hongo se puede mover sistémicamente, tiene 

acceso al tallo, especialmente en los nudos, provocando que sean frágiles y fáciles de romper 

(White 2004). Este hongo produce enzimas con actividad lítica, así como toxinas que 

contribuyen al proceso de infección; dentro de las toxinas que produce están el ácido fusárico, 

la fusarina C, las naftoquinonas, la moniliformina y las fumonisinas. Éstas últimas son 
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metabolitos tóxicos producidos por la mayoría de las cepas y constituyen un factor de 

virulencia como se detallará más adelante. 

2.1 Fusarium verticillioides, un patógeno ubicuo en maíz. 

Fusarium verticillioides es la forma asexual del género Gibberella que representa el 

ciclo sexual o forma perfecta de este ascomiceto. El estado asexual se caracteriza por la 

producción de macroconidas a partir de racimos denominados esporodoquios y su abundancia 

varía entre las diferentes cepas. Además, F. verticillioides produce otras esporas asexuales en 

el micelio aéreo llamadas microconidias, que son unicelulares, abundantes y generalmente se 

agrupan en cadenas (Bakan et al. 2002; Leslie y Summerell 2006).). 

2.1.1 Proceso de infección del maíz por Fusarium verticicillioides. 

F. verticilliodes es capaz de sobrevivir como endófito en la semilla y en el tallo de la 

plantas, sin causar daños visibles, o bien como patógeno necrótrofo provocando pudrición en 

todos los tejidos de la planta. Las conidias pueden ser depositadas en la superficie de las 

hojas por acción del viento, la lluvia o insectos y posteriormente penetran al tallo a través de 

los nodos, causando su pudrición (Nelson 1992). La infección sistémica inicia durante la 

germinación de la semilla, ya sea porque está infectada o porque esporas, conidias o 

fragmentos de micelio, que sobreviven en el suelo acceden a la semilla. El hongo invade los 

tejidos subterráneos de la planta ya que se localiza principalmente en las células del 

mesocotilo, y eventualmente accede al tallo, produciendo así una infección sistémica hasta la 

mazorca a través del tallo, para finalmente diseminarse en todos los granos que conforman la 

mazorca (Kedera et al. 1994; Munkvold et al. 1997; Oren et al. 2003). En ambos casos, el 

hongo está estratégicamente posicionado para colonizar la plántula durante la germinación y 

el establecimiento de la plántula y es capaz de desplazarse desde las semillas infectadas. 

Además de la infección sistémica, este hongo puede infectar la mazorca a través del 

estigma, ya sea por heridas mecánicas en el tejido o, aún en ausencia de éstas, si las conidias 

son depositadas en el estigma, pueden acceder a las células del pericarpio penetrando a 

través de la parte inferior del canal estilar (Duncan y Howard, 2010). La condición sintomática 

es el resultado de una compleja interacción entre varios factores como son la virulencia de la 

cepa, la variedad y etapa del desarrollo del maíz, así como las condiciones ambientales 

favorables para la infección (Desjardins et al. 1995; Kedera et al. 1994; Duncan y Howard, 

2010). 
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2.2 Estructura y biosíntesis de las fumonisinas. 

La producción de fumonisinas se ha asociado con la patogenicidad y virulencia del 

hongo en varios genotipos de maíz (Bacon et al. 1989; 1996; Desjardins 2006; Rabie et al. 

1982). Hasta ahora se han reportado alrededor de 60 diferentes fumonisinas y análogos, 

siendo las fumonisinas del grupo B las que se producen en mayor cantidad (Bartók et al. 2006; 

Rheeder et al. 2002). 

La estructura química base de las fumonisinas del grupo B consiste en un esqueleto de 

20 carbonos de origen poliquétido con un grupo amino en C2 y dos ácidos tricarbalílicos 

esterificados en C14 y C15 (Figura 3). Las diferentes fumonisinas se caracterizan por los 

patrones de hidroxilación que presentan en C5 y C10. La FB1, FB2 y FB3 son las fumonisinas 

que se encuentran principalmente de manera natural  en los tejidos infectados de maíz, siendo 

la FB1 la más abundante, ya que constituye alrededor del 75% del total de fumonisinas (Marín 

et al. 1995; Proctor et al. 2006). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 3. Estructura química de las fumonisinas del grupo B. 
 

La capacidad que tiene F. verticillioides de producir FB1 es una característica que 

puede variar entre cepas, puesto que algunas de ellas no la producen o lo hacen en niveles 

bajos (0.1 mg/g sustrato), mientras que otras cepas son capaces de producir niveles elevados 

(4 mg/g sustrato) (Desjardins et al. 1994; Nascimento et al. 2006; Sánchez-Rangel et al. 2005). 

La biosíntesis y secreción de fumonisinas depende del locus FUM, ubicado en el 

cromosoma 1, y que abarca aproximadamente 46 kpb con 16 genes. Éstos codifican las 

enzimas involucradas en la biosíntesis de fumonisinas, así como de los transportadores que 

permiten su secreción (Picot et al. 2010). La biosíntesis de fumonisina se lleva a cabo por la 

acción de una poliquétido sintasa (PKS), codificada por el gen FUM1, que incorpora grupos 
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acilo (Huffman et al. 2010). El grupo amino de la fumonisina proviene de L-alanina y lo 

incorpora una aminotranferasa dependiente de piridoxal fosfato, codificada por FUM8. Las 

actividades de monooxigenasas y de transportadores de ácidos tricarbóxílicos son 

responsables de las modificaciones en C14 y C15 (Seo et al. 2001; Butchko et al. 2003). 

2.2.1 Blancos celulares y mecanismo de acción de la Fumonisina B1. 

En células vegetales, y en maíz en particular, se ha demostrado que la FB1 puede 

afectar directamente la actividad de tres actividades enzimáticas que son: la ATPasa de 

protones, -1,3 glucanasas y la esfinganina N-acil transferasa. 

La FB1 inhibe a la ATPasa de protones de membrana plasmática de maíz de forma 

acompetitiva, con una Ki de 17.5 μM (Gutiérrez-Nájera et al. 2005). Esta enzima, además de 

participar en la acidificación del medio que permite la elongación radicular, es un componente 

de algunas rutas de señalización en respuesta al ataque de patógenos. (Elmore y Coaker, 

2011; Schaller y Oecking, 1999), por lo que su inhibición sería la responsable, al menos 

parcialmente, de la inhibición de la elongación radicular durante la infección (Gutiérrez-Nájera 

et al. 2005). 

También, la FB1 modula la actividad de las -1,3 glucanasas de maíz, enzimas 

involucradas en la respuesta de defensa en plantas,que hidrolizan la pared celular fúngica. La 

toxina tiene una función dual pues induce la actividad de una isoforma ácida pero suprime la 

actividad de las dos isoformas básicas, y la inhibición sugiere una interacción directa de la 

micotoxina con las enzimas. Experimentos hechos in vitro, con fracciones purificadas de las 

glucanasas básicas -1,3, permitieron calcular una IC50 de 53 M (Sánchez-Rangel et al. 

2012). La actividad inhibitoria de la FB1 sobre las glucanasas de maíz es un ejemplo de la 

relación antagónica existente entre la planta y el patógeno, en donde éste produce moléculas 

efectoras que suprimen la respuesta de defensa basal montada por la planta (Misas-Villamil y 

van der Hoorn, 2008; Sánchez-Rangel et al. 2012). 

La esfinganina N-acil transferasa está localizada en el retículo endoplásmico y es 

responsable de catalizar la condensación de la esfinganina con un ácido graso para formar 

ceramida en la ruta de biosíntesis de novo de los esfingolípidos complejos (Wang et al. 1991). 

Debido a su similitud estructural con la esfinganina, la FB1 al igual que la toxina AAL de 

Alternaria alternata f. sp. lycopersici,-hongo patógeno del tomate- (Gilchrist 1997; Greengerg 

1997), se catalogan como “micotoxinas análogas a esfinganina” (SAMs por sus siglas en 

inglés) (Fig. 4). Estas toxinas inhiben a la esfinganina N-acil transferasa, provocando la 
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acumulación de bases esfingoideas de cadena larga (BCL) y esto se ha demostrado en maíz y 

en otras especies vegetales (Abbas et al. 1994; Williams et al. 2007; de la Torre-Hernandez et 

al. 2010).  

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 4. Comparación de las estructuras químicas de las SAMs y de las principales bases 
esfingoideas. 

 
2.2.2 La Fumonisina B1 como factor de virulencia. 

Ya que las fumonisinas son metabolitos secundarios, podría argumentarse que la FB1 

se sintetiza en etapas tardías de la interacción planta-patógeno, en la etapa saprofítica de 

éste. Sin embargo, en estudios recientes se ha observado que la FB1 se produce in planta en 

etapas tempranas de la infección (Williams et al. 2006; Williams et al. 2007; Sánchez-Rangel 

et al. 2012), e incluso durante el estado endofítico de F. verticilliodes (Bacon et al. 2001). 

Se considera como factor de virulencia a una molécula producida por un patógeno y 

que le permite a éste incrementar su potencial para causar daño al hospedero, interfiriendo 

con funciones específicas de su metabolismo y facilitando así el proceso de colonización. Se 

ha debatido durante años si la FB1 deber ser o no considerada de esta forma. Sin embargo, la 

mayor evidencia que postula a la toxina como un factor de virulencia es que tiene efectos 

fitotóxicos en tejidos de maíz, la mayoría asociados con el mecanismo de acción de la FB1 
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que provoca el desbalance en los niveles intracelulares tanto de esfingolípidos complejos 

como de sus intermediarios. 

En callos de maíz en cultivo, la FB1 en una concentración de 13 μM, provoca una 

reducción del 50% (van Asch et al. 1992); e inhibe en 75% la elongación radicular en semillas 

de maíz durante la germinación (Doehlert et al. 1994). En plántulas de maíz, la adición de 

concentraciones crecientes de FB1 (0.1 a 100 M), causa la reducción del 80% en la longitud 

de tallo y del 95% de las raíces (Lamprecht et al.1994). Por otro lado, las plántulas regadas 

con una solución de FB1 23 μM, presentan lesiones en las hojas y reducción del 23% en la 

longitud del tallo y del 59% en el peso total de las raíces (Williams et al. 2007). 

La evidencia genética del papel de la FB1 en la virulencia y patogenicidad fue aportada 

por Glenn y cols. (2008) al transformar una cepa de Fusarium musae, aislado de plátano, que 

no produce FB1 y es incapaz de colonizar plantas de maíz; con una clona genómica que 

contiene el grupo de genes FUM. La cepa transformada produce FB1 y tiene capacidad de 

infectar plántulas de maíz reproduciendo todos los síntomas de la infección como retardo del 

crecimiento y lesiones necróticas. 

La mayoría de los efectos fitotóxicos de la FB1 se han asociado con la acumulación de 

BCLs que sirven como mediadores en las respuestas celulares que conducen a procesos de 

muerte celular programada. En plántulas de maíz tratadas con FB1, las BCLs acumuladas se 

translocan desde las raíces hasta las hojas, a diferencia de lo que ocurre con la FB1 que 

permanece en las raíces. La esfinganina aumenta entre 50 y 150 veces y la fitoesfingosina 

entre 2 y 6 veces entre la primera y la tercera hoja (Zitomer et al. 2010).  

En semillas de maíz germinadas en presencia de FB1 10 μM, se induce la acumulación 

de ácido salicílico (SA) así como la acumulación de BCLs, particularmente esfinganina, cuyos 

niveles aumentan 6 veces en concordancia temporal con la máxima acumulación de SA. Así, 

F. verticillioides, durante la infección al maíz, al producir FB1 induce la acumulación de BCLs 

que, a su vez, activan la vía de SA, lo que conduce a un proceso de muerte celular que, 

finalmente, favorecerá la proliferación del patógeno necrótrofo (de la Torre-Hernandez et al. 

2010). 

3. Estructura y función de los esfingolípidos. 

Los esfingolípidos son moléculas anfifílicas que son constituyentes fundamentales de 

las membranas celulares y se ha estimado que componen más del 40% de los lípidos de la 

membrana plasmática (Sperling et al. 2005). Son esenciales para el mantenimiento de la 
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estructura de la célula así como para la progresión del ciclo celular, el reconocimiento entre 

una célula y otra, además de desempeñar un importante papel como segundos mensajeros 

(Berkey et al. 2012; Merril et al. 2001; Riley et al. 2001; Saucedo-García et al. 2011a; 

Saucedo-García et al. 2011b). 

La estructura básica de los esfingolípidos está constituida por una BCL (Fig. 4; Pruett et 

al. 2009), que es un aminoalcohol de cadena hidrocarbonada (2-amino-1,3-hidroxialcano); el 

grupo amino en la posición C2 y el hidroxilo en C1 provienen de la serina, mientras que el 

hidroxilo en la posición C3, del palmitoil-CoA (Chen et al. 2009). Hay una gran diversidad 

estructural de BCLs puesto que pueden presentar insaturaciones entre las posiciones C4 y C5 

así como entre las posiciones C8 y C9, además de que pueden estar o no hidroxiladas en la 

posición C4. 

3.1 Síntesis de novo de esfingolípidos en plantas. 

La biosíntesis de novo de los esfingolípidos complejos comienza con la formación de la 

BCL en el retículo endoplásmico a partir de la condensación de la serina con palmitoil-CoA 

(Chen et al. 2009), formando la 3-cetoesfinganina (Fig. 5). Esta reacción es catalizada por la 

serina palmitoiltransferasa (SPT), perteneciente a la familia de las α-oxoamino sintasas 

dependientes de piridoxal fosfato. La SPT está constituida por dos subunidades: LCB1 -

esencial para estabilizar al heterodímero SPT- y LCB2 -donde se ubica el sitio catalítico- 

(Tamura et al. 2001; Gable et al. 2002). La 3-cetoesfinganina se reduce a esfinganina por 

acción de la enzima 3-cetoesfinganina reductasa (3-KSR) en una reacción dependiente de 

NADPH (Chen et al. 2009) (Fig. 5). La esfinganina generada se N-acila con un ácido graso 

activado por CoA, produciendo ceramida; esta reacción la cataliza la enzima esfinganina N-

aciltransferasa, blanco celular de la FB1 (Fig. 5). 
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Figura 5. Biosíntesis de novo de esfingolípidos complejos en plantas y mecanismo de acción de la FB1 
como micotoxina análoga a la esfinganina (SAM). 

 

A la mayoría de las ceramidas producidas en células vegetales, se les incorpora un 

grupo polar, como glucosa o fosforil-inositol, en la posición C1, para dar origen a los 

esfingolípidos complejos (Fig. 5). La enzima glucosil ceramida sintetasa se localiza en retículo 

endoplásmico (Hillig et al. 2003) y utiliza UDP-glucosa como donador de glucosa en la 

formación de glucosilceramidas. La transferencia de un grupo fosforil-inositol a la posición C1 

de la ceramida, genera inositolfosfoceramida en una reacción catalizada por la inositol fosforil 

ceramida sintasa, que se localiza en el aparato de Golgi (Bromley et al. 2003). 

Los ácidos grasos que componen a las ceramidas pueden ir desde los 16 hasta los 26 

átomos de carbono (VLCFAs, very long-chain fatty acids), lo que contribuye a la diversidad 

estructural que tiene la ceramida. Debido a que en Arabidopsis y otras especies hay más de 

una isoforma de N-acil transferasa, éstas podrían tener especificidad de sustrato, de manera 

que una de ellas podría unir BCLs dihidroxiladas con ácidos grasos de 16 carbonos de manera 

preferente, mientras que otras isoformas podrían favorecer la unión entre BCLs trihidroxiladas 

con ácidos grasos de cadena más larga (Chen et al. 2009). 

Además, las BCLs pueden ser fosforiladas en la posición C1 por cinasas específicas 

(Mao et al. 1999; Fig. 5), para ser procesadas por una liasa, dando lugar a la formación de un 

aldehído de cadena larga, mismo que puede ser subsecuentemente transformado en un ácido 
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graso y etanolamina fosfato, un precursor de la fosfatidiletanolamina (Saba et al. 1997; 

Dickson y Lester, 1999a; 1999b; Dobrosotskaya et al. 2002) 

3.2 Actividad biológica en plantas. 

Una serie de estudios recientes ha documentado que los esfingolípidos participan en 

procesos fisiológicos como estrés por sequía, patogénesis y muerte celular programada (PCD) 

en plantas. 

3.2.1 En respuesta al estrés por sequía. 

La esfingosina-1-fosfato participa en procesos de señalización en células guarda que 

conducen al cierre de los estomas ante una situación de estrés por sequía. En plantas de 

Commelina communis sometidas a estrés hídrico, ocurre un incremento en los niveles de 

esfingosina-1-P, efecto que se puede simular con la aplicación exógena de ésta (4 – 6 μM), 

induciendo el cierre estomatal. Se ha propuesto que el ácido absícico (ABA) estimula la 

producción del derivado fosforilado que, a su vez, induce un incremento en la concentración 

citosólica de Ca2+ así como una mayor salida de K+, produciendo la pérdida de turgencia que 

conduce finalmente al cierre de los estomas. Se ha reportado que esta vía de señalización 

está mediada por proteínas G heterotriméricas puesto que las mutantes de Arabidopsis 

thaliana que carecen de la subunidad α del heterotrímero son incapaces de responder al 

estímulo de la esfingosina-1-fosfato (Ng et al. 2001; Coursol et al. 2003). 

3.2.2 En la patogénesis. 

En plantas de arroz, la aplicación exógena de esfingolípidos complejos purificados del 

hongo Magnaporthe grisea, induce la producción de peróxido de hidrógeno, así como la 

expresión de genes PR y la síntesis de fitoalexinas (Umemura et al. 2000; Suharsono et al. 

2002). Se ha sugerido que la presencia de un receptor capaz de reconocer al elicitor de 

naturaleza esfingoidea es capaz de transducir la señal a través de la proteína G 

heterotrimérica OsRac1, que a su vez activa a OsMAPK6 (Suharsono et al. 2002; Lieberherr et 

al. 2005). 

Los fenotipos mutantes de A. thaliana en los que se ha comprometido algún paso del 

metabolismo de los esfingolípidos, han mostrado que estas moléculas son señalizadores 

importantes durante la respuesta de defensa de las plantas ante el ataque de patógenos. 



INTRODUCCIÓN 

 

22 
 

La mutante acd11, tiene un fenotipo de muerte celular acelerada que se caracteriza por 

la expresión constitutiva de genes PR, así como la producción de fitoalexinas y la deposición 

de callosa en las paredes celulares. El gen ACD11 codifica una proteína transportadora de 

esfingosina, cuya actividad se ha observado in vitro, sugiriendo que la modificación en la 

distribución de las BCLs en los compartimentos celulares o en las membranas provoca 

alteraciones en los mecanismos de señalización asociados con la defensa de la planta 

(Brodersen et al. 2002). 

Por su parte, la mutante acd5, presenta un desarrollo normal pero manifiesta un 

fenotipo de muerte celular exacerbada ante la infección con Pseudomonas syringae, mediada 

por ácido salicílico (SA) (Greenberg et al. 2000). El gen ACD5 codifica una ceramida cinasa, 

sugiriendo que se requiere un balance entre los niveles de ceramida y su derivado fosforilado 

para activar o suprimir las señales de muerte celular (Liang et al. 2003). 

3.2.3 En procesos de muerte celular programada (PCD). 

Se ha revelado la importancia que tienen los compuestos esfingoideos como 

mediadores de la muerte celular programada en plantas a través de su adición exógena en 

cultivos celulares y tejidos. 

La adición de ceramida (50 μM) en cultivos celulares de Arabidopsis induce el 

incremento en los niveles de Ca2+ citosólico que precede a la producción de especies reactivas 

de oxígeno y a la muerte celular (Townley et al. 2005). En plantas de Arabidopsis la aplicación 

exógena de esfinganina, fitoesfingosina y/o esfingosina en una concentración 2 μM, provoca la 

producción de especies reactivas de oxígeno así como muerte celular (Shi et al. 2007).  

Recientemente se demostró la participación de la esfinganina y de la proteína MPK6 

(cinasa activada por mitógeno 6) como transductores de la misma ruta de señalización durante 

la respuesta de defensa en plántulas de A. thaliana, vía que conduce a un proceso de muerte 

celular programada inducida por el tratamiento con FB1 y que produce el incremento 

endógeno principalmente de esfinganina, aunque se pueden observar también incrementos 

importantes en las cantidades de fitoesfingosina y de los derivados fosforilados de ambas 

bases, sugiriendo que las bases dihidroxiladas podrían ser los mediadores primarios en la 

PCD mediada por BCLs (Saucedo-García et al. 2011a). 
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4. Inmunidad innata en plantas. 

Los patógenos (hongos, oomicetos, bacterias y virus) tienen acceso a los tejidos 

mediante múltiples  vías y mecanismos que van desde penetración directa de los tejidos, hasta 

el aprovechamiento de aperturas naturales (estomas o lenticelas), incluyendo heridas 

mecánicas. Debido a que las plantas son organismos sésiles han evolucionado una amplia 

capacidad de respuesta para enfrentar todo tipo de estrés, y en el caso de microorganismos 

patógenos, la eficiencia se basa en su reconocimiento (Ausubel 2005; Dangl y Jones 2001; 

Jones y Dangl 2006). A esta respuesta se le ha dado el nombre de inmunidad innata y se ha 

definido como la interacción establecida entre una planta y un patógeno, que limita a éste y 

previene la colonización de la planta. 

La respuesta de inmunidad de las plantas puede ser dos tipos (Chisholm et al. 2006; 

Dangl y Jones 2001; Jones y Dangl 2006): 

- basal (mediada por Patrones Moleculares Asociados a Microbios o Patógenos: MAMPs 

o PAMPs) 

- específica (mediada por efectores) 

La respuesta basal mediada por PAMPs se activa en tiempos tempranos de la 

interacción planta-patógeno (entre 10 y 30 minutos después del contacto). Esta es la 

respuesta a la percepción de las moléculas elicitoras provenientes del patógeno y que tienen 

una amplia diversidad química pues pueden ser lipopolisacáridos, peptidoglicanos, glucanos, 

quitinas y proteínas. Estos son reconocidos por Receptores de Patrones de Reconocimiento 

(PRRs) localizados en las membranas plasmáticas de las células del hospedero. (Ausubel 

2005; Nurnberger et al. 2004; Zipfel et al. 2005). 

Al ser percibido el patógeno en la superficie celular, se inicia el proceso que se conoce 

como PTI (Pathogen-Triggered Immunity; Figura 6), y normalmente provoca el arresto de la 

infección antes de la colonización (Chisholm et al. 2006). Se activan cascadas de fosforilación 

y la producción de compuestos antimicrobianos, como las especies reactivas de oxígeno 

(EROs; Ausubel 2005), que inducen la resistencia basal temprana, diseñada para prevenir la 

progresión de la colonización. Durante la coevolución de esta interacción, algunos patógenos 

son capaces de producir moléculas que suprimen la PTI ya sea interfiriendo en el 

reconocimiento a nivel de la membrana plasmática o modificando las respuestas 

señalizadoras de resistencia o las manifestaciones de estas respuestas. Estas moléculas, 

denominadas efectores son eventualmente reconocidas por las células vegetales que han 
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evolucionado esta inmunidad desencadenada por efectores (ETI, Effector-Triggered Immunity; 

Fig. 6). En esta “carrera” no resulta sorprendente que los patógenos hayan desarrollado a lo 

largo de la evolución efectores capaces de suprimir la ETI (Jones y Dangl 2006; Chisholm et 

al. 2006). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

Figura 6. Modelo zig-zag para ilustrar el sistema de inmunidad innata. Inicialmente, las células 
vegetales detectan la presencia del patógeno a través del reconocimiento de PAMPs (rombos azules) 
por su interacción con los Receptores de Patrones de Reconocimiento (PRRs), desencadenando la 
inmunidad inducida por patógenos (PTI). Los patógenos evolucionan de tal manera que sintezan 
liberan efectores que interfieren con la PTI (círculos grises) a distintos niveles, provocando la 
susceptibilidad de las plantas ante la infección (ETS). Generalmente estos efectores son proteínas pero 
su naturaleza química es diversa en distintos patógenos. En la fase 3, algún efector (círculo rojo) es 
reconocido por una proteína R, estableciéndose la inmunidad activada por efectores (ETI). En la fase 4, 
algunos patógenos usan como estrategia la pérdida de efectores para evitar su reconocimiento por el 
hospedero y ganan otros (círculos verdes) que les ayudan a suprimir la ETI, produciendo 
susceptibilidad de la planta al patógeno, provocando un nuevo episodio de ETI. Modificada de Jones y 
Dangl 2006. 

 

Tanto la PTI como la ETI, resultan en una respuesta caracterizada por la formación de 

una zona de células muertas alrededor del sitio de entrada del patógeno, lo que permite limitar 

la colonización, proliferación y diseminación del invasor (Greenberg y Yao 2004; Lam 2004; de 

Wit 2007), pero que pueden tener una cinética de inducción distinta, siendo más rápida, más 

intensa y más prolongada la respuesta en el caso de ETI. Esta reacción se conoce como 

respuesta de hipersensibilidad (HR). 
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4.1  Respuesta de hipersensibilidad. 

La HR es un tipo de muerte celular programada (PCD) que tiene características 

morfológicas y/o bioquímicas compartidas con los procesos que canónicamente se han 

descrito en células de mamíferos y que son la apoptosis y la autofagia. Con la apoptosis 

comparte la condensación de la cromatina, la fragmentación del DNA en oligómeros de 

aproximadamente 180 pb y la pérdida del potencial mitocondrial de membrana (Lam et al. 

2001; Greenberg y Yao 2004), mientras que con la autofagia, la formación de vesículas de 

doble membrana y la permeabilización o ruptura del tonoplasto (Greenberg 2005; van Doorn 

2005). La principal diferencia entre estas dos formas de muerte celular es que en la autofagia, 

la célula que lleva a cabo el proceso se encarga de su propia y completa eliminación, mientras 

que en la apoptosis se requiere de la intervención de otras células que fagociten y eliminen los 

residuos celulares. 

Una vez que se han activado las respuestas de defensa en el sitio de la infección, se 

desencadena una respuesta sistémica en partes distales del sitio inicial de entrada del 

patógeno para protegerse de invasiones subsecuentes; a esta resistencia de amplio espectro 

y larga duración se le conoce como respuesta sistémica adquirida (SAR; Durrant y Dong 

2004). La SAR resulta altamente efectiva contra una gran variedad de patógenos biótrofos y 

necrótrofos, dependiendo de la fitohormona (o la combinación de ellas) implicada en la vía de 

señalización (de Wit 2007); sin embargo, se asocia con niveles incrementados de ácido 

salicílico tanto en el sitio de la infección como en tejidos distales (Mishina y Zeier 2007; Tsuda 

et al. 2008). 

4.1.1 Función del ácido salicílico en la respuesta de hipersensibilidad. 

El ácido salicílico (SA) es una fitohormona cuya función no está restringida a la 

respuesta a estrés biótico sino que regula muchos procesos fisiológicos durante el desarrollo, 

que incluyen la germinación de las semillas, el establecimiento de la plántula, el ciclo celular, 

la respiración, la fotosíntesis, la protección contra el estrés oxidativo, el cierre estomatal, la 

expresión de genes asociados con la senescencia, la respuesta al estrés abiótico, la 

termotolerancia basal, la nodulación, la floración y la producción de los frutos (Clarke et al. 

2004; Klessig y Malamy, 1994; Mateo et al. 2004; Metwally et al. 2003; Morris et al. 2000; 

Norman et al. 2004; Rajou et al. 2006; Rate et al. 1999; Rivas-San Vicente y Plasencia, 2011; 

Stacey et al. 2006); aunque su efecto sobre algunos de estos procesos puede ser indirecto ya 
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que el SA modifica la síntesis y/o la señalización mediada por otras hormonas como JA, ET y 

auxinas (Vlot et al. 2009). 

Durante la HR el SA se acumula en células que están en contacto con el patógeno y se 

establece un gradiente hacia las células adyacentes que contribuye a la regulación de la 

muerte celular y a la promoción de la respuesta de defensa sistémica (Draper 1997) a través 

de la inducción de la expresión de genes de defensa, la interacción directa con algunas 

proteínas y/o la promoción de la interacción entre proteínas (Vlot et al. 2009). Se ha 

demostrado que el SA es esencial para la activación de la muerte celular a través de la 

sobreexpresión de la hidroxilasa de SA (NahG) ya que estas plantas muestran una reacción 

reducida y mayor susceptibilidad. Tal es el caso de las mutantes en NPR1, insensibles a SA, 

que muestran este fenotipo de HR suprimido (Lam 2004; Lorrain et al. 2003). 

Asimismo, la sobreexpresión de las enzimas involucradas en el metabolismo de SA 

como la glicosil transferasa-1 de Arabidopsis (AtSGT1) o la metiltransferasa de arroz 

(OsBSMT1) en plantas transgénicas de Arabidopsis, provoca la reducción en los niveles 

endógenos de SA, reducción en la expresión de PRs y un incremento en la susceptibilidad a 

patógenos (Koo et al. 2007; Song et al. 2008). En contraste, la sobreexpresión de genes 

bacterianos de la ruta biosintética de SA en plantas transgénicas de tabaco, produce niveles 

elevados de SA, expresión constitutiva de PRs y resistencia exacerbada (Verberne et al. 

2000). 

Aunque el papel que desempeña el SA como señal de defensa está bien establecido 

en dicotiledóneas, en monocotiledóneas aún no está del todo entendido. Se ha visto que SA y 

sus análogos sintéticos INA y BTH, inducen la expresión de PRs y/o resistencia en maíz 

(Morris et al. 1998), arroz (Hwang et al. 2008; Schweizer et al. 1999), cebada (Kogel et al. 

1994; Muradow et al. 1993) y trigo (Anand et al. 2003; Görlach et al. 1996). En plantas de 

cebada resistentes a la infección por Pseudomonas syringae pv. syringae, se incrementan los 

niveles endógenos de SA (Vallélian-Bindschedler et al. 1998), al ser inoculadas con la 

bacteria. Por otro lado, en plantas de arroz los niveles de SA no aumentan después de 

inocular con P. syringae, Magnaporthe grisea o Rhizoctonia solani (Silverman et al. 1995) y la 

expresión de PRs no se ve afectada en plantas transgénicas que expresan nahG y son, por 

consiguiente, deficientes en SA (Yang et al. 2004). En vista de que en condiciones naturales 

las plantas de arroz producen constitutivamente niveles elevados de SA, la señalización 

mediada por esta fitohormona debe ocurrir a través de la sensibilidad alterada a los 

componentes de la vía río abajo del SA, más que a los cambios en los niveles de la 
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fitohormona per se (Chen et al. 1997). Los resultados de estudios hechos en trigo, han llevado 

a postular que el SA podría mediar la respuesta de defensa en esa planta ya que existe una 

correlación positiva entre los niveles elevados de SA y la expresión constitutiva de PRs en 

mutantes de trigo que simulan lesiones (Anand et al. 2003), además de que la sobreexpresión 

de NPR1 (Nonexpresser of Pathogenesis-Related genes-1) de Arabidopsis en arroz, produce 

un incremento en la resistencia a Fusarium graminearum (Makandar et al. 2006). Todos estos 

resultados en conjunto, sugieren que SA es una señal de la respuesta de defensa en algunas 

monocotiledóneas y que varios de los componentes de la vía de señalización mediada por SA 

son análogos a los que se han caracterizado en dicotiledóneas. 

Las especies reactivas de oxígeno aparentemente actúan en conjunto con el SA en un 

ciclo de retroalimentación positiva que promueve la muerte celular programada en la reacción 

de hipersensibilidad. Se ha estudiado y caracterizado la función de NPR1 en varias especies 

vegetales, sin embargo, no es un receptor de SA puesto que no se une directamente a él (Fu 

et al. 2012), pero es capaz de regular su fosforilación, misma que permite a NPR1 reclutar a la 

ligasa E3 de culina-3 (CUL3) y, subsecuentemente, promover la degradación mediada por el 

proteasoma (Spoel et al. 2009). Recientemente se ha demostrado que NPR3 y NPR4, 

parálogos de NPR1, son proteínas adaptadoras de la ligasa E3 CLU3 que tiene como blanco 

celular a NPR1, para ser degradada de manera dependiente de la concentración de SA (Fu et 

al. 2012). 

La señalización río abajo del SA es a través de NPR1 (Dong 2004; Durrant y Dong 

2004; Pieterse y Van Loon 2004). Los oligómeros citosólicos de NPR1 se mantienen juntos a 

través de puentes disulfuro y se monomerizan en respuesta a los cambios en el estado redox 

de la célula producidos por SA, reduciéndose las cisteínas en las posiciones 82 y 216 por 

acción de la tiorredoxina H5 y/o la tiorredoxina H3 (Mou et al. 2003; Tada et al. 2008); una vez 

monomerizada, NPR1 se transloca del citosol al núcleo en donde activa la transcripción de 

genes de defensa (Mou et al. 2003). Tanto la monomerización como la re-oligomerización de 

NPR1 se requieren para completar los mecanismos de respuesta mediados por SA y proveen 

un vínculo entre el SA y la señalización mediada por EROs, puesto que la re-oligomerización 

de NPR1 está facilitada por la S-nitrosilación de la cisteína en la posición 156 (Tada et al. 

2008). 

El gen más estudiado de los que se inducen por SA en la fase tardía, es PR-1; su 

promotor contiene un elemento regulatorio negativo y al menos un elemento positivo, además 

de AS-1 que es reconocido por los factores TGA (Lebel et al. 1998). Cuatro de los factores 
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TGA que interactúan con NPR1 regulan diferencialmente la expresión de PR-1 en Arabidopsis 

(Kesarwani et al. 2007), de los cuales, TGA3 aumenta la expresión de PR-1 inducida por SA 

(Kesarwani et al. 2007) y TGA2 actúa como represor transcripcional (Rochon et al. 2006).  

Además de los elementos TGA, varios miembros de la familia de factores de 

transcripción WRKY regulan diferencialmente la señalización por SA (Eulgem 2005; Eulgem y 

Somssich 2007). Algunos de estos factores (como WRKY-7, -11, -17, -38 y -62), inducidos ya 

sea por SA o por la infección por patógenos, reprimen la respuesta de defensa mediada por 

SA (Eulgem y Somssich 2007; Kim et al. 2008). 

4.1.2 PAMPs derivados de patógenos que inducen la respuesta de 
hipersensibilidad. 

Además de las proteínas efectoras secretadas por los patógenos, otras moléculas 

como las toxinas, moléculas con actividad hormonal y exopolisacáridos (EPS), son producidos 

por fitopatógenos como factores de virulencia. Las toxinas bacterianas como la coronatina, la 

syringomicina, la syringopeptina, la tabtoxina y la faseolotoxina (Bender et al. 1999) tienen 

diversos mecanismos de acción, incluyendo la simulación de hormonas vegetales, la 

formación de poros en las membranas de los hospederos o la inhibición de enzimas 

metabólicas que provoquen necrosis o clorosis (Abramovitch et al. 2006). Las bacterias 

patogénicas de las plantas han desarrollado a lo largo de la evolución factores de virulencia 

que causan la reapertura de los estomas como un mecanismo de patogénesis (Melotto et al. 

2006). 

Los hongos fitopatógenos producen metabolitos secundarios de bajo peso molecular 

que participan activamente en el proceso de infección de la planta (Möbius y Hertweck 2009) y 

funcionan como factores de virulencia para promover la enfermedad; ensayos in vitro con 

estas fitotoxinas, han mostrado que reproducen la mayoría de los síntomas de enfermedad 

que causa el hongo durante la infección en condiciones naturales (Oliver y Solomon 2008). 

Los mecanismos de acción de las toxinas para causar enfermedad en las plantas son 

muy diversos, entre ellos destacan la alteración de la expresión génica y/o de la integridad de 

las membranas, así como la inhibición de la actividad de enzimas que sintetizan metabolitos 

indispensables para la planta (Möbius y Hertweck 2009). En algunas interacciones planta-

patógeno, la muerte celular programada (PCD) juega un papel importante en la promoción del 

crecimiento de los patógenos que secretan toxinas capaces de matar rápidamente a las 

células hospederas, tal es el caso de la toxina AAL, secretada por Alternaria alternata, y de la 

Fumonisina B1, producida por Fusarium verticilliodes, que son micotoxinas análogas a la 
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esfinganina (SAMs; Fig. 4) e inducen muerte celular en sus hospederos al inhibir 

competitivamente la actividad de esfinganina N-aciltransferasa o ceramida sintasa, enzima 

clave en la biosíntesis de esfingolípidos (Abbas et al. 1994). 

4.2. Respuesta de defensa en la interacción maíz F. verticillioides. 

La alta incidencia de infección por F. verticillioides durante la germinación del maíz se 

explica por la presencia del hongo en las semillas y su capacidad de sobrevivir como saprófito 

en el suelo, lo que compromete el óptimo establecimiento de la plántula. La respuesta del 

hospedero se ha estudiado principalmente durante las etapas de germinación y 

establecimiento de la plántula. 

A las 48 h de germinación, en semillas de maíz inoculadas con una suspensión de 

esporas de F. verticillioides, ocurre un aumento en los niveles del transcrito de una proteína 

relacionada a la patogénesis (PR) localizada principalmente en el escutelo (Casacuberta et al. 

1991; Casacuberta et al. 1992). De igual forma, a las 20 h de germinación, en semillas de 

maíz inoculadas con 50,000 esporas de F. verticillioides, se acumula una PR en la capa de 

aleurona y en el escutelo, además de presentarse una abundante deposición de callosa en la 

pared celular (Murillo et al. 1999). 

En los primeros minutos de la infección de embriones de maíz con F. verticillioides, se 

activa la transcripción de una cinasa membranal dependiente de Ca2+ (ZmCPK10), alcanzando 

un máximo a los 30 min después del tratamiento y este aumento coincide con el incremento en 

la acumulación de transcritos de otras PRs sugiriendo que esta proteína participa en la 

cascada de transducción de señales desencadenada por el reconocimiento del patógeno a 

nivel de la membrana celular (Murillo et al. 1997; 2001). 

A través de estudios de proteómica en embriones de maíz infectados por F. 

verticillioides durante la germinación se observó la inducción de enzimas antioxidantes 

(superóxido dismutasa Cu/Zn, glutatión S-transferasa y catalasa), de proteínas involucradas 

en el inicio de la síntesis de proteínas, así como aquéllas que participan en el plegamiento y/o 

estabilización como otras proteínas (HSPs, proteínas de choque térmico; Campo et al. 2004). 

La infección de este hongo también induce a las proteínas PR, β-1,3-glucanasas y 

quitinasas aunque estas dos últimas enzimas también se expresan constitutivamente (Campo 

et al. 2004). La actividad de una isoforma ácida de -1,3 glucanasa de maíz se induce in vitro 

por acción de la micotoxina FB1, a la vez que suprime la actividad de las dos isoformas 
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básicas, sugiriendo una interacción directa entre la micotoxina y las enzimas (Sánchez-Rangel 

et al. 2012). 

Entre los 7 y los 21 días de infección de plantas con F. verticillioides, ocurre una 

reducción significativa de la parte aérea así como de la raíz primaria en un híbrido sensible de 

maíz, a diferencia de lo ocurrido con el genotipo resistente, en donde se observa la inducción 

del crecimiento tanto de tallos como de raíces (Arias et al. 2012). 

5. Muerte celular programada (PCD) en plantas. 

La muerte celular programada (PCD) es un proceso de destrucción organizada de las 

células, esencial como parte del ciclo de la vida de plantas y animales multicelulares porque 

permite controlar el número de células que conforman al organismo así como su recambio, 

eliminando las células innecesarias, dañadas o infectadas, manteniendo así el equilibrio tisular 

y celular así como la especialización y forma de los tejidos (Danial y Korsmeyer 2004). 

En las plantas, además de su participación en la HR, la PCD es necesaria en el 

proceso de muerte celular selectiva para el crecimiento y supervivencia del organismo y puede 

presentarse localmente o a gran escala (Fig. 7A; Barlow 1982; Pennell y Lamb 1997). La PCD 

ocurre tanto en etapas vegetativas como reproductivas, como parte de la respuesta al estrés 

ambiental (Pennell y Lamb 1997; Greenberg y Yao 2004; Lam 2004). Por ejemplo, se requiere 

para la eliminación de las células suspensoras del embrión y de las que conforman la capa de 

aleurona, cuya función es temporal durante el desarrollo (Figs. 7A, 7B y 7C; Fath et al. 2000; 

Pennell y Lamb 1997; Yeung y Meinke 1993), sirve también para eliminar los primordios de 

estambres en flores femeninas de especies unisexuales (Figs. 7A y 7D; Dellaporta y Calderon-

Urrea 1994; Pennell y Lamb 1997; Rogers 2005), para formar perforaciones y lóbulos en hojas 

(Fig. 7E; Greenberg 1996; Rogers 2005), para la formación de los elementos traqueales (TEs; 

Figs. 7A y 7F; Fukuda 2000), es esencial para la especialización de las células que conforman 

ciertos tipos de tricomas (Fig. 7A; Mittler y Lam 1995; Greenberg 1996; Fukuda 1997), para la 

formación de espacios que facilitan la transferencia de oxígeno en el parénquima durante 

condiciones de hipoxia (Fig. 7A; Drew et al. 2000; Evans 2004; Rogers 2005), en las células 

de la cofia que protegen el meristemo apical durante la germinación y el crecimiento de la 

plántula (Fig. 7A; Rogers 2005), en la senescencia (Fig. 7A; Bleecker y Patterson 1997; Lim et 

al. 2003; Rogers 2005) y en la respuesta de hipersensibilidad (HR) montada frente al ataque 

de patógenos (Figs. 7A y 7G; Lamb y Dixon 1997; Pennell y Lamb 1997). 
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Figura 7. Localización y función de la muerte celular programada (PCD) en plantas. A. Localización de 
PCD en diferentes tejidos de la planta; las esferas amarillas representan células muertas. B – G. 
Función deletera de la PCD en diferentes tejidos. B. Células suspensoras del embrión. C. Células de la 
capa de aleurona. D. Primordios de estambres en flores unisexuales. E. Formación de lóbulos y 
perforaciones. F. Formación de elementos traqueales (TEs). G. Respuesta de hipersensibilidad (HR). 
Las zonas en rojo representan las células que desarrollarán PCD, mientras que las zonas amarillas 
representan las células que han muerto. Imagen modificada de Pennell y Lamb 1997, realizada por el 
Mtro. Felipe de la Torre. 

 

5.1. Moléculas participantes en la PCD. 

Algunas de las características de la PCD en plantas, incluyendo los cambios en la 

morfología celular y la degradación del DNA, son similares a las observadas y caracterizadas 

en los diferentes tipos de muerte celular en animales, y en este sentido se pueden comparar 

las moléculas participantes. 

 

A. 
B. C. 

D. E. 

F. G. 
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5.1.1. Función de las metacaspasas en la PCD. 

De los reguladores apoptóticos mejor caracterizados es la familia de proteasas de 

cisteína conocidas como caspasas; aunque no se han encontrado los homólogos de las 

caspasas de mamíferos en plantas, en el genoma de Arabidopsis se identificó una familia de 

de nueve miembros de proteasas relacionadas con las caspasas, que se denominaron 

metacaspasas (Lam y Zhang 2012; Uren et al. 2000). Éstas se dividieron en dos subclases 

basándose en sus regiones de similitud con las caspasas o en la predicción de la estructura de 

sus dominios (Lam y Zhang 2012). 

- Las de tipo I, AtMCP1a, AtMCP1b y AtMCP1c, contienen un prodominio amino terminal 

con una región rica en prolina y un motivo de dedos de zinc seguido de una región rica 

en prolina (AtMCP1b y AtMCP1c) o en prolina y glutamina (AtMCP1a), en su extremo 

carboxilo terminal tienen un dominio parecido a una caspasa. 

- Las de tipo II, AtMCP2a a la f, poseen inserciones conservadas de alrededor de 180 

residuos entre las regiones correspondientes a las subunidades p20 y p10 de las 

caspasas activadas. 

Los niveles de transcrito de las metacaspasas de Arabidopsis de tipo I así como los de 

tipo II b y d, aumentan después de la infección de hojas con patógenos bacterianos (Watanabe 

y Lam 2005); de la misma forma, la metacaspasa LeMCA1 de tomate, está regulada 

positivamente en hojas infectadas con patógenos necrótrofos, lo que sugiere una relación 

entre las metacaspasas y la inducción de la muerte celular programada (Hoeberichts et al. 

2003). La metacaspasa AtMCP2e (AtMC8) es el único miembro de la familia que se induce 

específicamente con el tratamiento de luz UV en plántulas (He et al. 2008), además de que 

puede ser inducida por estrés oxidativo (Lam y Zhang 2012). 

5.1.2. Proteasas vacuolares en la PCD. 

Además de las metacaspasas, hay otras proteasas que participan en distintos eventos 

de PCD en plantas. Proteasas similares a subtilisina se activan durante la PCD en Avena 

sativa por tratamiento con la micotoxina victorina (Coffeen y Wolpert 2004), en una cascada 

proteolítica que conduce a la degradación de la Rubisco en los cloroplastos. Esta proteólisis 

aparentemente se lleva a cabo por un conjunto de proteasas entre las que destacan dos 

endopeptidasas de serina que son específicas para aspartato, nombradas como saspasas, 

que están presentes constitutivamente en forma activa en avena pero son translocadas al 
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apoplasto en respuesta al tratamiento con victorina, esto precede a los eventos tempranos de 

la inducción de la PCD, incluyendo la fragmentación del DNA y la ruptura de la Rubisco 

(Coffeen y Wolpert 2004). 

Las enzimas procesadoras vacuolares (VPEs; Vacuolar Processing Enzymes) 

pertenecen a una familia de proteasas de cisteína con especificidad de corte en residuos de 

asparagina, a pesar de la relativamente baja similitud de secuencias entre estas proteasas y 

las caspasas (Hatsugai et al. 2006). La muerte celular mediada por VPEs se asocia con el 

colapso vacuolar, mientras que la muerte mediada por el proteasoma se asocia con la fusión 

de la membrana plasmática con la vacuola (Woltering 2010). 

La muerte celular inducida por FB1 en plantas de Arabidopsis está acompañada de la 

pérdida de la integridad vacuolar así como de la formación de lesiones, misma que puede ser 

abolida por un inhibidor de la caspasa-1 o por un inhibidor de VPEs. Las características de la 

muerte celular inducida por FB1 se pueden eliminar completamente en una mutante que 

carezca de los cuatro genes de VPEs puesto que no tiene actividades detectables de VPEs ni 

similares a la caspasa-1 (Kuroyanagi et al. 2005). 

5.1.3. Nucleasas en la PCD. 

Además de las proteasas, otras hidrolasas que participan en los procesos de PCD son 

las nucleasas. Los cereales se han convertido en modelo para estudiar la PCD en plantas ya 

que este proceso ocurre en sus diferentes tejidos durante distintas etapas del desarrollo. 

Durante los eventos tempranos, posteriores a la fertilización, en el tejido materno que envuelve 

al endospermo en desarrollo conocido como nucela, ocurre PCD (Domínguez et al. 2001); 

durante la maduración de los granos las células del endospermo, a excepción de la aleurona, 

también ejecutan eventos de PCD (Young y Gallie 1999; 2000); las células de aleurona 

desempeñan un papel esencial en la secreción de enzimas hidrolíticas que ayudan a la 

movilización del endospermo almidonoso y después de la germinación inician un proceso de 

muerte activado por giberelinas (Fath et al. 2002). 

Uno de los eventos canónicos de la PCD es la degradación del DNA nuclear que, 

aparentemente, está llevada a cabo por diferentes nucleasas que participan (Peitsch et al. 

1993; 1994) en dos fases (Domínguez et al. 2001; 2004): 

- En la primera fase, el citoplasma se vacuolariza progresivamente y muestra signos de 

degradación, el núcleo adopta una morfología irregular y el DNA es cortado en 

fragmentos de alrededor de 300 y/o 50 kpb (Bortner et al. 1995; Mittler y Lam 1997). 
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- En la segunda fase, se desorganiza la envoltura nuclear, la cromatina se condensa y 

los fragmentos internucleosomales generados previamente son digeridos por 

nucleasas capaces de cortar DNA de cadena doble o sencilla, dando como resultado la 

formación de multímeros de 180 pb aproximadamente (Wyllie et al. 1984). 

En los años recientes se han identificado en plantas una gran cantidad de enzimas 

capaces de digerir DNA de forma endonucleolítica y se han catalogado en dos clases con 

base en su requerimiento de cationes divalentes (Sugiyama et al. 2000): 

- Endonucleasas dependientes de zinc (Pérez-Amador et al. 2000; Ito y Fukuda 2002): 

son glicoproteínas monoméricas con pesos moleculares que van desde los 33 hasta 

los 44kDa y que se caracterizan por su requerimiento de Zn2+, además de que su 

actividad catalítica es óptima a pH ácido. 

- Endonucleasas dependientes de calcio (Mittler y Lam 1995): se distinguen de las de 

la clase anterior por su requerimiento de Ca2+ y/o Mg2+ y son fuertemente inhibidas en 

presencia de Zn2+. Su actividad catalítica es óptima a pH neutro y prefieren como 

sustrato al DNA de cadena sencilla por encima del RNA. 

Hay relativamente pocos reportes que demuestren con claridad la existencia de 

endonucleasas dependientes de Ca2+ en plantas en comparación con los reportes de 

nucleasas dependientes de Zn2+, sin embargo, enzimológicamente las primeras tienen 

propiedades similares a las endonucleasas dependientes de Ca2+/Mg2+ presentes en 

mamíferos, como la DNAsa I y la DNasa  (Sugiyama et al. 2000). 

Las nucleasas dependientes de zinc, a las que también se les ha llamado tipo S1/P1, 

hacen cortes en DNA preferentemente de cadena sencilla y son capaces de degradar también 

RNA; se han descrito en gran variedad de eucariontes, desde hongos filamentosos, plantas y 

mamíferos (Desai y Shankar 2003). 

5.1.3.1. Función de las nucleasas en el desarrollo y en respuesta al estrés. 

Se han caracterizado parcialmente distintas nucleasas en plantas que se activan en 

algún momento durante el desarrollo o en respuesta a un estímulo. Durante la PCD inducida 

por manosa en un cultivo de células de maíz, se activa una endonucleasa de 35 kDa 

dependiente de Ca2+, responsable de la fragmentación del DNA (Stein y Hansen 1999). 

También en células de nucela de trigo en proceso de PCD se activan dos endonucleasas, una 
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de 35 kDa presente en citoplasma y otra de 50 kDa, en núcleo, ambas dependientes de Ca2+, 

sin embargo, sólo la nucleasa presente en el núcleo es esencial para la fragmentación del 

DNA y para propiciar otros cambios morfológicos de el organelo durante este evento 

(Domínguez y Cejudo 2006). 

La mayoría de las nucleasas relacionadas con la PCD se han estudiado en procesos 

propios del desarrollo vegetal como la muerte celular de la aleurona (Fath et al. 1999; 

Domínguez et al. 2004), la diferenciación de los elementos traqueales (Thelen y Northcote 

1989; Aoyagi et al. 1998), el desarrollo del endospermo (Young y Gallie 1999; 2000) y la 

senescencia en hojas (Pérez-Amador et al. 2000), o en eventos de estrés biótico como la 

respuesta de hipersensibilidad (Mittler y Lam, 1997). En Zinnia, la nucleasa ZEN1 es la 

responsable de la degradación del DNA nuclear durante la PCD asociada al desarrollo del 

xilema aunque no forma el patrón internucleosomal característico (Ito y Fukuda 2002), en 

contraste con lo observado en las células de aleurona que ejecutan un programa de muerte 

celular, ya que presentan este patrón de fragmentación del DNA (Domínguez et al. 2004). 

También durante la respuesta a estrés abiótico se activan nucleasas. En células de 

radícula de arroz tratadas con NaCl 500 mM, se activan dos endonucleasas, una citoplásmica 

de 20 kDa, dependiente de Ca2+ y Mg2+, cuya actividad óptima se observa a pH neutro, y una 

nuclear de 37 kDa dependiente de Zn2+ con actividad óptima en un intervalo de pH de 4.5 a 6. 

Ambas nucleasas se inducen a partir de las 2 horas de tratamiento con NaCl, y muestran una 

actividad máxima a las 4 horas de tratamiento, pudiéndose relacionar esta actividad con la 

formación del patrón internucleosomal en el DNA. 

La nucleasa de plantas mejor caracterizada es la nucleasa bifuncional (BFN1) de A. 

thaliana. Es una nucleasa del tipo S1 y está asociada con procesos de senescencia y con 

otros eventos de muerte celular programada. Se expresa en hojas senescentes, en xilema en 

diferenciación y en la zona de abscisión en las flores así como en anteras y semillas (Farage-

Barhom et al., 2008). Recientemente se ha reportado su localización subcelular putativa a 

través del análisis de plantas transgénicas de Arabidopsis que expresan la construcción BFN1-

GFP, en cuyas hojas jóvenes se localiza dispersa en el citosol, en células en las que comienza 

la senescencia se reorganiza alrededor del núcleo y en células que atraviesan por etapas 

avanzadas de senescencia, se encuentra dentro de vesículas membranosas cuyo origen 

parece ser el retículo endoplásmico, en conjunto con residuos nucleares y material genético. 

Estos datos sugieren que, al menos en Arabidopsis, podría existir un compartimento celular 

dedicado a mediar la degradación de los ácidos nucleicos durante los procesos de PCD, 
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especialmente relacionados con la senescencia (Farage-Barhom et al. 2011), aunque, como la 

nucleasa BFN1 se expresa en diversos tejidos, etapas del desarrollo y condiciones de estrés, 

podría darse el caso de que el compartimento en el que putativamente está presente, fuera 

funcional en otros eventos de PCD, además de la senescencia. 
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IV. HIPÓTESIS. 

El incremento en los niveles intracelulares de bases esfingoideas libres, ocasionado por el 

tratamiento con Fumonisina B1, provoca un incremento en la actividad de nucleasa en 

semillas de maíz, posiblemente mediado por la vía de ácido salicílico. 

 

 

 

 

 
V. OBJETIVOS. 

1. Objetivo general. 

Caracterizar la inducción de la actividad de nucleasa por la Fumonisina B1 (FB1) en 

embriones de maíz durante la germinación y su asociación con la elevación de los niveles 

de bases esfingoideas y de ácido salicílico. 

 

2. Objetivos particulares. 

 Estudiar la actividad de las nucleasas que degradan el DNA genómico de 

maíz y el efecto que tienen sobre ellas la FB1, las bases esfingoideas y el 

ácido salicílico.  

 Caracterizar bioquímicamente las nucleasas inducidas por estos tratamientos. 

 Generar herramientas para estudiar si la regulación de este tipo de nucleasas 

a nivel de transcrito, proteína o actividad. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS. 

1. Material biológico. 

Se utilizaron semillas de maíz de la variedad Chalqueño de las cosechas 1998 a 2003 con 

un porcentaje de germinación superior al 90%. Para algunos experimentos se utilizaron 

las semillas completas mientras que para otros se extrajo manualmente el embrión o el 

eje embrionario. Todo el material se almacenó a 4ºC. 

1.1. Imbibición de semillas, embriones y/o ejes embrionarios. 

Tanto las semillas completas como los embriones y los ejes embrionarios se 

desinfectaron por inmersión en una solución de hipoclorito de sodio al 0.5% durante 10 

minutos, posteriormente se hicieron cuatro lavados sucesivos con agua estéril hasta 

eliminar por completo la solución desinfectante. Se retiró el exceso de agua y se 

sembraron en cajas Petri con 25 mL de agar (Invitrogen) al 1.2%; en cada caja se 

distribuyeron 12 semillas o 40 embriones o ejes embrionarios. Se incubaron en diferentes 

tiempos (de 6 a 72 horas) en presencia de luz fluorescente a 29ºC y bajo diferentes 

tratamientos (control; fumonisina B1, [FB1]; fitoesfingosina, [PS]; esfinganina, [SN]; y 

ácido salicílico [SA]; Sigma). Este material se utilizó para la extracción de DNA, proteínas 

y RNA. 

Se hizo una solución madre de FB1 1 mM disuelta en acetonitrilo:agua (1:1 v/v); 

las soluciones madre de las bases esfingoideas fueron 1 mM, disueltas en etanol 

absoluto; la solución madre de SA fue 150mM en agua estéril. 

Para preparar las placas con FB1 y bases esfingoideas (Sigma), al agar a una 

temperatura entre 40 y 45 ºC, se agregaron los volúmenes necesarios para alcanzar una 

concentración final de 10 M y de 1mM en el caso del SA. Una vez solidificado el agar, las 

cajas se mantuvieron abiertas en la campana de flujo laminar para permitir la evaporación 

del etanol antes de sembrar el material biológico. Después de 24 horas, las semillas se 

transfirieron a placas de agar nuevas con el fin de evitar que se agotara el suministro de 

FB1, bases esfingoideas o SA. 

2. Medición de la pérdida de electrolitos para evaluar la muerte celular. 

Los embriones de semillas control y tratadas con FB1 durante 24 y 48 horas, se 

disecaron manualmente y se transfirieron a tubos que contenían agua desionizada; se 

determinó la conductancia con un conductímetro Conmet1 (Hanna Instruments) a 22ºC en 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 

39 
 

intervalos de 1 min. Después de que se hizo la última lectura, cada tubo se incubó en un 

baño de agua hirviendo durante 10 min y se enfriaron lentamente hasta alcanzar 

nuevamente 22 ºC. La conductancia se midió nuevamente, lectura que correspondió al 

100% de pérdida de electrolitos. 

3. Extracción y análisis de DNA genómico. 

Se colocaron 12 embriones de maíz o las radículas de las semillas imbibidas 

durante más de 24 horas en un mortero, se congelaron con nitrógeno líquido y se 

molieron hasta obtener un polvo fino y homogéneo. El polvo se vertió a un tubo eppendorf 

de 1.5ml al que se le agregó 1ml de DNAzol (Invitrogen), se homogenizó agitando por 

inversión, procurando no agitar muy fuerte para no fragmentar el DNA. Se centrifugó a 

10,000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente para eliminar los restos de tejido, el 

sobrenadante se recolectó y se colocó en un tubo eppendoff al que se le agregaron 500 l 

de isopropanol a -20°C, se incubó a temperatura ambiente durante 3 min y se centrifugó 

nuevamente a 10,000rpm durante 10 min; el precipitado se lavó con etanol al 70% y se 

centrifugó a 10,000rpm durante 2 min. El precipitado se dejó secar con el tubo abierto en 

posición invertida a temperatura ambiente durante aproximadamente 15 min. El botón de 

DNA genómico se resuspendió en 50 l de NaOH 10mM y se incubó a 37°C durante 15 

min para disolver el material insoluble, se centrifugó a 10,000rpm durante 5 min. Se 

colectó el sobrenadante y se neutralizó con 1/20 de volumen de Tris 1M pH 8.0.  Las 

muestras se almacenaron a -20ºC. 

Para hacer el análisis electroforético del DNA genómico, se prepararon geles de 

agarosa al 0.8% (p/v) a los que se les adicionó RNAsa;  se cargaron entre 2 y 30 g de 

DNA genómico y se corrieron a 80V durante 40 min en amortiguador TAE (Acetato Tris 40 

mM, EDTA 2 mM).  Después de la corrida, los geles se tiñeron con bromuro de etidio para 

ser visualizados en el transiluminador de luz UV y ser fotografiados. 

4. Extracción y análisis de proteínas totales. 

El tejido vegetal se congeló con nitrógeno líquido y se molió en mortero hasta 

formar un polvo fino que se transfirió a un tubo de ultra centrífuga Beckman TL-100; se le 

agregó 1mL de amortiguador de extracción de proteínas (Tris 70 mM; MgCl2 1 mM; KCl 25 

mM; sacarosa 0.25 mM; 2-mercaptoetanol 15 mM; Triton X-100 0.1%) adicionado con una 

tableta de coctél de inhibidores de proteasas (Complete TM, Boehringer) por cada 50 mL 

de amortiguador de extracción. Se mezcló con la punta de una espátula hasta obtener 
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una suspensión homogénea y se centrifugó a 60,000rpm durante 30 min a 4ºC; se tomó el 

sobrenadante y se repartió en alícuotas de 1 mL que se almacenaron a -20ºC. La 

cuantificación de proteína total en los extractos crudos se hizo con el método de Bradford 

et al. (1976) en el que se mezclaron de 2 a 5 μL de extracto proteico, 200 μL de reactivo 

de Bradford (Bio-Rad Protein Assay) y cbp 1 mL de H2O desionizada. La absorbancia se 

determinó a una λ=595 nm utilizando albúmina sérica bovina (BSA 3 mg/mL) como 

estándar y construyendo una curva patrón en un intervalo de 3 a 30 μg. 

4.1. Geles de actividad de nucleasa. 

La actividad de nucleasa se determinó en geles de poliacrilamida de 0.75mm de 

espesor al 16%, polimerizados en presencia de DNA (50 g de DNA de esperma de 

salmón/mL) sin SDS ni agentes reductores. En cada carril se cargaron 5 g de proteína 

total de los diferentes tiempos y tratamientos, los geles se corrieron durante 45 min a 

250V en una cámara Hoefer Amersham Biosciences (SE 245 Dual Gel Caster) en 

amortiguador de corrida de Laemmli (1970; Tris 24.8mM, Glicina 192mM, SDS 1%). 

Después de la electroforesis, los geles se lavaron 2 veces durante 10 min con una 

solución de isopropanol al 25% en Tris 10 mM pH 8.0 a temperatura ambiente, y una vez 

con ZnCl2 2 mM en succinato de sodio pH 6.0. Los geles se incubaron en amortiguador de 

actividad (KCl 10 mM, MgCl2 40 M, ZnCl2 40 M y succinato de sodio 100 mM a pH 6.0) 

durante una hora a 55ºC con agitación suave y constante. La actividad de nucleasa se 

reveló tiñendo los geles durante 10 min con una solución de bromuro de etidio 0.25 

mg/mL, posteriormente se visualizaron en un transiluminador de luz UV en donde se 

identificaron bandas obscuras, en las que el DNA ha sido degradado, cuyas señales 

relativas se cuantificaron por densitometría en el Fluor-S MultiImager (Bio-Rad). Este 

protocolo se adaptó del método reportado por Muramoto y colaboradores en 1999. 

Para cada gel de actividad, se realizó un gel de calibración; se hicieron geles de 

poliacrilamida de 0.75mm de espesor al 16%, sin DNA, SDS ni agentes reductores; en 

cada carril se cargaron 5 o 20 g de proteína total de los diferentes tiempos y 

tratamientos, los geles se corrieron durante 45 min a 250V y se tiñeron con 20 mL de 

SimplyBlueTM SafeStain (Life Technologies). 

4.2. Requerimiento de cationes de las nucleasas de maíz estudiadas. 

Para determinar el requerimiento de iones divalentes como factores de las 

nucleasas de maíz, se prepararon geles de actividad como se describió previamente. 
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Después de la electroforesis, los geles se lavaron 2 veces durante 10 min con una 

solución de isopropanol al 25% en Tris 10 mM pH 8.0 a temperatura ambiente, 

posteriormente se incubaron en Tris 10 mM pH 8.0 suplementado con CaCl2 (20 M), 

MgCl2 (5 M) o ZnCl2 (20 M), a temperatura ambiente durante la noche. La actividad de 

nucleasa se reveló y documentó como ya se describió. 

Para evaluar la acción de los agentes quelantes EDTA y EGTA sobre la actividad 

de las nucleasas de maíz, se hicieron geles de actividad en la solución amortiguadora o 

bien, suplementada con EDTA 100 M, EGTA 100 M o la mezcla de ambos (EDTA 100 

M / EGTA 100 M), durante 3.5 horas a 55ºC con agitación suave y constante. Para 

recuperar la actividad, se adicionó a cada gel ZnCl2 100 M y se incubó durante la noche 

a temperatura ambiente, con agitación constante antes de revelar la actividad. 

4.3. Geles bidimensionales de actividad. 

La electroforesis bidimensional se realizó en un equipo Bio-Rad Mini-Protean II Gel 

System. Se tomó un volumen de la muestra equivalente a 350 μg de proteína total y se 

mezcló con un volumen igual de amortiguador de muestra (glicerol: anfolinas pH=3-10: 

H2O 60: 4: 36 v/v/v), siguiendo el protocolo de O’Farrell (1975). Las proteínas se 

separaron en la primera dimensión de acuerdo a su punto isoeléctrico en geles de 

acrilamida/bis-acrilamida 5% que contenían anfolinas al 2.4% en un rango de pH de 3 a 

10 (Bio Rad 163-112). Se cargaron 10 g de proteína en el gel y se corrió a 200V durante 

90 min, posteriormente se corrió a 400V durante 90 min más. El amortiguador del ánodo 

fue ácido fosfórico 10 mM y el del cátodo, hidróxido de sodio (NaOH) 20 mM. Después del 

isoelectroenfoque, el gel se cortó en sus respectivos carriles y se cargó en geles 

preparativos polimerizados en presencia de DNA, como se describe en la sección previa. 

5. Clonación del cDNA de ZmNUC1 y análisis de expresión génica. 

Se emplearon técnicas de Biología Molecular convencionales que se describen en el 

Anexo I. 

6. Obtención y purificación de la proteína de fusión GST-ZmNUC. 

Para poder sobreexpresar la proteína en E. coli, se subclonó el cDNA aislado (ver 

Anexo I) en el vector pGEX 4T-2 (Invitrogen). Tanto el plásmido pGEX 4T-2 como la 

construcción ZmNUC/pGEM-T se trataron con la enzima BamHI en un volumen final de 50 

L y después de purificarlos, con la enzima SmaI por 1 h a 37°C. El plásmido linearizado y 
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el fragmento de cDNA de 1044 pb se separaron en un gel de agarosa (1.5%). Con esta 

construcción (pGEX-ZmNUC) se transformaron células E. coli BL21. 

Se plaqueó una asada de las células E. coli BL21 transformadas con la 

construcción pGEX-ZmNUC en cajas de LB/agar y ampicilina (100 g/mL), se incubaron 

las células durante 12 horas a 37ºC. Se tomó una colonia aislada y se inocularon con ella 

3.5 mL de medio LB adicionado con ampicilina (100 g/mL), este cultivo se dejó 

incubando a 30ºC con agitación constante durante la noche, hasta que alcanzó una 

densidad óptica de 0.6 a 600 nm. Se tomaron 160 L de este cultivo para inocular 125 mL 

de medio LB suplementado con ampicilina (50 g/mL) en un matraz de 500 mL, lo que 

permite una mejor aeración. Este cultivo se mantuvo a 30ºC durante 5 horas con agitación 

constante de 250rpm hasta que alcanzó una densidad óptica entre 0.5 y 0.6 a 600 nm. La 

inducción de la proteína de fusión GST-ZmNUC se realizó adicionando IPTG (0.25 mM), 

durante 3 horas a 30ºC. Las bacterias se centrifugaron por 10 min a 8,500rpm. La pastilla 

de bacterias se puede conservar a -70ºC o ser lisada inmediatamente para obtener el 

extracto proteico total. 

El paquete celular se lavó con 8 mL de PBS 1X (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, 

NaHPO 10 mM, KH2PO 2mM, pH 7.3), se centrifugó (5,000 rpm; 10 min) y las células se 

resuspendieron nuevamente en 8mL de PBS 1X suplementado con una tableta de coctél 

de inhibidores de proteasas (Complete TM, Boehringer). Las células se lisaron con un 

sonicador de punta a 15kHz durante 40 minutos, distribuidos en intervalos de 30 

segundos de sonicación por 1 minuto de descanso en baño de hielo. Se agregó al 

sonicado Tritón X-100 en una concentración final del 1% y se incubó con agitación suave 

durante 30 min a temperatura ambiente, se centrifugó la mezcla a 13,000 rpm durante 10 

min a 4ºC para separar los restos celulares. Se desechó el sobrenadante ya que la 

proteína de fusión GST-ZmNUC no se solubilizó y se encontró en cuerpos de inclusión, 

por lo que a la pastilla de residuos celulares se le agregó amortiguador desnaturalizante 

de muestra, se llevó a ebullición durante 5 min y se enfrió a temperatura ambiente durante 

15 min; se cargaron 250 L de esta mezcla en geles preparativos de poliacrilamida al 

12%. 

Para separar la proteína de fusión GST-ZmNUC del resto de las proteínas 

bacterianas presentes en los residuos celulares, se utilizó un método manual que 

involucró la disección con bisturí de la banda de proteína sobreexpresada a partir de geles 

preparativos de poliacrilamida. Se corrieron 60 geles de poliacrilamida en condiciones 
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desnaturalizantes durante 45 min a 250V. Posteriormente, la banda de proteína de 

aproximadamente 60kDa correspondiente a la proteína sobreexpresada, se cortó de cada 

unos de los geles. Ya que se habían obtenido todas las bandas de proteína, se cortaron 

en fragmentos pequeños y se colocaron en los tubos del electroelutor (BioRad, modelo 

422), se electroeluyeron durante 5 horas con una corriente de 10 mA/tubo, en 

amortiguador de corrida de Laemmli (1970; Tris 24.8mM, Glicina 192mM, SDS 1%); se 

obtuvieron aproximadamente 5mL de proteína, mismos que se concentraron en tubos 

Amicon Ultra 30,000 MWCO centrifugando a 3,500 rpm durante 15 min en intervalos de 5 

min. 

7. Obtención y purificación del anticuerpo -ZmNUC. 

Una vez que la proteína recombinante GST-ZmNUC estuvo parcialmente 

purificada, se conjugó con hemocianina (Herrera et al. 2000) para obtener un mejor 

inmunógeno. La hemocianina (10 mg) se disolvió en 500 L de agua, se diluyó con 100 L 

de la mezcla A (10 L glutaraldehído 25%, 90 L PBS 5X) y se incubó a temperatura 

ambiente durante la noche. El glutaraldehído se eliminó mediante filtración en tubos 

Amicon Ultra 30,000 MWCO lavando cuatro veces con PBS 1X y centrifugando a 

3,500rpm en intervalos de 5 min por el tiempo necesario para obtener el volumen original. 

La hemocianina activada se mezcló con 300 g de la proteína recombinante y se incubó a 

temperatura ambiente durante la noche; este conjugado se usó como inmunógeno. 

Para la obtención del anticuerpo específico contra nucleasas de maíz, se inmunizó 

un conejo hembra de 1.2 kg al inicio del tratamiento con el esquema de inmunización 

detallado en la Tabla 1: 

Tabla 1. Esquema de inmunización para la obtención del anticuerpo -ZmNUC. 

Día Procedimiento 

0 Sangría suero pre-inmune (6 mL) 

0 1
ra

 inoculación (100 g proteína recombinante conjugada con hemocianina + ACF) 

15 2
da

 inoculación (100 g proteína recombinante conjugada con hemocianina + AIF) 

30 3
ra

 inoculación (100 g proteína recombinante conjugada con hemocianina + AIF) 

37 Primera sangría de prueba (6 mL) 

40 4
ta
 inoculación (100 g proteína recombinante conjugada con hemocianina + ACF) 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 

44 
 

55 Segunda sangría de prueba (6 mL) 

64 Sangría total (44 mL suero) 

 

Para purificar las inmunoglobulinas se hicieron dos precipitaciones consecutivas 

tanto del suero obtenido de la sangría total así como del suero preinmune (PIS) con una 

solución saturada de sulfato de amonio (Harlow y Lane 1988). 

7.1 Western blots. 

Se prepararon geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 16% que se corrieron a 

250V durante 90 min en amortiguador de corrida (Tris 24.8mM, Glicina 192mM, SDS 1%); 

en cada carril se cargaron 20 g de los extractos proteicos totales de maíz provenientes de 

los diferentes tratamientos con FB1 10 M, SN 10 M, PS 10 M y SA 1mM y tiempos (6 a 

72 horas). Al terminar la corrida, los geles se lavaron en amortiguador de transferencia 

(Tris 24.8 mM, Glicina 192 mM, Metanol 10%) y enseguida se transfirieron a membranas 

Immobilon-PTM (Millipore) utilizando una cámara de electroforesis vertical Mini-V8-10 (Life 

Technologies) a 100V durante 1.5 horas, con amortiguador de transferencia, en frío. 

Para hacer el Western blot de geles bidimensionales, el isoelectroenfoque (IEF) se 

hizo en tiras de gel de 7 cm de largo, con gradiente de pH inmovilizado de 4 a 7 

(ReadyStripTM IPG Strip, Bio-Rad); las tiras se hidrataron durante la noche en 

amortiguador de hidratación (urea 8M, CHAPS 2%, DTT 0.2%, ReadyStrip buffer 1X, azul 

de bromofenol 0.001%). Se tomaron 50 g de extractos proteicos totales de los 

tratamientos con SN y FB1 de 36 y 48 horas, se les adicionó el volumen necesario de 

amortiguador de hidratación para alcanzar un volumen final de 125 L. Los IEFs se 

corrieron a 50 mA/tira en el equipo PROTEAN IEF (Bio-Rad) con el siguiente programa: 

15 min de 0 a 250V a 20ºC y 1 hora de 250V a 8,000V a 20ºC. Una vez terminada la 

corrida, las tiras se almacenaron a -20ºC inmersas en aceite mineral. Para hacer la 

segunda dimensión, se eliminó el exceso de aceite de las tiras y se sumergieron en 

amortiguador de muestra con SDS y sin agentes reductores, se cargaron en geles 

preparativos de poliacrilamida al 16% y se corrieron durante 45 min a 250V en una 

cámara Hoefer Amersham Biosciences (SE 245 Dual Gel Caster) en amortiguador de 

corrida de Laemmli (1970; Tris 24.8mM, Glicina 192mM, SDS 1%). Posteriormente, se 

transfirieron a membranas Immobilon-PTM (Millipore), como se describe previamente. 
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Para bloquear las membranas se utilizó una solución de leche descremada al 5% y 

Tween 20 al 0.6% en PBS 1X, se incubaron en esta solución durante 2 horas a 

temperatura ambiente en constante agitación orbital. Se eliminó la solución de bloqueo y 

se reemplazó con solución fresca a la que se le añadió el primer anticuerpo ( -GST o -

ZmNUC, según el ensayo a realizar) en diluciones de 1:1,500 hasta 1:5,000. Las 

membranas se incubaron con agitación orbital constante a 4ºC durante la noche; la 

solución se retiró y se hizo un lavado de 15 min con PBS 1X a temperatura ambiente y 

con agitación orbital, se eliminó la solución de lavado y se reemplazó con PBS 1X 

suplementado con NaCl 0.5M, se lavaron las membranas nuevamente durante 15 min con 

agitación orbital a temperatura ambiente; se dio un tercer lavado con PBS 1X durante 15 

min con agitación orbital, se desechó la solución y se agregó de nuevo solución de 

bloqueo suplementada con el segundo anticuerpo (anti-IgG de conejo unido a peroxidasa 

de rábano; Amersham Biosciences) en una dilución 1:10,000; se incubaron las 

membranas durante 2 horas a temperatura ambiente con agitación orbital y se lavaron 

para eliminar los residuos de la solución de bloqueo y los anticuerpos unidos 

inespecíficamente dando 3 lavados de 15 min cada uno con PBS 1X a temperatura 

ambiente. 

Las membranas se colocaron entre 2 acetatos en donde se puso también 1 mL de 

la solución reveladora (ECL; Amersham) en la que se incubaron entre 1 y 2 min a 

temperatura ambiente, posteriormente, las membranas se protegieron de la luz dentro de 

un casete de exposición durante 10 min antes de exponer la película fotográfica a la 

quimioluminiscencia producida. Se colocó la película fotográfica dentro del casete, 

marcando en ella con lápiz las esquinas de la membrana; se expuso durante intervalos de 

entre 30 segundos y 10 min antes de revelar por métodos convencionales. 

7.1.1 Ensayos de competencia del anticuerpo ZmNUC vs la proteína 

recombinante GST-ZmNUC. 

Con la finalidad de saber si el anticuerpo ZmNUC era capaz de reconocer a la 

proteína ZmNUC30 en extractos proteicos totales, se hicieron ensayos de competencia en 

los que se incubaron diluciones 1:1000 y 1:5000 del anticuerpo ZmNUC, con 25 y 50 g 

de la proteína de fusión GST-ZmNUC en un volumen final de 1 mL, se incubaron a 4ºC 

durante 4.5 horas con agitación constante. 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 

46 
 

Se prepararon geles desnaturalizantes de poliacrilamida (16%) y en cada carril se 

cargaron 20 g de los extractos proteicos totales de maíz provenientes de los diferentes 

tratamientos a las 36 horas de germinación. Se transfirieron y bloquearon como se 

describe previamente en la sección 7.1 de Materiales y Métodos. Se utilizó como primer 

anticuerpo la mezcla del anticuerpo unido a las diferentes cantidades de proteína de 

fusión en 4 mL de solución de bloqueo y se llevó a cabo la incubación durante la noche a 

4ºC con agitación orbital constante. Las membranas se lavaron, se incubaron con el 2º 

anticuerpo y se revelaron como se describe previamente en la sección 7.1 de Materiales y 

Métodos. 

7.2 Inmunoprecipitación. 

Se utilizó la resina comercial nProtein A Sepharose 4 Fast Flow (Amersham 

Biosciences). La resina se lavó cinco veces con dos volúmenes de PBS 1X cada vez, 

centrifugando entre cada lavado a 12,000rpm durante 1minuto. Se preparó una 

suspensión de resina al 50% con PBS 1X que se almacenó a 4°C. 

Para conjugar los anticuerpos con la resina se utilizó 1 L de cada anticuerpo 

(incluyendo los controles negativos -TK y PIS) y 49 L de resina, esta mezcla se incubó 

sin agitación durante 4 horas a 4°C, posteriormente se agregaron 25 g de cada extracto 

proteico total, de los diferentes tratamientos y tiempos, en el volumen necesario de PBS 

1X / BSA 0.5% para obtener un volumen final de 500 L, la suspensión se dejó en 

agitación constante a 4°C durante la noche. Las mezclas se centrifugaron a 12,000rpm 

durante 5 min para obtener los complejos, el botón se lavó con 1 mL de PBS 1X y se 

centrifugó de nuevo bajo las mismas condiciones. Para eluir los complejos anticuerpo-

proteína de la resina, se agregó amortiguador de muestra para electroforesis de proteínas 

(Laemmli, 1970) sin -mercaptoetanol. El análisis tanto de los inmunoprecipitados como 

de los sobrenadantes se hizo utilizando geles de actividad de nucleasa como se explica 

previamente en la sección 4.1 de Materiales y Métodos. 
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VII. RESULTADOS. 

 

1. El tratamiento con FB1 provoca un incremento en la permeabilidad membranal 

en semillas de maíz. 

Para conocer los efectos fisiológicos de la FB1 en condiciones lo más parecidas 

posible a las que se presentan in vivo, se imibibieron semillas de maíz en presencia de 

micotoxina 10 M. Como parámetro de muerte celular, se determinó la pérdida de 

electrolitos que sufren las radículas tanto de semillas control como tratadas durante 24 y 

48 h, a través del cambio en la conductancia del medio. A las 48 h, se observó un 

incremento significativo de 38% en la pérdida de electrolitos como efecto del tratamiento 

(Fig. 8). Estos resultados son consistentes con lo observado en otros modelos en el 

sentido de que la micotoxina causa muerte celular del tejido vegetal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Pérdida de electrolitos en radículas de semillas control y tratadas con FB1 10 M. Media 
+/- SD; n=4 muestras independientes. 

 

2. El tratamiento con FB1 provoca la degradación del DNA genómico en semillas 

de maíz y la inducción de la actividad de nucleasas. 

Ya que la fuga de electrolitos es considerada como marcador de muerte celular, 

una vez corroborada ésta en las semillas de maíz como producto del tratamiento con la 

FB1, se evaluó otro marcador clásico de muerte celular que es la fragmentación del DNA. 

Se realizó el análisis electroforético del DNA genómico extraído de radículas de semillas 

de maíz control y tratadas con FB1 10 M durante 48 h, tiempo al que ocurrió muerte 
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celular y se observó la presencia de un barrido de DNA en geles de agarosa, patrón 

presente en semillas tratadas, a diferencia del control y de lo observado a tiempos más 

cortos de germinación (Fig. 9A). 

Para asociar la degradación del DNA genómico con la activación de nucleasas, se 

obtuvieron extractos proteicos de radículas control y tratadas con FB1 10 M durante 24 y 

48 h, y se analizó la actividad de estas enzimas en geles de poliacrilamida suplementados 

con DNA. Consistentemente se observaron dos bandas de actividad que corresponden a 

las zonas que no se tiñen con bromuro de etidio. Por su migración electroforética, estas 

dos bandas de actividad tienen un P.M. aproximado de 30 y 39 kDa. Estas actividades se 

detectaron desde las 24 h, incluso en los extractos control, y se observó un incremento a 

las 48 h, que fue más acentuado en extractos de semillas tratadas con FB1 (Fig. 9B). La 

mayor actividad de nucleasa correlacionó en tiempo con la mayor degradación del DNA 

genómico y con la mayor pérdida de electrolitos. 

 
Figura 9. Análisis de la fragmentación del DNA genómico de maíz y las actividades de nucleasa 
presentes en extractos proteicos. A. Degradación DNA genómico en radículas de semillas control y 
tratadas con FB1 durante 24 y 48 horas. M: marcador de peso molecular B. Nucleasas presentes 
en extractos proteicos de maíz y cuya actividad se incrementa por efecto del tratamiento con FB1. 

C. Control de cargado: 5 g/carril de extractos proteicos totales. 

Aunque se observó actividad de nucleasa en el control de 48 h, ésta no 

correlacionó con la degradación del DNA genómico, posiblemente debido a la diferencia 

en la sensibilidad de los métodos utilizados; los geles de actividad son más sensibles que 

los geles de agarosa en los que se analiza el DNA. 
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3. La actividad de nucleasa se induce por el tratamiento con FB1, BCLs y SA. 

Debido que la FB1 es un potente inhibidor de la esfinganina N-acil transferasa que 

provoca la acumulación de BCLs, y éstas a su vez inducen una elevación en los niveles 

de ácido salicílico en maíz durante la germinación (de la Torre-Hernandez et al. 2010), se 

evaluó el efecto de dos BCLs, así como del SA, sobre la actividad de las nucleasas 

presentes en extractos proteicos de maíz durante distintos tiempos en la germinación. 

Se analizaron en geles de actividad de nucleasa los extractos proteicos de 

semillas de maíz tratadas con fitoesfingosina (PS) 10 M, esfinganina (SN) 10 M, FB1 10 

M y SA 1mM en tiempos desde las 24 hasta las 48 h, observándose desde el tiempo 

más corto el doblete de actividad previamente identificado (Fig. 10A). La banda de 

actividad de 30 kDa se nombró como ZmNUC30 mientras que la de 39 kDa, se nombró 

como ZmNUC39. 

A las 24 h de germinación, con cada uno de los tratamientos, incluyendo el control, 

se observó mayor actividad de ZmNUC39 en comparación con ZmNUC30 (Fig. 10A), sin 

embargo, a las 36 h se registraron incrementos en la actividad de ZmNUC30 del 65% con 

SN, 70% con FB1 y 83% con SA (Fig. 10A y B), respecto al control, mientras que la 

actividad de ZmNUC39 aumentó un 33% con SN y 39% con FB1 (Fig. 10A y C). A las 48 

h, el incremento observado en la actividad de ZmNUC30 fue del 42% con SN, 40% con 

FB1 y 105% con SA (Fig. 10A y B). 
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Figura 10. Actividad de nucleasa bajo diferentes tratamientos. A. Geles de actividad de nucleasa 

de 24 a 48 h de germinación con los tratamientos C, control; PS, fitoesfingosina 10 M; SN, 

esfinganina 10 M; FB, fumonisina B1 10 M; SA, ácido salicílico 1mM; se cargaron 5 g de 
proteína total por carril. B. Cuantificación densitométrica de las bandas de actividad de ZmNUC30. 
C. Cuantificación densitométrica de las bandas de actividad de ZmNUC39. (Fluor-S MultiImager); 
media +/- SD; n= 3 geles; P < 0.01, prueba de Tukey. 
 

4. Caracterización bioquímica de la nucleasa de maíz ZmNUC30. 

Una vez identificadas las dos actividades de nucleasa de maíz responsivas a los 

tratamientos utilizados, se hizo una caracterización bioquímica de éstas con énfasis en 

ZmNUC30 ya que su actividad se indujo de manera clara con los cuatro tratamientos. 

4.1. Cálculo del punto isoeléctrico. 

Para determinar el punto isoeléctrico (pI) de las proteínas responsables de la 

actividad de nucleasa, se realizó una electroforesis bidimensional en la que se separaron 

extractos proteicos de radículas de semillas de maíz tratadas durante 48 h y se evaluó la 

actividad de nucleasa. Se observaron varias manchas de actividad (Fig. 11), apreciados 

como zonas oscuras en el gel. Se localizaron mayoritariamente 3 puntos de actividad (Fig. 

11; A, B y C); los dos primeros (A y B), mostraron una migración relativa cercana a los 37 

kDa y pI de 5.2 y 6, respectivamente. El tercer punto de actividad (C), mostró valores 

aproximados de peso molecular y pI de 30 kDa y 5.2, respectivamente (Fig. 11), por lo 

que proponemos que se trata de ZmNUC30. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Gel bidimensional de actividad de nucleasa. Las flechas señalan los tres principales 
puntos de actividad. A: 37 kDa, pI 5.2; B: 37 kDa, pI 6; C: 30 kDa, pI 5.2. 
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4.2. Uso de cationes divalentes como cofactores. 

Las endonucleasas vegetales requieren de un catión divalente como cofactor que 

puede ser Ca2+ o Zn2+ y éste es un criterio empleado para su clasificación (Sugiyama, et 

al., 2000). Con este propósito, se hicieron geles de actividad a los que, durante la 

incubación para revelarla, se les adicionaron CaCl2 (20 M), MgCl2 (5 M) o ZnCl2 (20 M) 

para evaluar el efecto que tienen sobre las nucleasas de maíz (Fig. 12). Se observó el 

doblete de actividad previamente identificado pero la actividad correspondiente a 

ZmNUC30 fue menor en presencia de Ca2+ que con los otros dos cationes probados. El 

efecto del catión sobre la actividad de ZmNUC39 fue marginal pues se detectó con los 

tres cationes. 

 

Figura 12. Geles de actividad de nucleasa en presencia de CaCl2 20 M, MgCl2 5 M y ZnCl2 20 M 
como cofactores, agregados en la solución amortiguadora para revelar la actividad. Se cargaron 5 

g de extracto proteico total en cada carril, provenientes de radículas de semillas control y tratadas 

con esfinganina (SN) 10 M, durante 36 o 48 horas. 
 

Por su parte, las nucleasas dependientes de zinc han sido agrupadas dentro de la 

familia de nucleasas S1/P1, descrita en gran variedad de eucariontes, incluyendo plantas 

(Desai y Shankar 2003). Se trata de glicoproteínas monoméricas con pesos moleculares 

que van desde los 33 hasta los 44kDa, su actividad catalítica máxima ocurre a pH ácido y 

hacen cortes en DNA de cadena sencilla, preferentemente, y son capaces de degradar 

también RNA. 
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5. Clonación y análisis del cDNA de ZmNUC30. 

Para analizar la inducción de las nucleasas de maíz fue necesario analizar su 

patrón de expresión, sin embargo, no conocíamos la secuencia de las nucleasas 

ZmNUC30 o ZmNUC39 que sirviera como referencia para hacer este estudio. Por ello se 

recurrió a la base de datos de secuencias expresadas (EST; www.maizegdb.org) del año 

2001. Se obtuvieron 25 secuencias de diferentes tamaños y se eligió la de mayor longitud 

(1113 pb; Fig. 13), siendo ésta una secuencia construida a partir de fragmentos 

traslapados provenientes de diversos tejidos, e identificada con el número de referencia 

TUC07-14-5906.1 (Fig. 13). 

 

Figura 13. Esquema de construcción de la secuencia EST de maíz TUC07-14-5906.1 a partir de 
fragmentos traslapados. En cada barra se indican el número de referencia de cada secuencia así 
como su longitud en pares de bases. Las barras de diferentes colores corresponden a los 
diferentes tejidos indicados al inicio de cada bloque y fueron obtenidas en los siguientes 
laboratorios: raíz de 3-4 días (Walbot Laboratory, Stanford University); plántula verde, estadio de 
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dos hojas (Schnable Laboratory, Iowa State University); mezcla de cDNAs de espiga en desarrollo, 
0.5-2.0cm de largo (Schmidt Laboratory y Walbot Laboratory, Stanford University); mezcla de 
cDNAs de tejidos adultos y totalmente diferenciados (pelos, espiga, chala, grano, tallo, hoja y raíz; 
Walbot Laboratory, Stanford University); biblioteca Glume de cDNAs de maíz (LIBEST 004941; 
Cold Spring Harbor Laboratory); estigmas adultos infectados por Fusarium graminearum (Walbot 
Laboratory, Stanford University). 

 

El cDNA compilado contenía un marco de lectura abierto aparentemente completo 

ya que cuenta con un codón de término y un potencial codón de inicio. En la región 3´-

UTR se encuentra una señal de poliadenilación y la correspondiente cola de poliA; el 

extremo 5´-UTR no traducido podría estar incompleto por lo que no estamos seguros si 

hay algún marco de lectura adicional río arriba del ATG señalado (Fig. 14). 

 

Figura 14. Secuencia EST de maíz TUC07-14-5906.1. Se indican el codón putativo de inicio 
(anaranjado), el codón de término (morado), la señal de poliadenilación (rosa), la región más 
conservada entre las nucleasas vegetales (457 pb, azul) amplificada a partir los oligonucleótidos 
diseñados (verde) y los oligonucleótidos que permitieran la amplificación de la secuencia completa 
(1050 pb, rojo). 
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La secuencia EST de maíz TUC07-14-5906.1 tiene altos porcentajes de identidad 

con otras nucleasas vegetales reportadas pertenecientes a la familia S1/P1: 86% con una 

nucleasa bifuncional de arroz, 58% con Bnuc1 y 56% con BEN1 de cebada así como 51% 

con BFN1 de Arabidopsis (Fig. 17). Debido a sus características, esta secuencia se utilizó 

como referencia para diseñar de oligonucleótidos (Fig. 14; Anexo I) que permitieran el 

aislamiento del cDNA correspondiente, de 1044 pb (Fig. 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Producto de amplificación por RT-PCR obtenido a partir de RNA de semillas de maíz 
tratadas con FB1 durante 48 h; se utilizaron los cebadores diseñados con base en la secuencia 
EST de maíz TUC07-14-5906.1. 

 

El producto de amplificación se clonó y la secuencia mostró una identidad del 98%, 

con la secuencia TC07-14-5906.1, observándose únicamente cambios puntuales en 

algunas bases. La secuencia de cDNA aislada se depositó en el GenBank (AM710418). 

Se buscó en el genoma de maíz la secuencia correspondiente del cDNA aislado 

(AM710418) y solamente se encontró una secuencia con alta identidad (GRZM2G112968) 

en el brazo corto del cromosoma 8, de tal manera que se pudo derivar la estructura de 

exones e intrones del gen. Éste está formado por 8 exones y 8 intrones cuya longitud 

varía entre 84 y 2159 pb (Anexo VI). 

6. La secuencia de cDNA AM710418 de GenBank coodifica una nucleasa de la 

familia S1/P1. 

La secuencia de aminoácidos deducida a partir del cDNA obtenido, fue una 

proteína de 301 residuos (Fig. 16) con un peso molecular calculado de 34 kDa y un pI 
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teórico de 5.8. El algoritmo SignalP-4.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) identificó 

un potencial péptido señal de secreción de 29 aminoácidos en el extremo amino. Se 

localizó un hexapéptido y residuos característicos presentes en nucleasas de la familia 

S1/P1 (Fig. 16). Estos residuos son de His (H), Lys (L) y Asp (D), responsables de la 

interacción con los 3 átomos de Zn2+ que permiten la catálisis. Además, contiene tres 

residuos de Asn (N) glicosilables y cuatro Cys (C) que forman puentes disulfuro, la que 

ocupa la posición 95 con la 244 y la 103, con la 113; todas estas posiciones fueron 

deducidas a partir de la secuencia de la nucleasa S1 de Aspergillus oryzae (AAB20216). 

Figura 16. Secuencia de aminoácidos de la proteína de maíz ZmNUC1. Se destacan el péptido 
señal (rosa), la secuencia consenso de nucleasas S1/P1 (subrayada), residuos involucrados en la 
unión con el Zn 1(azul), con el Zn 2 (verde) y con el Zn 3 (rojo), los residuos glicosilables (amarillo) 
y las cisteínas que forman puentes disulfuro (morado). 

 

La presencia del péptido señal es una característica que comparte la proteína 

ZmNUC1 con las nucleasas S1 de A. oryzae (Iwamatsu et al. 1991; Lee et al. 1995), 

Os01g0128200 de O. sativa (Ohyanagi et al. 2006; Matsumoto et al. 2005), BEN1 (Aoyagi 

et al. 1998), Bnuc1 (Muramoto et al. 1999) y Bnuc2 (Zaina et al. 2003) de H. vulgare, 

BFN1 (Perez-Amador M et al. 2000) de A. thaliana, ZEN1 (Aoyagi et al. 1998) y ZEN3 

(Perez-Amador et al. 2000) de Z. elegans, conduciendo a la predicción de que se trata de 

una proteína que se secreta y su localización final está en el espacio extracelular 

(SignalP-4.0 prediction; Nature Methods, 2011). Una vez habiendo analizado la secuencia 

proteica de ZmNUC1, se hizo el alineamiento con las otras nucleasas vegetales 

reportadas pertenecientes a la familia S1/P1 como se muestra en la Fig. 17, en donde los 

residuos idénticos se enmarcan en un fondo oscuro y los residuos similares, en uno gris. 

Los porcentajes de identidad y similitud que tiene ZmNUC1 con las nucleasas vegetales 

con las que se hizo el alineamiento, así como con las endonucleasas S1 y P1, a partir de 
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las cuales se establece el dominio conservado S1/P1, se presentan en la Tabla 2 y se 

detallan en el Anexo IV. 
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Figura 17. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de nucleasas vegetales reportadas, 
comparadas con la de ZmNUC1. Los códigos de acceso de GenBank son los siguientes: ZmNUC1 
(AM710418), HvNUC2 (CAC33831), HvNUC1 (BAA82696), StNUC (AAT79582), HvZEN1 
(BAA28948), AtBFN1, (H86264), ZeZEN2 (AAD00694), ZeZEN3 (AAD00695). 

 

Tabla 2. Porcentajes de identidad y similitud de secuencia de la proteína ZmNUC1 respecto a otras 
nucleasas pertenecientes a la familia S1/P1 de hongos filamentosos y plantas. 

 

 

Nombre 

 

Especie 

%  

Ident. 

%  

Sim. 

 

Endonucleasa P1 

 

Penicillium citrinum 

 

31 

 

45 

Endonucleasa S1 Aspergillus oryzae 29 46 

Nucleasa Bnuc1 Hordeum vulgare 58 74 

Nucleasa putativa 

Bnuc2 
Hordeum vulgare 57 74 

Endonucleasa BEN1 Hordeum vulgare 56 72 

Nucleasa bifun. ZEN3 Zinnia elegans 56 72 

Endonucleasa StNUC Solanum tuberosum 53 70 

Endonucleasa ZEN1 Zinnia elegans 52 69 

Nucleasa bifun. BFN1 Arabidopsis thaliana 51 68 

 

7. El patrón de expresión de nucleasas de maíz se modifica en función del 

tiempo. 

A partir del cDNA aislado se generó un fragmento de 457 pb (ZmNU01) que 

comprendió de la posición 378 a la 834, y que se empleó como sonda para evaluar los 

niveles de transcrito en ensayos de Northern blot. 

A partir de RNA total de radículas de semillas de maíz control y tratadas con FB1 

(48 h), en el Northern blot se detectó una banda (Fig. 18) intensa con una migración 

electroforética por debajo del RNA ribosomal 18S que en maíz tiene un tamaño 

aproximado de 1.8 kpb (http://maizesequence.org/), por lo que estimamos el tamaño de 

este transcrito alrededor de 1.4 kpb, lo que es consistente con el tamaño de otras 

nucleasas vegetales reportadas como Bnuc1 de cebada, 1.4 kpb (Muramoto et al. 1999), 
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BEN1 de cebada, 1.3 kpb (Aoyagi et al. 1998), ZEN1 de Zinnia elegans, 1.3 kpb (Aoyagi 

et al. 1998) y BFN1 de Arabidopsis, 1.2 kpb (Perez-Amador et al. 2000). Además, se 

observó una banda difusa de menor tamaño e intensidad que podría corresponder a un 

producto de degradación del transcrito mayor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Northern blot de 20 g de RNA total de radículas de maíz control y tratadas con FB1 10 

M durante 48 h. Los transcritos se detectaron con la sonda de cDNA de 457 pb por hibridación a 
65 ºC como se detalla en Materiales y Métodos. Se indica la migración de los RNAs ribosomales y 
la flecha señala el transcrito de tamaño comparable al de otras nucleasas. 

 

En este experimento preliminar se observó una mayor intensidad de la banda en la 

muestra correspondiente al tratamiento con FB1, por lo que se diseñaron experimentos 

para que permitieran evaluar si este patrón se reproducía a tiempos más tempranos así 

como para determinar si los otros estímulos, como las BCLs y el SA, inducían un 

incremento en los niveles de este transcrito como previamente se observó que influyen en 

la actividad de las nucleasas. 

Se observó la presencia del transcrito de nucleasa en semillas de maíz entre las 

24 y las 48 h de germinación (Fig. 19), sin embargo, no se detectaron diferencias 

significativas en función del tratamiento ni del tiempo puesto que se detectó desde las 24 

horas con todos los tratamientos, inclusive en los controles, sin que pueda determinarse 

consistentemente la acumulación o disminución en la cantidad de transcrito como 

respuesta a alguno de los tratamientos en particular. 
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Figura 19. Northern blots de 20 g de RNA total de radículas de semillas de maíz control (C) y 

tratadas con Fitoesfingosina 10 M (PS), Esfinganina 10 M (SN), Fumonisina B1 10 M (FB1) y 
Ácido salicílico 1 mM (SA) durante 24, 36 y 48 h. Los transcritos se detectaron con la sonda de 
cDNA de 457 pb por hibridación a 65 ºC como se detalla en Materiales y Métodos. En el panel 
inferior se muestra el RNA ribosomal 18S como control de cargado. 

 

En la búsqueda de un método más sensible para evaluar los niveles de transcrito 

de nucleasa, se realizaron RT-PCRs semi-cuantitativos mediante la amplificación del 

fragmento de cDNA empleado como sonda y utilizando el cDNA de ubiquitina (UBQ) 

como control de cargado y normalización (Fig. 20). 
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Figura 20. RT-PCRs semicuantitativos del transcrito de nucleasa de maíz normalizados con 
ubiquitina. A. En el panel superior, control de carga en geles de agarosa al 1.2% teñidos con 

bromuro de etidio en los que se corrieron la de 2 g de RNA total de radículas de semillas de maíz 
sometidas a los diferentes tratamientos (C; PS; SN; FB y SA) durante 18, 24, 36 o 48 h. En el panel 
intermedio, amplificación del transcrito de 457 pb, correspondiente a la nucleasa de maíz bajo las 
condiciones ya mencionadas; en el panel inferior, amplificación del transcrito de 300 pb de la 
ubiquitina (UBQ). Se muestra un experimento representativo de cinco realizados. B. Análisis 
densitométrico (Fluor-S MultiImager) de las bandas correspondientes a los transcritos de la 
nucleasa de maíz normalizados con ubiquitina; n= 5 RT-PCRs independientes. Media +/- SD. 

 

A las 18h de tratamiento no se detectó el transcrito de nucleasa (Fig. 20) y a las 24 

h se observó un aparente pico de acumulación, especialmente en respuesta al tratamiento 

con SA, aunque al normalizar con el transcrito UBQ las diferencias no parecen ser 

significativas. Algo similar se observó a las 36 h y 48 h, pues no se detectaron diferencias 

significativas entre los tratamientos. 

Debido a que los resultados del análisis de la expresión de las nucleasas de maíz 

no fueron concluyentes, la siguiente aproximación fue determinar la cantidad de proteína 

presente en el sistema bajo los diferentes tratamientos, suponiendo que la activación de 

las nucleasas podría estar controlada a nivel traduccional y no a nivel transcripcional. 

Para ello, fue necesario producir un anticuerpo específico contra nucleasas. 

8. La nucleasa codificada por la secuencia AM710418 de GenBank es 

insoluble en extractos de Escherichia coli. 

Para producir el anticuerpo contra nucleasas, se obtuvo la proteína de fusión 

GST/NUC por sobreexpresión en cultivos de E. coli BL21. Puesto que la proteína 

ZmNUC1 es de un tamaño aproximado de 34 kDa y el tamaño de GST es de 26 kDa, se 

esperaba obtener una proteína de fusión de aproximadamente 60 kDa (Fig. 21A). Al hacer 

la lisis celular por sonicación, la proteína de fusión no se detectó en el sobrenadante y se 

acumuló en la fracción insoluble que corresponde a los cuerpos de inclusión (Fig. 21B), 

por lo que no se pudo purificar por cromatografía de afinidad como se tenía contemplado. 

Entonces la pastilla de residuos bacterianos provenientes de la sonicación se disolvió con 

Triton X-100 (1%) y se sometió a SDS-PAGE desnaturalizante. Para corroborar la 

identidad de la proteína de fusión, se hicieron Western blots con un anticuerpo -GST que 

reconoció una sola banda de aproximadamente 60 kDa (Fig. 21C), correspondiente a la 

proteína recombinante GST/NUC. 



RESULTADOS 

 

61 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 21. Obtención de la proteína de fusión GST/NUC. A. Gel desnaturalizante de poliacrilamida 
al 12% teñido con azul de Coomassie en el que se separaron electroforéticamente residuos 
celulares de E. coli Bl21 control y suplementados con IPTG. B. Gel desnaturalizante de 
poliacrilamida al 12% teñido con azul de Coomassie en el que se visualizó a la proteína de fusión 
insoluble, presente únicamente en la pastilla bacteriana, producto de la sonicación. C. Western blot 

con el anticuerpo -GST (1:5000) que reconoce a la proteína de fusión; exposición 5 min. 

 

La proteína de fusión parcialmente purificada por electroforesis se conjugó con 

hemocianina que se empleó como inmunógeno para producir el anticuerpo -ZmNUC. 

9. El anticuerpo -ZmNUC reconoce una proteína de aproximadamente 30 kDa 

en extractos proteicos totales de maíz y Arabidopsis. 

Las inmunoglobulinas obtenidas del suero inmune se emplearon en ensayos de 

Western blot en experimentos paralelos usando también el anticuerpo -GST. Ambos 

anticuerpos, -NUC y -GST reconocieron una proteína de aproximadamente 60 kDa 

cuando se cargaron 50 y 500 ng de proteína total (Fig. 22). El suero pre-inmune (SPI) no 

presentó reacción con ninguna proteína en el extracto (Fig. 22). 
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Figura 22. Ensayo de reconocimiento de la proteína de fusión GST/NUC con los anticuerpos anti-
GST y anti-NUC. Se cargaron en geles de poliacrilamida diluciones seriadas (de 5 a 50ng), de la 

proteína de fusión GST/NUC, para hacer los Western blots se utilizaron los anticuerpos -GST 

(1:5000) y -NUC (1:5000), así como el suero preinmune (SPI; 1:2500). El tiempo de exposición 
fue de 1 min. 

Como parte de la validación del anticuerpo -ZmNUC se hicieron ensayos de 

competencia como se detalla en el Anexo II. 

Para analizar los niveles de proteína reconocida por el anticuerpo, teóricamente 

ZmNUC1, se prepararon Western blots de extractos proteicos totales de radículas de 

maíz correspondientes a los diferentes tratamientos durante 36 y 48 h. El anticuerpo 

reconoció una proteína de aproximadamente 30 kDa, que puede corresponder a la 

proteína codificada por el cDNA AM710418 una vez que ha sido procesado el extremo 

amino pues generaría un polipéptido de 30.9 kDa. Se detectó también una banda de 60 

kDa, pero ninguna otra banda que pudiera corresponder a ZmNUC39 (Fig. 23A). 

A las 36 h, no se observaron diferencias evidentes en los niveles de proteína entre 

los distintos tratamientos (Fig. 23A). La imbibición con SA provocó un incremento discreto 

del 32% en los niveles de la proteína reconocida, pero no fue significativo (Fig. 23B). A las 

48 h, el aumento en la cantidad de proteína detectada en respuesta a los tratamientos 

respecto al control fue más evidente (Fig. 23A), presentándose un incremento del 127.1% 

con PS, del 133.7% con SN, del 125.8% con FB1 y del 153% con ácido salicílico SA y 

estas diferencias sí fueron significativas (Fig. 23B). 
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Dada la similitud de secuencia entre ZmNUC y la nucleasa bifuncional de 

Arabidopsis (BFN1), se probó el anticuerpo -ZmNUC contra proteínas obtenidas de 

extracto proteico total de Arabidopsis. También en estos extractos el anticuerpo detectó 

una banda de aprox. 30 kDa (Fig. 23C). 

Figura 23. Patrón de reconocimiento de la nucleasa de maíz, analizado por Western blot. A. Se 

utilizaron 20 g de extracto total y el anticuerpo en una dilución 1:1500. Los tratamientos utilizados 

fueron: C, control; fitoesfingosina 10 M (PS); esfinganina 10 M (SN); fumonisina B1 10 M (FB); 
ácido salicílico 1 mM (SA), durante 36 o 48 h. La flecha en el panel superior indica la masa 
molecular (30 kDa) de la proteína reconocida; en el panel inferior se muestra el control de cargado 
en geles de poliacrilamida corridos en condiciones desnaturalizantes y teñidos con azul de 
Coomasie. B. Análisis densitométrico (ImageJ) de la banda de 30 kDa reconocida por el 
anticuerpo; n= 3 Westerns independientes. Media +/- SD. C. Cantidades crecientes de extracto 

total de A. thaliana (5 a 50 g) corridas en condiciones desnaturalizantes; el anticuerpo se usó a 
una dilución 1:1500; la flecha indica el tamaño aproximado de la banda de reconocimiento. 

 

10. El anticuerpo -ZmNUC inmunoprecipita el doblete de actividad previamente 

identificado. 

Para aportar mayor evidencia en la demostración de que la proteína reconocida 

por el anticuerpo -ZmNUC correspondía a la banda de actividad analizada, se realizaron 
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inmunoprecipitaciones del extracto proteico total y se evaluó la actividad de nucleasa en 

los inmunoprecipitados. Como control positivo, se utilizó también el extracto proteico total 

proveniente de semillas sometidas a estrés salino (SC; NaCl 300 mM durante 48 h) 

puesto que se ha reportado la activación de nucleasas dependientes de Zn2+ y 

pertenecientes a la familia S1/P1 en condiciones de este tipo de estrés en cebada 

(Muramoto et al. 1999). 

Después de centrifugar se observó que el sobrenadante (sn) contenía trazas de 

actividad de nucleasas en dos tratamientos (Fig. 24A). Mientras que los 

inmunoprecipitados contuvieron el doblete de actividad compuesto por ZmNUC30 y 

ZmNUC39, como se había observado en extractos proteicos totales de semillas de maíz 

sometidas a los tratamientos estudiados. La actividad de nucleasa fue más evidente con 

el tratamiento con SA y el estrés salino (SC) (Fig. 24B). Estos resultados son consistentes 

con el hecho de que la actividad de nucleasa estudiada en este trabajo (ZmNUC30) 

corresponde al cDNA aislado y que esta enzima comparte muchas características con las 

nucleasas bifuncionales. 

Figura 24. Inmunoprecipitación de nucleasas de maíz con el anticuerpo -ZmNUC, analizadas en 
geles de actividad. A. Gel de actividad de los sobrenadantes (sn). B. Gel de actividad de los 

inmunoprecipitados (ppt). Los tratamientos utilizados fueron: control, C; fitoesfingosina 10 M, PS; 

esfinganina 10 M, SN; fumonisina B1 10 M, FB; ácido salicílico 1mM, SA; cloruro de sodio 300 
mM, SC; suero preinmune, SPI. Las flechas señalan las actividades correspondientes a ZmNUC39 
y ZmNUC30. 
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VIII. DISCUSIÓN. 

La germinación de las semillas y el establecimiento de las plántulas son estadios 

del desarrollo en los que el maíz es particularmente susceptible a la infección por F. 

verticillioides y otros patógenos necrótrofos. Dado que el hongo puede sobrevivir en la 

semilla como endófito o en el suelo, tiene acceso a ésta durante las etapas tempranas del 

desarrollo (Kedera et al. 1994; Munkvold et al. 1997; Williams et al. 2006). Se ha 

documentado la correlación positiva que existe entre la producción de FB1 por F. 

verticilliodes, y el desarrollo de las lesiones necróticas en las hojas de plántulas de maíz 

provenientes de semillas infectadas (Williams et al. 2007). Asimismo, se ha observado 

que la FB1 presente en el suelo causa un decremento en el crecimiento tanto de tallo 

como de raíces en las plántulas y la adición de FB1 (14 µM) al agua de riego de las 

plántulas produce síntomas similares, lo que indica que la toxina es absorbida por las 

raíces (Williams et al. 2007). La presencia de la FB1 en el suelo y la toma por la planta, 

causa la elevación en los niveles de bases esfingoideas y de sus derivados 1-fosforilados 

y esto es evidencia de que la toxina es biológicamente activa (Williams et al. 2006). 

Dada la relevancia de la toxina en la patogenicidad de F. verticillioides, se eligieron 

semillas de maíz en germinación como modelo para desarrollar este trabajo que, aunque 

no fueron infectadas con el hongo, se germinaron en presencia de FB1. 

La acumulación de BCLs, en respuesta al tratamiento con FB1, produce PCD. 

La actividad inhibitoria que ejerce la FB1 sobre la esfinganina N-acil transferasa se 

ha demostrado en varias especies vegetales susceptibles a su modo de acción como 

SAM, provocando la acumulación intracelular de BCLs; algunos ejemplos de ello se han 

documentado en discos de hoja de Lemna pausicostata tratados con FB1 1 M, en los que 

se observan incrementos en los niveles de esfinganina y fitoesfingosina de 76 y 18 veces, 

respectivamente (Abbas et al. 1994); en callo de tabaco tratado con FB1 14 M, el 

incremento observado es de 7 y 4 veces (Abbas et al. 1994), mientras que en plántulas de 

Arabidopsis, el tratamiento con FB1 5 M provoca el incremento de 80 y 12 veces, 

respectivamente (Shi et al. 2007). En maíz, las plántulas regadas con FB1 14 M 

mostraron un incremento en los niveles de esfinganina de 6 veces y de fitoesfingosina, de 

2.5 veces (Williams et al. 2006). 

A través de la adición directa de esfingolípidos e intermediarios metabólicos, se ha 

demostrado que las moléculas como las ceramidas y las BCLs pueden actuar como 



DISCUSIÓN 

 

66 
 

segundos mensajeros en algunas vías de señalización de PCD en plantas. El tratamiento 

de células en suspensión de Arabidopsis con una ceramida C2 (50 M), provoca el 

incremento en la concentración citosólica de Ca2+, seguido de la producción de EROs y la 

inducción de PCD (Townley et al. 2005); de igual forma, la aplicación exógena de BCLs (2 

M) en hojas de Arabidopsis, provoca la acumulación localizada de EROs y, finalmente, la 

muerte celular (Shi et al. 2007). En células de tabaco, se ha reportado la acumulación de 

H2O2 entre 2 y 20 min después de la adición de esfinganina (Lachaud et al. 2011) y, en 

protoplastos de Arabidopsis, se observó la acumulación del radical superóxido en el 

medio 1 h después del tratamiento con FB1 o esfinganina (Saucedo-García et al. 2011b). 

Se ha propuesto, como una estrategia de defensa contra patógenos, que la 

elevación en los niveles intracelulares de BCLs constituye un mecanismo de señalización 

en la vía de activación de la cascada de MAP cinasas, generación de EROs e inducción 

de PCD en Arabidopsis (Liu et al. 2007; Saucedo-García et al. 2011a). Tanto la 

esfinganina como la FB1 y MAMPs inducen un patrón de expresión común de genes de 

defensa y la generación de EROs (Asai et al. 2000; Saucedo-García et al. 2011b; 

Bindschedler et al. 2006). También ocurre activación de la MPK6 como uno de los 

eventos iniciales en la señalización que conduce a la PCD (Saucedo-García et al. 2011a). 

En maíz, una ruta de señalización homóloga podría ocurrir puesto que el incremento en 

los niveles de SA coinciden con la elevación en EROs (Vlot et al. 2009) y de BCLs (de la 

Torre-Hernández et al. 2010). 

Los hallazgos encontrados respecto al metabolismo alterado de los esfingolípidos 

en las mutantes de Arabidopsis con fenotipo de muerte celular acelerada (acd), sugieren 

que debe existir un balance en los niveles de los diversos intermediaros en su biosíntesis 

para regular el proceso de muerte celular (Liang et al. 2003). Como se detalló en la 

introducción, estas mutantes presentan altos niveles de transcrito de genes relacionados 

con la patogénesis, así como síntesis de fitoalexinas y acumulación de callosa. 

Un efecto similar a la vía descrita en Arabidopsis se observa en embriones de 

maíz tratados con FB1, pues hay un incremento en los niveles de fitoesfingosina y 

esfinganina de hasta 6 veces con respecto al control a las 48 h. Este máximo en la 

acumulación de BCL coincide temporalmente con la pérdida de electrolitos además de 

coincidir también con una acentuada degradación del DNA genómico. Estos dos 

parámetros son considerados marcadores de PCD y han sido utilizados para describir los 
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efectos de la FB1 en discos de hoja de L. pausicostata (Abbas et al. 1998), así como en 

hojas de tomate (Wang et al. 1996). 

La actividad de nucleasa como parte de la PCD. 

Las nucleasas son enzimas hidrolíticas que pueden estar confinadas en varios 

compartimentos celulares y algunas son necesarias para la ejecución de la PCD puesto 

que se requiere de la total degradación del DNA. Durante la germinación, ocurre la 

activación de estas enzimas (Mino e Inoue 1989; Sugiyama et al. 2000) y, en la capa de 

aleurona, las giberelinas inducen su actividad (Domínguez et al. 2004). En embriones de 

maíz, se ha asociado la fragmentación internucleosomal del DNA con un incremento en la 

actividad de nucleasas dependientes de Ca2+ durante la fase inicial de la degradación del 

endospermo (Young et al. 1997). En semillas de cebada, durante la fase II de la 

germinación, el DNA de las células del endospermo almidonoso es hidrolizado por acción 

de una nucleasa bifuncional de 36 kDa dependiente de Zn2+, secretada por la capa de 

aleurona (Brown y Ho 1986; 1987). También se han reportado incrementos en la actividad 

de nucleasa en trigo, durante el desarrollo del endospermo (Young y Gallie 1999), y en 

tabaco, como parte de la HR montada contra el ataque de patógenos (Mittler y Lam 1995). 

En este trabajo se describieron dos actividades de nucleasa en embriones de maíz 

con migraciones electroforéticas relativas de 39 y 30 kDa, por lo que fueron nombradas 

como ZmNUC30 y ZmNUC39, respectivamente. Ambas actividades se detectaron durante 

la germinación y, mientras que la actividad de ZmNUC39 se indujo moderadamente frente 

a los tratamientos, la de ZmNUC30 se activó significativamente. Esta activación coincidió 

temporalmente (48 h) con la pérdida máxima de electrolitos, así como con la mayor 

degradación del DNA genómico, ambos, parámetros de evaluación de muerte celular. 

Una molécula fundamental en la vía de señalización de la muerte celular es el SA, 

cuya elevación podría estar mediada por la acumulación de BCL durante la germinación 

de semillas de maíz (de la Torre-Hernández et al. 2010); para dar soporte a esta hipótesis 

existen evidencias farmacológicas y genéticas en Arabidopsis. La FB1 induce, de forma 

dependiente de la dosis, la expresión del gen PR-1, generalmente dependiente de la 

cantidad de SA (Stone et al. 2000); a su vez, la expresión de genes de defensa, 

incluyendo PR-1, se induce en las mutantes en la vía de síntesis de los esfingolípidos 

acd5 (Greenberg et al. 2000; Liang et al. 2003), acd11 (Brodersen et al. 2002; Brodersen 

et al. 2005), erh1 (Wang et al. 2008) y sbh1 sbh2 (Chen et al. 2008); en las tres primeras, 

se observa acumulación de SA y el fenotipo de muerte celular que presentan puede ser 
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atenuado, y hasta suprimido, utilizando el transgen nahG o a través de las mutaciones 

npr1, sid2 y pad4, alterando la vía de señalización mediada por SA. 

Está bien establecido que, tanto los compuestos esfingoideos como el SA, son 

mediadores importantes en la vía conducente a la muerte celular en plantas y las BCLs 

podrían formar parte de la señalización río arriba del SA (de la Torre-Hernandez et al. 

2010), por lo que era posible que la nucleasa ZmNUC30, involucrada en procesos de 

PCD, respondiera positivamente al tratamiento con los componentes de esta vía. 

La nucleasa ZmNUC30 forma parte de la familia de nucleasas S1/P1. 

La dependencia del cofactor es un parámetro que se ha utilizado en la clasificación 

de las nucleasas vegetales (Sugiyama et al. 2000). Dentro de esta clasificación, un grupo 

importante corresponde al grupo de nucleasas dependientes de Zn2+ que tienen un pH 

óptimo en un rango de 5.0 a 6.5 y se localizan en las vacuolas o en el fluido extracelular 

(Sugiyama et al. 2000), pueden hidrolizar DNA de cadena doble o sencilla, así como RNA 

(Thelen y Northcote 1989; Uchida et al. 1993), de forma que también se les ha catalogado 

como bifuncionales (Pérez-Amador et al. 2000). 

Nuestro análisis bioquímico mostró que la actividad de ZmNUC30 es dependiente 

de Zn2+ y tiene un pI aproximado de 5.2. También encontramos múltiples bandas con 

actividad de RNAsa, entre ellas, dos con migración electroforética similar a las nucleasas 

ZmNUC30 y ZmNUC39 (Anexo III); sin embargo, con estos datos no es posible afirmar 

que se puedan tratar de las mismas enzimas. 

Las endonucleasas S1, de Aspergillus oryzae, y P1, de Penicillium citrinum, son el 

prototipo de la familia de nucleasas denominada S1/P1 pues han sido bien caracterizadas 

y cristalizadas (Uchida et al. 1993; Iwamatsu et al. 1991). Estas requieren de una triada de 

iones Zn2+ para ser activas, y varias nucleasas comparten características con ellas y están 

presentes en gran variedad de organismos. 

Al utilizar la secuencia de cDNA AM710418 aislada de RNA total de maíz para 

hacer una búsqueda en el genoma de maíz, se encontró el gen GRMZM2G112968 cuyos 

8 exones corresponden a la secuencia de dicho cDNA (Anexo VI). Esta secuencia 

presentó un alto porcentaje de identidad, tanto con otras nucleasas vegetales reportadas, 

como con las nucleasas S1 y P1 fúngicas (Anexo IV; Tabla2). 

La función de las nucleasas dependientes de Zn2+ en la muerte celular no está 

bien definida y se ha propuesto que podrían participar en las etapas finales de la PCD y la 
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presencia del péptido señal podría contribuir a su direccionamiento hacia la vacuola o al 

espacio extracelular (Jones 2001; Sugiyama et al. 2000). 

El patrón de expresión de las nucleasas de maíz varía en función del tiempo. 

La sonda ZmNU01, generada a partir del cDNA aislado, permitió detectar en 

Northern blots la presencia de un transcrito (~1.4 kpb) como respuesta al tratamiento con 

FB1, cuyo tamaño es consistente con el de otras nucleasas vegetales reportadas, lo que 

dio pie a la evaluación de las variaciones del patrón de expresión en función del tiempo y 

del tratamiento tanto con BCLs como con SA. Sin embargo, no fue posible detectar 

diferencias consistentes en cuanto a la acumulación o disminución en la cantidad de 

transcrito como respuesta a alguno de los tratamientos en particular. El transcrito se 

detectó desde las 24 h con todos los tratamientos, incluso en los controles, lo cual se 

puede explicar debido a que las nucleasas están involucradas activamente en procesos 

de muerte celular que ocurren durante diferentes fases del desarrollo como la 

germinación, por lo que su expresión debe darse desde tiempos tempranos. 

En Arabidopsis, una porción de 2.3 kpb del promotor de la nucleasa BFN1 

conduce la actividad de GUS en hojas senescentes, xilema en diferenciación así como en 

tejidos florales, además de estar activo en otros tejidos como anteras en desarrollo, 

semillas y órganos florales después de la fertilización (Farage-Barhom et al. 2008). 

También en Arabidopsis, el análisis de microaerreglos muestra que el transcrito de 

AtBFN1 se encuentra en todos los estadios de desarrollo muestreados con un máximo en 

los estambres y pétalos de las flores 

(www.weigelworld.org/resources/microarray/AtGenExpress/). Asimismo, el gen se induce 

de manera importante en raíces por estrés osmótico (manitol 300 mM) y salino (NaCl 150 

mM). Sin embargo, el tratamiento con SA 10 µM no induce este gen (Anexo V). La baja 

expresión del transcrito de AtBFN1 en respuesta al tratamiento con SA concuerda con los 

resultados obtenidos para las nucleasas de maíz, aun cuando usamos concentraciones 

500 veces mayores. 

Con la intención de evidenciar las diferencias discretas que pudieran existir en los 

niveles de transcrito de las nucleasas de maíz, se analizaron por RT-PCR. Sin embargo, 

tampoco fue posible detectar diferencias significativas con ninguno de los tratamientos 

después de hacer la normalización con el transcrito de UBQ. Ante la suposición de que la 

activación de las nucleasas podría estar controlada a nivel traduccional y no a nivel 
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transcripcional, generamos un anticuerpo contra esta proteína, que nos permitiera 

determinar sus niveles. 

El anticuerpo -ZMNUC reconoce una proteína de 30 kDa responsiva al tratamiento 

con FB1, BCLs y SA. 

Usando el anticuerpo -ZmNUC, se detectó por Western blot una banda con 

movilidad de 30 kDa, que era el tamaño esperado de la secuencia codificada por el cDNA 

AM710418. No se detectó ninguna banda cuyo peso pudiera corresponder con la 

actividad de ZmNUC39. Se detectó además una banda de aproximadamente 60 kDa 

cuyos niveles no variaron con los tratamientos y que, por su tamaño, pudiera 

corresponder a una nucleasa ácida, dependiente de Zn2+, como la que se activa en 

células de semillas de trigo que sufren PCD durante la germinación, y que podría estar 

involucrada en el desmantelamiento nuclear (Dominguez et al. 2012). 

A las 48 h de tratamiento con FB1, BCLs y SA, se detectó un aumento significativo 

en la cantidad de la proteína inmunorreactiva con el anticuerpo correspondiente (entre 

126 y 153%), tiempo en el que previamente se observaron pérdida de electrolitos, 

degradación del DNA y actividad de nucleasas, en respuesta al tratamiento con FB1. La 

asociación temporal y en respuesta a los tratamientos muestra que la proteína de 30 kDa, 

teóricamente ZmNUC1, tiene un patrón de activación similar al observado en otras 

nucleasas como la bifuncional de Arabidopsis (AtBFN1; Pérez-Amador et al. 2000) y 

OsNuc37, inducida por estrés salino (Jiang et al. 2008). 

Dado el alto porcentaje de identidad (51%) entre ZmNUC1 y AtBFN1 (Anexo IV; 

Tabla2), única nucleasa reportada en este sistema relacionada con la familia S1/P1, es 

consistente el reconocimiento cruzado que se observó, por lo que este anticuerpo puede 

ser una herramienta útil para el estudio de nucleasas S1/P1 de plantas. 

La proteína reconocida por el anticuerpo -ZmNUC corresponde a la actividad de 

ZmNUC30. 

Para demostrar que la proteína reconocida por el anticuerpo correspondía a la 

nucleasa ZmNUC1, se realizaron: 1) un ensayo de competencia usando la proteína 

recombinante (Anexo II); 2) experimentos de inmunoprecipitación mezclando el anticuerpo 

α-ZmNUC con extractos proteicos de maíz sometidos a los distintos tratamientos. A partir 

de estos se detectó el doblete de actividad (ZmNUC39 y ZmNUC30), y donde fue 

evidente la actividad de ambas nucleasas, especialmente la de ZmNUC30, fue en los 
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inmunoprecipitados correspondientes a los tratamientos con SA y cloruro de sodio (SC). 

Este último tratamiento se utilizó como control positivo pues se ha reportado que en esta 

condición se activan las nucleasas dependientes de Zn2+, pertenecientes a la familia 

S1/P1 (Muramoto et al. 1999). 

En estos experimentos llama la atención que el anticuerpo -ZmNUC haya sido 

capaz de inmunoprecipitar el doblete de actividad siendo que en ningún Western se pudo 

detectar la presencia de una banda inmunoreactiva correspondiente a ZmNUC39. Esto 

podría explicarse porque el anticuerpo reconoce un epítope en la estructura nativa de 

ZmNUC39 cuya arquitectura posiblemente se pierde durante la desnaturalización de la 

proteína al hacer Western. Para probarlo se podría hacer un Western en las condiciones 

en que se determinó la actividad (geles semi-nativos con DNA incluido) y probar si el 

epítope que reconoce el anticuerpo queda accesible a éste, pudiendo ser reconocido. 

Otra posible explicación sería que se trata de un artefacto provocado por la 

presencia de DNA en los geles de actividad, así como las condiciones semi-nativas bajo 

las que fueron corridos, a diferencia de los geles utilizados en los Westerns que fueron 

realizados y corridos en condiciones desnaturalizantes. Podría ser que en realidad no 

haya una nucleasa de 39 kDa en extractos proteicos totales de maíz, sino que la 

detección de su actividad se trate de una migración anómala de una fracción de 

ZmNUC30 que al estar expuesta a su sustrato, lo degrada in situ, dando la apariencia de 

otra banda de actividad. Para comprobarlo, sería necesario hacer Westerns a partir de 

geles con DNA o RNA incluidos, correrlos en condiciones semi-nativas y someterlos al 

tratamiento habitual al que se someten los geles de actividad, antes de transferirlos y 

proseguir con el protocolo del Western. De encontrarse un doblete reconocido por el 

anticuerpo, implicaría que la única nucleasa de maíz activa bajo las condiciones 

estudiadas y perteneciente a la familia S1/P1 es ZmNUC30. Esta consideración estaría 

apoyada en el hallazgo del gen GRMZM2G112968 cuya secuencia codificante tiene una 

alta identidad con la del cDNA AM710418, aislado en este trabajo. El resultado del blast; 

con esta secuencia de cDNA sólo resultó en este gen. Esto apoya la hipótesis de que el 

doblete de actiividad observado correspondería a una modificación en el procesamiento 

post-traduccional de una nucleasa única (ZmNUC30), provocada por el estímulo al que 

sea sometida. Sin embargo, no se puede descartar que la segunda actividad observada 

corresponda a una nucleasa cuya secuencia de aminoácidos no está relacionada con 

ZmNUC30. 
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ZmNUC30 como parte de la señalización de la PCD inducida por FB1, BCLs y 

SA. 

La producción de FB1 contribuye de manera importante a la virulencia en cepas de 

F. verticillioides y se han identificado varios blancos moleculares de esta toxina que 

afectan la respuesta de defensa. La FB1 es un inhibidor no competitivo de la ATPasa de 

protones de membrana plasmática de maíz (Gutiérrez-Nájera et al. 2005) e inhibe 

selectivamente a ciertas isoformas básicas de -1,3-glucanasas de maíz, que son 

proteínas relacionadas a patogénesis (PRs; Sánchez-Rangel et al., 2012). 

Además, la FB1 por su modo de acción como SAM, produce la acumulación de 

BCLs que desempeñan un papel importante como mediadores de la muerte celular en la 

respuesta de defensa, lo cual promueve el desarrollo de patógenos necrótrofos (Sánchez-

Rangel y Plasencia 2010). Otra consecuencia de la acumulación de BCLs es el 

incremento en la producción de SA (de la Torre-Hernández et al. 2010) que, a su vez, 

conduce a la expresión de genes que codifican proteínas PR (Fig. 25). 

La vía de señalización del SA es importante para que las plantas desarrollen 

resistencia contra patógenos biótrofos y hemibiótrofos (Loake y Grant 2007; Vlot et al. 

2009), mientras que las respuestas de defensa dependientes de JA/ET son 

particularmente efectivas en respuesta a patógenos necrótrofos (Thomma et al. 2001). 

El SA aparentemente actúa en conjunto con las EROs en un ciclo de 

retroalimentación positiva que promueve la muerte celular programada (Fig. 25), en donde 

hay un aumento inicial de la cantidad de H2O2 en respuesta a la infección por un 

patógeno, lo cual activa la síntesis de SA que, una vez incrementado, trabaja en conjunto 

con las EROs generadas en el segundo y sostenido estallido oxidativo, potenciando así la 

muerte celular y la expresión de genes de defensa. El SA también potencía la producción 

de H2O2, lo cual activa la síntesis de mayor cantidad de SA y de muerte celular, 

conformando un ciclo de auto-amplificación (Overmyer et al. 2003). 

La producción de EROs, como parte de la respuesta de defensa, tiene un efecto 

indirecto en la inducción de la transcripción de genes de defensa, sin embargo, su efecto 

dañino sobre los componentes celulares está limitado por la activación de mecanismos 

protectores de la integridad celular que permiten la detoxificación de las EROs por acción 

de enzimas específicas (Hofius et al. 2007; Panstruga et al. 2009), permitiendo la 

oscilación entre el estallido oxidativo y un estado eminentemente reductor; ambas fases 

conducen a la activación de moléculas señalizadoras de diferentes vías que se 
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entrecruzan, definiendo y coordinando la respuesta global (Hofius et al. 2007) que puede 

desembocar en la resistencia sostenida ante un patógeno, o bien, en el 

desencadenamiento de un proceso de muerte celular programada (Grant et al. 2000; 

Hofius et al. 2007; Panstruga et al. 2009; Torres et al. 2006; Fig. 25). 

Ante la falta de una evidencia clara y consistente de la activación transcripcional 

de la nucleasa de maíz estudiada, ZmNUC30, en suma con la evidencia de que se 

acumula la proteína en respuesta a los tratamientos utilizados, podríamos suponer que, al 

tratarse de una proteína involucrada en procesos de muerte celular, ya sea en 

condiciones de estrés o como parte del desarrollo de la célula, estaría sujeta al control 

traduccional mediado por IRES (Internal Ribosome-Entry Site; Johannes et al. 1999), 

como lo están muchas proteínas que desempeñan papeles importantes en procesos que 

requieren un estricto control de la expresión génica como son la respuesta al estrés 

abiótico, el crecimiento, la proliferación, la diferenciación y la regulación de la muerte 

celular (Floris et al. 2009; Gilbert et al. 2007; Holcik y Sonenberg 2005; Liu y Simon 2004; 

Sun et al. 2011). Se ha visto que entre 3 y 5% de los mensajeros se traducen por esta vía, 

independiente de cap (Johannes et al. 1999), puesto que su región 5’ UTR forma 

complejas estructuras bidimensionales que contienen múltiples sitios de interacción con 

los componentes de la maquinaria de traducción (Stoneley y Willis 2004). Así, la 

traducción mediada por IRES parece ser una “vía de escape” al decaimiento generalizado 

de la síntesis de proteínas y permite la traducción de mensajeros específicos, haciendo 

evidente que se requiere esta traducción selectiva para la decisión del destino celular 

entre la muerte y la supervivencia (Holcik et al. 2000). Sin embargo, en nuestro sistema 

de estudio, no podemos asegurar la presencia de IRES puesto que no conocemos la 

región 5’ UTR completa de la nucleasa de maíz ZmNUC30. 

Además, nuestros resultados sugieren que otra forma de activación de la nucleasa 

ZmNUC30 podría obedecer a una modificación post-traduccional (Chen et al. 2004) 

mediada por el cambio oscilante en el estado redox de la célula inducido por acción de la 

FB1 que provoca la acumulación de BCLs y éstas, a su vez, conducen a la acumulación 

de SA que es percibido por la célula como una señal que induce el estallido oxidativo, de 

forma que, al desencadenarse una fase oxidante, se formarían los dos puentes disulfuro 

en ZmNUC30 que dedujimos que podrían formarse a partir de su secuencia, confiriéndole 

estabilidad estructural y, probablemente, permitiendo que sea activa (Fig. 25); de esta 

forma, tendría la capacidad de ejecutar su función enzimática en la última fase de 
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degradación del DNA, cuando la integridad celular se ha perdido y la enzima, 

anteriormente confinada al fluido extracelular o a la vacuola, sea liberada en lo que queda 

del citosol, entrando en contacto con los fragmentos del DNA genómico y conduciendo a 

la muerte celular, lo que permite que proliferen patógenos necrótrofos como F. 

verticillioides (Fig. 25). 

Recapitulando, se sabe que la producción de FB1 contribuye a la virulencia de F. 

verticillioides afectando en diversas formas la respuesta de defensa, una de ellas es su 

modo de acción como SAM, a través del cual produce la acumulación intracelular de 

BCLs, que desempeñan un papel importante como mediadores de la muerte celular en la 

respuesta de defensa, además de que su acumulación se asocia con la mayor producción 

de SA que, por una parte, conduce a la expresión de genes que codifican proteínas PR, 

permitiendo el montaje de la respuesta de defensa contra patógenos biótrofos; por otra 

parte, inhibe la vía señalizada por JA/ET, la cual se encarga de la respuesta de defensa 

contra patógenos necrótrofos y, en otra vertiente más de la vía de señalización mediada 

por esta fitohormona, actúa conjuntamente con las EROs, estableciendo un ciclo de 

retroalimentación positiva que promueve la muerte celular como parte de la respuesta de 

hipersensibilidad (HR), lo cual evitaría la progresión de la infección por patógenos 

biótrofos pero F. verticilliodes, al ser necrótrofo, se ve beneficiado con el montaje de esta 

respuesta de defensa. 

La elevación en los niveles de SA podría tener un efecto directo en la activación de 

las nucleasas de maíz, especialmente de ZmNUC30, ya sea a través de la inducción de la 

acumulación de su transcrito -aunque con las herramientas que utilizamos no nos fue 

posible demostrarlo-, o bien, podría tener también un efecto a nivel del control de su 

traducción, puesto que se trata de una proteína cuya actividad enzimática se requiere en 

los eventos de muerte celular en respuesta a la infección por un patógeno. Su traducción 

podría verse favorecida durante este proceso a través del mecanismo de iniciación de la 

traducción independiente de cap, mediado por IRES, a través del cual se asegura la 

síntesis de proteínas requeridas en la regulación de la PCD, además de otras proteínas 

de importancia fisiológica. 

El estallido oxidativo en el que participan tanto las EROs como el SA, es percibido 

por los componentes celulares como una señal de estrés, lo cual tendría efectos a nivel 

del control traduccional de gran variedad de proteínas involucradas en la respuesta de 

defensa, dentro de las cuales podrían estar las nucleasas; además, al alterarse el estado 
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redox de la célula, podrían favorecerse modificaciones post-traduccionales como la 

formación o ruptura de puentes disulfuro, lo cual tendría efecto en la actividad de algunas 

hidrolasas involucradas en procesos de PCD (Chen et al. 2004). 

La caracterización de las nucleasas de maíz que se realizó en este trabajo, 

permite un mejor entendimiento de las mismas además de ser una aproximación a su 

forma de acción, abriendo la puerta para posteriores estudios que permitan establecer su 

localización subcelular, así como el análisis y entendimiento de sus mecanismos de 

activación. 
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Figura 25. Las nucleasas de maíz como parte de la señalización de la PCD inducida por FB1, 
BCLs y SA. La FB1 inhibe a la enzima esfinganina N-acil transferasa, provocando la acumulación 
de BCLs, que activan, a su vez, la vía del SA, a la cual son responsivas las nucleasas de maíz. Por 
su parte, la acumulación de SA induce la producción de EROs, que favorece el establecimiento de 
un estado oxidante, el cual podría mediar la formación de puentes disulfuro dentro de la estructura 
de las nucleasas, facilitando la degradación del DNA genómico y conduciendo a la muerte celular. 
La activación de la vía del SA, por otra parte, promueve la síntesis de genes relacionados con la 
patogénesis, conduciendo al desarrollo de la respuesta de hipersensibilidad, necesaria como 
defensa contra patógenos biótrofos; además, esta vía antagoniza con la mediada por JA y ET, 
facilitando la proliferación del necrótrofo. Las flechas sólidas representan activación, inducción o 
acumulación de compuestos o transcritos, mientras que la flechas punteadas representan 
interacciones o efectos hipotéticos. Las enzimas involucradas en la biosíntesis de esfingolípidos se 
representan junto a la flecha de la reacción que catalizan. SPT: serina palmitoiltransferasa; 3-KSR: 
3-cetoesfinganina reductasa; FB1: Fumonisina B1; SA: ácido salicílico; HR: respuesta de 
hipersensibilidad; EROs: especies reactivas de oxígeno; JA/ ET: vía de señalización mediada por 
ácido jasmónico y/o etileno. 
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IX. CONCLUSIONES. 

La acumulación en los niveles de bases esfingoideas de cadena larga, causada por 

acción de la FB1, activa vías de señalización que conducen a la acumulación de ácido 

salicílico con la consecuente inducción de esta vía que conduce a la muerte celular. Uno 

de los blancos de esta vía es la actividad de nucleasas que participan en la degradación 

del DNA genómico. 

 El tratamiento con FB1 10 M provoca un incremento del 38% en la permeabilidad 

membranal en semillas de maíz a las 48 h de tratamiento, así como la 

degradación del DNA genómico y la inducción de la actividad de nucleasa. 

 Se detectaron dos bandas de actividad de nucleasa en maíz, de 30 y 39 kDa, que 

se inducen por el tratamiento con FB1, BCLs y SA. 

 La actividad de nucleasa de 30 kDa incremento entre 40 y 105% a las 48 h con los 

tratamientos utilizados, correlacionando temporalmente con los marcadores de 

muerte celular previamente identificados. 

 La nucleasa de 30 kDa es activa en presencia de Zn2+ y tiene un pI de 5.2, 

calculado en geles de actividad. 

 La secuencia EST de maíz a partir de la cual se obtuvo el cDNA correspondiente, 

tiene altos porcentajes de identidad con otras nucleasas vegetales reportadas: 

86% con la nucleasa bifuncional de arroz, 58 y 56% con Bnuc1 y BEN1 de 

cebada, así como 51% con BFN1 de Arabidopsis. 

 No se pudo establecer de manera robusta un patrón de activación transcripcional 

con los estímulos estudiados pero sí se registró un aumento en la cantidad de 

proteína detectada por el anticuerpo que varío entre 127% y 153%.  

 En el complejo inmunoprecipitado por el anticuerpo -ZmNUC se detectó un 

doblete (30 y 39 kDa) con actividad de nucleasa. 
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X. PERSPECTIVAS. 

Sería útil e interesante continuar con la caracterización de la actividad de nucleasa 

S1/P1 en maíz, inicialmente, para poder definir con claridad si se trata de dos proteínas, o 

bien, como puede intuirse a partir de la presencia de un gen único en el genoma, se trate 

de una sola proteína que sufre un procesamiento post-traduccional diferencial en 

respuesta al estímulo al que sea sometida. Para ello, sería necesario hacer Westerns en 

condiciones semi-nativas con DNA o RNA incluidos, someterlos al tratamiento habitual 

que se les da a los geles de actividad antes de transferirlos y proseguir con el protocolo 

habitual, con la intención de localizar con el anticuerpo específico que generamos ( -

ZmNUC) algún epítope correspondiente a la banda de ZmNUC39 que, bajo condiciones 

desnaturalizantes, podría no ser accesible. De no localizar una segunda banda de 

proteína, quedaría claro que se trata de una proteína única (ZmNUC30) con una actividad 

diferencial. Por técnicas de secuenciación, como MALDI-TOF, se podrá identificar las 

proteínas inmunoprecipitadas con el anticuerpo -ZmNUC para determinar su identidad y 

poder responder si efectivamente corresponden al cDNA aislado. 
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XII. ANEXOS. 

ANEXO I. Técnicas de Biología Molecular. 

A. Extracción de RNA. 

Todo el material utilizado durante la extracción y manejo del RNA se esterilizó durante 2 

horas, los reactivos se prepararon con H2O tratada previamente con DEPC y se 

trabajó permanentemente con guantes y en condiciones de esterilidad (con 

mechero). 

1. Colocar en morteros, previamente congelados, las radículas de semillas tratadas, 

agregar nitrógeno líquido y moler hasta obtener un polvo fino. 

2. Transferir el polvo a a un tubo eppendorf, adicionar 1 mL de TRIzol (Invitrogen 

15596-018) y 10 L de DEPC para homogenizar la muestra. 

3. Incubar 2.5 minutos a temperatura ambiente. 

4. Centrifugar a 12,000 rpm durante 10 min a 4ºC. 

5. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio y agregar 200 L de cloroformo; agitar 

vigorosamente durante 15 segundos y se centrifugar a 12,000 rpm durante 15 

min a 4ºC. 

6. Transferir la fase acuosa a un tubo eppendorf limpio; repetir la extracción con 

cloroformo y la centrifugación. 

7. Recuperar la fase acuosa resultante en un tubo limpio, agregar 500 L de 

isopropanol a -20ºC; incubar durante 10 min a temperatura ambiente y 

centrifugar a 12,000 rpm durante 10 min a 4ºC. 

8. Eliminar el sobrenadante por decantación y lavar el botón con 1 mL de etanol al 

70% (preparado con agua tratada con DEPC) a -20ºC, agitar por inversión 

durante 15 seg o hasta resuspenderlo. 

9. Centrifugar a 6,400 rpm durante 15 min a 4ºC; eliminar el sobrenadante por 

decantación dejando el tubo abierto en posición invertida 2 min. 

10. Resuspender el RNA en 150 L H2O tratada con DEPC y almacenar a -70ºC. 

B. Obtención de cDNA por transcripción reversa (RT). 

1. Hacer la mezcla de reacción que se detalla en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Mezcla de reacción para producir cDNA por transcripción reversa. 

REACTIVO CANTIDAD 

RNA total 2 g 

Buffer ImProm-II 5X 4 L 

MgCl2 25mM 1.8 L 

dNTPs 10mM 0.75 L 

Transcriptasa reversa ImProm-II 1 L 

H2O / DEPC cbp 15 L 

 

2. Calentar la mezcla de RNA, cebadores y H2O / DEPC a 70ºC durante 5 min. 

3. Enfriar en hielo durante 10 min y centrifugar durante unos segundos para 

recolectar el vapor de las paredes y la tapa del tubo. 

4. Agregar la mezcla de reacción a cada tubo, mezclar bien 

5. Incubar a temperatura ambiente durante 5 min para hacer el alineamiento. 

6. Incubar a 38ºC durante 1 h para sintetizar el DNA; subir la temperatura a 70ºC 

durante 15 min para inactivar a la enzima. 

7. Mantener el cDNA en hielo para hacer el PCR. 

C. Amplificación del cDNA. 

1. Preparar la mezcla de reacción detallada en la Tabla 4. 

Tabla 4. Mezcla de reacción para RT-PCR. 

REACTIVO CANTIDAD 

cDNA 2 L 

Cebador Fwd ZmNU01 5 M 1 L 

Cebador Rev ZmNU01 5 M 1 L 

MgCl225 mM 2 L 

dNTPs 10mM 1.25 L 

Amortiguador 10 X 2.5 L 

Taq Polimerasa 1 L 

H2O cbp 25 L 

 

2. Hacer el PCR bajo las siguientes condiciones: 

3 min / 94ºC 
1 min / 94ºC  
1 min / 65ºC       35 ciclos 
1 min / 72ºC 
7 min / 72ºC 
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3. Visualizar el producto de la amplificación en geles de agarosa al 1.5% (p/v) 

corridos a 75V durante 1.5 h en amortiguador TAE (Tris 40 mM, Acetato 20mM, 

EDTA 2 mM) y teñidos con bromuro de etidio (0.25 mg/mL). 

4. La purificación del producto de PCR se realizó con GENECLEAN, bajo las 

recomendaciones del fabricante. 

La secuencia de los cebadores utilizados tanto para producir el fragmento de 457 pb 

(ZmNU01) como para producir el fragmento de 1044 pb, se enlista en la Tabla 5. 

Tabla 5. Secuencia de los cebadores utilizados. 

CEBADOR SECUENCIA 

Fwd ZmNU01 (457) 5’-AACAACTACACGGACCAGCTC-3’ 

Rev ZmNU01 (457) 5’-CTCCACAATCGGGTACCTACT-3’ 

Fwd ZmNUC + BamHI (1044) 5’-GGATCCGAGCGTCAGCAGAGAGACATG-3’ 

Rev ZmNUC + SmaI (1044) 5’-CCCGGGAATTCATGCCAATTTATTGAC-3’ 

 

D. Clonación de fragmentos obtenidos por RT-PCR. 

1. Preparar la mezcla de reacción detallada en la Tabla 6. 

Tabla 6. Mezcla de reacción para ligaciones. 

REACTIVO CANTIDAD 

Productos de amplificación 
(457 o 1044 pb) 

Aprox. 150 ng 

Rapid ligation buffer 5X 2 L 

pGEM-T Easy Vector  (Promega) 50 ng 

T4 DNA ligase 3 U 

H2O cbp 10 L 

 

2. Mantener 1 h a temperatura ambiente; almacenar a -20ºC. 

3. Transformar células de E. coli DH5  competentes con 5 l de cada una de las 

ligaciones. 

4. Extraer los plásmidos correspondientes por el método de miniprep. 
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5. Secuenciar en un secuenciador automático (Abi Prism, modelo 3100, versión 3.7, 

basecaller-3100SR.bcp, BC 1.3.0.0). 

6. Para extraer el inserto de 457 pb (ZmNU01), digerir con la enzima EcoRI; para 

extraer el inserto de 1044 pb, digerir con las enzimas BamHI y SmaI. 

E. Preparación de la sonda radiactiva ZmNU. 

1. Hacer la mezcla de reacción detallada en la Tabla 7. Kit Megaprime (Amersham). 

Tabla 7. Mezcla de reacción para marcaje de la sonda radiactiva. 

REACTIVO CANTIDAD 

Inserto ZmNU01 25 ng 

Mezcla de cebadores con BSA 5 L 

Mezcla de marcaje 10 L 
32

P-alfa-dCTP 5 L (50 Ci) 

DNA Pol I Klenow,
 

2 L 

H2O 30 L 

 

2. Hervir el H2O, el inserto purificado y la mezcla de cebadores con BSA durante 5 

min; enfriar en hielo. 

3. Agregar la mezcla de marcaje, la marca radiactiva y la enzima; mezclar 

suavemente por inversión y centrifugar durante 10 seg. 

4. Incubar a 37ºC durante 30 min. 

5. Remover la marca radiactiva que no se incorporó a la sonda con una 

microcolumna de fibra de vidrio siliconizada. 

F. Northern blot. 

1. Preparar las muestras de RNA total como se detalla en la Tabla 8. 

Tabla 8. Preparación de muestras de RNA para Northern blot. 

REACTIVO CANTIDAD 

RNA 20 g 

DMSO 50 % 

MOPS 1 X 

Glioxal 1 M 

H2O 45 L 

 

2. Incubar a 50ºC durante 1 h; enfriar en hielo. 
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3. Adicionar 6 L de amortiguador de carga (glicerol 50%, EDTA 1mM, azul de 

bromofenol 0.4%) a cada muestra. 

4. Cargar en un gel de agarosa al 1.2% (en MOPS 10X) adicionado con bromuro de 

etidio. Correr a 100V durante 4.5 horas en el cuarto frío. 

5. Lavar el gel con H2O-DEPC para eliminar el bromuro de etidio 

6. Transferir el RNA a una membrana de nylon previamente hidratada con 

H2O/DEPC. Utilizar SSC 20X como amortiguador de transferencia. 

7. Dejar transfiriendo durante la noche; desmontar el dispositivo de transferencia, 

lavar la membrana con SSC 2X / 5 min; dejarla secar al aire sobre papel filtro. 

8. El RNA se fijó en un horno de luz ultravioleta con 2 ciclos “optimal crosslink”. 

9. Para prehibridar la membrana, ponerla dentro de un tubo de hibridación con 10 mL 

de amortiguador de hibridación (NaHPO4 0.5 M, pH 7.0, SDS 7%, EDTA 0.25 

Mm), incubar en el horno de hibridación con agitación constante a 65ºC 

durante 1 h. 

10. Para la hibridación, eliminar la solución de prehibridación la membrana y 

reemplazarla por solución nueva. 

11. Hervir la membrana durante 5 minutos y enfriar en hielo. 

12. Agregar la sonda al amortiguador de hibridación; sellar el tubo e incubar en el 

horno de hibridación a 65ºC durante 18 h. 

13. Al terminar la hibridación, recuperar la solución radiactiva y lavar la membrana 

en condiciones de menor a mayor astringencia. 

14. Exponer la membrana a una película fotográfica entre 48 y 72 horas en un 

casete con pantalla intensificadora a-70ºC. 

15. Revelar por medios tradicionales. 

G. RT-PCRs semicuantitativos. 

1. Extraer RNA total. 

2. Preparar el cDNA correspondiente a partir de 2 g de cada RNA total, utilizando los 

cebadores ZmNU01 Fwd y Rev (Tabla 4). Control de amplificación: ubiquitina 

(UBQ; 300 pb). 

3. Hacer la mezcla de reacción para los PCRs de los cDNAs obtenidos como se 

detalla en la Tabla 9. 
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Tabla 9. Mezcla de reacción para RT-PCRs semicuantitativos. 

REACTIVO CANTIDAD 

cDNA 1 L 

Cebador Fwd ZmNU01 0.4 L 

Cebador Rev ZmNU01 0.4 L 

Cebador Fwd UBQ 1.5 L 

Cebador Rev UBQ 1.5 L 

MgCl225 mM 1.6 L 

dNTPs 10mM 1 L 

Amortiguador 10 X 2 L 

Taq Polimerasa 0.5 L 

H2O cbp 20 L 

4. Hacer el PCR bajo las siguientes condiciones: 

3 min / 94ºC 
1 min / 94ºC  
1 min / 58ºC       25 ciclos 
1 min / 72ºC 
7 min / 72ºC 

5. Visualizar los productos en geles de agarosa al 1.2% (p/v) y corridos a 75V 

durante 1 hora 15 minutos en amortiguador TAE para posteriormente ser 

teñidos y analizados en el Fluor-S MultiImager (Bio-Rad). 
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ANEXO II. Ensayo de competencia. 

Los resultados obtenidos con Western blot habían sido consistentes con el hecho 

de que el anticuerpo -ZmNUC era capaz de reconocer de manera específica nucleasas 

relacionadas con la familia S1/P1, sin embargo no había evidencia directa que lo 

demostrara, por lo que fue necesario hacer ensayos de competencia en los que se incubó 

el anticuerpo con dos diferentes cantidades de la proteína recombinante GST/NUC, 

promoviendo su unión; posteriormente estos conjugados fueron utilizados como 1er 

anticuerpo en Western blots de extractos proteicos de maíz bajo los tratamientos 

previamente establecidos (Fig. AII). En el control se observó el patrón de reconocimiento 

previamente documentado, mientras que la unión de GST/NUC con el anticuerpo evitó 

que éste reconociera la proteína de 30 kDa observada con anterioridad tanto en extractos 

de maíz como en extractos de A. thaliana, ofreciendo una evidencia más de que la 

proteína reconocida por -ZmNUC pudiera ser ZmNUC30. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura AII. Ensayo de competencia de la proteína de fusión GST/NUC con las nucleasas 

relacionadas con la familia S1/P1 presentes en extractos proteicos de maíz. Se utilizaron 10 g de 

proteína total de cada tratamiento (C: control; PS, fitoesfingosina 10 M; SN, esfinganina 10 M, 

FB, fumonisina B1 10 M; SA, ácido salicílico 1mM). En el panel Control, el 1er anticuerpo fue -
ZmNUC en una dilución 1:1000; en los otros dos paneles se utilizó como 1er anticuerpo la mezcla 

de 25 o 50 g de la proteína de fusión NUC/GST con -ZmNUC 1:1000. En el margen derecho de 
la imagen se señala la migración relativa de los marcadores de peso molecular; la flecha indica la 
posición de la banda reconocida por el anticuerpo, aproximadamente 30 kDa, sólo observable en el 
control. 
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ANEXO III. Actividades de RNAsa en extractos proteicos de maíz. 

Para conocer el patrón de actividad de las nucleasas con actividad de RNAsa en 

extractos proteicos de radículas de semillas de maíz, se analizaron las siguientes 

condiciones: embriones secos, control sin tratamiento, fitoesfingosina 10 M, esfinganina 

10 M y ácido salicílico 1mM durante 48 h, así como NaCl 300mM durante 36 y 48 h y 

hojas tanto jóvenes como senescentes sin tratamiento (Fig. A.II). Se probaron extractos 

provenientes de semillas bajo estrés salino y plantas maduras y senescentes puesto que 

se ha reportado la activación de nucleasas bifuncionales, pertenecientes a la familia 

S1/P1, bajo estas condiciones (Muramoto et al. 1999; Perez-Amador et al. 2000; Yen y 

Green 1991). 

Para hacer los geles de actividad de RNAsa fue necesario neutralizar RNA de 

Torulopsis utilis (Sigma R-6625) con el siguiente protocolo: 

1. Disolver 0.1g de RNA de Torulopsis utilis en 0.4 mL H2O desionizada 

adicionando NH4OH por goteo. 

2. Precipitar el RNA adicionando 0.1 mL acetato de amonio 10 M y 0.5 mL 

isopropanol. 

3. Centrifugar y descartar el sobrenadante. 

4. Resuspender el RNA en 0.3 mL H2O desionizada. 

5. Repetir la precipitación y la resuspensión dos veces. 

6. Adicionar lentamente cloruro de litio 8 M frío hasta que se forme un precipitado 

que permanezca presente aún después de agitar (0.4 a 0.5 mL). 

7. Centrifugar inmediatamente durante 10 min a 2500 rpm. 

8. Resuspender el precipitado en 0.4 ml H2O desionizada. 

9. Adicionar 0.3 mL de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 

(25:24:1) y se agitar manualmente durante 5 min. 

10. Centrifugar a 4000 rpm por 10 min. Repetir la extracción dos veces más. 

11. Precipitar el RNA adicionando 0.1 mL acetato de amonio 10M y 0.5 mL 

isopropanol. 

12. Mezclar y centrifugar a 4000 rpm por 10 min. 

13. Resuspender el botón en 0.4 mL H2O desionizada. Repetir la precipitación. 

14. Lavar el precipitado secuencialmente con etanol 95% y metanol al 100%. 
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15. Dejar secar y almacenar a -20ºC. 

Se hicieron geles de actividad en los que se incluyeron 275 g de RNA 

neutralizado (55 g RNA/mL gel) en los que se corrieron 20 g de extractos proteicos, se 

lavaron para eliminar el SDS y se incubaron en amortiguador de actividad (KCl 10 mM, 

MgCl2 40 M, ZnCl2 40 M y succinato de sodio 100 mM a pH 6.0) durante una hora a 

51ºC con agitación suave y constante (Yen y Green 1991). La actividad de RNAsa se 

reveló tiñendo los geles durante 10 min con bromuro de etidio 0.25 mg/mL, 

posteriormente fueron visualizados en un transiluminador de luz UV en donde se 

identifican bandas obscuras, en las que el RNA fue degradado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura AIII. Actividad de RNAsa de extractos proteicos totales de maíz. Gel de poliacrilamida con 

RNA incluido, se corrieron 20 g de extractos proteicos. ES, embriones secos; C, control con agua; 

PS, fitoesfingosina 10 M/48 h; SN, esfinganina 10 M/48 h; SA, ácido salicílico 1 mM/48 h; N36, 
NaCl 300 mM/36 h; N48, NaCl 300 mM/48 h; Y, hojas jóvenes; S, hojas senescentes. En el margen 
derecho se indica la migración de los marcadores de peso molecular; las flechas señalan las 
bandas de actividad de RNAsa con pesos similares a las DNAsas previamente descritas. 

 

Se observaron al menos cinco bandas de actividad, algunas de ellas con pesos 

moleculares comparables a los de las RNAsas reportadas en Arabidopsis que van desde 

los 9 hasta los 41 kDa (Yen y Green 1991), especialmente con las de 32 y 39 kDa, cuyos 

pesos moleculares también correlacionan con el doblete de actividad de DNAsa 

previamente observado en extractos proteicos de maíz. La actividad de aprox. 30 kDa 
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aparentemente es responsiva al tratamiento con SA y estrés salino, además de estar 

presente en hojas maduras y senescentes (Fig. A.II), patrón de activación similar al de 

nucleasas bifuncionales como BFN1 (Perez-Amador et al. 2000) y OsNuc37 (Jones 2001), 

inducidas durante procesos de PCD desencadenados por estrés salino y senescencia. La 

actividad de aprox. 22 kDa se observó en todos los tratamientos, especialmente 

incrementada en condiciones de estrés y senescencia, mientras que las RNAsas de 

aprox. 18 y 14 kDa fueron menos detectables y aparentemente no están activas bajo 

todas las condiciones probadas (Fig. A.II). 

Estos resultados ayudan a sugerir que, dada la presencia de una banda de 

actividad de RNAsa con un tamaño aproximado de 30 kDa y un patrón responsivo a SA y 

condiciones de estrés, podría tratarse de ZmNUC30, siendo entonces una nucleasa 

bifuncional de maíz, capaz de degradar no sólo DNA sino también RNA, característica 

que compartiría con otros miembros de la familia S1/P1 y que, como nucleasa 

dependiente de Zn2+, participaría en las etapas finales de lamuerte celular, siendo liberada 

del apoplasto y/o la vacuola para continuar con la degradación del material genético, 

iniciada por las nucleasas dependientes de Ca2+, mientras las célula es completamente 

desmantelada (Jones 2001; Sugiyama et al. 2000). 
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ANEXO IV. Tabla de clasificación de nucleasas. 
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ANEXO V. Tabla de valores expresión de BFN1 (At1g11190) en varias condiciones 

seleccionadas de http://www.weigelworld.org/resources/microarray/AtGenExpress/ 

TEJIDO EDAD TRATAMIENTO VALOR DE 
EXPRESIÓN* 

Ápice de la 
inflorescencia 

21 días Luz continua 0.0324 

Ápice del tallo, zona 
de transición 

14 días Luz continua 0.0478 

Plántula, partes 
verdes 

8 días Luz continua 0.0893 

Hipocotilo 7 días Luz continua 0.299 

Plántula, partes 
verdes 

21 días Luz continua 0.4021 

Flores, etapa 12 + 21 días Luz continua 0.4996 

Raíz 8 días Luz continua 1.0134 

Holas senescentes 35 días Luz continua 1.4409 

Sépalos, flor etapa 15 + 21 días Luz continua 1.4933 

Flores, etapa 15 + 21 días Luz continua 2.3153 

Raíz 21 días Luz continua 2.3213 

Semillas, etapa 7 8 semanas Día largo (16 / 8) 4.3897 

Semillas, etapa 9 8 semanas Día largo (16 / 8) 5.4721 

Estambres, flor etapa 
12 

+ 21 días Luz continua 7.18 

Estambres, flor etapa 
15 

+ 21 días Luz continua 7.6836 

Pétalos, flor etapa 15 + 21 días Luz continua 10.996 

Plántula 7 días Ác. salicílico (SA; 10 M / 3 h) 0.2619 

Plántula 7 días Metil jasmonato (MJ; 1 M / 3 h) 0.0596 

Plántula 7 días Ác. abscícico (ABA; 10 M / 3 h) 4.4184 

Plántula 7 días Ác. giberélico (GA; 1 M / 3 h) 0.0599 

Plántula 7 días Zeatina (1 M / 3 h) 0.1131 

Plántula, parte aerea N/A 
Estrés osmótico (Manitol 300 mM 

/ 1 h) 
0.2119 

Plántula, parte aerea N/A 
Estrés osmótico (Manitol 300 mM 

/ 24 h) 
1.5443 

Raíz N/A 
Estrés osmótico (Manitol 300 mM 

/ 1 h) 
1.3892 

Raíz N/A 
Estrés osmótico (Manitol 300 mM 

/ 24 h) 
17.7541 

Plántula, parte aerea N/A Estrés salino (NaCl 150 mM / 1 h) 0.3098 

Plántula, parte aerea N/A 
Estrés salino (NaCl 150 mM / 24 

h) 
0.996 

Raíz N/A Estrés salino (NaCl 150 mM / 1 h) 1.3526 

Raíz N/A 
Estrés salino (NaCl 150 mM / 24 

h) 
2.9537 

Hoja N/A 
Infiltración c/ Pseudomonas 
syringae (108 ufc / ml; 24 h) 

3.258 

*Valores normalizados. 
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ANEXO. VI. Estructura del gen de nucleasa de maíz GRMZM2G112968. 

 

 

 

Exón/Intrón cDNA 
AM710418 

Gen GRMZM2G112968 Longitud (pb) 

Intrón 1  11500726 - 11500856 130 

Exón 1 8 – 151 11500857 - 11501000 143 

Intrón 2  11501001 - 11501106 105 

Exón 2 150 - 324 11501107 - 11501281 174 

Intrón 3  11501282 - 11503441 2159 

Exón 3 324 - 426 11503442 - 11503544 102 

Intrón 4  11503545 - 11503656 111 

Exón 4 423 - 564 11503657 - 11503798 141 

Intrón 5  11503799 - 11503898 99 

Exón 5 563 - 656 11503899 – 11503992 93 

Intrón 6  11503993 - 11504151 158 

Exón 6 656 - 723 11504152 – 11504219 67 

Intrón 7  11504220 - 11504317 97 

Exón 7 724 - 797 11504318 – 11504391 73 

Intrón 8  11504392 - 11504476 84 

Exón 8 796 - 1099 11504477 - 11504780 303 

 

A. Estructura del gen de maíz GRMZM2G112968 con un tamaño aproximado de 

4040 pb (www.maizegdb.org); está localizado en el brazo corto del cromosoma 8 y la 

secuencia de sus exones corresponde con la del cDNA AM710418, aislado en este 

trabajo, y que codifica una nucleasa de maíz perteneciente a la familia S1/P1. B. Tamaño 

(pb) de los exones e intrones del gen GRMZM2G112968. 

A 

B 

Pares de bases 
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ANEXO. VII. Artículo.  

de la Torre-Hernández, M.E., Rivas-San Vicente, M., Greaves-Fernández, N., Cruz-

Ortega, R., Plasencia, J. 2010. FB1 induces nuclease activation and SA 

accumulation through LCB build-up in germinating maize. Phyisological and 

Molecular Plant Pathology. 74: 337 – 345. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 



Fumonisin B1 induces nuclease activation and salicylic acid accumulation
through long-chain sphingoid base build-up in germinating maize

M. Eugenia de la Torre-Hernandez a, Mariana Rivas-San Vicente a, Nahieli Greaves-Fernandez a,
Rocío Cruz-Ortega b, Javier Plasencia a,*

aDepartamento de Bioquímica, Facultad de Química, Universidad Nacional Autónoma de México, Av. Universidad y Copilco, 04510 México D.F., Mexico
bDepartamento de Ecología Funcional, Instituto de Ecología, Universidad Nacional Autónoma de México, Av. Universidad y Copilco, 04510 México D.F., Mexico

a r t i c l e i n f o

Article history:
Accepted 27 May 2010

Keywords:
Fumonisin
Endonuclease
Sphinganine
Salicylic acid
Maize germination

a b s t r a c t

Fusarium verticillioides is a predominant maize fungal pathogen that causes seed decay, damping-off and
seedling blight. Most isolates of this fungus produce fumonisins, which disrupt sphingolipid biosynthesis
causing the accumulation of sphingoid long-chain bases (LCB). In the work reported in this paper we
tested the effect of fumonisin B1 (FB1) on germinating maize embryos and found that it induced an
endonuclease activity and salicylic acid (SA) accumulation that correlate with sphingoid LCB build-up
and cell lysis. Exogenously applied sphinganine produced similar effects on these markers. This suggests
that fumonisin production contributes to the colonization of this necrotroph by activating the SA
pathway and inducing cell death.

� 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Fusarium verticillioides is a necrotrophic pathogen that causes
seedling blight and stem, ear and kernel rot in maize (Zea mays L.).
Kernels are infected by two main natural pathways: systemic
growth of the fungus from infected seeds and silk infection, which
appears to be the most important one. A third infection pathway is
facilitated by insects and mechanical damage in the kernels [1,2].
After colonization, a 100% of infected seeds can be achieved and the
pathogen can be isolated from the pedicel, endosperm and embryo
[3]. Upon seed germination and further growth, the pathogen is
able to move systemically to the roots and the mesocotyl in the
seedling [4]. Seed-borne infection and fungal propagules surviving
in the soil are responsible for causing seedling blight, characterized
by reduced emergence and shoot elongation, and necrotic
lesions [5].

Most F. verticillioides isolates produce fumonisins, sphinganine-
analog mycotoxins that inhibit the acyl-CoA-dependent ceramide
synthase activity, disrupting complex sphingolipid biosynthesis
and causing an increase of free sphingoid base levels [6,7]. Fumo-
nisin B1 (FB1) constitutes more than 70% of the total fumonisins
produced by a given strain [8] and its role in fungal virulence has
been controversial. Desjardins et al. [9] tested fumonisin-

nonproducing strains and compared them with fumonisin-
producing strains in their ability to cause ear infection and rot. No
significant differences in ear rot rating were found among these
strains. Moreover, the high virulence of fumonisin-nonproducing
strains for maize seedlings suggested that fumonisin production
was unnecessary or sufficient for virulence in maize seedlings [10].
In a similar manner, not all FB1-insensitivemaize genotypes proved
more resistant to seedling blight than the FB1 susceptible geno-
types [11]. However, recent genetic evidence highlighted the role of
FB1 production in F. verticillioides pathogenicity. When F. verti-
cillioides strains, not pathogenic in maize and unable to produce
fumonisins, are transformedwith the entire FUM cluster, fumonisin
production is restored, as well as pathogenicity in maize. These
strains are now able to cause stunting and leaf lesions in seedlings
developed from inoculated seeds [12]. These symptoms are
reproduced when seedlings are watered with an FB1 solution that
causes an increase in level of the long-chain bases sphinganine,
phytosphingosine and their corresponding phosphate derivatives
[13]. Thus disruption of sphingolipid metabolism appears to be an
important component on maize seedling blight that leads to cell
and tissue death.

Sphingolipids are a complex group of molecules derived from
a long-chain sphingoid base (LCB) and aremajor components of the
plasma membrane, tonoplast and other endomembranes of plant
cells. Recent analytical developments revealed their abundance and
diversity as over 300 species have been determined by mass
spectrometry in Arabidopsis thaliana leaves [14]. LCB and other
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sphingolipid intermediaries are not only essential as structural
membrane components but also as signaling molecules in medi-
ating plant cell death and other responses. An accelerated cell-
death phenotype (ACD) is observed in A. thalianamutants that lack
a sphingosine transfer protein (ACD11, [15]) or a ceramide kinase
(ACD5, [16]) suggesting that both, cellular location and levels of
phosphorylated intermediaries are relevant in regulating cell death
program. This phenotype concurs with the constitutive expression
of various pathogenesis-related genes and the generation of reac-
tive oxygen species (ROS), linking sphingolipid metabolism to plant
defense response. Moreover, exogenously added sphinganine,
phytosphingosine and sphingosine induce ROS production and cell
death in A. thaliana leaves [17].

Endonuclease activation has been associated to several pro-
grammed cell death (PCD) programs in plants. When the endo-
sperm degenerates during barley seed maturation and
germination, a 35-kDa endonuclease (BEN1) is activated and
secreted as its transcript also accumulates [18]. During tracheary
element differentiation to form vessel, a 43-kDa, and Zn2þ-
dependent nuclease is activated in Zinnia elegans [19]. Endonucle-
ases have also been identified as leaf senescence progresses in
wheat and barley and they appear to be of both types, Zn2þ-
dependent and Ca2þ-dependent endonucleases [20]. During the
hypersensitive response (HR) in tobacco to tobacco mosaic virus,
three nucleases with molecular masses ranging from 36 to 100 kDa
are activated [21,22]. HR is a form of PCD limited to the site of
pathogen infection.

Another component commonly associated to the HR is salicylic
acid (SA). Salicylic acid is a phenolic compound that accumulates
during the HR in plant cells under pathogen attack. This hormone
plays a central role in defense as it induces the transcription of
pathogenesis-related (PR) genes, and also accumulates in distant,
non-infected tissues so it has been linked to the systemic acquired
resistance [23].

Here, we report the early events that occur during maize
germination and seedling establishment in the presence of fumo-
nisin B1, which causes cell death, genomic DNA degradation and
induction of a nuclease activity. These effects are associated to the
defense response as salicylic acid accumulates concomitantly. Our
results suggest that these responses are mediated by long-chain
sphingoid bases that accumulate as a result of FB1 action.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Maize seeds (landrace “Chalqueño”) were obtained from a local
grower in Chalco, Mexico, and when indicated, embryos were
manually dissected from dry seeds. Seeds and embryos were
surface disinfected by immersion in a 0.5% sodium hypochlorite
solution for 10 min and then washed four times with sterile water.
Seeds or embryos were plated in petri dishes containing 1.2% agar
(Invitrogen). Chemicals (FB1, sphinganine, phytosphingosine, sali-
cylic acid) were obtained from Sigma Chemical Co. and an aliquot of
the corresponding stock solution was added to the melted agar
(45 �C) before pouring into the plate. Plates were incubated at 29 �C
under fluorescent light and biological samples were taken at
different times.

2.2. Isolation of nuclear DNA

At various germination times, the embryos and radicles were
excised from the germinated seeds, frozen with liquid nitrogen in
a mortar and ground with a pestle until obtaining a fine powder
that was transferred to a 1.5-mL Eppendorf tube. One milliliter of

DNAzol (Invitrogen) was added to the tube and gently agitated. The
tube was centrifuged for 10 min at room temperature in a Sorvall
MC12 microcentrifuge (10,000 rpm). The supernatant was trans-
ferred into a fresh tube and 500 mL of cold isopropanol were added
and mixed. After a 3 min incubation period, the tube was centri-
fuged as described above, the supernatant was discarded and the
pellet was washed with 70% ethanol. The pellet was air-dried,
redissolved in 50 mL of 10 mM NaOH and incubated at 37 �C for
15 min. Tubes were centrifuged as described for 5 min and 40 mL of
the supernatant were collected and neutralized with 1 M Tris, pH
8.0. DNA was resolved in 0.8% agarose gels, stained with ethidium
bromide and documented.

2.3. Electrolyte leakage

Embryos from FB1-treated and non-treated seeds were trans-
ferred to tubes containing deionized water and conductivity was
determinedwith a Conmet1 (Hanna Instruments) conductimeter at
22 �C. After the final reading was taken, the tube was incubated in
a boiling-water bath for 10 min, cooled back to 22 �C and
conductivity was determined again to set 100% electrolyte leakage.

2.4. Salicylic acid analysis

Salicylic acid (SA) was extracted and analyzed by HPLC using
a modification of the method described by Meuwly and Metraux
[24]. Briefly, embryo samples were frozen with liquid nitrogen and
ground to a fine powder with a pestle in a mortar, and extracted
twice with 90% methanol using o-anisic acid as internal standard.
The extract was dried under a stream of nitrogen and resuspended
in 5% trichloroacetic acid and salicylic acid was extracted twicewith
a 1:1 (v/v) mixture of ethyl acetateecyclopentane. The pooled
organic phases were dried under a stream of nitrogen and redis-
solved in 500 mL of methanol. HPLC analysis was performed with
a Shimadzu LC-10ADVP solvent delivery module and an RF-10AXL
fluorescence detector set at 305 nm excitation/405 nm emission
wavelengths. The mixture was resolved isocratically in
a 15 cm � 4.6 mm i.d, 5 mm Supelcosil LC-18 analytical C18 column
using 40% methanol �60% water, 4% acetic acid, as mobile phase,
with a flow rate of 0.8 mL/min.

2.5. Long-chain sphingoid bases analysis

Long-chain sphingoid bases were extracted and analyzed
according to Castegnaro et al. [25]. Briefly, maize embryos
(250e300 mg) were frozenwith liquid nitrogen, ground in a mortar
and the powder resuspended in 1.5 mL of 50 mM K2HPO4 (pH 7.0)
solution. A 0.5 mL aliquot of the solution was transferred to a centri-
fuge tube containing 1.5 mL of 0.8% KCl, 50 mL of 1 M KOH, 4 mL of
ethyl acetate and 600 pmol sphingosine as internal standard.
Extractionproceeded by incubation at room temperaturewith gentle
shaking and phases were separated by centrifugation. The organic
phase was transferred into a fresh tube and evaporated under
a stream of nitrogen. The residue was redissolved in 500 mL of
absolute ethanol and analyzed by HPLC with fluorescence detection
of o-phthaldialdehyde (OPA) derivatives. The equipment and column
used were the same as described above and excitation and emission
wavelengthswere set at 337 and448nmrespectively. LCBderivatives
were resolved isocratically usingmethanole 5mMphosphate buffer,
pH 7 (89:11 v/v) as mobile phase at a flow rate of 2 mL/min.

2.6. Protein extraction and nuclease activity assay

Plant tissue was frozen with liquid nitrogen and ground to
obtain a fine powder. One mL of protein extraction buffer (70 mM
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Tris; 1 mM MgCl2; 25 mM KCl; 0.25 mM sucrose; 15 mM 2-mer-
captoethanol; 0.1% Triton X-100 and a tablet of COMPLETE�
protease inhibitor cocktail/50 mL buffer) was added and centri-
fuged at 60,000 rpm for 30 min at 4 �C in a Beckman TL-100
centrifuge. The supernatant was taken and protein was quantified
using Bradford colorimetric method [26].

Nuclease activity was determined in 16% polyacrylamide gels
polymerized in presence of DNA (50 mg salmon-sperm DNA/mL)
with no SDS. Five microgram of total protein were loaded in each
lane and run for 45 min. Following electrophoresis, the gel was
washed twicewith 25% propanol in 10mMTris, pH 8.0 for 10min at
room temperature and once with 2 mM ZnCl2 in 100 mM sodium
succinate, pH 6.0. The gel was then incubated in the activity buffer
(10 mM KCl, 40 mMMgCl2, 40 mM ZnCl2, 100 mM sodium succinate,
pH 6.0) for 1 h at 55 �C with gentle shaking. Activity was revealed
by staining with a 0.25 mg/mL ethidium bromide solution for
10 min, then visualized and documented with a UV-light box. This
protocol was a modified version of the technique described by
Muramoto et al. [27]. Nuclease activities were identified as bands
devoid of DNA and relative signal was quantified by densitometry
with a Fluor-S MultiImager (Bio-Rad).

2.7. Two-dimensional gel electrophoresis

Two-dimensional gel electrophoresis was performed on a Bio-
Rad Mini-Protean II Gel System apparatus according to the manu-
facturer’s instructions and following the procedure of O’Farrell [28].
Proteins were separated in the first dimension by isoelectric
focusing in gels containing 5% acrylamide/bis-acrylamide and 2.4%
ampholytes (pH 3e10). Anode and cathode solutions were 10 mM
phosphoric acid and 20 mMNaOH respectively. Protein (10 mg) was
loaded onto the gel, subjected to 200 V for 90 min and 400 V for an
additional 90 min. After focusing, the gel lane was excised and
loaded on the second dimension slab gel that contained DNA as
described above.

2.8. Molecular cloning and expression of a maize nuclease

Total RNA from FB1-treated maize embryos was extracted using
the Trizol� reagent (Invitrogen) according to the manufacturer
instructions. Reverse transcription was performed with 5 mg RNA
using SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen) and the
following primers to obtain the in-frame cDNA (Forward Primer: 50

GGATCCGAGCGTCAGCAGAGAGAGACATG 30; Reverse Primer: 50

CCCGGGAATTCATGCCAATTTATTGAC 30). The PCR conditions were
94 �C 3 min, 94 �C 1 min, 65 �C 1 min, 72 �C 1 min for 35 cycles;
72 �C for 7 min. The 1044-bp PCR product was resolved in 1.5%
agarose gel and excised from the gel by GENECLEAN purification
and cloning into the pGEM-T Easy Vector (Promega). The ligation
product was transformed into competent DH5a Escherichia coli
cells and the plasmid purified for DNA sequencing. Plasmid DNA
was extracted and digested with BamHI and SmaI and the DNA
fragment was ligated to the pGEX-4T2 expression vector. The
plasmid was transformed into competent BL21 E. coli cells and
induction was carried out by incubating the cells with 0.25 mM
IPTG for 3 h at 30 �C. Cells were lysed by sonication and total
protein was solubilized in Laemmli buffer and resolved in 12%
polyacrylamide gels. The 60-kDa IPTG-induced band was excised
from the gel and electroeluted in a Bio-Rad 422 Electro-Eluter.
Protein fromvarious preparative gels was pooled for immunization.

Antibodies against ZmNUC30 were raised using the recombi-
nant protein coupled to Keyhole limpet hemocyanin as described
by Herrera et al. [29]. A female rabbit was injected intramuscularly
with 100 mg of protein emulsified in complete Freund adjuvant.
Subsequent immunizations were applied 14, 28 and 42 days later

using incomplete Freund adjuvant and serum was obtained three
weeks after the last immunization. Total immunoglobulins were
purified by ammonium sulfate precipitation according to Harlow
and Lane [30].

2.9. Western blot and immunoprecipitation

Proteins (20 mg per lane) were separated by SDS-PAGE electro-
phoresis (16%) for 90 min at 250 V. The gels were washed with
transfer buffer (25 mM Tris, 192 mM glycine, 10% methanol) and
proteins were transferred to Immobilon-P� (Millipore) membranes
using a Mini-V8-10 Vertical Gel Electrophoresis System (Life
Technologies). Membranes were washed and blocked for 2 h in PBS
supplemented with 5% semi-skimmed milk and 0.6% Tween-20 at
room temperature. The solution was replaced with the same
volume of blocking solution supplemented with the antibody
diluted 1:1500 and incubated overnight at 4 �C with gentle agita-
tion. Membranes were washed once with 1� PBS and twice with
1� PBS-0.5 M NaCl and then again with 1� PBS. Each wash lasted
15 min. Blocking solution containing anti-rabbit IgG horseradish
peroxidase-linked antibody (Amersham Biosciences) diluted
1:10,000 was added and incubated for 2 h at room temperature.
The membrane was washed three times with 1� PBS and devel-
oped using the enhanced chemiluminescence reagent (Amersham).
The anti-ZmNuc antibody was conjugated for 4 h at 4 �C with
protein A Sepharose (Amersham Biosciences) at a 1:50 ratio.
Protein (25 mg) from extracts was added and the resulting mixture
was incubated overnight at 4 �C with agitation. The proteins bound
to the conjugated antibodies were pelleted in a microfuge
(12,000 rpm; 4 �C) and washed twice with 1� PBS. The immuno-
precipitate complex was dissociated by mixing it with SDS loading-
buffer and both, precipitate and supernatant, were analyzed in
nuclease activity gels as described above.

3. Results

When maize seeds were imbibed in presence of 10 mM fumo-
nisin B1, DNA degradation was observed as a smear in the agarose
gel at 48 h post-germination (Fig. 1A). Such effect was not observed
at 24 h germination in any of the control samples. A significant
increase in electrolyte leakage was also observed at 48 h germi-
nation with 10 mM fumonisin B1 (Fig. 1B). These effects were
accompanied by a 6-fold increase in sphinganine and phytos-
phingosine levels at 48 h (Fig. 1C).

The observed DNA degradation induced by FB1 correlated
temporarily with nuclease activity. At 24 h germination, the activity
of a 30-kDa nuclease activity increased 2-fold at the same time
point with the FB1 and SA treatments. This activity increased at
36 h and reached its maximum at 48 h in SA, sphinganine and FB1
treatments (Fig. 2A, B). As pointed above, FB1 caused DNA degra-
dation at 48 h germination. An increase in the activity of a second
nuclease activity (39 kDa) was also detected, but only a minor
activation was observed with FB1 (Fig. 2A, C).

Because cell death and SA production are closely interlinked in
the HR, we evaluated the effects of FB1 and LCBs on SA production.
When maize embryos germinated in presence of 10 mM FB1,
amodest but significant increase in SA contentwas recorded only at
36 h of imbibition (Fig. 3A; paired Students t test; P < 0.01)
whereas in other times points were not statistically different with
control. To confirm these results, maize embryos were treated with
various toxin concentrations during germination and SA levels
were determined at 36 h. As FB1 concentration increased, levels of
SA in the germinated embryos were higher and a dose-response
effect was observed (Fig. 3B). A two-fold increase in SA levels was
observed with 25 mM FB1 (P < 0.01).
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To test whether this increase was associated to LCB accumula-
tion, maize embryos were germinated with either 10 mM sphin-
ganine or 10 mM phytosphingosine. Induction of SA accumulation
by LCBs was observed at shorter times than with FB1 treatment.

Moreover, SA levels increased significantly: sphinganine caused
a 6-fold increase at 16 h, whereas phytosphingosine caused a 3-fold
rise at 24 h of germination (Fig. 3C). Such increase was transient as
basal levels were reached at 48 h.

Fig. 1. A. DNA degradation induced 24 and 48 h post-germination in embryos. DNA was isolated and separated in an agarose gel. B. Levels of free sphinganine (SN) and phy-
tosphingosine (PS) in germinating embryos from seeds germinated in absence or presence of 10 mM fumonisin B1. Values are means � SD, n ¼ 3 plates/treatment at each time point.
Each plate contained 10 seeds that were pooled and ground for LCB determination. C. Electrolyte leakage from embryos treated with 10 mM FB1 for 24, 36 and 48 h was determined
by change in conductivity of bathing media.

Fig. 2. A. Effect of 10 mM phytosphingosine (PS), sphinganine (SN), fumonisin B1 (FB) and 5 mM salicylic acid (SA) on nuclease activity during maize germination. Maize seeds were
germinated in presence of the indicated compounds and protein was extracted following 24, 36 and 48 h. DNAse activity was determined in PAGE DNA activity gels. Relative signal
was quantified densitometrically for ZmNUC30 (B) and ZmNUC39 (C) with a Fluor-S MultiImager; values are means � SD, n ¼ 3 gels. Means with the same letter do not differ
significantly (P < 0.01; Tukey test). Equivalent protein loading in each gel was confirmed by Coomassie blue staining (Fig. 1S).
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Because multiple nucleases with distinct properties have been
described in plants, we were interested in characterizing the
nuclease that responds to FB1, sphinganine and SA. In order to
characterize divalent cation requirements for nuclease activity,
protein extracts from control and sphinganine-treated embryos
were resolved in polyacrylamide gels containing DNA, which were
incubated with CaCl2, MgCl2, or ZnCl2. Incubation with CaCl2 only
allowed the visualization of one nuclease activity (ZmNUC39),
whereas incubation with either MgCl2 or ZnCl2 revealed two
activities (Fig. 4A) but they were higher in presence of Mg2þ. When
maize nuclease activities were separated by two-dimensional gel
electrophoresis, it was observed that the 39-kDa activity band
resolved into two variants, whereas only one low-molecular weight

bandwith nuclease activity was detected (Fig. 4B). The estimated pI
for the 30-kDa was above 5.2.

A cDNA coding for a maize nuclease was isolated from total RNA
extracted from maize embryos germinating in presence of fumo-
nisin B1. The cDNA (GenBank 710418) codes a 301-amino-acid
protein that has an 86% identity with a bifunctional nuclease from
Oryza sativa, and 56% and 58% identity with BEN1 and Bnuc1
nucleases respectively, from Hordeum vulgare (Fig. 5A). These
nucleases belong to the S1/P1 nuclease family as they contain the
conserved S1/P1 nuclease and phospholipase/nuclease P1 domains
(Fig. 5B).

In order to determine if the isolated cDNA corresponded to the
characterized nuclease, we generated antibodies against the
recombinant protein. Heterologous protein synthesis was achieved
by cloning the cDNA into an expression vector as a GST-fusion
protein. Because the protein was insoluble in inclusion bodies, it
was purified by SDS-PAGE and used to immunize rabbits for anti-
body production. The purified antibody recognized a 30-kDa band
that was highly induced by phytosphingosine, sphinganine, FB1
and SA treatments at 48 h (Fig. 6A). The antibodies immunopre-
cipitated a 30 kDa-protein containing nuclease activity. A quanti-
tative immunoprecipitation was carried out starting from the
extracts of FB1 and SA-treated embryos, as well as from the
embryos treated with sodium chloride. The extracts from the FB1
and SA-treated embryos showed higher nuclease activity (Fig. 6B).

4. Discussion

The inhibitory activity of FB1 on sphinganine N-acyl-transferase
was originally characterized on rat hepatocytes [6], but many plant
species are susceptible to this mode of action as demonstrated by
free LCB accumulation. In duckweed Lemna pausicostata leaf disks,
1 mM FB1 causes a 76- and 18-fold increase in sphinganine and
phytosphingosine levels respectively, whereas a 7- and 4-fold
increase is observed in tobacco callus with 14 mM FB1 [7]. LCB
accumulation has also been observed in themodel plant A. thaliana.
A dose of 5 mM FB1 applied to 3 week-old seedlings causes a 80-fold

Fig. 3. A. Levels of free SA in maize embryos germinated in absence or presence of 10 mM FB1. SAwas extracted with 90% methanol, cleaned-up and quantified after HPLC separation
by fluorescence detection. B. Dose-response effect of FB1 in free SA accumulation in maize embryos germinated for 36 h. C. Accumulation of free SA in germinating maize embryos
induced by LCBs, sphinganine (SN) and phytosphingosine (PS). In every case, values are mean � SD, n ¼ 3 plates/treatment at each time point.

Fig. 4. A. Effect of divalent cations on the 30-kDa, LCB-induced nuclease activity. Gels
were incubated with CaCl2 (20 mM), MgCl2 (5 mM) or ZnCl2 (20 mM) to reveal activity. B.
2-D activity gel of nucleases contained in a 48-h protein extract from maize embryos
incubated with 10 mM fumonisin B1.
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increase in sphinganine and a 12-fold increase in phytosphingosine
[17]. However, because maize is the natural host of F. verticillioides,
the FB1-producing pathogen, it is relevant to study its effects on
this species. Maize seedlings watered with 14 mM fumonisin
accumulated LCBs as a 6- and 2.5-fold increase was observed in
sphinganine and phytosphingosine levels respectively [13]. In our
work a maximum 6-fold increase of free sphinganine and phytos-
phingosine was observed in the excised maize embryos from seeds
germinated in presence of 10 mM FB1. Such result is physiologically
relevant because fumonisin is bioavailable in F. verticillioides-
infested soils where maize seeds might be germinating [31]. LCB

accumulation coincided temporally (48 h) with the maximum DNA
degradation and electrolyte leakage observed in this study. Both
measurements are parameters of cell death in plant cells and have
been used to describe FB1 effects in L. pausicostata leaf disks [32]
and tomato leaves [33].

Cell death-inducing activity of sphingoid compounds has been
demonstrated by the direct addition of LCBs and ceramides to
various plant cell cultures and tissues. When C2 ceramide (50 mM)
is added to an A. thaliana cell suspension culture, cytosolic Ca2þ

increases followed by reactive oxygen species production and cell
death induction [34]. In A. thaliana leaves, exogenous application of

Fig. 5. A. Alignment of amino-acid sequences of the plant nucleases compared to ZmNuc. Identical residues are indicated with a dark background and similar residues with a gray
background. GenBank accession numbers are as follows: ZmNUC (Hx1178302868), HvNUC2 (CAC33831), HvNUC1 (BAA82696), StNUC (AAT79582), HvZEN1 (BAA28948), AtBFN1
(H86264), ZeZEN2 (AAD00694), ZeZEN3 (AAD00695). B. Unrooted tree illustrating the relationship among the selected plant nucleases.
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2 mM sphinganine, sphingosine and phytosphingosine causes
a localized accumulation of reactive oxygen intermediates and
ultimately cell death [17]. The link between plant cell death and
sphingolipid metabolism has also been provided by the character-
ization of two A. thaliana mutants with an accelerated death (acd)
phenotype. The acd11 mutant constitutively express cell senes-
cence-associated genes and the ACD11-encoded polypeptide
transports sphingosine in vitro [15]. A second mutant, acd5,
develops normally but shows unlimited cell death when infected
by Pseudomonas syringae. The ACD5 protein has ceramide kinase
activity thus a balance between its product, ceramide-1-phosphate
and ceramide might regulate the cell death program [16]. Inter-
estingly, both mutants show activation of the defense response as
high transcript levels of HR-related genes, accumulation of phyto-
alexins and callose have been reported.

The role of endonucleases in plant cell death is associative at
best. An increase in nuclease activity has been related with cell
death during endosperm development in wheat [35], endosperm
degradation during barley seed germination [36], and the HR
triggered by pathogen attack [21]. In this work we found two
nuclease activities in maize embryos, both are up-regulated during
germination, but FB1, LCBs, and SA activated only ZmNUC30. FB1
activationwas concomitant to cell death as evaluated by electrolyte
leakage and probably dependent on LCB accumulation. Interest-
ingly, the phytohormone SA, that plays a key role in cell death, also
induced the 30-kDa nuclease activity strongly. Our data suggest
that SA accumulation is also mediated by LCB build-up in germi-
nating maize. There are some pharmacological and genetic

approaches that involve sphingolipid metabolism disruption in
Arabidopsis which support our hypothesis. FB1 induces the
expression of the SA-inducible gene PR-1 in a dose-dependent
manner in Arabidopsis seedlings [37]. In addition, several mutations
in sphingolipid biosynthesis pathway such as acd5 [16,38], acd11
[15,39], sbh1 sbh2 [40] and erh1 [41], induce the expression of
defense related genes including PR-1. Moreover, three of
these mutations, affecting a ceramide kinase (acd5), a LCB trans-
porter (acd11) and an inositolphosphorylceramide synthase (erh1)
promote SA accumulation and their cell-death phenotypes are
significantly attenuated or even suppressed by disruption of the SA
signaling pathway with the nahG transgene, or mutations like npr1,
sid2 and pad4. Although a precise time course of events is difficult
to establish in this system because of differential partition and
penetration kinetics of the compounds tested in the maize tissue,
our data support that FB1 causes LCB accumulation that in turn
might activate the SA pathway and cell death. Both sphingoid
compounds and SA are well-established as important regulators of
cell death in plants and we provide evidence that support that
sphingolipid signaling is upstream of SA signaling pathway.

Our data support that ZmNUC30 is a Zn-dependent endonu-
clease that shares some properties with the bifunctional type
nucleases characterized in plants. Zn-dependent endonucleases
have an optimum pH ranging from 5.0 to 6.5 and are localized in
vacuoles or in the extracellular fluid [20]. These types of endonu-
cleases prefer RNA or single-stranded DNA as substrates, although
they lack specificity and can hydrolyze double-stranded DNA as
well [19,42]. Among these endonucleases, the fungal S1 and P1
from Aspergillus oryzae and Penicillium citrinum respectively have
been well characterized and crystallized [43,44]. ZmNUC30
hydrolyzed both single-stranded DNA and RNA and its activity was
dependent on the presence of Zn2þ. ZmNUC30 showed a high
sequence identity (51%) to AtBFN1 and the antibody we produced
recognized a 30-kDa protein in A. thaliana protein extracts (Suppl.
Fig. 2). Its activation pattern was also similar to other bifunctional
nucleases such as AtBFN1 [45] and OsNuc37 [46] as it was induced
during the cell death process triggered by salt stress. Zn-dependent
endonucleases participate in the final stages of cell death as they
accumulate in the vacuole and apoplast, to continue the genomic
DNA degradation upon cell rupture [20,47]. ZmNUC30 is a 301-
amino-acid protein with a secretion peptide signal at the
N-terminal and was barely detectable at 24 h but increased at later
times during germination. Because PCD also plays an important
role during plant development, nucleases are activated physiolog-
ically during germination [20,48]. At this developmental stage in
cereals, gibberellins only promote the metabolic activation of the
dormant aleurone cells and accelerate their cell death. This
hormone induces nuclease activity during germination [49]. In
germinating maize embryos, Ca2þ-dependent nucleases increase
during the first phase of endosperm degeneration, an event asso-
ciated to internucleosomal DNA fragmentation [50]. During stage II
germination in barley seeds, the DNA in the starchy endosperm is
hydrolyzed by a Zn2þ-dependent bifunctional nuclease. This
enzyme has a Mr of 36 kDa and is secreted from the aleurone layer
[51,52]. We detected a second nuclease activity that is up-regulated
during germination (Mr 39 kDa) and was abundant at 24 h, but was
induced moderately with the treatments (Fig. 2).

Although FB1 is a potent inhibitor of the maize plasma
membrane Hþ-ATPase [53] andmight have other molecular targets,
most attention has been given to its activity as a sphinganine-
analog mycotoxin. Thus FB1 production for F. verticillioides patho-
genicity might be particularly relevant because recent evidence
support the role of sphingolipids in the plant defense response.
Clearly, LCB accumulation promotes cell death that favors necrotr-
ophs development. Despite the fact that LCB build-up also regulates

Fig. 6. A. ZmNUC protein accumulation induced by the LCBs phytosphingosine (PS;
10 mM), sphinganine (SN; 10 mM), fumonisin B1 (FB; 10 mM) and salicylic acid (SA;
5 mM). Total protein (10 mg) was loaded in a 16% SDS-PAGE and resolved. B. Immu-
noprecipitates of plant extracts obtained with the pre-immune serum (PIS) and the
anti-ZmNuc antibody (a-ZMNUC). Immunoprecipitates were resolved from control
embryos (C) and embryos treated with phytosphingosine (PS), sphinganine (SN),
fumonisin B1 (FB), salicylic acid (SA) and sodium chloride (SC) were resolved in a DNA-
containing gel and revealed for nuclease activity.
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SA accumulation and probably SA-dependent PR-gene expression,
it is unknown whether this response might be effective against F.
verticillioides. In A. thaliana, SA accumulation is relevant for the
response against Fusarium oxysporum as NahG transgenic plants
show increased susceptibility to the fungus and exogenously
applied SA promotes resistance to infection [54]. However, because
of the pathways employed by F. oxysporum to penetrate and to
induce disease, it has been considered a hemibiotroph [55] as
opposed to the necrotrophic F. verticillioides. In the interaction
between F. verticillioides and germinating maize, pathogenesis-
related proteins [56] and proteins involved in oxidative stress
tolerance are induced [57]. Although the defense pathway has not
been characterized in this pathosystem, it would be expected that
jasmonic acid and ethylene would play a role in mediating the
defense response. In fact, it is interesting that the increase in LCBs
induced by fumonisin B1 activates the SA pathway, which in turn
might antagonize the JA/ET pathways. Demonstrating this role for
sphingosine-analog mycotoxins would contribute to elucidate their
function in pathogenesis.
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