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INTRODUCCION

Estructura de la membrana plasmatica.

La membrana plasmatica es una estructura compleja que se encarga de aislar a las células del
medio extracelular y protege y facilita el intercambio de informacion y sustancias entre la célula y
el medio extracelular (Mathews 2002). La estructura basica de la membrana plasmatica consiste
en dos laminas (bicapa) de moléculas de lipidos de naturaleza anfipatica, es decir, que contienen
una porcion hidrofébica y otra hidrofilica. La bicapa lipidica aparece de forma espontanea cuando
este tipo de moléculas se situa en un medio acuoso, debido a que es la disposicion mas estable
que pueden adquirir desde el punto de vista energético. Los fosfolipidos (glicerofosfolipidos y
esfingolipidos que contienen fosfato) son los principales constituyentes de las membranas y son
moléculas que poseen una zona polar y dos colas apolares. Los lipidos de membrana son muy
variados dependiendo, entre otras caracteristicas, del tipo, longitud y grado de insaturacién de
los acidos grasos y las bases esfingoideas, el tipo de esteroles y la estructura de las cabezas
polares de todos los lipidos membranales. Esta composicion puede variar bajo diferentes

condiciones de nutricion o en condiciones patologicas (Luckey 2008).

En 1972, se postuld un modelo conocido como Modelo de Membrana de Mosaico Fluido por
Singer y Nicolson (Figura 1). Este modelo describié a las membranas con una composicion
quimica de glicerofosfolipidos y proteinas que interactian y se distribuyen aleatoriamente, dando
como resultado una estructura homogénea vy fluida. La palabra mosaico hace referencia a su
composicion, en la que diferentes lipidos, carbohidratos y proteinas coexisten en la misma
estructura laminar y el término fluido corresponde a su dinamica, implicando que cada uno de sus
constituyentes posee una distribucion homogénea a lo largo de toda la membrana (Carmona
2018).



Figura 1: Modelo de Mosaico Fluido propuesto por Singer y Nicolson. La estructura basica de la
membrana es una bicapa lipidica, con las cadenas de acido graso de cada monocapa formando un interior
apolar y un exterior polar. Los cuerpos sélidos representan proteinas distribuidas aleatoriamente en el plano

de la membrana (Luckey 2008).

En general, la membrana es permeable a sustancias no polares y pequefnas, mientras que las
sustancias hidrofilicas la penetran a través de las proteinas que forman bombas, canales y
transportadores. Esta permeabilidad selectiva permite a las células mantener gradientes de

concentracién y carga eléctrica, criticos para el metabolismo de la célula (Luckey 2008).

Propiedades de la membrana

» Movilidad y fluidez: las fuerzas hidrofobicas mantienen unidas las moléculas individuales
de fosfolipidos y aun asi éstas pueden desplazarse lateralmente unas respecto a otras
cambiando de posicion. Los lipidos también pueden tener movilidad individual de tipo
rotacional, de flexion y de boya. Estas posibilidades de movimiento le da a las membranas
la capacidad de ser fluidas. Los movimientos laterales de las moléculas son mas
frecuentes y rapidos que los cambios de localizacion entre la capa interna y externa de la
membrana, denominado <<flip-flop>>. Estos movimientos (Figura 2) van a variar
dependiendo de factores como la temperatura o la estructura de los lipidos que componen
la membrana. La fluidez de las membranas no solo permite la difusion de los fosfolipidos,
sino que también posibilita el desplazamiento de las proteinas de membrana (Luckey
2008, Voet y cols., 2016).



Movimientos de difusion lateral,
flexion y rotacion (frecuente)

Figura 2: Movimiento de los lipidos en la bicapa. Los desplazamientos laterales y los de rotacion son los
mas frecuentes y se define como el intercambio de pares de moléculas de lipidos vecinos en la misma
monocapa. Sin embargo, la difusién transversal (flip-flop) se define como la transferencia de un lipido desde
una monocapa a la otra (del lado citosdlico al extracelular o viceversa). Este tipo de movimiento es raro y

requiere accion enzimatica (flipasas, flopasas o escramblasas) (Voet y cols., 2016).

» Asimetria: Los glicerofosfolipidos, esfingolipidos y proteinas de la membrana se
distribuyen asimétricamente entre las dos monocapas (Figura 3). De los
glicerofosfolipidos, la fosfatidilcolina (PC) se encuentra principalmente en la capa externa
(extracitosdlica), al igual que los esfingolipidos como la esfingomielina (SM) vy los
glicoesfingolipidos. Los fosfolipidos como fosfatidilserina (PS) y fosfatidiletanolamina (PE)

son abundantes en la capa interna (citosodlica) (Ilkeda 2006, Cano 2014).



Extracelular
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Figura 3: Asimetria de la bicapa lipidica. Los lipidos de la membrana plasmatica (MP) se distribuyen

asimétricamente entre las dos capas. (Tomado y modificado de Cooper 2000, Ikeda 2006).

> Curvatura: la asimetria en las capas de la membrana esta directamente relacionada con

la curvatura y forma de la membrana. La forma geométrica de los lipidos depende del
tamano relativo de su cabeza y las colas de acidos grasos (Figura 4). Por lo tanto, si las
partes hidrofébicas e hidrofilicas tienen areas transversales similares, la molécula
adoptara una forma cilindrica. Los lipidos con una cabeza polar pequefia tendran una
forma conica. Y cuando la region hidrofdbica ocupa un area de superficie menor, la

molécula tendra una forma de cono invertido (Sprong y cols., 2021).
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Figura 4: Forma geométrica de los lipidos. Se presentan como ejemplos esfingolipidos y dos
glicerolipidos. SM: esfingomielina, PC: fosfatidilcolina, PE: fosfatidiletanolamina (Tomada y modificada de

Sprong y cols., 2021).

» Carga eléctrica: En el caso de las membranas actia un mecanismo de carga intrinseco,
debido a la disociacién eléctrica de los grupos quimicos en la superficie de la membrana.
A pH neutro, caracteristico de la gran mayoria de los liquidos bioldgicos, la mayoria de
los grupos quimicos disociables generan principalmente cargas negativas (la contribucion
de los grupos positivos se ve superada por la de los grupos negativos). Por ejemplo, los
grupos de cabeza de fosfolipidos se pueden disociar para generar —H,PO, ", HPO4 2, POy
3, mientras que el acido sialico, asociado a proteinas integrales, genera grupos COO"
(Raicu y Popescu 2008).

» Grosor: La longitud y el grado de insaturacion de las colas hidrofébicas de los lipidos que
constituyen la membrana son los factores que determinaran el grosor de esta (Figura 5).
Sin embargo, se ha visto que el factor determinante de esta propiedad es la localizacién

y acomodo de las proteinas transmembranales (Mitra y cols., 2004).
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Figura 5: Grosor de la membrana plasmatica. Existen proteinas transmembranales con regiones

hidrofébicas de diferentes longitudes. Los dominios hidréfobos de las proteinas se aislan del medio acuatico
mediante lipidos con longitudes adecuadas de acidos grasos. Por tanto, las proteinas con dominios
hidréfobos largos estan rodeadas por lipidos con cadenas largas de acidos grasos (Tomado y modificado
de Becker 2003).}

Composicion membranal

Proteinas: las proteinas son polimeros de aminoacidos. Son grandes y complejas, por tanto, la
gran variedad de secuencias de aminoacidos es muy importante ya que determina la estructura
y funcién de las proteinas. Existe una amplia variedad de proteinas especificas que estan
embebidas en la membrana total o parcialmente o asociadas a su superficie (Figura 6) (Vazquez
2015).

Tipos de proteinas

» Proteinas integrales: Estas proteinas se insertan en la regién hidroéfoba de la bicapa
lipidica. La mayoria de las proteinas integrales de la membrana tienen una o mas regiones
de la cadena polipeptidica que atraviesan la bicapa lipidica. Estas regiones
transmembranales contienen sobre todo aminoacidos con cadenas laterales hidréfobas
que forman una hélice a e interactian de manera no covalente con los lipidos
circundantes. Unas pocas proteinas transmembranales atraviesan la membrana con una
estructura formada por hebras B. Algunas proteinas integrales de la membrana no
atraviesan la membrana, pero estan asociadas a ella mediante un enlace covalente a un

lipido de la membrana. Las proteinas integrales intervienen con frecuencia en la

11



transmision de senales quimicas hacia el interior de la célula (Mathews 2002, Hames y
Hooper 2011).

» Proteinas periféricas: Ninguna parte de esta proteina interactia con el interior hidréfobo
de la bicapa. En su lugar, estas proteinas estan asociadas a la superficie de la membrana

por enlaces (no covalentes): idnicos y puentes de hidrégeno (Hames y Hooper 2011).

Protaina
porigrica Ogosacandos Glucolipidos

NI ORI OTIIOON
JRo4525% ey #0% 10Tt Jelele IsTe et
T TSI SR 0NN NI H | | Hajusta externa
SLILILIINLY STITITIIIINIALILY
Hojusda interma
- Cadenas de cidos
grasos hidrifobas

Cantro

hidrdfobo Cabeza polar hidrdfila

Prateinas
integrales Proteina periférica

Figura 6: Modelo de mosaico de la membrana. Como los lipidos, las proteinas integrales de la membrana
son anfipaticas y se distribuyen de manera asimétrica a través de la bicapa y estan en general libres para
moverse en el plano de la bicapa. La mayoria de las proteinas periféricas de la membrana suelen estar
unidas a la superficie de proteinas integrales, ya sea en la cara citosdlica de la membrana o en la cara
extracelular. También, pueden asociarse a las cabezas polares de los lipidos de la bicapa (Hames y Hooper
2011).

Funcion:

Las proteinas de la membrana contribuyen a la interaccion de la célula con su entorno. Por
ejemplo, las proteinas de la membrana plasmatica llevan a cabo funciones tan diversas como
transportar nutrientes a través de la membrana plasmatica, recibir sefiales quimicas del exterior
de la célula, traducir las sefales quimicas en acciones intracelulares y, a veces, anclar a la célula

en una ubicacion particular (Figura 7).
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Figura 7: Ejemplos de funciones de las proteinas. Los transportadores llevan una molécula (como la
glucosa) de un lado de la membrana plasmatica al otro. Los receptores pueden unirse a una molécula
extracelular y esto activa un proceso intracelular. Las enzimas de la membrana pueden hacer lo mismo que
hacen en el citoplasma de una célula: transformar una molécula en otra forma. Las proteinas de anclaje
pueden unir fisicamente estructuras intracelulares con estructuras extracelulares (Tomado y modificado de
O'Connor y Adams 2010).

Carbohidratos

Los carbohidratos de membrana se van a encontrar unidos covalentemente a las cabezas polares
de los lipidos o a las porciones hidrofilicas de las proteinas membranales. Los carbohidratos
realizan tres funciones principales: participan en la recepcién, reconocimiento y la adhesion
celular, ya sea en la senalizacion célula-célula o en las interacciones célula-patdégeno, y tienen

un papel estructural como barrera fisica (Sprovieri y Martino 2018).

Cuando se unen dos o mas monosacaridos, forman cadenas de oligo o polisacaridos. Los enlaces
entre las unidades de sacaridos pueden ser a o 3 y se establecen en diferentes posiciones. Si
bien se pueden encontrar algunos carbohidratos asociados a las membranas intracelulares, la

mayoria de ellos se localizan en la monocapa externa de la membrana plasmatica (Figura 8).
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Figura 8: Carbohidratos en la membrana. Los carbohidratos se encuentran en la membrana en forma de
mono u oligosacaridos unidos covalentemente a lipidos (glicolipidos) o a proteinas (glicoproteinas). Los
sacaridos que forman estas estructuras pueden ser moléculas sencillas como la glucosa, galactosa, la

manosa o azucares mas complejos (Tomado y modificado de Fuster y Esko 2005).

Lipidos.

Glicerofosfolipidos

Los principales componentes lipidicos de las membranas de eucariontes son los

glicerofosfolipidos, los esfingolipidos y los esteroles (Figura 9).

Los glicerofosfolipidos, también llamados fosfoglicéridos, son lipidos de membrana en los que se
unen dos acidos grasos mediante un enlace éster al primero y segundo carbono del glicerol en
sus hidroxilos correspondientes. Todos los glicerofosfolipidos poseen dos colas no polares
aportadas por los dos acidos grasos de cadena larga (< 18 C) generalmente uno saturado y otro
insaturado (Feduchi y cols., 2015; Nelson y Cox 2015).
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Figura 9: Los tres principales tipos de lipidos presentes en las membranas celulares de eucariontes.
Se presentan los esqueletos basicos de los tres grupos de lipidos mas abundantes en las membranas. En
los fosfolipidos, el grupo de cabeza (un alcohol) se encuentra unido por un enlace fosfodiéster al glicerol
mientras que los glucolipidos tienen una union glucosidica directa entre el azucar del grupo de cabeza y el
esqueleto de esfingosina (Feduchi y cols., 2015).

Al hidroxilo del tercer carbono se une a través de un enlace fosfoéster un grupo altamente polar
o cargado que es un alcohol fosforilado. El glicerofosfolipido mas simple es el acido fosfatidico,
en el que X=H, lo cual corresponde a la cabeza polar (Figura 10). Los demas glicerolipidos se
derivan de él y se forman por esterificacién de diferentes compuestos, generalmente un alcohol
al grupo fosfato. Los glicerofosfolipidos se nombran segun el alcohol polar en el grupo cabeza.
Por ejemplo, la fosfatidilcolina y la fosfatitidiletanolamina tienen colina y etanolamina,

respectivamente, en sus grupos polares.
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Figura 10: Glicerofosfoliipidos. Los glicerofosfolipidos estan constituidos por una molécula de glicerol a
la cual estan esterificados dos acidos grasos y un fosfato unido a un alcohol. El fosfato mas el alcohol
forman el grupo cabeza. Cada derivado se denomina segun el alcohol del grupo de cabeza (X), con el

prefijo <<fosfatidil- >> mas el nombre del o los acidos grasos (Lozano y cols. 2005, Feduchi y cols., 2015).

Terpenos

El término terpeno, propuesto por Dumas en 1866, proviene de las palabras terpentin (en aleman)
o turpentine (en inglés) que es la fraccidn volatil obtenida de la oleorresina que exuda la superficie
de un corte del pino resinero (Santos, 2008). Se clasifica dentro de los lipidos insaponificables
como isoprenoides. Se forman a partir del isopreno, una unidad de cinco carbonos. Los terpenos
pueden contener de una a ocho unidades de isopreno. Al unirse, forman moléculas lineales o con
anillos (Figura 11). Las moléculas de isopreno se unen de acuerdo a la “regla biogenética del
isopreno” mediante uniones cabeza-cola, esta regla es valida en la mayoria de los casos de los
terpenos mas comunes (Santos 2008; Herrera 2014).En su mayoria son de origen vegetal,

fungico y bacteriano. En los vegetales actian como pigmentos, sefiales moleculares (hormonas
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y feromonas) y agentes defensivos. Constituyen el grupo mas abundante de los aceites vegetales,

proporcionandoles aromas y sabores caracteristicos. Segun el numero de isoprenos que tengan,

se clasifican en:

Monoterpenos: dos moléculas de isopreno, como el geraniol o el limoneno, que son aceites
esenciales en los vegetales.

Sesquiterpenos: con tres isoprenos como el fernesol.

Diterpenos: con cuatro isoprenos (fitol, acido giberélico)

Triterpenos con seis isoprenos, como el escualeno; principalmente son alcoholes, aldehidos
y acidos carboxilicos. Los triterpenos glicosildaos, como las saponinas, protegen a las plantas
contra microbios patdégenos y plagas de insectos.

Tetraterpenos: con ocho isoprenos, como licopeno y los carotenoides son producidos por
plantas terrestres, algas y cianobacterias. (Figura 11). Algunos de estos terpenos se unen a
proteinas, como las proteinas Ras, en un proceso llamado prenilacion, que parece participar

en el control del crecimiento celular (Lozano y cols., 2005).

Los terpenos se modifican quimicamente por oxigenacion, hidrogenacién o deshidrogenacion

para formar terpenoides. Las moléculas terpenoides pueden tener actividad antifungica,

antimicrobiana, antiviral o antiparasitaria. Disuaden a los herbivoros que se alimentan y se utilizan

como insecticidas para almacenar productos agricolas (Ninkuu y cols., 2021).

CH.=C —CH=CH- = = ISOPRENO

Terpenos
Monoterpeno (2]
Geraniol SN g SHTOH

Sesquiterpeno (3)
Farnesol =~ = S

Diterpeno (4)
Fitol = = = = CH,OH

Triterpeno (6)
Escualeno

Tetraterpeno (8]
p-caroteno

N T S N SN SN TS T Y

Figura 11: Estructura del isopreno y ejemplos de terpenos (Feduchi y cols., 2015).
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Esteroles

Las membranas de plantas, animales y microorganismos contienen esteroles y se pueden
denominar fitoesteroles, zoosteroles y micoesteroles, respectivamente. El colesterol es el
zooesterol principal, pero los esteroles en las plantas se presentan comunmente como mezclas
con B-sitosterol, campesterol y estigmasterol, que representan tres de los principales fitoesteroles
(Gordon 2003).

Los fitoesteroles se encuentran en los frutos, semillas, hojas y tallos de casi todos los vegetales
conocidos, por lo que, normalmente, estan presentes en la dieta humana. Sin embargo, a
diferencia del colesterol, estos esteroles no son sintetizados por el organismo humano y son

escasamente absorbidos por el intestino (Lopez 2005).

Su estructura quimica es muy similar a la del colesterol. Los esteroles vegetales comparten con
el colesterol el nucleo central de la molécula: el ciclopentanoperhidrofenantreno, como se muestra
en la Figura 12. Sin embargo, la diferencia estructural de los fitoesteroles con el colesterol y entre
los diferentes fitoesteroles radica en la cadena hidrocarbonada lateral, que suele presentar
sustituyentes de tipo metilo o etilo. Por tanto, en los fitoesteroles, la cadena hidrocarbonada lateral
esta formada por 9 o 10 carbonos y en algunos de ellos presenta un doble enlace (estigmasterol),
mientras que en el colesterol esta cadena esta formada por 8 carbonos y es saturada (Lopez
2005).

Colesterol Sitosterol
- /@\)\( HO /K@\)ﬁ/
Campesterol Sitostanol

Figura 12: Estructura quimica del colesterol y de los principales fitoesteroles (Lopez 2005).
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Esfingolipidos.

Los esfingolipidos son moléculas anfipaticas que contienen una cabeza con un grupo polar y dos
cadenas acilo hidrofébicas (Figura 13). La porcién hidréfoba de los esfingolipidos esta contenida
en su esqueleto de ceramida, que esta compuesto por un acido graso unido a través de un enlace
amida a una base de cadena larga (BCL). Las BCL son un componente Unico de esfingolipidos y
metabolitos de esfingolipidos, que son producto de una reaccion entre un aminoacido (serina) y
un acido graso (tipicamente acido palmitico, 16:0). En las plantas, las BCL contienen 18 atomos
de carbono, posibles dobles enlaces en las posiciones 4 y 8, y se caracterizan por la presencia
de dos o tres grupos hidroxilo, en los carbonos de las posiciones C1, C3 y C4. Con base en el
numero de hidroxilaciones, las BCL se clasifican en dihidroxiladas y trihidroxiladas. Los acidos
grasos de los esfingolipidos vegetales suelen tener una longitud de cadena de 16 a 26 atomos
de carbono, estos ultimos son considerados de cadena muy larga, y estan saturados o
monoinsaturados con un doble enlace cis (Lozano y cols., 2005). Dadas las diferentes especies
de BCL, acidos grasos y posibles grupos de cabeza presentes en los diversos esqueletos de
ceramida, existen muchas combinaciones posibles que originan cientos de especies diferentes

de esfingolipidos.
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Figura 13: Estructura general de los esfingolipidos complejos. En los esfingolipidos, el grupo amino en
el C-2 se une a un acido graso mediante un enlace amida. Los distintos esfingolipidos difieren en el grupo

de cabeza polar (X) unido al C-1 (Feduchi y cols., 2015).
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En las plantas, los esfingolipidos complejos se clasifican en cuatro clases: ceramidas (Cers),

hidroxiceramidas (hCers), glucosilceramidas (GlcCers) y glicosilinositolfosfoceramidas (GIPC)

(Figura 14) que constituyen aproximadamente 4%, 3%, 37% y 56%, respectivamente, del total de

esfingolipidos extraidos de hojas de Arabidopsis thaliana (Markham y cols., 2006, Carmona-

Salazar y cols., 2021). A continuacion se mencionan las caracteristicas de cada una de estas.

Ceramidas e hidroxiceramidas: estructuralmente son moléculas muy hidréfobas, ya que
carecen de un grupo de cabeza voluminoso como los fosfolipidos o glucoesfingolipidos
(Slotte y cols., 2017). El esqueleto de ceramida comprende un &cido graso unido a una
base de cadena larga (C18) a través de un enlace amida. Aunque la gran mayoria de las
BCL se encuentran en ceramidas, una cantidad pequefia pero detectable esta presente
en las células vegetales de forma libre o como un éster de fosfato (Chen y Cahoon 2009).
Las hidroxiceramidas son una variacion estructural de las ceramidas, la a-hidroxilacion de
la cadena de acilo produce hidroxi-ceramida o hCer. La ceramida y la hidroxiceramida
representan solo 3 a 4% de los esfingolipidos totales de membrana, ya que sirven
principalmente como intermediarios de biosintesis 0 moléculas de sefalizacion (Kota y
Hama 2013; Michaelson y cols., 2016).

Glucosilceramidas: el residuo de glucosa en las glucosilceramidas (GlcCers) esta unido a
la estructura de ceramida mediante un enlace 1,4 glucosidico. Las GlcCers, junto con las
ceramidas libres, se denominan colectivamente esfingolipidos neutros. De las dos clases
principales de esfingolipidos, los GlcCers se han caracterizado mas ampliamente en
plantas. Como se ha senalado antes, las ceramidas de GlcCers contienen mayores
cantidades de acidos grasos C16 y BCL dihidroxiladas (Chen y Cahoon 2009, Carmona-
Salazary cols., 2021).

Glicosilinositolfosfoceramidas: los GIPC, por el contrario, son esfingolipidos cargados
negativamente que contienen un grupo fosfoinositol unido al hidroxilo del C-1 del
esqueleto de ceramida a través de un enlace fosfoéster. Las BCL trihidroxiladas son mas
abundantes en la parte de ceramida de las GIPCs (Cassim y cols., 2019). El fosfato les
da su naturaleza de esfingolipidos acidicos, como también se les llama a los GIPCs. Al
inositol se une otro carbohidrato por un enlace glucosidico unido a su vez de la misma
manera a otro y este a otro, pudiendo ser varios de ellos y formar asi la gran cabeza polar
de los GIPCs, que es su caracteristica excepcional. La estructura de los GIPCs puede
variar dependiendo de los azucares que se afiadan a su cabeza polar. Recientemente se

determind que los GIPCs son la clase mas abundante de esfingolipidos en las hojas de
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Arabidopsis thaliana, o que explica aproximadamente el 60% de esfingolipidos del total

de lipidos de la membrana plasmatica (Chen y Cahoon 2009).
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Figura 14: Ejemplos de esfingolipidos complejos que se encuentran en plantas. Los esfingolipidos
complejos consisten en una ceramida hidrofoba a la que se le une un grupo de cabeza polar (a). El
esqueleto de ceramida comprende un acido graso unido a una BCL (C18) a través de un enlace amida.
Las dos clases principales de esfingolipidos complejos en las plantas son las glucosilceramidas (GlcCers)
y glicosil inositolfosfoceramidas (GIPCs), ejemplos de los cuales se muestran en (b) y (c). Las GlcCers
contienen glucosa unida a través de un enlace 1,4 glicosidico al C1 de la ceramida (b). EI GIPC mostrado
en (c), una hexosa-acido hexuronico-inositolfosfoceramida, es el principal GIPC en Arabidopsis thaliana
(Tomado y modificado de: Chen y Cahoon 2009).

En humanos se han identificado al menos 60 esfingolipidos diferentes en las membranas
celulares. Muchos desempenan un papel importante en las membranas plasmaticas de neuronas
y algunos actuan en procesos de reconocimiento en la superficie celular, pero sélo se ha
descubierto la funcion especifica de unos pocos. La porcion glucidica de ciertos esfingolipidos
define los grupos sanguineos humanos (Figura 15) y determina el tipo de sangre que los

individuos pueden recibir en transfusiones sanguineas (Mckee 2009, Feduchi y cols., 2015).
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Figura 15: Esfingolipidos o glucolipidos como determinantes de los grupos sanguineos en
humanos. Glc: glucosa, Gal: galactosa, GalNAc: N-acetilgalactosamina, Fuc: fucosa (Feduchi y cols.,
2015).

Funciones de los esfingolipidos en plantas.

Como molécula anfipatica, los esfingolipidos se encuentran en las membranas celulares y desde
alli constituyen el soporte estructural dinamico de la bicapa y actian como mediadores fisioldgicos
del cierre estomatico, muerte celular programada, interacciones planta-microbio y desarrollo de

polen, frutos y semillas (Carmona-Salazar y cols., 2021).

Debido a su baja abundancia, las Cers y hCers se consideran intermediarios metabdlicos o
fuentes de moléculas de sefializaciéon. Las Cers han estado involucrados en el estrés por frio y la
respuesta inmune de las plantas y las hCers han sido reportadas como transductores de

sefializacion en estrés por hipoxia (Xie y cols., 2015).

Debido a su gran abundancia, las GlcCers y las GIPC se han identificado como componentes
estructurales de la MP, la membrana de la vacuola, del aparato de Golgi y del reticulo
endoplasmico. Ademas, las Cers y GIPC muestran funciones de sefializacion relacionadas con
su asignacion de membrana estructural. Por ejemplo, GlcCers estan involucrados en el desarrollo
de morfologia y secreciéon de las membranas de Golgi, rendimiento a baja temperatura,
organogénesis y diferenciacion celular (Dietrich y cols., 2008). Los GIPC se han postulado como
conectores de senalizacion estructural entre la MP y la pared celular, como elementos en varias
formas que conducen a la defensa contra patdégenos, en la viabilidad del polen y en la percepcion
de altos niveles de sal (Jiang y cols., 2019). Esta diversidad de funciones explica el caracter

esencial de los esfingolipidos en las plantas (Chen et al., 2006).
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Sintesis de esfingolipidos

La sintesis de novo de esfingolipidos (Figura 16) comienza con la condensacién de L-serina y
palmitoil-CoA, una reaccion catalizada por la serina palmitoiltransferasa (SPT) en el reticulo
endoplasmico, para formar un intermediario llamado 3-cetoesfinganina. La SPT es un
heterodimero que comprende dos subunidades, la LCB1 y LCB2 y en el que la subunidad LCB2
es la unica que posee el residuo de lisina catalitico, el cual esta en el sitio activo que permite la
actividad enzimatica (Chen y cols., 2006). Sin embargo, es necesario que estén presentes las
dos subunidades para su actividad. La subunidad LCB2 esta en dos versiones: LCB2a y LCB2b.
El heterodimero puede ser LCB1-LCB2a o bien LCB1-LCB2b, ambos son activos. Las
subunidades LCB2 son reguladoras, pero los dos heterodimeros de la SPT, pueden requerir otras
proteinas denominadas ORM y ssSPT, las cuales tienen una funcion reguladora, ya que al unirse
en el centro del heterodimero disminuyen o incrementan, respectivamente, la actividad de la SPT
(Gonzalez-Solis et al., 2020).

El genoma de Arabidopsis contiene tres copias de genes que codifican a la proteina LCB2,
At3g48780, At3g48790 y At5g23670 mejor conocidos como LCBZ2a, LCB2b y LCBZc,
respectivamente (Teng y cols., 2008). Los analisis de estos mutantes con pérdida de funcion de
LCB2 han proporcionado nuevos conocimientos sobre el papel de los esfingolipidos en el
crecimiento de las plantas y desarrollo, y han complementado los estudios de la funcion de los
esfingolipidos en otros eucariotas, incluida la levadura y mamiferos (Dietrich y cols., 2008).
Gracias al empleo de mutantes se sabe que por ejemplo, el gene LCB2a es esencial para la
induccién de muerte celular programada, si bien tanto LCB2a como LCB2b son funcionalmente
iguales (genes redundantes), cuando reaccionan con el monémero LCB1 para formar SPT
(Dietrich y cols., 2008; Saucedo-Garcia y cols., 2011). El hallazgo anterior, implica que el
esfingolipidoma de las plantas mutantes que no expresan el gene LCBZ2a (linea de Arabidopsis
thaliana Icb2a-1) puede ser diferente al de las plantas silvestres, si bien en términos totales, el
contenido de esfingolipidos fue similar (Dietrich y cols., 2008). Toda la informacién anterior fue

obtenida de la roseta total de la planta y no en la membrana plasmatica de esta mutante Icb2a-1.

Es preciso mencionar que si bien el contenido total puede ser similar en la planta silvestre y en la
mutante Icb2a-1, es posible que las distintas especies de esfingolipidos tengan una distribucion
diferencial en las diferentes membranas celulares, que son los sitios de ubicacion de estos
anfifilos. La posibilidad anterior surge del hecho de que las células tienen un sistema de envio de
lipidos especificos a membranas especiales dentro del sistema endomembranal de la célula: la

plasmatica, vacuolar, nuclear, cloroplastica, del reticulo endoplasmico, del Aparato de Golgi, etc.
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Este sistema de envio se denomina en general transito vesicular, este trafico parte del reticulo
endoplasmico y el Aparato de Golgi, que son los sitios celulares de sintesis de esfingolipidos y
en donde estos lipidos son empaquetados en vesiculas que recorren rutas especificas que los

dirigen a membranas blanco.

El siguiente paso en la sintesis de esfingolipidos consiste en la reduccion de la 3-cetoesfinganina
se reduce mediante la 3-cetodihidroesfingosina reductasa (KSR) para formar esfinganina (d18:
0). Posteriormente, el grupo amino de la esfinganina es acilado para producir finalmente
ceramida. Una vez que la ceramida ha sido sintetizada, tanto a la base esfingoidea como al acido
graso se introducen enzimaticamente insaturaciones y/o hidroxilaciones para generar las distintas

formas de esfingolipidos que se encuentran en las células.

Las ceramidas sufren otras modificaciones importantes para la formacion de esfingolipidos
complejos como las GIPCs Estas modificaciones se dan por la adicion de grupos polares

(generalmente carbohidratos), al C1 de la ceramida.
Palmitoil-CoA + Serina
Serina palmitoil transferasa (SPT)

3-cetoesfinganina
NADPH
3-cetoesfinganina reductasa
Esﬁngmma .Esﬁngmrm
4-hidroxiesfinganina d— Esfinganina _.’ Esfinganina-1-fosfato

Acil-CoA
Esfinganina-N-aciltransferasa

Ceramida
e o et
Glucosilceramida Inositolfosforilceramida

Figura 16: Sintesis de novo de esfingolipidos (Palacios 2008).

Distribucion intracelular de lipidos a través del trafico vesicular

La célula emplea dos mecanismos principales para movilizar la ceramida; ya sea a través del
transporte vesicular o a través de la proteina proteina de transferencia de ceramida (CERT).

CERT es una proteina citosdlica que transfiere ceramida desde el RE, donde se genera, al
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aparato de Golgi donde puede modificarse en esfingomielinas y posiblemente glicoesfingolipidos.
Esta es la principal via responsable de entregar ceramida al cis-Golgi para la sintesis de
glucoesfingolipidos. Claramente, nuestro conocimiento de como las especies de ceramidas
pueden ser transportadas desde el RE al aparato de Golgi para la sintesis regulada de

glicoesfingolipidos es incompleto.

Técnicas de analisis quimico de lipidos

» Cromatografia en capa fina (CCF): la cromatografia en capa fina es un método fisico,

analitico, utilizado para separar compuestos en una mezcla. La CCF es un método de
separacion muy versatil que se utiliza ampliamente para el analisis cualitativo de
muestras. La CCF se puede utilizar para analizar practicamente cualquier clase de
sustancia, particularmente hidrofodbicas, como esteroides, alcaloides, lipidos, nucleétidos,
carbohidratos, acidos grasos, etc.
En la CCF, la fase estacionaria es una fina capa de material adsorbente, generalmente
silice gel, recubierta sobre una superficie de placa inerte, tipicamente vidrio o metal. La
muestra se coloca en un extremo de la placa y esta se coloca verticalmente en una camara
cerrada con un disolvente organico (fase movil). La fase maévil sube por la placa mediante
fuerzas capilares y los componentes de la muestra migran a distancias variables en
funcién de sus afinidades diferenciales por las fases estacionaria y moévil. Cuando el
solvente alcanza la parte superior de la placa, la placa se retira de la camara de revelado
y se seca. Los componentes separados aparecen como manchas en la placa y se evallua
el factor de retencion (Fr) de cada componente. La limitante de este método es que no
permite conocer la estructura quimica de la molécula que se esta analizando (Santiago y
Strobel 2013).

» Cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC): es una técnica utilizada para separar los
componentes de una mezcla. Consiste en una fase estacionaria no polar (columna) y una
fase movil. Se ha empleado HPLC para la separacion e identificacion de bases
esfingoides, ceramidas y esfingomielinas. La HPLC tiene la ventaja de ser relativamente
economica al tiempo que proporciona resolucion de esfingolipidos en funcién del grupo
de cabeza (fase normal) o la longitud de la cadena de N-acilo (fase inversa). Sin embargo,
la cuantificacion precisa a menudo depende de la resolucién definitiva de las especies de
esfingolipidos, que la HPLC por si séla no puede garantizar. Esta desventaja ejemplifica
el requisito de técnicas mas especificas de dilucidacion estructural (Gika y cols. 2016).

» Espectrometria de masas (EM): la EM se basa en la ionizacion y fragmentacion de

moléculas muestra en fase gaseosa. Dado que las moléculas se fragmentan de manera
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Unica, el patron especifico de fragmentacion de iones resultante puede utilizarse para
obtener informacién estructural para una molécula determinada. En estos casos, el
espectrometro de masas normalmente esta acoplado a un sistema de cromatografia de
gases (GC) o cromatografia liquida (LC) y se utiliza como detector; es decir, la separacion
de la muestra se logra mediante cromatografia y los compuestos separados ingresan al
espectrometro de masas secuencialmente para la ionizacién, separacion y deteccién de
los iones generados y que tienen una masa y una carga eléctrica caracteristicas. Al
acoplar el sistema de cromatografia al espectrometro de masas, se obtienen dos piezas
de informacién para cada analisis: tiempo de retencion e informacion espectral de masas
para cada compuesto separado, ambos se pueden utilizar para compararlos con
estandares de referencia adecuados.

Su limitante es que requiere de una muestra purificada para una interpretacion mas
sencillay, como ya se menciond anteriormente, requiere estar acoplado a un cromatografo
(Smith 2013).

Valor del estandar interno en los analisis: un estandar interno en Quimica Analitica es una
sustancia quimica de caracteristicas estructurales muy similares a las de las moléculas
problema, que no se encuentra en la muestra problema y que se agrega en una cantidad
conocida a las muestras, el blanco y los estandares de calibracion durante un analisis
quimico. El estandar interno por tanto es un compuesto que debe mostrar un
comportamiento similar al del analito. Esta sustancia se puede utilizar para la calibracion
trazando la relacion entre la sefial del analito y la sefial del patrén interno en funcion de la
concentracion del patron del analito. Esto se hace para corregir las pérdidas de analito
durante la preparacion de la muestra. Esta relacion para las muestras se usa luego para
obtener las concentraciones de analito a partir de una curva de calibracion. El patron
interno utilizado debe proporcionar una sefial que sea similar a la sefial del analito, pero
lo suficientemente diferente para que las dos sefales sean facilmente distinguibles por el
instrumento. Los estandares internos se utilizan a menudo en cromatografia,

espectroscopia de masas y espectroscopia de emision atémica (Oliveira y cols. 2021).
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Analisis lipidémico

El objetivo de un analisis "émico" es caracterizar de manera exhaustiva a todos los miembros de
una categoria de biomoléculas, o al menos a los de una familia determinada y que proporciona
una imagen completa de su composicion, estructura y concentracion en el sistema bioldgico
pertinente. Por lo tanto, un esfingolipidoma que comprenda sélo la region hidrofébica de estos
compuestos, estara integrado por todas las bases esfingoideas y los acidos grasos de todas las
especies de la region ceramida de las ceramidas, las hidroxiceramidas, las glucosilceramidas y
las glicosilinositolfosfoceramidas. Los esfingolipidos pueden analizarse mediante una variedad
de métodos tradicionales, sin embargo, para el analisis de un gran numero de variedades de
esfingolipidos con un alto grado de precision estructural, el método de eleccion es la
espectrometria de masas (MS). La MS utiliza varios métodos de ionizacién [por ejemplo,
lonizacion por Electroaspersién (ESI)] combinados con el analisis de equipos analizadores de
masa con trampa de iones lineales de cuadripolo triple para MS / MS (Merril y cols., 2009). La
gran ventaja de la esfingolipiddmica es que puede identificar y cuantificar cada compuesto
potencial en una muestra y asi descubrir especies de lipidos desconocidas hasta ahora. Una de
las limitantes es la extraccion de lipidos, que inherentemente resulta en un sesgo, pues puede
excluir inadvertidamente algunas especies dentro de una clase de lipidos o clases enteras de
lipidos. Otra limitacidn en la esfingolipiddomica es la disponibilidad de solo unos pocos estandares
internos, ya que no hay disponibilidad comercial de especies semejantes a todas las especies
naturales, lo que hace que la inclusion de estandares internos adecuados resulte critica (Zullig y
cols., 2020). Los analisis esfingolipiddmicos son importantes, entre otras cosas, porque revelan
cambios en las vias del flujo metabdlico de los esfingolipidos por biosintesis o por recambio en
un sistema bioldégico ya sea en condiciones normales o de algun estrés o patologia (Haynes y
cols. 2009).
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JUSTIFICACION:

La primera enzima de la ruta de sintesis de esfingolipidos es la serina palmitoiltransferasa (SPT).
Esta enzima es un heterodimero compuesto por dos subunidades, LCB1 y LCB2. La subunidad
LCB2 puede existir como las isoformas LCB2a y LCB2b, ambas isoformas presentan redundancia
funcional, pero no tienen los mismos niveles de expresién. Los niveles totales de esfingolipidos
en la mutante que no expresa funcionalmente el gen LCB2a no parecen tener diferencias con
respecto a los de las demas plantas silvestres (Dietrich y cols., 2008). Ya que se sabe que los
esfingolipidos tienen una distribucion diferencial en las membranas celulares, es posible que la
composicion relativa de los esfingolipidos de la membrana plasmatica sea diferente entre las

plantas silvestres y la mutante Icb2a-1.

HIPOTESIS:
El contenido de especies de esfingolipidos de la membrana plasmatica depende de la
participaciéon de los heterodimeros de la enzima serina palmitoiltransferasa (SPT) que inicia las

reacciones de la via de sintesis de esfingolipidos complejos.

OBJETIVOS GENERALES:
1. Describir los esfingolipidomas de las membranas plasmaticas silvestres y de la mutante
Icb2a-1.
2. Hacer un analisis comparativo entre los esfingolipidomas membranales obtenidos de las
plantas silvestres (wt) y de la planta mutante Icb2a-1 para determinar la influencia del gen

LCBZ2a en la composicion de lipidos membranales.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Estudiar el marco tedrico de la estructura de membranas, esfingolipidos, clasificacion y
funciones en las plantas.
Conocer los fundamentos del analisis quimico de lipidos por HPLC-MS/MS.
Introducirse al estudio y manejo de lipidomas.
Organizar en una base de datos, los resultados existentes en el laboratorio y que constan
de determinaciones experimentales de ceramidas, hidroxiceramidas, glucosilceramidas y
glicosilinositosfosfoceramidas de las membranas plasmaticas de plantas silvestres y de la
linea mutante en el gen codificante de la subunidad LCB2a de la SPT.

5. Las membranas plasmaticas que se analizaran seran las plantas silvestres de Arabidopsis

thaliana (ecotipo Col-0) y de las plantas de la linea Icb2a-1.
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MATERIALES Y METODOS
Para analizar los esfingolipidomas de las membranas plasmaticas obtenidas de las hojas de

Arabidopsis thaliana se siguié la estrategia mostrada en la Figura 17.

Hojas de plantas adultas de Arabidopsis
thaligna (11 semanas)
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Método de analisis multivariado: Analisis de componentes principales (PCA)
Andlisis de agrupamiento: Heatmap

Figura 17: Enfoque experimental seguido para el analisis de los esfingolipidomas de las membranas
plasmaticas de hojas de plantas wt y Icb2a-1. Se utilizaron hojas de plantas de 11 semanas de edad de
Arabidopsis thaliana Col-0 y a partir de estas, se purificaron las membranas plasmaticas. Cada preparacion
de membrana se trat6 y extrajo de forma independiente para el analisis de esfingolipidos mediante HPLC
/ ESI-MS / MS. Se indican las diferentes pruebas estadisticas aplicadas a los valores obtenidos de las

determinaciones experimentales.
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l. Crecimiento de plantas.

Las plantas utilizadas en este proyecto se encuentran descritas en la Tabla 1. Las semillas de
Arabidopsis thaliana Col-0 y la mutante Icb2a-1 (proporcionadas por el grupo del Dr. Cahoon de
USDA-ARS Plant Genetics Research Unit, Donald Danforth Plant Science Center, St. Louis
Missouri, E.U.). Las semillas se sembraron en macetas con una mezcla de sustrato MetroMix400,
agrolita y vermiculita en una relacién 3:1:1, en condiciones de fotoperiodo natural a 25 + 3°C.
Fueron crecidas en invernadero y se cosecharon después de 11 semanas. Para la obtencién de
las hojas, se seleccionaron las de mayor tamafio y con un aspecto saludable, se limpiaron con
agua destilada. Posteriormente las hojas fueron cortadas y envueltas en papel aluminio para
congelarse con N2 liquido y se almacenaron a -70°C hasta su uso (Carmona 2018, Carmona-

Salazar y cols., 2021).

Tabla 1. Plantas utilizadas para realizar este estudio. Se indican los genotipos utilizados,

su origen y sus contenidos de esfingolipidos determinado para la roseta completa.

Genotipo Fenotipo Modificaciones genotipicas | Referencia
wt Sin modificacion genética. Su
genoma esta intacto.
Contenido normal de
esfingolipidos.
Icb2a-1 Modificada en la subunidad Dietrich y

LCB2a de la enzima cols., 2008
palmitoiltransferasa  (SPT),
sin cambios en el contenido
de esfingolipidos al
compararse con el genotipo
silvestre en extractos totales
de hojas.

Il. Obtencién de membranas plasmaticas a través de la técnica de reparto en un sistema

de dos fases de polimeros acuosos dextran/polietilenglicol.

Una vez colectado el material biolégico de cada genotipo se procedié a la obtencién de sus
fracciones microsomales. Para ello, se procedi6 a moler las hojas en un amortiguador de
homogenizacién y por centrifugacion diferencial se recuperé la fraccidn que integra una mezcla

de membrana plasmatica y endomembranas.
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Las membranas fueron purificadas mediante un sistema de dos fases de polimeros acuosos
dextran/polietilenglicol. En este método las membranas plasmaticas se separan del resto de las
membranas celulares debido a sus propiedades de carga de superficie y su afinidad selectiva

hacia la fase del polietilenglicol (Carmona 2018).

El método se basd en realizar primeramente una mezcla de fases con los dos polimeros, el
dextran y polietilenglicol a una concentracioén de 6.2%/6.2% (p/p). A esta mezcla se le anadio la
fraccion microsomal y las membranas plasmaticas se recuperaron de la fraccion superior de la

mezcla de fases. Esta fraccién de membranas purificadas se almacend a -70 °C (Carmona 2018).
Il. Determinacioén del contenido de esfingolipidos

La preparacion de la membrana plasmatica que previamente se habia congelado a -70°C, se
descongeld vy liofilizdé para su posterior tratamiento de extraccion, separacion, identificacion y
cuantificacién de esfingolipidos, que se realizé mediante cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) de fase inversa con ionizacion por electro aspersion acoplado a espectrometria de masas
(HPLC ESI-MS) (Markham y cols. 2006, Carmona-Salazar y cols. 2021).

V. Analisis bioinformatico de datos

Para el analisis del contenido de esfingolipidos del genotipo silvestre se obtuvieron 2
preparaciones de membrana plasmatica independientes (2 réplicas bioldgicas), provenientes de
las hojas de Arabidopsis thaliana, de las cuales se realizaron seis réplicas técnicas
independientes. Para el caso de la mutante Ich2a-1 se purificaron 2 preparaciones de membrana
plasmatica (2 réplicas biolégicas) y se llevaron a cabo 5 réplicas técnicas independientes. Con la
base de datos obtenida, se calcularon los promedios y error estandar para posteriormente realizar

graficos y de esta forma visualizar la informacién mas claramente.

El andlisis de componentes principales (PCA) se obtuvo utilizando el paquete de software
MetaboAnalyst (v.5.0) (Pang y cols. 2021) y se utilizd para representar la varianza que hay en el

contenido de esfingolipidos entre los grupos de membrana plasmatica estudiados.

También se construyeron mapas de calor (Heatmaps) elaborando un agrupamiento jerarquico
para visualizar las diferencias del contenido de esfingolipidos en términos de su abundancia, entre
las membranas de wt y Icb2a-1. Se utilizaron pruebas de t-student para determinar la significancia

estadistica con una p<0.05 (Excel 2013).
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RESULTADOS

Las determinaciones experimentales de esfingolipidos de preparaciones de membranas
plasmaticas aisladas de hojas de plantas adultas de Arabidopsis thaliana, integraron un nimero
de réplicas técnicas para wt de 6 a partir de 2 réplicas bioldgicas, mientras que para la mutante
Icb2a-1 fue de 5 réplicas técnicas a partir de 2 réplicas bioldgicas. Inicialmente, se organizaron
todos los valores de las especies individuales de esfingolipidos separandolos y clasificandolos
por clases: Cers, hCers, GlcCers y GIPCs. Los valores se promediaron y se calcul6 el error
estandar para cada especie. A continuacién, se hace una descripcién ordenada de los valores de

especies de esfingolipidos para cada clase.

Los contenidos de esfingolipidos se expresaron en términos absolutos (nmoles/mg de proteina,
Tabla 2), o en contenidos relativos (% de esfingolipidos en relacion al 100% de esfingolipidos,
mol%, Tabla 3). Se procedid a seleccionar aquellas especies que presentaron valores no
detectables dentro de las réplicas de cada genotipo y se excluyeron de la base de datos,
reportandose los numeros finales en la Tabla 4 y que corresponden a las especies con valores

positivos dentro de cada genotipo.
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Tabla 2. Contenido de esfingolipidos de las membranas plasmaticas de hojas de Arabidopsis de los genotipos silvestre (wt)
y mutante (/cb2a-1) expresado en nmol/mg proteina. Las membranas plasmaticas de las hojas de las plantas de los genotipos
indicados fueron analizados segun se describe en Materiales y Métodos. Se presenta el contenido de especies para cada clase de
esfingolipido (ceramidas, hidroxiceramidas, glucosilceramidas y glicosilinositolfosfoceramidas). EI nimero de réplicas técnicas para wt
fue de 6 a partir de 2 réplicas bioldgicas, mientras que para la mutante Ich2a-1, las réplicas técnicas fueron 5 a partir de 2 réplicas
bioldgicas. Se presentan los valores promedio + error estandar.

CONTENIDO DE ESFINGOLIPIDOS (nmolimg proteina)
CERAMIDAS HIDROXICERAMIDAS GLUCOSILCERAMIDAS GIPCs

wt Icb2a-1 wt Icb2a-1 wt Icb2a-1 wt Icb2a-1
ESPECIE
d18:0c16:0 0.19 +0.02 0.19+0.02 0.15+0.01 0.16+0.07 0.005 + 0.003 0.002+0.002 1.19+0.05 3.95+0.11
d18:0c18:0 0.+0. 0.%0. 0.+0. 0.%0. 0.+0. 0.+0. 0.006 + 0.006 0.02+0.007
d18:0c20:0 0.0005 * 0.0003 0.%0. 0.+0. 0.%0. 0.+0. 0.+0. 0.14 +0.005 0.67+0.06
d18:0c20:1 0.+0. 0.10. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+£0. 0.12+0.12
d18:0c22:0 0.0004 + 0.0004 0.0005+0.0005 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.90 +0.03 3.66+0.17
d18:0c22:1 0.+0. 0.10. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0.
d18:0c24:0 0.003 +0.002 0.007+0.003 0.005 +0.002 0.008+0.002 0.0007 + 0.0007 0.004+0.004 0.33+0.03 0.88+0.1
d18:0c24:1 0.001 + 0.0008 0.005+0.002 0.0008 + 0.0008 0.%0. 0.+0. 0.+0. 0.2 +0.08 0.31+0.07
d18:0c26:0 0.+0. 0.%0. 0.+0. 0.%0. 0.+0. 0.+0. 0.17+0.10 0.42+0.42
d18:0c26:1 0.+0. 0.%0. 0.+0. 0.%0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.%0.
d18:1¢16:0 0.26 + 0.05 0.31+0.04 0.26 +0.02 0.36+0.01 3.38+0.14 3.11+0.14 4.59 +0.23 16.45+1.06
d18:1c18:0 0.012 +0.005 0.01+0.006 0.+0. 0.10. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.02+0.02
d18:1c20:0 0.015 + 0.006 0.005+0.002 0.006 + 0.004 0.002+0.002 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0.
d18:1c20:1 0.+0. 0.10. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.20. 0.+0. 0.10.
d18:1c22:0 0.015 + 0.005 0.011+0.005 0.011 + 0.004 0.005+0.003 0.089 + 0.005 0.064+0.007 0.+0. 0.+0.
d18:1c22:1 0.+0. 0.10. 0.+0. 0.10. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.10.
d18:1¢c24:0 0.08 +0.03 0.03+0.01 0.033 +0.005 0.026+0.005 0.22 £0.02 0.16+0.02 1.35+0.45 4.36+0.66
d18:1c24:1 0.006 + 0.003 0.006+0.004 0.003 +0.002 0.006+0.004 0.53 +0.027 0.58+0.07 0.68 +0.12 3.2+0.25
d18:1c26:0 0.05 +0.02 0.032+0.007 0.019 + 0.005 0.023+0.004 0.039 £ 0.008 0.044+0.002 0.+0. 0.10.
d18:1c26:1 0.006 + 0.003 0.+0. 0.004 +0.002 0.+0. 0.034 +0.001 0.04+0.01 0.+0. 0.+0.
£18:0c16:0 0.81+0.1 0.91+0.07 0.62 +0.04 0.71+0.04 0.028 + 0.003 0.04+0.01 3.47 +0.20 11.12+0.50
£18:0c18:0 0.004 +0.001 0.005+0.002 0.+0. 0.003+0.002 0.+0. 0.+0. 0.018 + 0.006 0.1+0.006
£18:0c20:0 0.023 +0.005 0.033+0.005 0.02 +0.003 0.027+0.003 0.+0. 0.+0. 0.142 +0.007 0.42+0.04
£18:0c20:1 0.+0. 0.10. 0.+0. 0.10. 0.+0. 0.+0. 0.13+0.13 0.78+0.48
£18:0c22:0 0.24 +0.04 0.28+0.03 0.15+0.01 0.19+0.02 0.007 £ 0.003 0.+0. 2.01+0.08 5.49+0.24
£18:0c22:1 0.+0. 0.10. 0.+0. 0.10. 0.+0. 0.+0. 0.56 +0.10 0.92+0.06
£18:0c24:0 0.76 £ 0.09 1.11+0.13 0.57 +£0.04 0.68+0.05 0.025 + 0.006 0.02+0.01 6.68 + 0.08 17.01+0.91
£18:0c24:1 0.28 £0.03 0.48+0.07 0.21+0.01 0.31+0.03 0.03 +0.02 0.05+0.02 1.93+0.12 8.06+0.30
£18:0c26:0 0.21+0.03 0.32+0.04 0.16 £ 0.01 0.22+0.02 0.+0. 0.002+0.002 1.07£0.14 3.18+0.23
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t18:0c26:1 0.021 £ 0.007 0.057+0.007 0.024 + 0.004 0.043+0.005 0.003 £0.003 0.10. 0.19£0.03 0.76+0.08
t18:1¢16:0 1.49+0.14 1.88+0.12 1.3+0.06 1.51+0.09 1.88 +0.09 1.8940.12 7.62+0.26 22.95+1.08
t18:1¢18:0 0.015 +0.005 0.016+0.005 0.002 +0.002 0.019+0.003 0.051 +0.007 0.05+0.01 0.067 + 0.004 0.24+0.019
t18:1c20:0 0.1+0.01 0.101+0.009 0.064 +0.005 0.076+0.004 0.139 +0.006 0.10+0.01 0.51 +0.016 1.35+0.07
t18:1c20:1 0.+0. 0.10. 0.+0. 0.10. 0.+0. 0.10. 0.009 +0.003 0.041+0.001
t18:1c22:0 0.54 +0.07 0.6+0.06 0.39+0.03 0.42+0.04 1.28 £0.05 1.10+0.12 11.41 +0.45 23.6+1
t18:1c22:1 0.%0. 0.0. 0.+0. 0.+0. 0.007 £0.003 0.002+0.002 0.49 £0.01 1.03+0.09
t18:1c24:0 2.25+0.19 2.71+0.34 1.74 +£0.15 1.75+0.14 5.1+0.14 4.11+0.46 44,97+ 1.03 89.79+2.85
t18:1c24:1 0.87+0.12 1.24+0.12 0.59 +0.06 0.82+0.06 9.31+0.26 10.82+0.87 26.98 +0.58 80.03+2.88
£18:1¢26:0 1.18+0.11 1.36+0.17 0.88 +0.08 0.95+0.1 1.4+0.03 1.2940.14 9.75+0.41 24.07+0.98
t18:1¢26:1 0.3 +£0.04 0.47+0.05 0.20+0.01 0.3240.03 1+0.03 1.19+0.14 2.91+0.15 9.76+0.38
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Tabla 3. Contenido de esfingolipidos de las membranas plasmaticas de hojas de Arabidopsis de los genotipos silvestre (wt)
y mutante (/cb2a-1) expresado en % mol. Las membranas plasmaticas de las hojas de las plantas de los genotipos indicados fueron
analizados segun se describe en Materiales y Métodos. Se presenta el contenido de especies para cada clase de esfingolipido
(Ceramidas, hidroxiceramidas, glucosilceramidas y glicosilinositolfosfoceramidas). El numero de réplicas técnicas para wt fue de 6 a
partir de 2 réplicas bioldgicas, mientras que para la mutante Icb2a-1, las réplicas técnicas fueron 5 a partir de 2 réplicas biologicas. Se

resentan los valores promedio + error estandar.

CONTENIDO DE ESFINGOLIPIDO (%mol)
CERAMIDAS HIDROXICERAMIDAS GLUCOSILCERAMIDAS GIPCs
wt Icb2a-1 wt Icb2a-1 wt Icb2a-1 wt Icb2a-1
ESPECIE sbh1-1
d18:0c16:0 0.11+0.013 0.05+0.006 0.085+0.005 0.041+0.002 0.003+0.002 0.0005+0.0005 0.69+0.03 1.04+0.02
d18:0c18:0 0.%0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.003+0.003 | 0.005+0.002
d18:0c20:0 0.0003+0.0002 0.%0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.083+0.003 0.17+0.01
d18:0c20:1 0.%0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.03+0.03
d18:0c22:0 0.0003+0.0003 0.+0.0001 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.53+0.01 0.96+0.02
d18:0c22:1 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.%0. 0.+0.
d18:0c24:0 0.002+0.001 0.002+0.0008 0.003+0.001 0.0021+0.0006 0.0004+0.0004 0.0009+0.0009 0.19+0.02 0.23+0.02
d18:0c24:1 0.0007+0.0004 0.001+0.0006 0.0005+0.0005 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.11+0.04 0.08+0.02
d18:0c26:0 0.%0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.1+0.06 0.11+0.11
d18:0c26:1 0.%0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0.
d18:1¢16:0 0.15+0.03 0.08+0.01 0.15+0.01 0.095+0.004 1.97+0.08 0.82+0.04 2.68+0.16 4.31+0.19
d18:1c18:0 0.007+0.003 0.003+0.001 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.10. 0.006+0.006
d18:1c20:0 0.009+0.003 0.001+0.0006 0.003+0.002 0.0006+0.0006 0.+0. 0.+0. 0.10. 0.+0.
d18:1c20:1 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.10. 0.+0.
d18:1c22:0 0.009+0.003 0.003+0.001 0.006+0.002 0.001+0.001 0.052+0.004 0.017+0.002 0.10. 0.+0.
d18:1c22:1 0.%0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0.
d18:1c24:0 0.05+0.02 0.009+0.003 0.019+0.003 0.007+0.001 0.13+0.01 0.042+0.006 0.7910.26 1.15+0.19
d18:1c24:1 0.003+0.002 0.002+0.001 0.001+0.001 0.002+0.001 0.31+0.02 0.15+0.02 0.39+0.07 0.85+0.08
d18:1c26:0 0.03+0.01 0.009+0.002 0.01+0.003 0.006+0.001 0.023+0.005 0.0116+0.0007 0.10. 0.+0.
d18:1c26:1 0.003+0.002 0.+0. 0.002+0.001 0.+0. 0.02+0.0007 0.0117+0.003 0.10. 0.+0.
t18:0c16:0 0.47+0.05 0.24+0.02 0.36+0.03 0.19+0.01 0.016+0.001 0.011+0.003 2.01+0.1 2.92+0.09
£18:0c18:0 0.0022+0.0008 0.001+0.0005 0.+0. 0.0007+0.0005 0.+0. 0.+0. 0.01+0.003 0.026+0.001
£18:0c20:0 0.013+0.003 0.009+0.001 0.012+0.001 0.0072+0.0007 0.+0. 0.+0. 0.082+0.004 0.11+0.009
£18:0c20:1 0.%0. 0.+0. 0.%0. 0.+0. 0.%0. 0.%0. 0.08+0.08 0.21+0.13
£18:0c22:0 0.14+0.02 0.074+0.007 0.09+0.01 0.049+0.005 0.004+0.002 0.%0. 1.17+0.04 1.44+0.03
£18:0c22:1 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.+0. 0.33+0.06 0.242+0.009
£18:0c24:0 0.44+0.05 0.29+0.04 0.33+0.03 0.18+0.02 0.015+0.003 0.007+0.003 3.88+0.07 4.47+0.14
£18:0c24:1 0.16+0.02 0.13+0.02 0.12+0.008 0.08+0.01 0.02+0.01 0.013+0.005 1.12+0.06 2.13+0.09
118:0c26:0 0.13+0.02 0.08+0.01 0.093+0.009 0.057+0.006 0.+0. 0.0005+0.0005 0.62+0.08 0.84+0.06
£18:0c26:1 0.012+0.004 0.015+0.002 0.014+0.002 0.011+0.002 0.002+0.002 0.+0. 0.11+0.02 0.2+0.02
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t18:1¢16:0 0.86+0.08 0.5+0.03 0.75+0.04 0.4+0.03 1.1+0.05 0.5+0.04 4.43%0.15 6.03+0.21
118:1¢18:0 0.008+0.003 0.004+0.001 0.001+0.001 0.005+0.0008 0.029+0.004 0.014+0.003 0.039+0.002 | 0.062+0.004
118:1¢20:0 0.056+0.007 0.027+0.002 0.04+0.003 0.02+0.001 0.081+0.004 0.027+0.003 0.295+0.008 0.35+0.01
118:1c20:1 0.%0. 0.%0. 0.0. 0.+0. 0.%0. 0.%0. 0.005+0.002 | 0.011+0.0004
118:1c22:0 0.31+0.04 0.16%0.01 0.2340.022 0.11+0.01 0.74+0.03 0.29+0.03 6.62+0.17 6.2+0.1
118:1c22:1 0.£0. 0.£0. 0.%0. 0.0. 0.004+0.002 0.0006+0.0006 0.285+0.006 0.27+0.02
118:1c24:0 1.31#0.1 0.71+0.08 1.02+0.09 0.46%0.04 2.96+0.08 1.08+0.11 26.12+0.18 23.61+0.13
t18:1c24:1 0.50+0.06 0.33#0.03 0.34+0.03 0.22+0.02 5.42+0.16 2.85+0.21 15.67+0.10 21.03+0.11
118:1¢26:0 0.68+0.06 0.36+0.04 0.51+0.05 0.25+0.03 0.81+0.02 0.34+0.03 5.65+0.14 6.33+0.12
118:1¢26:1 0.17+0.02 0.12+0.01 0.12+0.007 0.08+0.008 0.56+0.02 0.31+0.03 1.68+0.06 2.56+0.03
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Con respecto a la proporcion porcentual del numero de especies de esfingolipidos por cada clase,
tanto en el genotipo silvestre como en el mutante, las proporciones fueron parecidas (Figura 18
A, B; Tabla 4). Se puede observar que la distribucion del nimero de especies por clase fue muy
similar dentro del genotipo silvestre, encontrandose 28 especies de GIPCs como las mas
abundantes y 20 especies de GlcCers como las menos abundantes. Sin embargo, aunque la
distribucion de especies dentro del genotipo Icb2a-1 fue parecida, las especies mas abundantes
fueron mas, pues el numero de GIPCs fue de 30 y el numero de especies menos abundantes fue
menor, o sea 17 especies de GlcCers. Se determind el numero de especies por cada clase de
esfingolipidos en cada uno de los genotipos (Figura 18 C, D; Tabla 4). Se puede observar en la
Tabla 4 que, tanto en las plantas silvestres como en las mutantes, el nimero de especies totales
fue el mismo, o sea, 98 especies que estuvieron distribuidas en las 4 clases. La distribucién del
numero absoluto de especies en cada clase fue muy similar entre las clases y también muy similar

entre las membranas plasmaticas de las plantas silvestres y las de la linea Icb2a-1.

Tabla 4. Numero de especies de esfingolipidos por clase cuantificados con valores
positivos. El nUmero se obtuvo a partir del conteo de especies cuyos niveles fueron detectables

dentro de las réplicas del mismo genotipo.

Clase de Numero de especies de esfingolipidos
esfingolipidos wt Icb2a-1

Cer 27 26

hCer 23 25

GlcCer 20 17

GIPC 28 30

Total 98 98

37



leb2a-1

wit
A) B)
28

mCer mhCer mGlcCer = GIPC mCer mhCer mGIcCer = GIPC

% wt % Ich2a-1

Q) D)
28.57 30.61

B Cer mhCer mGlcCer m GIPC m Cer mhCer mGlcCer = GIPC

Figura 18. Proporcidon y numero de especies por clase de esfingolipidos en las membranas
plasmaticas de las plantas wt y Icb2a-1. A, B Se presenta la proporcién de especies presentes
en cada clase en los genotipos wt y Ichb2a-1. C, D se presenta el niumero de especies de
esfingolipidos determinadas en cada clase. Los valores se obtuvieron y calcularon de acuerdo a
los Materiales y Métodos. Cer: ceramidas; hCer: hidroxiceramidas; GlcCers: glucosilceramidas;
GIPCs: glicosilinositolfosfoceramidas. Se presentan los valores a partir de las especies detectadas
en 2 réplicas bioldgicas y 6 réplicas técnicas para la wt; y 2 réplicas bioldgicas y 5 réplicas técnicas
para la Icb2a-1.
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Figura 19. Contenido total y por clase de esfingolipidos expresados en cantidades absolutas
(nmol/mg proteina) de las membranas plasmaticas de los genotipos wt y Icb2a-1. Se presentan los
contenidos totales y por clases en los genotipos wt y Icb2a-1 obtenidos de acuerdo al apartado Materiales
y Métodos. Cer, ceramidas; hCer, hidroxiceramidas; GlcCer, glucosilceramidas; GIPC,
glicosilinositolfosfoceramidas. Se presentan los valores promedio * error estandar, de 2 réplicas biolégicas
y 6 réplicas técnicas para la wt; y 2 réplicas bioldgicas y 5 réplicas técnicas para la Icb2a-1. Los datos se

analizaron estadisticamente a través de una t-student (p<0.05*; p<0.01**; p<0.001***).

Se determind el contenido de esfingolipidos expresados en cantidades absolutas (nmol/mg
proteina), tanto totales como por clase para cada uno de los dos genotipos (Figura 19; Tabla 2).
Se observo que el contenido total de esfingolipidos fue de mas del doble en las membranas
plasmaticas de las mutantes con respecto a la silvestre con una confianza del 99.999%. Los
contenidos de Cer y hCer fueron bajos en ambos genotipos, mayores en GlcCer y muy altos en
GIPC. En estas ultimas el contenido en las membranas de la mutante fue de 334.60 comparado

con el de la silvestre que fue de 130.48.
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Figura 20. Contenido de esfingolipidos por clases en las membranas plasmaticas de las plantas wt
y Icb2a-1. Las membranas y los contenidos de esfingolipidos fueron obtenidos de acuerdo al apartado de
Materiales y Métodos. Cer, ceramidas; hCer, hidroxiceramidas; GlcCer, glucosilceramidas; GIPC,
glicosilinositolfosfoceramidas. Se presentan los valores promedio * error estandar, de 2 réplicas biolégicas
y 6 réplicas técnicas para la wt; y 2 réplicas bioldgicas y 5 réplicas técnicas para la Icb2a-1. Los datos se

analizaron estadisticamente a través de una t-student (p<0.05*; p<0.01**; p<0.001***).

Se determind el contenido de esfingolipidos expresados en % mol, para cada uno de los dos
genotipos (Figura 20; Tabla 3). Se observd que los contenidos de Cer e hCer fueron bajos en
ambos genotipos, mayores en GlcCer y muy altos en GIPC. Tanto en Cer, hCer y GlcCer se
observo que el contenido en el genotipo wt fue mayor respecto al contenido del genotipo Icb2a-
1. En cambio, en el caso de los GIPC, el contenido del genotipo Icb2a-1 fue mayor al del genotipo
wt con 88 y 75.78% respectivamente. Como puede observarse en la Figura 20, estas diferencias
fueron significativas estadisticamente. Podemos afirmar que los contenidos de los genotipos de
hCers, GlcCers y GIPCs fueron diferentes entre si con una confianza del 99.999%. Mientras que

en el caso de las Cers fueron distintos con un 99.99% de confianza.
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Figura 21. Contenido de bases de cadena larga en las membranas plasmaticas de los genotipos wt
y Icb2a-1. Se presentan los contenidos de bases de cadena larga en WT y Icb2a-1 obtenidos de acuerdo
al apartado Materiales y métodos. Cer, ceramidas; hCer, hidroxiceramidas; GlcCer, glucosilceramidas;
GIPC, glicosilinositolfosfoceramidas. Se presentan los valores promedio * error estandar, de 2 réplicas
bioldgicas y 6 réplicas técnicas para la wt; y 2 réplicas bioldgicas y 5 réplicas técnicas para la Ich2a-1. Los

datos se analizaron estadisticamente a través de una t-student (p<0.05%; p<0.01**; p<0.001***).

Se analizé también el contenido de las bases de cadena larga totales expresado en % mol, para
cada genotipo (Figura 21). Se observd que los contenidos de d18:0 fueron bajos en ambos
genotipos, mayores en t18:0, luego en d18:1 y muy altos en t18:1, aunque no hubo diferencia
significativa entre la membrana plasmatica de la mutante con respecto a la silvestre en t118:0 y si
fueron diferentes en las otras tres bases de cadena larga con un 99.999% de confianza. Se
observo que en d18:0, d18:1 y t18:0 el genotipo Icb2a-1 tuvo un contenido mayor que el genotipo
wt. Mientras que en t18:1 el genotipo wt presenté un mayor contenido con respecto al genotipo
Icb2a-1,79.43% y 75.66 Y%mol respectivamente.
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Figura 22. Contenido de acidos grasos en las membranas plasmaticas de los genotipos wt y Icb2a-
1. Se presentan los contenidos de acidos grasos en wt y Ich2a-1 obtenidos de acuerdo al apartado
Materiales y métodos. Cer, ceramidas; hCer, hidroxiceramidas; GlcCer, glucosilceramidas; GIPC,
glicosilinositolfosfoceramidas. Se presentan los valores promedio * error estandar, de 2 réplicas biolégicas
y 6 réplicas técnicas para la wt; y 2 réplicas biolodgicas y 5 réplicas técnicas para la Icb2a-1. Los datos se

analizaron estadisticamente a través de una t-student (p<0.05*; p<0.01**; p<0.001***).

Con respecto a los contenidos de los acidos grasos totales expresados en % mol en ambos
genotipos, los resultados de la Figura 22. Los contenidos de acidos grasos 18:0, 20:0, 20:1y 22:1
fueron muy bajos en ambos genotipos. En los acidos grasos 26:0 se muestra que hubo un
contenido similar en ambos genotipos. En el caso de los acidos grasos 16:0, 24:1 y 26:1 el
contenido en el genotipo Icb2a-1 fue mayor respecto al contenido del genotipo silvestre.
Finalmente, en el caso del contenido del acido graso24:0, el genotipo Icb2a-1 tuvo un contenido
menor al del silvestre, 32.27 y 37.25 respectivamente. Se puede afirmar que los contenidos en
los genotipos de acidos grasos 20:0 y 22:0 fueron diferentes entre si con una confianza del 95%,
el contenido en ambos genotipos de acidos grasos 16:0 es diferente entre si con una confianza
del 99.99% vy finalmente los contenidos de acidos grasos 24:0, 24:1 y 26:1 fueron distintos entre

si con una confianza del 99.999%.
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Figura 23. Analisis multivariado del contenido de esfingolipidos de membrana plasmatica de hojas
de las plantas wt y Icb2a-1. El analisis multivariado se realizé de acuerdo a Materiales y Métodos. PCA:
analisis de componentes principales. Se presentan la agrupacion de los valores de 2 réplicas bioldgicas y

6 réplicas técnicas para la wt; y 2 réplicas biologicas y 5 réplicas técnicas para la Ich2a-1.

Con objeto de poder visualizar el comportamiento de todas las especies de esfingolipidos
identificadas en la membrana plasmatica de la silvestre y de la mutante procedimos a realizar un
andlisis de componentes principales (PCA) el cual se muestra en la Figura 23. El PCA es un
método que utiliza la regresion multivariada para evaluar la varianza entre las membranas
estudiadas, silvestres y mutantes, dandonos informacion acerca de la similitud que puede darse
entre las poblaciones de las membranas de ambos genotipos y entre sus réplicas, pero

considerando el contenido de las especies de esfingolipidos. El analisis del contenido de
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esfingolipidos mostré que las membranas plasmaticas de ambos genotipos fueron diferentes

entre si, mientras que las réplicas técnicas dentro de cada genotipo fueron similares.

Con objeto de evaluar la diversidad y distribucion de las especies de las membranas entre las
réplicas de cada uno de los dos genotipos y entre los dos genotipos se llevd a cabo un analisis
de agrupamiento considerando las 98 especies de esfingolipidos identificados (Figura 24). El
mapa de calor revelé un perfil diferencial entre las réplicas de los dos genotipos, si bien hubo
diferencias individuales entre las réplicas de cada genotipo para cada membrana para cada una
de las 4 clases de esfingolipidos identificados en las membranas plasmaticas de las hojas de
Arabidopsis. Se puede observar que la especie mas abundante de la mutante con respecto a las
de la silvestre fueron las GIPC, lo cual es consistente a lo observado en la Figura 20, en donde
se graficaron las especies en %mol. Estos resultados indican que las membranas estudiadas
estan caracterizadas por un perfil diferencial de esfingolipidos especifico cuantitativa y

cualitativamente.
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Figura 24: Mapa de calor de los perfiles del esfingolipidoma de membrana plasmatica de hojas de
Arabidopsis thaliana. Para evaluar la diversidad y distribucion de clases en los 2 tipos de membrana, se
realizé un andlisis de agrupamiento jerarquico en las 98 especies de esfingolipidos complejos, para cada
una de las réplicas de los dos genotipos. El color azul muestra los valores mas pequefios con un valor
directamente proporcional a la intensidad del azul. Los valores en rojo son los valores mas altos y
directamente proporcionales a la intensidad del rojo. Cer, ceramidas; hCer, hidroxiceramidas; GlcCer,
glucosilceramidas; GIPC, glicosilinositolfosfoceramidas. Se presentan 2 réplicas biolégicas y 6 réplicas

técnicas para la wt; y 2 réplicas biolégicas y 5 réplicas técnicas para la Icb2a-1.

El PCA y el mapa de calor son representaciones que indican diferencias comparativas entre
especies quimicas y genotipos. Sin embargo, si bien en el mapa de calor estan representadas
todas las especies quimicas de esfingolipidos encontradas en las plantas de los genotipos wt y
lcb2a-1, sus cantidades estan expresadas solo con la intensidad del color, lo cual resulta poco
cuantitativo y no da informacion sobre diferencias estadisticamente significativas. Con el fin de
evaluar de manera muy cuantitativa los datos arrojados por el mapa de calor y ademas hacer
graficas que permitieran conocer las diferencias cuantitativas significativas entre especies de una
misma clase de esfingolipidos, se realizé un analisis bioestadistico (una t-student). Con estos
datos se realizaron graficos por separado de cada una de las clases para de esta forma evaluar
cuales especies resultaron significativamente diferentes entre las membranas plasmaticas de las

plantas wt y las Icb2a-1 (figuras 25-28).
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Figura 25: Especies de Cers significativamente diferentes entre las membranas plasmaticas de las
plantas wt y Icb2a-1. A partir de la base de datos indicada en la Tabla 3, se confrontaron las 27 especies
de Cers de las membranas plasmaticas de las plantas wt con las 26 de las Ich2a-1, se hizo un analisis
bioestadistico a través del programa Metaboanalyst (version 5.0). Las especies que se indican en la grafica
son aquellas que resultaron significativamente diferentes entre los genotipos estudiados. Se presentan los
valores promedio + error estandar, de 2 réplicas biolégicas y 6 réplicas técnicas para la wt; y 2 réplicas
biolégicas y 5 réplicas técnicas para la Icb2a-1. Los datos se analizaron estadisticamente a través de una
t-student (p<0.05*; p<0.01**; p<0.001***). Cer, ceramidas; hCer, hidroxiceramidas; GlcCer,

glucosilceramidas; GIPC, glicosilinositolfosfoceramidas.

En la Fig. 25 se observan 7 especies que resultaron significativamente diferentes de las 27
especies de Cers que se tenian en las wt y de las 26 en la linea Ich2a-1. En las 7 especies
presentadas, todas se encuentran en menor cantidad en el genotipo mutante con respecto al
silvestre. También se puede observar que las concentraciones mas altas se dan en las especies
con la BCL t18:1, como se esperaba de acuerdo a la figura 21. Al igual, podemos observar que
los acidos grasos que se encuentran mas abundantemente en 4 de las 7 especies fueron los
acidos grasos 16:0 y 24:0, si bien los acidos grasos c20:0, 22:0 y 26:0, también se encuentran

expresados. Es interesante que todos estos acidos grasos son saturados.
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Figura 26: Especies de hCer significativamente diferentes entre wt y Icb2a-1. A partir de la base de
datos indicada en la Tabla 3, se confrontaron las 23 especies de hCers de las membranas plasmaticas de
las plantas wt con las 25 de las Icb2a-1, se hizo un analisis bioestadistico a través del programa
Metaboanalyst (version 5.0). Las especies que se indican en la grafica son aquellas que resultaron
significativamente diferentes entre los genotipos estudiados. Se presentan los valores promedio + error
estandar, de 2 réplicas bioldgicas y 6 réplicas técnicas para la wt; y 2 réplicas biolégicas y 5 réplicas
técnicas para la Icb2a-1. Los datos se analizaron estadisticamente a través de una t-student (p<0.05%;
p<0.01**; p<0.001***). Cer, ceramidas; hCer, hidroxiceramidas; GlcCer, glucosilceramidas; GIPC,

glicosilinositolfosfoceramidas.

Para el caso de las hCers (Fig. 26), se considerd el numero de especies indicadas en la Tabla 4,
donde el total fue de 23 especies para wt y 25 especies para Icb2a-1. Se observé que las
cantidades de 15 de ellas fueron significativamente diferentes entre ambos genotipos y que son
las 15 especies graficadas en la Fig. 26. Se observa que, de las 15 especies, 2 de ellas contienen
acidos grasos insaturados (118:0h24:1 y t18:1h26:1). En todas las especies hay menor
concentracién en el genotipo mutante con respecto al silvestre y que las especies que tienen
unidos acidos grasos 16:0 y 24:0 a la BCL t18:1 principalmente, son las que mayor concentracién

presentan.
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Figura 27: Especies de GlcCer significativamente diferentes entre wt y Ichb2a-1. A partir de la base de
datos indicada en la Tabla 3, se confrontaron las 20 especies de GlcCers de las membranas plasmaticas
de las plantas wt con las 17 de las Icb2a-1, se hizo un analisis bioestadistico a través del programa
Metaboanalyst (version 5.0). Las especies que se indican en la grafica son aquellas que resultaron
significativamente diferentes entre los genotipos estudiados. Se presentan los valores promedio + error
estandar, de 2 réplicas bioldgicas y 6 réplicas técnicas para la wt; y 2 réplicas bioldgicas y 5 réplicas
técnicas para la Ich2a-1. Los datos se analizaron estadisticamente a través de una t-student (p<0.05%;
p<0.01**; p<0.001***). Cer, ceramidas; hCer, hidroxiceramidas; GlcCer, glucosilceramidas; GIPC,

glicosilinositolfosfoceramidas.

En el perfil de las GlcCers (Fig. 27), inicialmente, de manera total, se tenian 20 especies en la wt
y 17 en la Icb2a-1, pero después del analisis se encontré que 13 de ellas fueron significativamente
diferentes. Se puede observar que hay menor concentracion de todas las especies en el genotipo
mutante con respecto al silvestre. Nuevamente se observa que las especies que mayor
concentracion tienen unidos acidos grasos 16:0, 24:0, y para esta clase c24:1, unidos a la BCL
t18:1, principalmente. Si bien la gran parte de las especies contienen acidos grasos saturados,
cabe resaltar que 4 de estas especies contienen acidos grasos insaturados (d18:1h24:1,
d18:1h26:1, t18:1h24:1, 118:1h26:1).
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Figura 28: Especies de GIPCs significativamente diferentes entre wt y Icb2a-1. A partir de la base de
datos indicada en la Tabla 3, se confrontaron las 28 especies de Cers de las membranas plasmaticas de
las plantas wt con las 30 de las Icb2a-1, se hizo un analisis bioestadistico a través del programa
Metaboanalyst (version 5.0). Las especies que se indican en la grafica son aquellas que resultaron
significativamente diferentes entre los genotipos estudiados. Se presentan los valores promedio * error
estandar, de 2 réplicas bioldgicas y 6 réplicas técnicas para la wt; y 2 réplicas bioldgicas y 5 réplicas
técnicas para la Ich2a-1. Los datos se analizaron estadisticamente a través de una t-student (p<0.05%;
p<0.01**; p<0.001***). Cer, ceramidas; hCer, hidroxiceramidas; GlcCer, glucosilceramidas; GIPC,

glicosilinositolfosfoceramidas.

Para la clase de las GIPCS (Fig. 28), se identificaron 28 especies totales en la wt y 30 especies
en la Ich2a-1, de ellas, 19 resultaron significativamente diferentes en cuanto a contenidos. En
esta clase, se puede observar que la abundancia de las especies de GIPCs en el genotipo
mutante es mayor comparandola con las del genotipo silvestre, excepto para una especie
(t18:1h24:0). Se observa que las especies que se encuentran en mayor concentracion tienen

unidos acidos grasos 16:0, 24:0 y 24:1 a la BCL t18:1 principalmente.

Se pudo observar cuantitativamente que la especie t18:1h24:1 fue la mas abundante del genotipo

mutante con respecto al de la silvestre, lo cual es consistente con lo observado en la Figura 24.
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Pero también se observa que la especie t181h24:0 fue la mas abundante de todas las especies
de GIPCs diferentes y que ademas estuvo en mayor cantidad en la silvestre con respecto a la
mutante. Ademas, se puede apreciar que se tienen 5 especies con acidos grasos insaturados
(d18:1h24:1, t18:0h24:1, t18:0h26:1, t18:1h24:1, 118:1h26:1). Un dato interesante es que dos de
las especies antes mencionadas que presentan acidos grasos insaturados (t18:1h24:1,

t18:1h26:1) se observan tanto en hCer como en GlcCer.

A) Numero de especies B) Proporciéon %

= Cer =hCer =GlcCers = GIPC = Cer =hCer =GlcCers = GIPC

Figura 29: Distribuciéon absoluta de las especies de esfingolipidos por cada clase y proporcion por
clase de esfingolipidos en las membranas plasmaticas de los genotipos wt y Icb2a-1. A-B, Se
presenta la proporcion de especies significativamente diferentes dentro de cada clase en los genotipos wt
y lecb2a-1. Cer: ceramidas; hCer: hidroxiceramidas; GlcCer: glucosilceramida; GIPC:
glicosilinositolfosfoceramidas. Se presentan los valores a partir de las especies detectadas en 6 réplicas

biolégicas independientes para la wt y 5 réplicas para Icb2a-1.

En la figura 29-A se resume la distribucién de las 54 especies en las cuatro diferentes clases de
esfingolipidos. Estas fueron las especies que resultaron significativamente diferentes entre los
genotipos mutante y silvestre, comparandolos con las 102 especies que se tenian al inicio. Se
tienen 7 de 27 especies diferentes para Cers, 15 de 25 para hCers, 13 de 20 para GlcCers y 19
de 30 para GIPCs.
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De las 102 especies que teniamos inicialmente, el 52.94% de las especies fueron
significativamente diferentes y cabe sefalar que en su mayoria fueron las especies
trinidroxiladas. En la figura 29-B se muestra la proporcion en la que se encuentran las especies
significativamente diferentes de los cuales 35.19% pertenece a los GIPCs, seguido de las hCers
con 27.78%, 24.07% GlcCers y 12.96% Cers.
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DISCUSION

Se sabe que los esfingolipidos son esenciales para las plantas pues se ha ido reportando en la
literatura que estos lipidos contribuyen a la estructura y la funcion celular de diferentes maneras:
como lipidos estructurales o como lipidos sefalizadores en diferentes estados de desarrollo de
la planta (Chen y cols., 2006). Los resultados de este trabajo indican que los mayores contenidos
de esfingolipidos totales en las plantas de la linea mutante Icb2a-1, se pueden interpretar como
una respuesta de las plantas ante un defecto en algun paso de la sintesis de esfingolipidos. En
este caso, de la ausencia de la subunidad LCB2a de la SPT. Esta respuesta se expresa como
una sobreproduccion de esfingolipidos. Probablemente esto se deba a un efecto de regulacion
positiva en uno o varios pasos de la sintesis de esfingolipidos. Recientemente se ha encontrado
que hay proteinas que regulan a la SPT y que se llaman proteinas ORM y proteinas ssSPT

(Gonzalez Solis y cols. 2020).

La ausencia del dimero de la SPT, LCB1-LCB2a, no cambid las proporciones en los niveles de
Cers, hCers o de GlcCers en la mutante. En cambio, si se expresé como un aumento muy grande
de GIPCs. De lo anterior se deduce que el aumento total del contenido de esfingolipidos es a
expensas de un aumento de GIPCs, lo que implica que el dimero LCB1-LCB2b, que si esta
presente en la linea mutante, es muy activo en la formacién de GIPCs, con lo que esta
sustituyendo la actividad del dimero LCB1-LCB2a ausente. Estos datos estan de acuerdo con el
papel redundante de las subunidades LCB2a y LCB2b en el sentido de que ambos dimeros estan
capacitados para llevar a cabo la sintesis de cetoesfinganina (Dietrich y cols. 2008). Sin embargo,
nuestros datos implican que la sintesis sufre una desregulacidon cuantitativa que genera
proporciones diferentes de clases de esfingolipidos. También estos resultados abren la
posibilidad de que durante la sintesis de esfingolipidos en la mutante hay un flujo de todas las
Cers hacia la ruta de los GIPCs o bien que los GIPCs sintetizados se van en mayor proporcion
por trafico vesicular a la membrana plasmatica. De alguna manera, la falta de la subunidad LCB2a
0 bien los mayores niveles de esfingolipidos totales regulan a la SPT y/o a alguna enzima

corriente abajo de la SPT.

Cuando los esfingolipidos por clase fueron cuantificados en % mol, se encontrd6 que
efectivamente, la clase de esfingolipidos que contribuye con el 88% es la de GIPCs, lo cual esta
de acuerdo con reportes anteriores de la literatura en los que habia evidencias de que las GIPCs
son muy abundantes en la membrana plasmatica de plantas (Cacas y cols. 2016, Carmona-
Salazar y cols. 2021). De acuerdo con lo anterior, los contenidos de las otras 3 clases de

esfingolipidos suman alrededor del 12%, de los cuales el mayor contribuyente fue la clase de
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GlcCers (Bohn y cols. 2001, Carmona-Salazar y cols. 2021). Lo anterior coincide con que estas
dos clases de esfingolipidos mas abundantes, es decir, las GlcCer y GIPCs, tienden a localizarse
en la membrana plasmatica, y es muy probable que se encuentren particularmente en la
monocapa externa de la membrana (Cacas y cols.P 2016). Esta distribucién es consistente con
el papel que las grandes cabezas hidrofilicas de los esfingolipidos pueden tener en la superficie
externa de la membrana. Por ello se les han asignado funciones de reconocimiento molecular.
Algunas de estas funciones han sido, en el caso de las especies de GIPCs, la de ser sensores
para altas concentraciones de sodio en el ambiente y por tanto ser detectores importantes en el

estrés por salinidad (Jiang y cols. 2019).

De acuerdo a la linea mutante de Arabidopsis Ich2a-1, la ausencia del dimero LCB1-LCB2a los
resultados del analisis del esfingolipidoma de sus membranas plasmaticas, indican que esta
mutante tuvo dos tipos de diferencias, una en donde las GIPCs aumentaron en la mutante y otra
en donde las oftras tres clases de esfingolipidos disminuyeron, siempre en comparacion con las
membranas plasmaticas de las plantas silvestres. Si se suman la disminucion del % mol de
esfingolipidos de cada clase en la mutante respecto a la silvestre, la suma da -12.22 %. Que
corresponde al aumento de GIPCs en la mutante con respecto a la silvestre. La comparacién
entre estas dos cifras sugiere que aun en la mutante que tiene mas del doble del contenido
absoluto de esfingolipidos, se tiende a mantener una proporcion constante de cada una de las
cuatro clases. Esto sugeriria que el dimero de la SPT LCB1-LCB2b es regulado de manera que
su actividad le permita generar las suficientes BCL precursoras para mantener la proporcion total
de las cuatro clases de esfingolipidos en la membrana plasmatica. Esto depende de las enzimas
corriente debajo de la SPT y que son las encargadas de catalizar el resto de reacciones que
conducen a la produccion de las cuatro clases de esfingolipidos. La capacidad de sintesis de
cetoesfinganina por el dimero LCB1-LCB2b parece ser muy alta puesto, que el numero y tipo de
especies que desaparecen de la mutante son solo 3 con respecto a las de la silvestre
(Cerd18:1c26:1, hCer d18:1h26:1, GlcCert18:0h22:0). Este numero también indica que el resto

del flujo de la via de sintesis de esfingolipidos se altera muy poco.

Los datos de esfingolipidos totales tanto en contenidos absolutos como en % mol en la mutante
Icb2a-1 indican que las membranas plasmaticas de esta mutante tienen un contenido de
esfingolipidos que no es idéntico al de la silvestre, considerado tanto en términos de
esfingolipidos totales como en la distribucion de esfingolipidos por clase. Estos resultados

contrastan con los valores reportados para los esfingolipidos totales de la roseta, en los que la
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mutante Icb2a-1 no presento diferencias cuantitativas en el contenido de esfingolipidos totales ni

en su contenido y composicion de BCL (Dietrich y cols. 2008).

El perfil de las cuatro BCL identificadas en los esfingolipidomas de las membranas plasmaticas
de las plantas silvestres y de la mutante /cb2a-1 fue muy similar, pero no idéntico. Hubo
diferencias muy discretas que consistieron en ligeros aumentos para la d18:0 y d18:1 en la
mutante y una disminucion discreta para la t18:1 en la mutante. Hay que considerar que en
numeros absolutos (contenidos en nmol/mg proteina), las cantidades de BCL en la mutante son
practicamente del doble, comparadas con la silvestre, lo cual implica que aunque el contenido
total de BCL haya aumentado al doble, la distribucion de cada una de las cuatro especies sigue
siendo en las mismas proporciones en la mutante. Lo anterior implica que el dimero LCB1-LCB2b
sigue produciendo eficientemente su producto que es la cetoesfinganina, pero que las enzimas
corriente abajo son también igualmente eficientes en catalizar sus conversiones
correspondientes. Por enzimas corriente abajo se entenderian multiples enzimas como la
trihidroxilasa de BCL (SBH1 y SBH2) y la desaturasa de BCL (SLD1 y SLD2) (Chen y cols. 2008;
Chen y cols. 2012).

Al igual que los contenidos de BCL, los contenidos de acidos grasos totales en las membranas
plasmaticas de la mutante Ich2a-1 presentaron pocas diferencias con respecto a los de las plantas
silvestres. En algunos casos hubo incrementos en las proporciones de acidos grasos y en otros
casos hubo decrementos, todos fueron pequefios, pero significativos estadisticamente. Estos
datos confirman la interpretacion de que el dimero LCB1-LCB2b es muy eficiente en proveer el
primer producto de las reacciones de sintesis de esfingolipidos que lleva a la formacion de BCL
dihidroxiladas y trihidroxiladas. Estas BCLs son sustrato de las ceramida sintasas (CSI y CSlI)
que amidan los acidos grasos a las BCL. El hecho de que el contenido de esfingolipidos totales
sea mayor en la mutante que en la silvestre, implica que este mayor contenido crece con las
mismas proporciones de acidos grasos en la mutante que en la silvestre. Se podria inferir
entonces que en esta mutante las dos ceramidas sintasas no limitan el flujo de la via. Sin
embargo, es importante mencionar que el analisis informatico de los acidos grasos presentados
hasta este punto en este trabajo, no precisan su pertenencia a alguna de las cuatro clases de
esfingolipidos en particular, ya que se ha reportado que las dos ceramidas sintasas existentes
tienen diferente afinidad por el tipo de acido graso y por lo tanto el tipo de ceramida resultante

define si se va a la sintesis de GlcCers o de GIPCs (Luttgeharm y cols. 2016).

El PCA fue construido a partir de todos los valores crudos experimentales obtenidos de cada

esfingolipido y su analisis reveld un muy buen agrupamiento entre las réplicas de cada genotipo,
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y, ademas, que las réplicas fueron diferentes entre los dos genotipos. En otras palabras, los
contenidos de esfingolipidos de las 6 réplicas de la silvestre por una parte y de las 5 réplicas de
la mutante por otra, mostraron un muy buen agrupamiento entre las réplicas dentro de cada
genotipo, y también que las réplicas fueron diferentes entre la silvestre y la mutante. Por tanto,
este PCA indica que técnicamente los grupos experimentales tienen consistencia entre si y
también indican que cada uno de los dos genotipos arroja diferencias muy claras entre sus
contenidos de esfingolipidos. Hay que tomar en cuenta que para este analisis se consideraron 98
especies para la silvestre y 98 especies para la mutante. Con todo lo anterior, se puede decir que
los datos experimentales presentaron reproducibilidad y que por lo tanto son confiables y su

analisis puede dar informacion valiosa (Martinez-Gonzalez y cols. 2008).

El mapa de calor o heatmap es una representacion global de los datos experimentales,
expresando el numero de especies y los niveles de cada una, pero con una apreciacion
semicuantitativa, ya que revela la concentracion de cada especie segun una escala basada en
intensidad de color sin un valor numérico exacto. Sin embargo, el mapa permite hacer una rapida
comparacion de las 98 especies de la silvestre y las 98 especies de la mutante, tanto en términos
de su presencia en cada réplica dentro de cada genotipo, como entre los dos genotipos, como se
describié previamente. En particular, las diferencias se hicieron muy claras entre las clases de
esfingolipidos prevalecientes en cada uno de los dos genotipos, siendo las GIPCs

preponderantes en la mutante y las otras tres clases en la silvestre.

El analisis realizado a lo largo de este trabajo abarcé caracteristicas de los aspectos generales
de los esfingolipidomas y de los componentes basicos de los esfingolipidos analizados, es decir
de las BCL y los acidos grasos de las 4 clases. Sin embargo, se pueden realizar estudios mas
detallados, como la distribucion de acidos grasos y BCL dependiendo cada clase de esfingolipido
y sus niveles cuantitativos para saber cuales son las especies que aumentan o disminuyen en
cada clase y en cada genotipo. Hasta esta parte del trabajo, el analisis evidenciaba diferencias
entre las membranas plasmaticas de los dos genotipos en la composicion a nivel de clase de
esfingolipidos. Sin embargo, ya que disponiamos del acervo de contenido a nivel de especies de
BCLs y de acidos grasos y de su apareamiento formando el esqueleto hidrofébico de las especies
pertenecientes a cada clase de esfingolipidos, nos propusimos identificar aquellas especies que
eran significativamente diferentes entre los genotipos wty Icb2a-1. Para ello, se realizé un analisis
bioestadistico sometiendo los valores de la base de datos a una t-student usando el programa
Metabonalyst 5.0. Este analisis reveld que de las 98 especies que se tienen, 54 de ellas fueron

significativamente diferentes, o sea que globalmente, aproximadamente la mitad de las especies
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de esfingolipidos de las cuatro clases estan en las mismas cantidades en las membranas
plasmaticas de las plantas wt y Ich2a-1. Sin embargo, la otra mitad de las especies estan en
contenido diferente (entre el 35 y el 13%), dependiendo de la clase de esfingolipidos, en cada
genotipo. De las cuatro clases, la clase que contribuye a una mayor diferencia entre contenidos
cuantitativos es la de GIPCs, seguida por las hCers, luego las GlcCers y al final estan las Cers.
En general, las especies de GIPCs de la linea Icb2a-1 GIPCs se encontraron en mayor cantidad
que en las plantas wt (figura 28). Para las demas clases se mostré un comportamiento distinto,
ya que las especies que fueron significativamente diferentes fueron las que estaban en mayoria
en la linea wt con respecto a la linea Ich2a-1 (figura 25-27). Estos resultados indican que la falta
de la subunidad LCB2a dentro del dimero LCB1-LCB2b influye en el perfil de esfingolipidos
incorporados a la membrana plasmatica. La falta de subunidad LCB2a tienen un impacto a nivel
de especies dentro de las cuatro clases de esfingolipidos, particularmente en las GIPCs. Esto
implica que GIPCs durante la sintesis de esfingolipidos por la forma LCB1-LCB2b de la SPT en
la mutante, hay un flujo preferencial de Cers hacia la ruta de los GIPCs y/o de su incorporacion

de la membrana plasmatica.

Las proteinas tipo orosomucoide (ORM) interactian con la serina palmitoiltransferasa (SPT) para
regular negativamente la biosintesis de esfingolipidos, un proceso reversible critico para
equilibrar los niveles de esfingolipidos intracelulares necesarios para el crecimiento y la muerte

celular programada (Gonzalez Solis y cols. 2020).

La actividad de SPT esta altamente regulada en eucariotas para modular el requerimiento de
esfingolipidos para el crecimiento y la funcién de la membrana al tiempo que limita la acumulacién
de BCL y ceramidas hasta que sea necesario para desencadenar funciones celulares especificas,
como la muerte celular programada mediada, en la defensa contra patdégenos en las plantas. La
SPT esta compuesta por las subunidades LCB1 y LCB2 y la proteina accesoria conocida como
subunidad pequena de SPT (ssSPT). No esta claro si los polipéptidos ssSPT son esenciales en
eucariotas o si la alteracion en su expresion puede afectar la actividad de SPT in vivo y alterar

las propiedades fisiolégicas de las células (Kimberlin y cols. 2013).

La SPT esta regulada principalmente por mecanismos postraduccionales para responder
rapidamente a las perturbaciones en las concentraciones de esfingolipidos intracelulares. Las
ORM o proteinas similares a orosomucoide, ahora se reconocen como proteinas no cataliticas
que regulan negativamente la SPT. Orm1p y Orm2p suprimen la actividad de SPT en respuesta
a niveles elevados de esfingolipidos a través de una interaccion fisica que requiere el primer

dominio transmembrana de LCB1 (Kimberlin y cols. 2016).
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Explicar cémo es que una forma de la SPT, que es la primera enzima de la via de sintesis de
esfingolipidos promueve la expresion preferencial de ciertas especies que se forman al final de
la via, no es simple. Lo anterior es porque no se conoce mucho de la regulacion de la via de
sintesis de esfingolipidos (Luttgeharm y cols. 2016). Ademas, hay que considerar que la
composicion de los lipidos que se encuentran en la membrana plasmatica no solo depende de la
sintesis de estas moléculas, sino de los mecanismos de trafico desde el sitio en donde se
sintetizan (Reticulo Endoplasmico y Aparato de Golgi), hasta el sitio de destino, en este caso, la
membrana plasmatica (Ning y cols. 2021). Se ha visto que los lipidos que se sintetizan son
entregados de manera diferencial a las diferentes membranas celulares (Hurlock y cols. 2014).
Es posible que cada uno de los dimeros de la SPT (LCB1-LCB2a y LCB1-LCB2b) influya de
manera diferente en el tipo de especies de esfingolipidos que llegan a la membrana plasmatica,

no solo por un efecto en la via de sintesis, sino también en su transito a la membrana.
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CONCLUSIONES

1.

La diversidad de especies de esfingolipidos pertenecientes a las cuatro clases fue la
misma en las membranas plasmaticas de las plantas que no expresaron a la subunidad
LCB2a y en las silvestres, ya que el numero absoluto de especies de esfingolipidos y su
proporcion no variaron.

El contenido absoluto de esfingolipidos totales aumenté al doble en la linea que no
expresa a la subunidad LCB2a de la SPT en comparacion con la silvestre. Este aumento
ocurrio a expensas de un incremento de las GIPC.

El contenido relativo, o sea las proporciones de cada una de las clases de esfingolipidos
vari6 en la mutante carente de LCB2a. Las Cers, hCers y GlcCers disminuyeron
ligeramente y las GIPCs aumentaron con respecto a las membranas plasmaticas de las
plantas silvestres.

El contenido relativo de las 4 BCLs y el de los 12 4cidos grasos fue muy similar en las
membranas plasmaticas de las plantas silvestres y de las mutantes.

Si bien las especies de BCL y acidos grasos son las mismas (aunque en cantidades
ligeramente diferentes) en las membranas plasmaticas de ambos genotipos, la amidacion
entre BCL y acido graso resultd en la generaciéon de especies pareadas diferentes entre
los genotipos. Estas resultaron ser 19 especies de GIPC, 15 especies de hCer, 13

especies de GlcCer y 7 especies de Cer.

Estos resultados implican que si bien el dimero LCB1-LCB2b es funcionalmente redundante al

LCB1-LCB2a en la formacion de cetoesfinganina, ante la falta de la subunidad LCB2a hay una

respuesta de sobre expresion de sintesis de esfingolipidos. Es probable que este efecto esté

relacionado con:

a) Una regulacion positiva de la SPT en su version LCB1-LCB2b.

b) Una diferencia en la actividad de alguna(s) de la(s) enzima(s) de los pasos posteriores a

la sintesis de BCL.

¢) Una diferencia en el transito de esfingolipidos a la membrana plasmatica.

Nuestros resultados no permiten apoyar alguna de estas posibilidades.

62



PERSPECTIVAS

1.

Realizar estudios en las membranas plasmaticas aisladas de ambos genotipos que
permitan ver si hay una incidencia de la composicion de esfingolipidos en las propiedades
membranales.

Hacer experimentos de trafico vesicular que permitan comprender por qué la linea Icb2a-
1 esta enriquecida en GIPCs.

Someter a las plantas de ambos genotipos a pruebas de estrés como bajas o altas
temperaturas para ver si sus membranas plasmaticas varian su composicion de

esfingolipidos y presentan diferentes propiedades ante estos cambios de temperatura.
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