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1. RESUMEN 

I..as plantas resistentes al ataque de patógenos desencadenan una serie de reacciones 

que inducen respuestas de defensa de forma casi inmediata. Algunas de estas reacciones 

requieren de cascadas de señalización para activar la defensa. Las cascadas de las cinasas 

de proteína activadas por mitógenos (MAP cinasas) son módulos universales de 

señalización localizadas en las células eucarióticas y están compuestas por tres miembros 

(MAPKKKs, MAPKKs y MAPKs) las cuales perciben, amplifican y transducen los estímulos 

del medio ambiente o de otros organismos para activar los mecanismos de defensa que 

permitan la supervivencia de la célula. 

Fusarium verlicilfioides, un patógeno natural del maíz (Zea mays) secreta toxinas que 

interrumpen los procesos fisiológicos de la planta que lo hospeda. El grupo de micotoxinas 

que secreta este hongo se denominan fumonisinas y poseen estructuras análogas a las 

bases esfingoideas, que son los precursores de los esfingolípidos complejos presentes en 

membranas plasmáticas. La fumonisina predominante en este grupo de micotoxinas es la 

FB1, la cual interrumpe la biosíntesis de los esfingolipidos de las células hospederas, 

acumulando bases esfingoideas y disminuyendo los niveles endógenos de ceramida. 

En este trabajo se desarrolló una técnica en solución para detectar la actividad de MAP 

cinasas y otras cinasas cuyo sustrato in vitro es la proteína básica de la mielina (MBP) para 

identificar los efectos de la FB1 y de los compuestos esfingoideos esfinganina (SN), 

fitoesfingosina (PS) y ceramida (CE) en la actividad de estas cinasas de proteína. Para ello 

fue necesario primero establecer las condiciones óptimas de fosforilación de la MBP que 

actúa como sustrato específico de las MAP cinasas y posiblemente de otras cinasas. 

Una vez establecidas las condiciones para la detección de la fosforilación de la proteína 

sustrato, se determinó el efecto de la adición in vitro e in vivo de la FB1 y de los compuestos 

esfingoideos en la actividad de las cinasas de proteína a partir de fracciones citosólicas de 

embriones de maíz. La exposición in vitro se refiere a la adición directa de los compuestos en 

estudio a las FCs obtenidas de embriones de maíz y la exposición in vivo a la adición de los 

compuestos a los embriones de maíz de manera previa a la imbibición. 

La exposición in vitro de las FCs expuestas a la FB1 o compuestos esfingoideos resultó 

en una inhibición de las cinasas de MBP con diferentes cinéticas. La FB1 y la SN produjeron 

una inhibición de cinasas con cinéticas similares para los diferentes tipos de experimentos 
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(tiempo de imbibición y diferentes concentraciones de los compuestos), mientras que la PS y 

CE a las mismas concentraciones produjeron una mayor y consistente inhibición de las 

cinasas de MBP. 

Considerando los resultados anteriores se evaluaron diferentes inhibidores de fosfatasas 

para determinar si eran las fosfatasas de proteína quienes estaban regulando la actividad de 

las cinasas de MBP. Los resultados de estos experimentos indicaron que las fosfatasas de 

proteína fueron las responsables de la defosforilación de la MBP y que su actividad se 

incrementó en presencia de PS y CE. 

Por otro lado, se compararon los efectos de la exposición in vivo e in vitro de las FCs a la 

FB, y a los compuestos esfingoideos de embriones de maíz embebidos durante 6 y 24 horas. 

De forma contraria a la exposición in vitro, la exposición in vivo de los embriones de maíz a 

FB, y SN produjo una discreta activación de cinasas de MBP. La máxima actividad de las 

cinasas de MBP se presentó por efecto de la FB, a las 6 horas de imbibición mientras que a 

las 24 horas fue la SN, la responsable de activar en mayor magnitud a las cinasas de MBP. 

Estos resultados indican que el efecto de la FB, en la actividad de las cinasas de MBP 

puede ser el resultado neto del efecto de la toxina per se, pero también del aumento en los 

niveles endógenos de SN y PS reportada previamente en embriones de maíz, ya que estos 

compuestos esfingoideos son capaces de inducir la actividad de cinasas y fosfatasas de 

MBP en los embriones en germinación. Los resultados sugieren que las MAP cinasas 

pueden ser una o las cinasas responsables de la fosforilación de MBP en este sistema 

experimental. 
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2. INTRODUCCiÓN 

2.1. INTERACCiÓN PLANTA.PATÓGENO 

. Las relaciones planta-patógeno han tenido una enorme importancia en el desarrollo de 

la civilización, desde que los seres humanos comenzaron a depender de manera extensiva 

de las plantas cultivadas para su alimentación (Anaya, 2003). 

La mayoría de las plantas permanecen sanas durante su ciclo vital y cuando 

presentan alguna enfermedad, ésta generalmente se restringe a pequeñas partes del tejido. 

La enfermedad es resultado de una infección exitosa que lleva a la muerte sólo 

extraordinariamente, ya que las plantas han desarrollado defensas constitutivas e inducidas 

que detienen o previenen el ataque de bacterias, hongos, virus, invertebrados y otras 

especies de 'plantas (Buchanan et al., 2000). 

A su vez, cada patógeno invade a la planta a través de mecanismos específicos: 

algunas especies penetran directamente en la superficie ejerciendo presiones mecánicas o 

bien atacando enzimáticamente; otras logran hacerlo a través de aperturas naturales como 

son los estomas o las lenticelas; y finalmente se encuentran las especies que invaden tejidos 

que han sido lesionados previamente. Una vez establecido en la planta hospedera, el 

patógeno implementa estrategias de ataque que tienen como objetivo utilizar a la misma 

planta como sustrato (Buchanan et al., 2000). 

La especificidad de las relaciones planta-patógeno está determinada por mecanismos 

de reconocimiento a través de señales moleculares. Estas señales inducen una respuesta 

fisiológica necesaria en el patógeno para que la interacción se lleve a cabo o, 

contrariamente, inducen la expresión de genes de defensa en la planta hospedera para 

prevenir la invasión del patógeno. 

La planta hospedera reconoce al patógeno mediante una interacción "gen por gen", en 

la que algun(os) producto(s) derivado(s) del(os) gen(es) de resistencia (R) de la planta 

hospedera reconoce(n) al o los productos especIficas derivados del(os) gen(es) de 

avirulencia (avr) del patógeno. En general, las proteínas de resistencia (R) de la planta 

hospedera son las que reconocen a los productos avirulentos del patógeno y son 

estructuralmente similares, tanto en especies monocotiledóneas, como en dicotiledóneas; por 

lo que, se ha planteado que los mecanismos de reconocimiento y señalización de la defensa 

se han mantenido en el curso de la evolución y en la diversificación en plantas (Hammond­

Kosack y Parker, 2003). 
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Las interacciones planta-patógeno se han clasificado en dos grupos principalmente: 

las compatibles y las incompatibles (Fig. 1). La interacción compatible ocurre cuando un 

factor avirulento (Avr) se interna en una planta hospedera susceptible, por lo que el 

crecimiento y desarrollo del patógeno se ven favorecidos. Durante la infección, el factor Avr 

del patógeno se une al blanco de virulencia de la planta susceptible y lo modifica; siendo 

estas alteraciones las que determinan el éxito o fracaso de la avirulencia del patógeno y la 

susceptibilidad de la planta hospedera (Hammond-Kosack y Parker, 2003). En este tipo de 

interacción, la planta hospedera no contiene a la proteína R, de tal manera que la proteína 

avirulenta del patógeno podría estar interfiriendo con un regulador positivo de la defensa de 

la planta, o bien, promoviendo a un supresor de la defensa (Staskawicz et al., 2001; Bonas y 

Lahaye, 2002). La interacción incompatible está dada por plantas hospederas resistentes y 

ocurre por lo menos de dos maneras. Una de estas vías y que ocurre con menor frecuencia 

en las plantas infectadas, es el reconocimiento y unión de la proteína R de la planta 

hospedera al factor Avr. El segundo mecanismo de interacción incompatible, consiste en un 

modelo ligando-receptor que propone que la mayoría de las interacciones R-Avr no son 

directas, ya que las proteínas del patógeno son percibidas mediante un complejo conformado 

cuando la proteína R (que es una proteína de guardia) reconoce al blanco de virulencia de la 

planta modificado por el factor Avr del patógeno (Hammond-Kosack y Parker, 2003). 

a) Interacción compatible 

b) Interacción incompatible: 

1. Resistencia por interacción 
directa. 

2. Resistencia por interacción 
indirecta 

} 

Respuesta susceptible a favor de 
crecimiento y desarrollo del patógeno, por lo 
tanto la planta desarrolla enfermedad. 

Las seflales generadas por las interacciones 
planta-patógeno incompatibles se traducen 
rápidamente en respuestas celulares para 
inducir respuestas de defensa. Si tales 
defensas son suficientes, no se presenta 
enfermedad en la planta invadida. 

Fig.1 Escenificación de los diferentes tipos de interacción planta-patógeno que ocurren durante la invasión de 
hongos y bacterias en plantas (Hammond-Kosack y Parker, 2003). 
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2.2. MECANISMOS DE RESISTENCIA EN PLANTAS 

Las plantas hospederas que son resistentes al ataque de patógenos desencadenan 

numerosas reacciones cuando reconocen al invasor. Las primeras reacciones que se 

producen se sitúan en la membrana plasmática y comprenden los siguientes eventos: 

aperturas de canales iónicos, formación de especies reactivas de oxigeno (ROS); (Kombrink 

y Somssich 1995; Bestwick et al., 1997; Wojtaszek 1997), modificaciones en la polaridad de 

la membrana y en la actividad enzimática de las NAO(P)H oxidasas, fosfolipasas, fosfatasas 

y cinasas (Yang et al., 1997). Estas primeras reacciones, tienen efectos inmediatos en varias 

rutas metabólicas inductoras de respuestas de defensa que permiten la supervivencia de la 

planta atacada (Somssich y Hahlbrock, 1998). 

2.2.1. Generación de Especies Reactivas de Oxígeno: primeras respuestas de defensa. 

Entre las principales ROS producidas por plantas se encuentran el anión superóxido 

r O2) y el peróxido de hidrógeno (H20 2). El primer anión se genera extracelularmente 

posiblemente por acción de la NAOPH oxidasa asociada a la membrana plasmática y es 

dismutado rápidamente vía superóxido dismutasa (SOO) o bien, convertido por una ruta no 

enzimática en H20 2. Esta última molécula tiene la capacidad de atravesar membranas 

plasmáticas, ya que no contiene electrones desapareados y, una vez dentro de la célula, el 

H20 2 es removido del citoplasma por su transformación eventual en moléculas de agua (H20) 

por acción de la catalasa, la ascorbato peroxidasa, o la glutatión peroxidasa (Buchanan et al., 

2000). Las células de plantas disponen además, de otros dos mecanismos de generación de 

ROS: uno de ellos produce H20 2 por acción de la proteína oxalato oxidasa, que emplea ácido 

oxálico como sustrato (Zhang et al., 1995) o por otro mecanismo, que ocurre en la pared 

celular, donde se producen moléculas de H20 2 por la acción de las peroxidasas (Bolwell et 
al., 1995). 

El o O2 y el H20 2 son especies moderadamente reactivas, de manera que los daños 

celulares en plantas producidos por ROS se deben a la conversión de estas dos especies en 

otras más nocivas (Hammond-Kosack y Jones, 1996). Por ejemplo, la protonación de o O2 

produce el radical hidroperoxilo (H02° ), el cual es menos polar que el o O2 y, por lo tanto, 

puede atravesar membranas biológicas. El H02° puede atacar directamente a los ácidos 

grasos linolénico, linoléico y araquidónico, transformándolos en peróxidos lipídicos (Halliwell 

y Gutteridge, 1990) que dañan a las membranas celulares. Por otra parte el H20 2 produce 
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radicales hidroxilo (" OH) libres en presencia de Fe2
+ (reacción conocida como de Fenton), 

capaces de iniciar una cadena de reacciones de peroxidación lipídica. De esta forma, al 

introducirse al citoplasma celular de la planta o del patógeno altas concentraciones de H20 2, 

las moléculas puede llegar al núcleo donde reaccionan con iones metálicos intracelulares y 

generan radicales· OH que fragmentan al DNA en los sitios específicos de ataque (Halliwell y 

Gutteridge, 1990). 

Las ROS participan en la defensa de la planta contra invasores, ya que probablemente 

producen un estrés oxidativo que limita el daño celular de las plantas (Somssich y 

Hahlbrock, 1998) y refuerzan las barreras físicas que evitan el ingreso de patógenos (Brady y 

Fry, 1997). La concentración celular de las ROS parece tener dos efectos diferentes: (1) las 

ROS en altas concentraciones participan directamente tanto en la muerte del patógeno como 

en las células de la planta afectadas (Bestwick, 1997; Lamb y Dixon, 1997) y (2) las ROS en 

bajas concentraciones actúan como señales para la inducción de mecanismos de 

desintoxicación celular en los que participan las enzimas superóxido dismutasa y glutatión-S­

transferasa, así como para la activación de otras reacciones de defensa en las células 

vecinas (Wojtaszeck, 1997). 

2.2.2. Respuesta de Hipersensibilidad: muerte celular programada que previene la 

propagación del patógeno. 

Al reconocer a un patógeno incompatible, la planta resistente activa una serie de 

respuestas de defensa. Una de las primeras respuestas de la planta es la muerte celular 

localizada en los sitios de infección, que se conoce como Respuesta de Hipersensibilidad 

(HR), la cual se define como la muerte de células hospederas inducida por el contacto entre 

el huésped y el patógeno. La HR es un proceso coordinado temporal y espacialmente, que 

asegura sean reclutadas la cantidad necesaria de células de plantas en el papel defensivo. 

Así, la inducción rápida y altamente localizada de las respuestas de defensa en la planta 

hospedera produce condiciones no favorables tanto para el crecimiento como para la 

reproducción del patógeno; por lo que, se desintoxican las células de la planta y se dañan las 

enzimas y toxinas producidas por el patógeno (Buchanan et al., 2000). 

Mientras que en las interacciones planta-biótrofos obligados, la muerte celular 

localizada en plantas hospederas priva al patógeno del acceso de · nutrimentos, en las 

interacciones planta-hemibiótrofos ó planta-necrótrofos, el papel de la HR aún no es clara, 
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pues los patógenos pueden obtener sus nutrimentos a partir de células de plantas muertas 

(Hammond-Kosack y Jones, 1996). En esencia, la HR es un mecanismo de defensa efectiva 

contra biótrofos y no biótrofos, ya que la activación de una multitud de genes de defensa 

producen un ambiente altamente antimicrobiano dentro y alrededor de las células muertas 

(Goodman y Novacky, 1994; Levine et al., 1994), lo que impide el ataque subsecuente por 

organismos necrótrofos oportunistas. La ubicuidad de esta respuesta sugiere que se trata de 

una forma de muerte celular programada (Heath y Skalamera, 1997) y que se encuentra 

mecanísticamente relacionada con la muerte celular en plantas. 

2.2.3. Forlalecimiento de la pared celular 

El fortalecimiento de la pared celular en plantas incrementa la resistencia a patógenos 

de varias maneras. Para organismos biótrofos, el fortalecimiento de la pared celular de la 

planta impide la filtración del invasor al citoplasma, reduciéndoles la disponibilidad de 

nutrimentos, mientras que para los patógenos necrótrofos (que dependen de la hidrólisis de 

la pared celular) el fortalecimiento de la pared celular del huésped retarda la difusión de 

toxinas y enzimas que sensibilizan a las células de plantas (Hammond-Kosack y Jones, 

1996). 

En plantas resistentes, la invasión de patógenos promueve la producción de 

precursores de lignina y radicales libres en su pared celular. Estos compuestos afectan la 

plasticidad membranal del patógeno o bien, inactiva n enzimas, toxinas o evocadores 

derivados del patógeno (Hammond-Kosack y Jones, 1996). El invasor a su vez produce 

quitinasas, cutinasas y enzimas tales como pectinasas, celulasas, xilanasas y 

poligalacturonasas (PGs) que atacan a varios polímeros de la pared celular de la planta, 

produciendo pequeños fragmentos (particularmente oligómeros de ácido galacturónico) que 

estimulan respuestas de defensa o amplifican alguna de éstas (Farmer y Ryan, 1992; Levine 

etal., 1994). 

Otros eventos frecuentemente asociados con la incompatibilidad de la planta 

hospedera y el patógeno son la deposición de callosa producida por la callosa sintetasa 

localizada en la membrana celular y que cata liza la formación del pollmero ~1 ,3-glucano 

(Kauss, 1990; Ohana et al., 1993) y el incremento de glicoproteínas básicas ricas en 

hidroxiprolina (HRGPs) que participan en la organización de la arquitectura celular y en la 

polimerización de lignina (Showaltwer, 1993; Bolwell et al., 1995). 
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2.2.4. Lipooxigenasas 

El rápido incremento de la actividad enzimática de las lipooxigenasas (LOX) y/o el 

aumento de los niveles de sus mRNA y las correspondientes proteínas lipooxigenasas ha 

sido frecuentemente asociado con la incompatibilidad planta-patógeno (Slusarenko, 1996). El 

incremento de la actividad de LOX contribuye de varias formas: por ejemplo, puede generar 

moléculas de señalización como el ácido jasmónico (JA), metil-JA, o peróxidos lipídicos que 

amplifican coordinadamente respuestas específicas de defensa. Asimismo, la actividad de 

LOX puede dañar membranas celulares irreversiblemente, ya que al perderse los 

componentes lipídicos por peroxidación se promueve la muerte celular (Keppler y Novacky, 

1986). Finalmente, las reacciones catalizadas por LOX pueden resultar en la producción de 

metabolitos secundarios tóxicos derivados de ácidos grasos tanto volátiles como no volátiles 

que dañen a los invasores directamente (Croft et al., 1993). 

2.2.5. Fitoalexinas 

Las fitoalexinas son un grupo de compuestos muy heterógeneo de bajo peso 

molecular con propiedades antimicrobianas. Las fitoalexinas no se encuentran presentes en 

plantas sanas, ya que su síntesis es inducida por evocadores de origen biótico y abiótico 

(Anaya, 2003) que activan la ruta biosíntética de un gran número de enzimas. Por lo tanto, 

los eventos de señalización deben estar altamente coordinados para que se dé lugar a este 

tipo de respuesta de defensa en las plantas atacadas. 

2.2.6. Metabolitos secundarios: defensas preformadas. 

La mayoría de las plantas sanas poseen metabolitos secundarios, con estructuras 

muy diversas. Estos compuestos pueden hallarse biológicamente activos ó pueden 

almacenarse como precursores inactivos en vacuolas u organelos de la capa externa celular 

del tejido de la planta. Los precursores generalmente se activan durante la invasión de 

patógenos o daños celulares para conformar respuestas de defensa en la planta (Buchanan 

et al., 2000). 

La razón por la que los metabolitos secundarios participan durante la defensa de la 

planta es por su actividad antimicrobiana o por su capacidad de modificar características 

físicas de la pared celular. Además, se ha propuesto que algunos metabolitos secundarios 
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funcionan como sustancias antibióticas, o bien, como moléculas de señalización (Somssich y 

Hahlbrock, 1998). 

2.3. METABOLlTOS SECUNDARIOS FÚNGICOS EN LA INVASiÓN DE PLANTAS 

El término metabolismo secundario fue empleado para describir una gran diversidad 

de vías biosintéticas cuyos productos no están directamente implicados en el metabolismo 

primario (Deacon, 1997). En general, los meta bolitas secundarios son productos naturales 

con estructura química muy diversa, que no son necesarios forzosamente para el 

crecimiento; se originan a partir del metabolismo primario y muchos de ellos son de 

distribución taxonómica restringida. Por lo general, se producen durante una limitada fase del 

ciclo celular y se originan a través de intermediarios metabólicos comunes, pero por rutas 

enzimáticas especiales, codificadas por genes especificas (Bennett, 1983). Los hongos 

producen gran variedad de meta bolitas secundarios que tienen un amplio rango de 

actividades biológicas (Gloer, 1997). 

Los metabolitos secundarios de los hongos desempeñan diversas funciones. Una de 

ellas es su participación en la inducción de enfermedades en plantas al romper el equilibrio 

químico establecido entre el hongo y su hospedero (Gloer, 1996). Los metabolitos 

secundarios de hongos que comúnmente participan en la ínvasión a la planta son los 

evocadores y las toxinas. 

2.3.1. Evocadores y supresores: Factores determinantes en la invasión del patógeno 

Tan pronto como el hongo establece contacto con la planta resistente, ésta lo detecta 

y lo confronta mediante la acción de un sistema de defensa que prevenga el desarrollo del 

patógeno. La planta resistente percibe al invasor a través de señales moleculares generadas 

por el hongo, o bien por la propia planta. Entre las moléculas de señalización generadas por 

los hongos, se encuentran la quitina y fragmentos de glucano, que están presentes en la 

superficie del patógeno, y las moléculas de señalización secretadas en forma de proteínas. 

En plantas, las principales moléculas de señalización que se generan son los 

oligogalacturonatos que se producen durante la fragmentación de la pared celular de la 

planta invadida (Knogge, 1996). A las moléculas señales derivadas del patógeno específico o 

de la pared celular de la planta se les denomina evocadores exógenos y endógenos, 

respectivamente. 
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Por lo general, los evocadores son compuestos de bajo peso molecular y de 

naturaleza química diversa; son sintetizados durante la infección como tales, o bien, como 

precursores poliméricos y, algunos de éstos, participan tanto en rutas bioquímicas del 

metabolismo primario como del secundario, lo que dificulta dilucidar sus contribuciones en 

cada una de estas rutas (Somssich y Hahlbrock, 1998). 

Para prevenir ser detectados por la planta hospedera, los hongos han desarrollado 

mecanismos que evitan su reconocimiento ó que interfieran con los mecanismos de defensa 

de la planta (Bushnell y Rowell, 1981). Entre una de las estrategias que el hongo implementa 

se encuentra la secreción de supresores de la respuesta de defensa que interfieren 

directamente en la unión del evocador, en la transducción de la señal y en la activación de 

genes o fact9res de defensa de la planta (Knogge, 1996). 

2.3.2. Deterioro de las funciones de la planta por toxinas fúngicas 

Las células de las plantas son sistemas complejos que dan lugar a un sinnúmero de 

reacciones continuamente o en sucesiones determinadas. La alteración de · cualquiera de 

estas reacciones metabólicas causa la interrupción de procesos fisiológicos de la planta por 

lo que enferma. Entre los factores que inducen tales alteraciones se encuentran las 

sustancias conocidas como toxinas, las cuales son secretadas por microorganismos 

patógenos para manipular la fisiologia del huésped y, por consecuencia, colon izarlo (Agrios, 

1997). 

En algunas interacciones planta-patógeno, las toxinas son determinantes para la 

especificidad, ya que la resistencia o la susceptibilidad del huésped se relaciona con la 

sensibilidad de éstas hacia las toxinas (Knogge, 1996). Por ejemplo, algunas toxinas son 

selectivas del huésped, otras son tóxicas sólo en algunas especies o variedades y otras son 

completamente inocuas (Agrios, 1997). 

Como la secreción de toxinas fúngicas en plantas puede ocasionar daños al hombre y 

animales domésticos al ser ingeridos de manera indirecta, su estudio ha sido extenso. Así, 

en 1988 fueron descubiertas en Sud áfrica unas toxinas denominadas fumonisinas, asociadas 

a diversas enfermedades como la leucoencefalomalacia en equinos y al cáncer esofágico en 

humanos residentes de la región de Transkei, Sudáfrica (Marasas, 2001). 
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2.3.2.1. Fumonisinas 

. Las fumonisinas son una familia de micotoxinas producidas por Fusarium verlicillioides 

(anteriormente llamado F. monoliforme), las cuales son contaminantes frecuentes del maíz y 

otr06 granos. Estas micotoxinas son compuestos polares, solubles en metanol, agua y 

acetonitrilo; son termoestables, por lo que son resistentes a tratamientos de esterilización en 

autoclave; asimismo, las fumonisinas son resistentes a tratamientos de cloración (Solfrizzo et 

al., 2000). Las toxinas se descomponen a temperaturas mayores a 175°C durante 60 minutos 

a pHs ácidos o alcalinos, generando productos parcialmente hidrolizados (HFBs) a pHs 

alcalinos. Sin embargo, estos compuestos mantienen su toxicidad al conservar el grupo 

amino de su estructura (Sánchez, 2003). 

Las f~monisinas causan un amplio espectro de enfermedades: cáncer en ratas y 

humanos, leucoencefalomacia en equinos, edema pulmonar en cerdos, toxicidad en hígado y 

riñones en múltiples especies y otras enfermedades más (Marasas, 2001). La mayoría de 

estas afecciones pueden ser resultado de la capacidad que tienen las fumonisinas de alterar 

el metabolismo esfingolipídico mediante la inhibición de la esfinganina N-aciltransferasa 

(Merrill et al., 2001; Riley et al., 2001). La esfinganina N-aciltransferasa es una enzima que 

participa en la ruta biosintética de novo de esfingolipldos, ya que adiciona un ácido graso a 

una base esfingoidea para formar una molécula de dihidroceramida. Del mismo modo, esta 

enzima participa en la reacilación de la esfingosina derivada de la degradación de la mayorla 

de los esfingolipidos complejos (Merrill et al., 1996; Riley et al., 1996); (Fig. 3). Al ser 

bloqueada la actividad de la esfinganina N-aciltransferasa, las bases esfingoideas y sus 

productos de degradación comienzan a acumularse, lo que lleva a la inducción de cambios 

celulares importantes (Merrill et al., 1997). Por ejemplo, la esfinganina libre en 

concentraciones altas inhibe el crecimiento celular y es citotóxica (Merrill, 1983; Stevens et 

al., 1990); la pérdida de esfingolípidos complejos podría provocar la muerte o alterar el 

crecimiento celular (Nakamura et al., 1996) y la ceramida podría estar regulando el 

crecimiento y/o la muerte celular (Merrill et al., 1997). 

2.3.2.1.1. Fumonisina 8 1: inhibidor de la biosíntesis de esfingolípidos. 

La fumonisina B1 (FB1) es la fumonisina predominante de este grupo de micotoxinas. 

Alrededor del 59% del maíz y de sus productos derivados se encuentran contaminados con 

cantidades variables de FB1 (Pittet et al., 1992; Haschek et al., 2001). 
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La FB1 está compuesta por una larga cadena de aminopentol (AP1) unido a dos 

ácidos tricarbalílicos mediante enlaces éster (Marasas, 2001) Y es un análogo estructural de 

las bases esfingoideas (Fig. 2). 

Existe un modelo que propone los mecanismos de inhibición de la esfinganina N­

aciltransferasa por efecto de la FB1 (Desai et al., 2002) el cual plantea que el cuerpo de 

aminopentol de la FB1 compite con una base esfingoidea (sustrato de la acilación) por la 

unión con la esfinganina N-aciltransferasa, al tiempo que los ácidos tricarbalílicos de la FB1 

interfieren con la unión del acil-CoA (Merrill et al., 2001). El modelo ha sido justificado por las 

siguientes evidencias: (1) la potencia con la que FB1 inhibe a la esfinganina N-aciltransferasa 

es sensible tanto a concentraciones de bases esfingoideas como de acil-CoA (Merril et al., 

1993); (2) la remoción de los ácidos tricarbalílicos de la FB1 disminuye la fuerza de inhibición 

de la esfinganina N-aciltransferasa (Humpf et al., 1998) y (3) después de la remoción de los 

ácidos tricarbalílicos, la AP1, que es la FB1 sin estos ácidos, no es sólo un inhibidor sino un 

sustrato de la reacción de acilación (Humpf, et al., 1998). 

FB1 

COOH 

HOOC~ 

Esfinganina 

Fitoesfingosina 

OH 

OH 
NH2 

OH 

OH 
OH NH2 

Fig. 2 Estructuras quimicas de la toxina fúngica FB, y de las bases esfingoideas predominantes en plantas: 
esfinganina y fitoesfingosina. 

Asimismo, la FB1 podría estar modulando varias rutas de transducción de señales 

reguladas por esfingolípidos mediante dos mecanismos (Wattenberg et al., 1996): (1) la 

inhibición de la esfinganina N-aciltransferasa provoca la acumulación de bases esfingoideas 
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libres en niveles que podrían estar mediando los efectos citotóxicos, citostáticos y 

mitogénicos de la FB1 (Yoo et al., 1992; Riley et al., 1994; Schroeder et al., 1994) Y (2) la FB1 

podría estarse uniendo directamente a blancos celulares de las bases esfingoideas que son 

importantes para la modulación de rutas de transducción de señales reguladas por los 

esfingolípidos (Wattenberg et al., 1996). 

Por otro lado, el efecto de la FB1 sobre el crecimiento de las células se ha examinado 

principalmente en células de mamíferos con la finalidad de determinar si son estos efectos 

los causantes de las enfermedades asociadas a la toxina fúngica. Los resultados de estos 

trabajos han demostrado dos efectos diferentes sobre la proliferación celular: uno inhibitorio 

sobre las células epiteliales renales, queratinocitos, hepatocitos y células de hepatoma 

(GelderblolT] et al., 1994; Tolleson et al., 1996), en las que se inducen la apoptosis (Tolleson 

et al., 1996) y el cáncer (Gelderblom et al., 1993) y otro, en el que se estimula la mitogénesis 

en fibroblastos Swiss 3T3 (Schroeder et al., 1995). En este último sistema celular, se 

demostró posteriormente que la toxina modulaba la actividad de un par de cinasas de 

proteína activadas por mitógeno (MAPKs), ya que estas enzimas participan en las rutas de 

transducción de señales activadas por una gran diversidad de sustancias inductoras de la 

proliferación celular (Wattenberg et al., 1996). De igual forma, se ha demostrado que la FB1 

activa a las MAPKs de una manera independiente del efecto inhibitorio de la toxina sobre la 

biosintesis de esfingolipidos, ya que la actividad de las MAPKs decrementa aún cuando los 

niveles de bases esfingoideas se incrementan (Pinelli et al., 1999). 

2.3.2.1.2. Generalidades de los esfingolípidos 

Los esfingolípidos son componentes de las membranas celulares, lipoproteínas 

(particularmente lipoproteínas de baja densidad) y estructuras celulares ricas en lípidos de 

células eucarióticas (Merrill et al., 2001). Son compuestos críticos para el mantenimiento de 

la estructura membranal, especialmente en microdominios como las caveolas (Riboni et al., 

1997; Iwabuchi et al., 1998); modulan a receptores del factor de crecimiento (Iwabuchi et al., 

1998) y sirven corno sitios de unión entre proteinas extracelulares y ciertos microorganismos, 

toxinas y virus (Kar1sson, 1986; Fantini et al., 1997). Los esfingolípidos complejos funcionan 

como precursores de segundos mensajeros que median respuestas de citocinas y de 

factores tanto de crecimiento como de diferenciación (Hannun y Obeid, 1995; Fantini et al., 

1997; Merrill et al., 1997; Kolesnick y KrOnke, 1998; Spiegel, 1999). 
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Los precursores de los esfingolipídos complejos son las bases esfingoideas, las cuales 

tienen un arreglo 2-amino-1,3-dihidroxialcanos o alquenos. En su estructura contienen 

cadenas alquílicas largas de 14 a 22 átomos de carbono, de O a 2 dobles enlaces y otras 

modificaciones tales como la presencia o ausencia de grupo(s) hidroxilo en las posiciones 4 ó 

6 y grupos metilo en ro-1 (iso), ro-2(anti-iso) (Karlsson, 1970). En las plantas se producen 

principalmente bases insaturadas tales como esfing-8-eninas, esfing-4, 8-dienos y fitoesfing­

(8 o 9)-eninas (Merrill, 2002). Generalmente, las concentraciones celulares de bases 

esfingoideas libres son muy bajas, ya que la esfinganina biosintetizada de novo es 

rápidamente N-acilada con una larga cadena de ácido graso para formar N-acilesfinganina 

(dihidroceramida) (Merrill el al., 1997), cuya adición de un doble enlace en el carbono 4 

resulta en la formación de ceramida (N-acil-esfingosina). 
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Fig. 3. Ruta de la biosíntesis de novo de esfingolípidos en plantas que muestra a las enzimas participantes 
durante el proceso (Holthuis et al., 2001). 

La ceramida produce esfingolípidos complejos mediante la adición de grupos polares 

en la posición 1 de su estructura (Merrill el al., 1997) y, entre los esfingolípidos más 

14 



frecuentes en plantas, se encuentran los cerebrósidos (mono- y oligohexosilceramidas) que 

contienen moléculas de glucosa, galactosa, manosa e inositol (Lynch, 1993). 

2.4. MECANISMOS DE RESPUESTA DE LA PLANT A PATÓGENOS 

La planta resistente al ataque de patógenos, al reconocerlos activa rápidamente 

mecanismos de defensa en los que participan diversas moléculas de señalización, tales 

como: el ácido salicílico (SA), el óxido nítrico (NO), especies reactivas de oxígeno (ROS), el 

ácido jasmónico (JA), el etileno (ET) y las proteínas G, cinasas y fosfatasas. 

2.4. 1. Peróxido de hidrógeno 

La generación de H20 2 se induce por una gran variedad de estímulos bióticos y 

abióticos como son: cambios extremos de temperatura, irradiación ultravioleta, exposición de 

ozono, fitohormonas, deshidratación, heridas, evocadores y, en general, cambios provocados 

por la invasión de patógenos (Prasad et al., 1994; Lamb y Dixon, 1997; Karpinski et al., 1999; 

Orozco-Cárdenas y Ryan, 1999; Guan et al., 2000; Langebartels et al., 2000; Pei et al., 2000; 

A-H-Mackemess et al., 2001). 

Puesto que la generación de H202 se estimula por una gran variedad de tipos de 

estrés, se ha planteado que funciona como una molécula mediadora en el entrecruzamiento 

de varias rutas de señalización, o bien, que el H202 media diferentes respuestas celulares de 

acuerdo con el sitio de su síntesis o de su percepción (Bowler y Fluhr, 2000). 

En plantas, posiblemente el H202 actúa como molécula de señalización durante la 

inducción de respuestas moleculares, bioquímicas y fisiológicas; para dilucidar las funciones 

del H20 2 como molécula de señalización en las interacciones planta-patógeno, se ha 

recurrido extensamente al modelo de suspensiones celulares de Arabidopsis thaliana (Neill et 

al., 2002). Estas suspensiones producen H20 2 al ser tratadas con evocadores derivados de 

patógenos (Desikan et al., 1996; Clarke et al., 2000). El incremento en la producción de H20 2 

induce los siguientes eventos: (1) la muerte celular programada (PCD), (2) la expresión de 

genes de defensa (Desikan et al., 1998, 2000), (3) la expresión de la glutatión S-transferasa 

(GST), que desintoxica a las células de la planta infectadas, y (4) la · expresión de la 

fenilalanina amonio-liasa (PAL), que participa en la síntesis de compuestos relacionados con 

la defensa (Desikan et al., 1998). Además de estas respuestas bioquímicas, los estudios en 

A. thaliana también han permitido demostrar la participación del H20 2 en la inducción de 
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respuestas fisiológicas, pues el H20 2 induce el cierre estomatal en respuesta tanto al ácido 

abscísico (ABA), como a evocadores producidos por patógenos (Me Ainsh et al., 1996; Allan 

y Fulhr, 1997; Lee et al., 1999; Pei et al., 2000). 

2.4.2. Óxido nítrico 

Recientemente, se descubrió la presencia de moléculas de óxido nítrico (NO) gaseoso 

en plantas (Wild et al., 1997) y se ha postulado que posiblemente controla el crecimiento de 

raíces y actúa como factor tanto de la maduración como de la senescencia (Leshem et al., 

1998). En plantas, el NO probablemente es sintetizado por varias rutas: a) las enzimáticas: 

por acción de la óxido nítrico sintetasa (NOS); (Barroso et al., 1999; Corpas et al., 2001) y/o 

por la nitrato reductasa (Yamasaki y Sakihama, 2000; Wojtaszek, 2000); y b) las no 

enzimáticas (Neill et al., 2002). 

Actualmente, aún no se han caracterizado por completo los blancos del NO, sin 

embargo, se sabe que éste reacciona directamente con proteínas vía una nitrosilación que 

activa la expresión de genes de defensa durante la interacciones planta-patógeno (Dumer y 

Klessig, 1999), que participa en la señalización redox durante las respuestas de defensa 

(Sanz et al., 1998) y que participa en la modulación de los niveles de hierro celulares 

(Navarre et al., 2000). 

Un dato interesante es que la producción de NO ocurre bajo las mismas condiciones 

en que se estimula la generación de H202, por lo que se ha planteado que tengan un efecto 

sinérgico y/o aditivo en las plantas (Neill et al., 2002). 

2.4.3. Honnonas 

Las hormonas de las plantas son mediadoras del desarrollo endógeno y participan en 

la integración de señales extracelulares para regular y optimizar el crecimiento de la planta 

(Grill y Himmelbach, 1998). Entre las hormonas predominantes en plantas se encuentran: el 

ácido salicílico (SA), el etileno (ET) yel ácido abscísico (ABA). 

2.4.3.1. Acido Salicílico 

El SA es una molécula de señalización cuya función ha sido extremadamente 

polémica; se sintetiza posiblemente por dos rutas: una a partir de la fenilalanina y la otra a 

partir del corismato vía isocorismato (Shah, 2003). 
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En interacciones planta-patógeno incompatibles, el SA induce la expresión de diversos 

genes relacionados con la defensa contra hongos, bacterias y posiblemente contra virus 

(Murphy et al., 1999). Junto con esta expresión de genes, las plantas resistentes desarrollan 

la HR, la cual al momento de activarse, induce la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) 

(Ryals et al., 1996), que coincide con el incremento del SA sintetizado endógena mente, no 

sólo en el sitio de infección sino sistémicamente en los tejidos no infectados. Son por estas 

razones que se considera al SA como un componente clave durante la señalización de la 

SAR, aunque se desconoce si efectivamente es el SA la molécula señal que establece y 

mantiene la SAR y que se transporta vía el floema desde hojas infectadas con patógenos 

hacia hojas no infectadas (Dumer et al., 1997), o bien, si actúa indirectamente para la 

inducción de .Ia SAR. Esta segunda propuesta se ha planteado como hipótesis: (1) que el SA 

inhibe la actividad de la catalasa y/o peroxidasa, ocasionando así un incremento de los 

niveles endógenos del H202 y de otras ROS derivadas de éste, los cuales podrían estar 

actuando como segundos mensajeros para la activación de la expresión de los genes de 

defensa, o (2) que el SA interactúa con las enzimas catalasa y/o peroxidasa para producir 

radicales libres de SA, los cuales estarían induciendo la peroxidación lipídica, cuyos 

productos actuarían como moléculas de señalización (Dumer et al., 1997). 

2.4.3.2. Etileno 

El etileno (ET) es un gas similar a las moléculas de NO, ya que ambas tienen la 

capacidad de atravesar membranas celulares (Lowenstein y Snyder, 1992); participa en rutas 

de señalización que comprenden varios procesos como son: la maduración de la fruta , la 

senescencia de la hoja, la promoción o inhibición de la germinación de la semilla, la floración 

y la elongación celular; su síntesis se incrementa por efecto de varios tipos de estrés como 

son las bajas temperaturas, las heridas y el ataque de patógenos, ya que éstos controlan la 

expresión de genes que codifican enzimas que sintetizan al ET (Abeles et al., 1992). A pesar 

de conocer completamente la ruta biosintética del ET, aún se desconocen los mecanismos 

de su percepción y señalización (Ouaked et al., 2003) en las células de plantas. 

2.4.3.3. Acido abscísico 

El ácido abscísico (ABA) es un regulador negativo del crecimiento y se encuentra 

relacionado con varios procesos de desarrollo y fisiológicos de la planta (Davies, 1995). El 
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ABA participa en la maduración de la semilla, en la germinación y en la regulación estomatal. 

Al igual que el ET, el ABA responde a diferentes tipos de estrés abióticos tales como la 

deshidratación, salinidad, bajas temperaturas y el estrés osmótico. El ABA es capaz de 

promover la expresión de ciertos genes inducibles por estrés aun cuando el organismo no es 

expuesto a estrés alguno (Meskiene y Hirt, 2000). 

2.4.4. Proteínas R 

Las proteínas de resistencia (R) poseen una característica muy particular: contienen 

en su secuencia un número variable de repeticiones ricas en leucina (LRRs); (Oangl y Houb, 

1997). Las proteínas R participan en la interacción proteína-proteína, en la unión péptido­

ligando y en la interacción proteína-carbohidrato (Kobe y Oeisenhofer, 1995; Jones y Jones, 

1996). 

En los genomas de las plantas, los genes R se encuentran organizados generalmente 

en grupos y es, esta característica, la que le confiere a la planta hospedera de patógenos: a) 

múltiples especificidades contra varios genotipos de parásitos; b) protección y c) alternativas 

genéticas de reserva para su defensa (Oangl y Holub, 1997). 

Las proteínas R se han clasificado principalmente en dos clases: Una de ellas 

corresponde a las protelnas R cuyos dominios LRRs se encuentran en la región N-terminal. 

La segunda clase se refiere a las protelnas R, cuyos dominios LRRs se encuentran en el C­

terminal. Este último grupo de protelnas contiene además tres motivos con sitio de unión a 

nucleótidos (GTP o A TP) Y se les ha denominado repeticiones ricas en leucina con sitio de 

unión a nucleótidos (NB-LRR) (Oangl y Holub, 1997). 

2.4.5. Proteínas G heterotriméricas 

Las proteínas G heterotriméricas están conformadas por tres subunidades: la Ga, la 

Gj3 y la Gy (Bischoff et al., 1999); están codificadas por un gran número de genes que 

participan en varios procesos de señalización en células eucarióticas (Neer, 1995; Borkovich, 

1996) y funcionan como puente entre los Receptores Acoplados a las Proteínas G (GPCR) y 

los efectores: fosfolipasas, adenilato ciclasas, fosfodiesterasas, canales iónicos y cinasas de 

proteína. La unión de un ligando extracelular a los GPCR altera la conformación del receptor 

y como consecuencia se asocia con una proteína G heterotrimérica intracelular, en donde 

cataliza el intercambio de GOP a GTP sobre la subunidad Ga para disociarla de las 
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subunidades Gl3y. Una vez disociadas las subunidades, éstas regulan generalmente a los 

efectores corriente abajo. 

De manera contraria, la inhibición de las proteínas G heterotriméricas ocurre cuando la 

GTPasa de la subunidad Ga se encuentra en su forma que une GDP y se reasocia 

nuevamente con el dímero Gl3y (Bischoff et al., 1999). 

2.4.6. Proteínas G pequeñas 

Las proteínas G pequeñas se dividen en varias familias: la familia Ras, la familia Rab, 

la familia ArflSar, la familia Rho y la familia Ran (Bischoff et al., 1999). Todas ellas regulan un 

conjunto de procesos que incluyen el importe endocítico y exocítico del tráfico de 

membranas, mantienen la integridad de organelos, el ensamble de las proteínas de las 

vesículas, la expansión del RE, la vesiculación del aparato de Golgi, la regulación del 

citoesqueleto, la activación de lipasas y el control de la transcripción (Sander y Valencia, 

1995; Garcia-Ranea y Valencia, 1998). 

Las GTPasas Ras, Rab y Rho se modifican post-traduccionalmente por una 

isoprenilación en el C-terminal y las Arf por una miristoilación en el N-terminal. Estas 

modificaciones son las que hacen posible su localización en las membranas. Mientras que la 

GTPas'a Ras siempre se encuentra unida a la membrana, los ciclos de las GTPasas Arf, Rab 

y Rho se encuentran entre el citosol y las membranas; el mecanismo por el cual estas 

proteínas son transportadas a las membranas aún se desconoce (Bischoff et al, 1999). 

La forma activa de estas proteínas ocurre cuando se encuentran unidas al GTP­

interactuando con sus efectores-, mientras que la forma inactiva da lugar cuando se 

encuentran unidas al GDP. El intercambio GDP/GTP es catalizado por factores de 

intercambio del nucleótido de guanina (GEFs); (Bischoff et al, 1999). 

2.4.7. Cinasas de proteína: mecanismos básicos de regulación 

Las células regulan su actividad enzimática mediante la modificación covalente 

reversible de ciertas proteínas, la cual se consigue frecuentemente mediante la adición de un 

grupo fosfato a un residuo de serina, treonina o tirosina localizados en las proteínas 

conocidas como cinasas (Alberts et al., 1994). 

Las cinasas pertenecen a la segunda clase más importante de las transferasas (Dixon, 

1979) y trasladan el grupo fosfato desde un nucleósido trifosfato como el ATP a una molécula 
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aceptora que puede ser un azúcar, una proteína, otro nucleótido o un intermediario 

metabólico (Lehninger, 1993). 

Las estructuras de las cinasas de proteína son muy similares entre sí, conservan 12 

subdominios cuyos residuos participan en papeles estructurales y funcionales, y difieren en 

otras partes del dominio cinasa, o bien, en el número de dominios o subunidades adicionales 

(Johnson et al., 1996). 

La fosforilación específica de los residuos de Thr, Ser o Tyr de la cinasa puede ocurrir 

en varios sitios de la proteína; algunos de éstos se hallan en las regiones N-terminal o C­

terminal de la cadena polipeptídica, que se pueden localizar tanto en el exterior del dominio 

cinasa como en otras subunidades. Sin embargo, la mayoría de las cinasas son fosforiladas 

sobre un(os) residuos(s) localizado(s) en el centro del dominio cinasa conocido como 

"segmento de activación", el cual contiene una región de secuencias conservada de DFG 

(Asp-Phe-Gly) y APE (Ala-Pro-Glu). El segmento de activación participa directamente en la 

activación de la enzima cinasa, ya que provoca cambios conformacionales que conducen a la 

disposición correcta del sitio de unión al sustrato y de los grupos catalíticos, y evita bloqueos 

estéricos para tener acceso a los sustratos (Johnson et al., 1996). 

Algunas cínasas de proteína tienen la capacidad de autofosforilarse y esta propiedad 

es determinada por la especificidad de su secuencia y por el segmento de activación que 

rodea al residuo fosforilado (Johnson et al., 1996). De igual forma, exísten otras cinasas que 

requieren de la fosforilación para su activación y las posibles razones que explican esta 

característica son las siguientes: 1)Todas las cinasas de proteína que son fosforiladas en el 

segmento de activación, contienen en su secuencia un residuo de aspartato (Asp) 

relacionado con el mecanismo catalítico, ya que posiblemente es el responsable de la 

activación del grupo hidroxilo del sustrato que está por llegar; 2) La mayoría de las cinasas 

de proteína SerlThr y todas las cinasas de proteína de Tyr contienen un residuo de arginina 

(Arg) inmediatamente anterior al Asp catalítico. Estas proteínas, denominadas cinasas "RO" 

(Arg-Asp), son activadas mediante la fosforilación en el segmento de activación que contiene 

una secuencia RO, requieren de interacciones iónícas entre la arginina y el fosfato o un grupo 

carboxilato, para neutralizar la carga del grupo de residuos básicos que incluye a la arginina 

de la secuencia RO. Las interacciones iónicas pueden tener otros efectos como la 

autoinhibición del segmento de activación, la promoción de la orientación adecuada del 

dominio y el alineamiento correcto de residuos de unión al ATP (Johnson et al., 1996). 
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De acuerdo a sus dominios catalíticos, las cinasas de proteína se clasifican en cinco 

grupos: (1) el grupo AGC, el cual contiene familias de cinasas dependientes de nucleótidos 

cíclicos (P~ y PK§); (2) el grupo CAMK que contiene tanto a la familia de cinasas 

depeAdientes de calcio/calmodulina como a la familia de cinasas de proteína activadas por 

SNF1/AMP (CaMK); (3) el grupo CMGC, el cual contiene a las familias .QDK, MAPK, §SK-3 y 

ºKII ; (4) el grupo PTK, que se refiere a las cinasas de proteína de tirosina y (5) el grupo que 

contiene otras cinasas de proteína aún no clasificadas (Stone y Walker, 1995). 

2.4.7.1. Grupo AGC 

En el grupo AGC se encuentran las cinasas de proteína dependientes de los 

nucleótidos cíclicos: ~MP (P~) Y c§MP (PK§) y las cinasas dependientes de ºalcio­

fosfolípidos (PKº); la mayoría de las actividades de estas cinasas están reguladas por 

segundos mensajeros y en plantas no se han caracterizado suficientemente los miembros de 

este grupo (Stone y Walker, 1995). 

2.4.7.2. Grupo de las CaMK 

En el grupo de las CaMKs se encuentran las cinasas de proteína dependientes de 

calcio/calmodulina y las cinasas de proteína que se activan para responder al estrés 

nutrimental o ambiental que sufren las células eucarióticas (SNF1/AMP). Las cinasas de este 

grupo, al igual que las cinasas AGC, son reguladas por segundos mensajeros y las familias 

más representativas de este grupo, son las cinasas de proteína con dominio como 

calmodulina CDPKs y las cinasas homólogas a SNF1 (SNF1 es una proteína cinasa de 

levadura que se requiere para la derepresión catabólica del carbono), las cuales se han 

identificado en varias especies de plantas (Stone y Walker, 1995). 

2.4.7.3. Grupo de las cinasas CMGC 

En el grupo de las CMGCs se encuentran las cinasas dependientes de ciclina (CDKs), 

las cinasas activadas por mitógeno (MAPKs), las cinasas de las sintetasas de glucógeno 

(§SK-3) y las cinasas de caseína 11 (ºKII). La actividad de este grupo de cinasas está 

regulada por cascadas de fosforilación y los sitios de fosforilación se encuentran 

comúnmente entre los subdominios VII y VIII del segmento de activación (Wei et al., 1994). 
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2.4.7.4. Cinasas de proteína PTK 

Las cinasas PTK son una familia de enzimas reguladoras importante en células 

eucarióticas. Esta familia de proteínas es específica de Tyr, por lo que difiere de las cinasas 

de proteína con doble especificidad. En plantas, no se han identificado miembros de esta 

familia, sin embargo, no se descarta su presencia (Stone y Walker, 1995). 

2.4.7.5. Cinasas de proteína receptoras 

La familia de cinasas de proteína receptoras (RLK) son proteínas transmembranales 

que contienen tanto dominios de cinasa de serinaltreonina en el citoplasma como otros 

dominios diferentes en la región extracelular (Morris y Walker, 2003). De acuerdo a su 

dominio extracelular, las RLKs se puede unir a carbohidratos, polipéptidos, componentes de 

la pared celular de microorganismos o esteroídes (Shiu y Bleecker, 2001 ). 

En plantas, las RLKs parecen estar ínvolucradas en las respuestas de defensa contra 

patógenos. Por ejemplo, los miembros de la familia de cinasas asociadas a la pared celular 

(WAK) interactúan con la pectina y otras proteínas localizadas en la pared celular (Wagner y 

Kohom, 2001) para íntervenir posiblemente durante la comunicación entre la pared y la 

membrana celular durante el ataque de patógenos (Morris y Walkner, 2003). Las cínasas-1 

receptoras extensas en prolina (PERK1) -nombradas así por contener un dominio 

extracelular rico en prolina (41% prolina)- responden a cambíos físicos de la pared celular de 

Arabidopsis y Brassica (Silva y Goring, 2002). 

2.5. MAP CINASAS: RECEPTORES ESPECfFICOS DURANTE LA SEÑALIZACIÓN EN 

PLANTAS 

2.5.1. Generalidades de las cascadas de MAP cinasas 

Las cascadas de cinasas de proteína activadas por mitógenos (MAP cinasas) son 

módulos universales de transducción de señales que se encuentran en células eucarióticas 

transducen un estímulo extemo proveniente del ambiente, o bien, de otros organismos, para 

inducir un intervalo amplio de respuestas celulares (Ichimura et al., 2002). 

Una de las funciones de las MAP cinasas es amplificar señales; sin embargo, no es 

necesariamente la principal (Ferrel, 1996), ya que la percepción y transducción de señales 

son eventos tan complejos que no todos los organismos son capaces de responder a todas 

sus modalidades. La percepción de señales depende de varios factores como son la 
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intensidad, retención, brevedad y periodicidad de la misma, mientras que, por ejemplo, la 

transducción de señales se dificulta si las células están percibiendo continuamente diversos 

estímulos (Hall et al., 2002), ya que la célula se ve obligada a transducir simultáneamente las 

diferentes señales. 

La señalización celular mediada por MAP cinasas, pese a su ubicuidad y diversidad, 

es un evento altamente regulado. Por ejemplo, las fosfatasas de proteína regulan 

negativamente a los miembros que conforman la cascada de las MAP cinasas y las 

MAPKKKs y MAPKKs al contener múltiples sitios de fosforilación, le confieren a la cascada 

flexibilidad para transmitir más de una señal de forma simultánea (Denhardt, 1996). 

Las cascadas de MAP cinasas presentan propiedades cinéticas muy particulares: 

responden a. los estímulos casi inmediatamente; por lo que se consideran moléculas 

reguladoras (Zhang y Liu, 2001); discriminan pequeñas perturbaciones de la señal e inducen 

una respuesta siempre y cuando la señal se mantenga y sea duradera (Ferrel, 1996). Estas 

propiedades son las que hacen suponer que la duración de la actividad de las MAP cinasas 

es la que determina el efecto celular resultante (Hall et al., 2002). 

En plantas, se han identificado diferentes miembros que conforman cascadas de MAP 

cinasas y diversos genes que las codifican, particularmente, en especies de alfalfa (Duerr et 

al., 1993; Jonak et al., 1993, 1995, 1996; Bl>gre et al., 1999), Arabidopsis (Mizoguchi et al., 

1993, 1994), avena (Huttly y Phillips, 1995), perejil (Ligterink et al., 1997), chicharo 

(Stafstrom et al., 1993), petunia (Decroocq-Ferrant et al., 1995) y tabaco (Wilson et al., 1993, 

1995, 1997; Seo et al., 1995; Zhang et al., 1998). La secuencia de residuos de estas MAP 

cinasas está muy conservada en toda su longitud y presenta una similitud mayor en los once 

subdominios indispensables para la función catalítica de las cinasas de proteína de 

serina/treonina. Los residuos de las regiones N- y C- terminales fuera de los 11 subdominios 

difieren más que los del núcleo catalítico, sin embargo, se conservan en algunos subgrupos, 

por lo que se consideran importantes para algunas funciones biológicas tales como la 

especificidad del sustrato o para el establecimiento de interacciones con otras proteínas 

(Bagre et al., 2000). 

2.5.2. Conformación de la cascada de MAP cinasas. 

El arreglo básico de una cascada de MAP cinasa consiste en un módulo de tres 

cinasas (Fig. 4). La MAPK es la última cinasa de la cascada en activarse y lo hace cuando 
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una MAPKK fosforila los residuos de tirosina y treonina de su secuencia característica TxY 

(donde x representa a cualquier aminoácido); (Meskiene y Hirt, 2000). La MAPKK, 

responsable de la activación de la MAPK, requiere ser previamente activada y esto sucede 

cuando una MAPKKK fosforila los residuos de serina y treonina catalíticos que se encuentran 

conservados entre los subdominios VII y VIII de las MAPKKs (Alessi el al., 1994; Zheng y 

Guan, 1994). Si la fosforilación requerida para su activación ocurre en otros residuos 

diferentes a los mencionados, entonces su actividad es regulada negativamente 

(Rossomando el al., 1994). 

En general, las cascadas de MAP cinasas no están relacionadas directamente con los 

receptores membranales de señales, ya que son preferencialmente activadas por otros 

componentes cuya actividad depende del receptor membranal. Tales componentes incluyen 

otras cinasas de proteína, como la proteína cinasa C (PKC) o la proteína cinasa p21 laS
_ 

activada (PAK) y las proteínas de unión a GTP (proteínas-G), que pueden ser de ambos 

tipos: monomérico y heterotrimérico (Hall el al., 2002). 

En células de mamíferos y levaduras, las MAPKs activadas en el citoplasma pueden 

trasladarse: (a) al núcleo, en donde activan factores de transcripción a través de una 

reacción de fosforilación para activar así la expresión de genes y (b) a otros sitios del 

citoplasma para fosforilar enzimas específicas, tales como cínasas de proteína, fosfatasas, 

lipasas, etc., o bien, componentes citoesqueléticos (Bagre el al., 2000). En plantas, no se ha 

identificado algún sustrato in vivo (Zhang y Klessig, 2001) sin embargo, se han propuesto 

diversos candidatos como son: enzimas metabólicas, cinasas de proteína y factores de 

transcripción (Suzuki, 2002). 

2.5.2.1. MAPKKKs 

Los componentes de la cascada de MAP cinasas que estructuralmente difieren más 

son las MAPKKKs (Wrzaczek y Hirt., 2001), las cuales pueden contener: secuencias 

reguladoras localizadas en dominios con homología Pelckstrin (PH); secuencias ricas en 

prolina involucradas en la unión a SH3; motivos de dedos de zinc; cierres de leucina; sitios 

de unión para proteínas G o bien; varios sitios de fosforilación de serina/treonina (Garrington 

y Johnson, 1999). La heterogeneidad estructural de las MAPKKKs y de sus dominios 

reguladores le confiere a la cascada de señalización varias características como son: (1) 

flexibilidad para responder a una gran variedad de estímulos (Meskiene y Hirt, 2000) Y (2) la 

capacidad de alimentar múltiples cascadas de MAP cinasas (Fanger el al., 1997; Gustin el 

al., 1998). 
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T ran6cripci6n, 

eté 
Fig. 4 Esquema simplifICado del funcionamiento de las cascadas de MAP cinasas. La percepción de una sen al 
extracelular por un receptor membranal lleva a la activación del módulo de las cinasas, en el que la MAPKKK 
activa a la MAPKK y ésta a su vez activa a la MAPK. La activación de la cascada requiere de varias reacciones 
río arriba. mientras que río abajo, la MAPK puede activar a otras cinasas de proteína, fosforilar componentes 
citoesqueléticos o trasladarse al núcleo para activar factores de transcripción que lleven a la expresión de 
ciertos genes (Jonak et al., 1999). 

En células de mamíferos y levaduras, las MAPKKKs se clasifican en cuatro grupos: las 

cinasas MEKKlSTE11, las cinasas Raf, las cinasas MLK y las cinasas MOS (Widmann et al., 

1999), mientras que en plantas se clasifican únicamente en tres grupos: el A o PMEKKs, 

cuyos miembros son similares al grupo de MEKKlSte11/ Bck1 y los grupos B y C o PRAF 

cuyas MAPKKKs son similares a las RAF cinasas (Ichimura et al., 2002) (Fig. 5). 

2.5.2.2. MAPKKs 

Las MAPKKs son consideradas proteínas con doble especificidad. ya que activan a las 

MAPKs a través de la fosforilación de los residuos de treonina y tirosina de la secuencia TxY; 

tienen especificidad restringida al sustrato. ya que únicamente activan MAPKs (Seger et al .• 

1992); funcionan únicamente en una o dos cascadas de MAP cinasas distintas (Robinson y 

Cobb. 1997) y se consideran puntos de convergencia, ya que pueden integrar diferentes 

señales en una misma ruta (Meskiene y Hirt, 2000). 
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Las MAPKKKs del grupo B tienen dominios 

N-terminales extensos y algunos de sus 

miembros participan durante la resistencia a 

enfermedades en las plantas (Ichimura el 

al., 2002). 

Las únicas 2 MAPKKKs descritas son la 

AtN1 y la AtMRK1 (Tregear el al., 1996; 

Ichimura el al., 2002), mientras que el resto 

de los miembros del grupo se conocen por 

el análisis genómico de Arabidopsis 

el thaliana (Ichimura et al., 2002). 

" .' 

Fig. 5 Árbol filogenético y propiedades de las posibles proteínas cinasas cinasas cinasas activadas por 
mitógenos (MAPKKK). Para identificar las especies de origen de cada MAPKKK, las primeras iniciales de sus 
nombres anteceden al nombre de la proteína: Ah, Arachis hypogaea; At, Arabidopsis thaliana; Bn, Brassica 
napus; Cm, Cucumis me/o; Fs, Fagus sy/vatica; Gm, G/ycine max; Hv, Hordeum vu/gare; Le, Lycopersicon 
escu/entum; Nt, Nicotiana tabacum; Os, Oryza sativa; Rhc, Rosa hybrid cultivar, Ta, Triticum aestivum 
(Modificado de Ichimura el a/., 2002) 
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En plantas se han identificado alrededor de 21 MAPKKs (Fig. 6), las cuales son 

diferentes a las de mamíferos por presentar una secuencia consenso en el sitio de 

fosforilación de SlTxxxxxSlT, ya que la de mamíferos es de SlTxxxSIT (Ichimura et al., 2002). 

Las regiones N-terminal de ambos tipos de MAPKKs son muy similares entre sí, ya que 

presentan un sitio de unión [KR][KlR][KlR)x(1-5)[LlI)x[LlI). 

Árbol filogenético Características 

.-----,r,IMI{K~ (Al ) 
L----AlM KI'.:l (Al ) 

LeMEKl (Al ) 
NCSIPKK (Al) 

MsPRKK (Al ) 

) 
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(10.2) 

(10.2 
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L------AlM.KK9 (01) 
'-----------J.1MKK10 (01) 

Los miembros de este grupo se han 

asociado con las respuestas de la planta 

al estrés abiótico, biótico y a la división 

celular. 

I Contienen una estructura Inusual que 
consiste en un dominio de factor de 
transporte nuclear 2 (NFT2) en la región C-
terminal. 

Contiene a las MAPKKs activadoras del 

grupo A de las MAPKs. 

Las funciones biológicas de estas 
MAPKKs se desconocen (Ichimura et al., 
2002). 

Fig. 6 Árbol filogenético y propiedades de las proteínas cinasas cinasas activadas por mitógenos (MAPKK). 
Para identificar las especies de origen de cada MAPKK, las primeras iniciales de sus nombres anteceden al 
nombre de la proteína: At, Arabidopsis thaliana; Le, Lycopersicon esculenlum; Ms, Medicago saliva; Nt, 
Nicoliana tabacum; Os, Oryza saliva; Zm, Zea mays (Modificado de Ichimura el al., 2002) 

2.5.2.3. MAPKs 

La activación de MAPKs requiere de la fosforilación de los residuos de treonina y 

tirosina que se localizan en los subdominios VII y VIII del núcleo catalítico (Bagre et al., 

2000); se caracterizan por contener en su secuencia un dominio CD que funciona como sitio 

de unión para las MAPKKs, fosfatasas y proteínas sustrato al contener una secuencia de 

residuos: [L Y][LHY]Dxx[DE)xx[DE]EPxC. Los residuos ácidos adyacentes D y E son 

fundamentales para la interacción con los residuos básicos K y R de las MAPKKs (T anoue et 

al., 2000). Los residuos hidrofóbicos (L, H y Y) del dominio CD de las MAPKs, se unen a los 

residuos hidrofóbicos (LxLxL) localizados en el sitio de unión de las MAPKKs (Ichimura et al., 

2002). 
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Fig. 7 Árbol filogenético y propiedades de las proteínas cinasas activadas por mitógeno (MAPKs). Para 
identificar las especies de orígen de cada MAPK, las primeras iniciales de sus nombres anteceden al nombre de 
la proteína: As, Avena sativa; At, Arabidopsis thaliana; Ca, Capsicum annuum; Car, Cicer arietinum; Ee, 
Euphorbia esula; lb, Ipomoea batatas; Ms, Medicago sativa; Nt, Nicotiana tabacum; Os, Oryza sativa; Pa, 
Prunus armeniaca; Pe, Petroselinum crispum; Ph, Petuniaxhibrida; Ps, Pisum sativum; Ta, Triticum aestivum; 
Zm, lea mays (Modificado de Ichimura et al., 2002) 

A las MAPKs de plantas comúnmente se les denomina PERK (Plant ERK). por su 

similitud a las MAPKs de la subfamilia ERK de mamíferos. Estas PERKs se clasifican en dos 

subtipos: las que contienen en el sitio de fosforilación un motivo TEY y los que contienen un 

motivo TDY (Fig, 7); no se han identificado homólogos del motivo TGY. localizados en 

MAPKs de levaduras y mamíferos, ni del motivo TPY presente en mamíferos (Ichimura et al., 

2002). 
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Las MAPKs de los grupos: A, B Y C contienen una secuencia TEY, mientras que las 

del grupo O contienen la secuencia TDY (Fig. 7); los dominios CD de las MAPKs de los 

grupos A y B están muy conservados en la región C-terminal, mientras que los del grupo C 

se han modificado posiblemente a través de la evolución y las MAPKs del grupo O no los 

contienen (Ichimura et al., 2002). 

2.5.3. Las MAP cinasas y su participación en respuesta a estímulos externos. 

En plantas, las cascadas de MAP cinasas están involucradas en respuestas, tanto a 

diferentes tipos de estrés biótico y abiótico, como a hormonas, a procesos de división y al 

desarrollo celular (Ichimura et al. , 2002); por lo tanto, éstas participan cuando las plantas son 

estimuladas con diferentes tratamientos tales como la infección por patógenos, lesiones, 

cambios extremos de temperatura, sequía, hiper- e hipo-osmolaridad, salinidad elevada, 

contacto, especies reactivas de oxígeno (ROS) (Tena et al. , 2001; Zhang y Klessig, 2001 ; 

Romeis, 2001 ; Morris, 2001), ozono e irradiación ultravioleta (UV) (Tabla 1). 

2.5.3.1. MAP cinasas y estimulación mecánica 

Las plantas se hallan constantemente expuestas a estreses mecánicos causados por 

contacto, aire y lluvia. Estas diferentes estímulaciones inducen varias respuestas fisiológicas 

en la planta como son: el crecimiento diferencial, la reducción en la velocidad de crecimiento 

yel reforzamiento de sus paredes celulares (Meskiene y Hirt, 2000). 

Unos de los primeros efectos que responden al estrés mecánico son el cambio de 

concentración de calcio citoplásmico y la fosforilación de proteínas tales como las MAP 

cinasas. Por ejemplo, en hojas de Arabidopsis se acumulan transcritos de los genes AtMPK3 

y AtMEKK1, los cuales codifican una MAPK y una MAPKKK, respectivamente (Mizoguchi et 

al., 1996). En hojas de alfalfa también se activa la SAMK, una MAPK activada por estrés 

(B6gre et al., 1996). 

2.5.3.2. MAP cinasas y señalización causada por lesiones. 

Uno de los tipos de estrés abiótico más severo y predominante en plantas es la lesión 

producida por daño mecánico o por ataque de patógenos y/o herbívoros. La planta, para 

evitar ser dañada, activa a un grupo de genes que codifican proteínas que responden a 

patógenos (PR) e inhibidores de proteasas (PI N); (Meskiene y Hirt, 2000). Algunos de estos 

genes se inducen únicamente a nivel local, mientras que otros se expresan sistémicamente 

para proteger a toda la planta (Bowles, 1993). 
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Tabla 1. Evidencia de la participación de MAP cinasas en la transducción de señales en plantas (Jonak el al., 

199~9)~~ ____ ~~ ____ ~~ __________ ~~~~~~~~ ______________ -, 
Estimulo Especies Sistema Proteina/ge Resulta en: 

Frío Arabidopsis 
Iha/iana 
Medicago 
saliva 

Sequía Arabidopsis 
Ihaliana 
Medicago 
saliva 

Estrés con Arabidopsis 
sal Iha/iana 
Contacto Arabidopsis 

Ihaliana 
Medicago 
saliva 

Heridas Lycopersicon 

Evocador 
bacteriano 
Evocador 
fúngico 

escu/enlum 
Medicago 
saliva 

Nicoliana 
labacum 

Nicoliana 
labacum 
Nicoliana 
labacum 

Nicoliana 
labacum 
Nicoliana 
labacum 
Nicoliana 
labacum 

na 
Plantas crecidas in vilro A/MPK3 

Plantas crecidas en 
tierra 

Plantas crecidas in vi/ro A/MPK3 

Plantas crecidas in vi/ro p44MMK4 

Plantas crecidas in vi/ro AtMPKI 
A/MPK3 

Plantas crecidas in vi/ro A/MPK3 

Suspensión celular de 
hojas 
Plantas 

Hojas 

Díscos de hojas 
Plantas 

Hojas 

Suspensión celular 

Suspensión celular 

Suspensíón celular 

Suspensión celular 

p48 

p49 

p44 

p40 

p48 

Pelerose/inum Suspensión celular 
crispum 

Quítosano 

PGA 

SA 

GA 
ABA 

Etíleno 

Auxina 

Lycopersicon Plantas 
escu/enlum 
Nicoliana 
/abacum 
Lycopersicon 
escu/enlum 
Nicotiana 
/abacum 

Avena saliva 
Hordeum 
vu/gare 
Arabidopsis 
Ihaliana 
Nico/iana 

Discos de hojas 

Plantas 

Cultivo en suspensión 
Discos de hojas 
Células de aleurona 
Protoplastos de 
aleurona 
Mutante 

Cultivo en suspensión 

p48 

p48 

p48SIPK 

p46PMSAPK 

AsPK9 

CTRI 

p46 

Inducción de los transcritos de AtMPK3 

Inducción de la actividad de la cinasa 
Inducción de los transcritos de MMK4 
(niveles constantes de la proteina 
MMK4) 
Inducción de los transcritos de AtMPK3 

Inducción de la actividad de la proteína 
cinasa MMK4 
Innllr.r.ión nA In" Imn"r.riln" nA AIMPK1 
Inducción de los transcritos de AtMPK3 
Inducción de los transcritos de AtMPK3 

Inducción de los transcritos de MMK4 

Inducción de una proteína MBP-cinasa 

Inducción de la actividad de la proteína 
cinasa MMK4 
Inducción de los transcritos de MMK4 
(niveles constantes de la proteína 
MMK4) 
Inducción de una proteína MBP-cinasa 
Inducción de una proteína cinasa MBP 
Induccíón de transcritos de WIPK 
Silenciamíento del gen endógeno de 
WIPK 
Inducción de una proteína MBP-cinasa 

Inducción de una protelna MBP-cinasa 
Inducción de la actividad de la SIPK 
(niveles constantes de la protelna SIPK) 
Niveles constantes del transcrito de la 
SIPK 
Inducción de una proteína MBP-cinasa 

Inducción de una proteína MBP-cinasa 

Inducción de una proteína MBP-cinasa 

Inducción de una proteína MBP-cinasa 
Inducción de la actividad de la proteína 
cinasa ERMK 
Inducción de los transcritos de la ERMK 
Transporte nuclear 
Inducción de una proteína MBP-cinasa 

Inducción de una proteína MBP-cinasa 

Inducción de una proteína MBP-cinasa 

Inducción de la actividad de la SIPK 
Inducción de una proteína MBP-cinasa 
Regulación río abajo de los transcritos 
Inducción de la proteína cinasa 
fosfotirosinal ERK1 
Regulador negativo de la respuesta de 
etileno 
Inducción de una proteína MBP-cinasa 
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tabacum 
De~arrollo de Nicotiana 
polen tabacum 

Germinación Nicotiana 
del polen tabacum 

Polen 

Polen 

p45Ntf4 Inducción de la actividad de la proteina 
Ntf4 cinasa 
Inducción de los transcritos de Ntf4 

p45Ntf4 Incremento en los niveles de la proteina 
"111"-
Inducción de la actividad de la proteina 
Nft4 
(niveles constantes de proteina Nft4) 

Tanto en especies monocotiledóneas como dicotiledóneas, las plantas lesionadas 

activan MAP cinasas para conformar respuestas de defensa; por ejemplo, las lesiones en 

tabaco inducen la activación de la WIPK (Proteína Cinasa Inducida por Herida); (Seo et al., 

1995) y la SIPK (Proteína Cinasa Inducida por SA); (Zhang y Klessig, 1998). 

2.5.3.3. MAP cinasas y estimulación oxidativa 

La producción de ROS es una de las primeras respuestas en plantas resistentes a 

patógenos (Lamb y Dixon, 1997) y se relaciona además con la activación de respuestas 

adaptativas en plantas estimuladas con diferentes tipos de estrés abiótico (Usami et al., 1995; 

Cazalé et al., 1999; Samuel et al., 2000). Por ejemplo, el H202 además de actuar como un 

estrés, funciona como una molécula de señalización para favorecer y retroalimentar la 

activación de cascadas de MAP cinasas (Zhang y Klessig, 2001). 

2.5.3.4. MAP cinasas y estimulación osmótica 

Las plantas responden a la estimulación osmótica y uno de los mecanismos que 

implementan para hacerto es la activación de MAP cinasas. Por mencionar algunos casos, en 

células de alfalfa estimuladas con sal en una concentración de 100 a 500 mM, se activa la 

SIMK (Proteína Cinasa Inducida por Sal); (Munnik et al., 1999), mientras que en 

concentraciones mayores se induce únicamente la actividad de una cinasa de 38 kDa 

(posiblemente perteneciente a la familia de cinasas SNF1). Esto ha hecho suponer que 

existan 2 osmosensores que perciban presiones osmóticas de acuerdo a su intensidad 

(Meskiene y Hirt, 2000). Asimismo, en suspensiones celulares de tabaco estimuladas con 

tratamientos osmóticos, se ha detectado la inducción de la SIMK y la WIPK; la SIMK es 

activada por tratamiento hiper- e hipo-osmóticos, mientras que la WIPK sólo se induce con 

tratamiento hipoosmótico (Mikolajczyk et al., 2000; Hoyos y Zhang, 2000; Droillard et al., 

2000). 

31 



2.5.3.5. El papel de las cascadas de MAP cinasas en la señalización hormonal de las plantas. 

Una de las hormonas mejor estudiadas y que induce la actividad de algunas MAP 

cinasas en Arabidopsis thaliana y Medicago sativa es el etileno; esta hormona induce en 

células de Medicago la actividad tanto de la SIMK como de la MMK3, siendo el componente 

que se localiza arriba de ambas MAPKs la SIMKK, que además es la responsable del 

fenotipo de la "triple respuesta constitutiva" característica del tratamiento con etileno (Ouaked 

et al., 2003). Asimismo, en células de A rabidopsis , se había reportado anteriormente la 

participación de la CTR1 que codifica una proteína cinasa homóloga a la clase de las 

MAPKKKs Raf de mamíferos (Kieber et al. , 1993), la cual resulta ser el componente 

localizado arriba de la SIMKK (Ouaked et al. , 2003). 

También, se ha reportado la activación de cinasas inducidas por el ABA, sin embargo, 

aún se desconoce si éstas cinasas son MAP cinasas (Li y Assman, 1996; Mori y Muto, 1997). 

2.5.3.6. MAP cinasas y respuesta a patógenos 

Las plantas que son atacadas por patógenos, desarrollan diversas estrategias de 

defensa como son las barreras físicas y químicas y las inducidas (reforzamiento de sus 

paredes celulares, producción de fitoalexinas y activación transcripcional de genes de 

defensa) (Yang et al., 1997). 

Recientemente, en plantas se han identificado diversas MAP cinasas activadas tanto 

por evocadores fúngicos y bacterianos como por infecciones con patógenos (Tabla 2). Estas 

evidencias indican que las cascadas de MAP cinasas participan en la señalización de 

defensa y que constituyen el principal mecanismo para activar las respuestas de defensa 

(Cardinale et al., 2000). 

2.5.4. Inhibición de la cascada de MAP cinasas. 

La inhibición de las cascadas de MAP cinasas es tan importante como la activación 

misma; este evento ocurre cuando las proteínas fosfatasas defosforilan los residuos de 

treonina y/o tirosina de la secuencia TxY de las MAPKs (Meskiene y Hirt, 2000). 

Básicamente las fosfatasas se han agrupado de acuerdo a la especificidad de su 

sustrato en tres familias: (i) las proteínas fosfatasas de Tyr (PTPasas); (ii) las proteínas 

fosfatasas de amplio espectro (DsPTPasas) que pueden defosforilar tanto a residuos de Tyr 

como de Thr de la secuencia de MAPKs y (iii) las proteínas fosfatasas de SerlThr (PPPasas 

y PPMasas). Dentro de la familia de las PPPasas se encuentran las fosfatasas PP1, PP2A Y 

PP2B, de éstas sólo la PP2B requiere de Ca2
+ para su actividad catalítica. Las PPMasas 

comprenden las proteínas fosfatasas PP2C, las piruvato deshidrogenasas fosfatasas y otras 

fosfatasas SerlThr que son dependientes de Mg2
+ (Kerk et al., 2002). 
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Tabla 2. MAPKs inducidas durante la infección de plantas con patógenos. 
Estímulo Especie Sistema Resulta en: 
Evocador derivado de la pared Nicoliana Suspensión celular Inducción de la actividad de una MAPK 
celular de Phytophlhora labacum de 47 kDa (Suzuki y Shinshi, 1995). 
infeslans (PiE) 
SA Nicoliana Suspensión celular Inducción de la actividad de la SIPK, 

labacum peso molecular de 50 kDa (Zhang ~ . 

Klessig, 1997) 
Evocador derivado de la pared Nicoliana Suspensión celular Inducción de la actividad de la SIPK, 
celular de Phytoplrthora labacum peso molecular de 50 kDa (Zhang el al., 
parasitica 1998) 

Inducción de la actividad de la WIPK, 
peso molecular de 46 kDa (Zhang el al., 
1998) 

Criptogeina Nicoliana Suspensión celular Inducción de la actividad de la SIPK, 
labacum peso molecular de 50 kDa(Zhang el al., 

1998) 
Inducción de la actividad de la WIPK, 
peso molecular de 46 kDa (Zhang y 
Klessig, 1998; Zhang el al. , 1998) 
Inducción de la actividad de una MAPK 
de 40 kDa (Zhang el al., 1998) 

Parasiticeina Nicoliana Suspensión celular Inducción de la actividad de la SIPK, 
labacum peso molecular de 50 kDa(Zhang el al., 

1998) 
Inducción de la actividad de la WIPK, 
peso molecular de 46 kDa (Zhang } 
Klessig, 1998; Zhang el al., 1998) 
Inducción de la actividad de una MAPK 
de 40 kDa (Zhang el al., 1998) 

Harpina, evocador pro<iJcido Nicoliana Hojas Inducción de la actividad de una MAPK 
[ por Erwinia amylovora labacum de 49 kDa (Hoyos el al., 1998) 
Xilanasa (TvX), evocador Nicoliana Suspensión celular Inducción de la actividad de una MAPK 
fúngico producido por labacum de 47 kDa (Suzuki el al., 1999). 
Trichoderma viride 
Proteina Avr9 del hongo Nicoliana Suspensión celular Inducción de la actividad de la SIPK, 
patógeno Cladosporium ft#lum labacum que expresa el gen peso molecular de 50 kDa(Romeis el al., 

de resistencia de 1999) 
tomate Cf-9 Inducción de la actividad de la WIPK, 

peso molecular de 46 kDa (Romeis el al., 
1999) 

Evocador de levadura (VE) Medicago Suspensión celular Inducción de la actividad de las MAPKs: 
saliva SIMK, MMK3, MMK2 Y SAMK 

I (Cardinale el al., 2000) 
Componentes del VE: 

Quitina Medicago Suspensión celular Inducción de la actividad de la SIMK, 
saliva MMK2 y MMK3, (Cardinale el al. , 2000) 

p-glucano Inducción de la actividad de la SIMK, 
MMK2 y MMK3 (Cardinale el al., 2000) 

Ergoesterol Inducción de la actividad de la SIMK, 
MMK3 y SAMK (Cardinale el al., 2000) 

Virus del Mosaico de Tabaco Nicoliana Inducción de la actividad de la SIPK, 
(TMV) labacum peso molecular de 50 kDa (Zhang ~ 

Klessig, 1998) 
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Inducción de la actividad de la WIPK, 
peso molecular de 46 kDa e 
independiente del SA (Zhang y Klessig, 
1998) 

SA G/ycine Cultivo celular Activación bifásica de una MAPK de 48 
Pseudomonas syringae pv. max kDa, nombrada GmSIPK (G/ycine max 
G/ycinea SIPK); (Anstlltt y Tenhaken, 2003) 

Las PTPasas contienen un motivo activo con la secuencia (IN)HCXAGXXR(Sff)G, el 

cual contiene un residuo de cisteína indispensable para su actividad catalítica tanto en 

plantas como en animales (Gupta et al., 1998, 2003; Xu et al., 1998), dado que participa 

como un nucleófilo que desplaza al grupo fosfato del sustrato y forma un intermediario de 

reacción (Guan, 1994). Este tipo de fosfatasas tiene un origen y mecanismo catalítico 

diferentes a las proteínas Serffhr (Kerk et al., 2002). 

Las fosfatasas DsPTPasas contienen: un motivo activo cuya secuencia es 

VXVHCXXGXSRSXTXXXAY(UI)M, el cual presenta cierta similitud al motivo de las PTPasas 

pero no al de las PPPasas; y una especificidad muy restringida (Gupta et al., 1998), pues 

cada isoforma de DsPTPasas pueden defosforilar y regular únicamente una o dos MAPKs 

(Luan, 2002). 

En general, las interacciones entre las fosfatasas y las cascadas de MAP cinasas han 

sido poco estudiadas y entre las mejor analizadas se encuentran las fosfatasas de animales 

y levaduras, ya que algunas de éstas se han clonado y caracterizado (Meskiene y Hirt, 2000). 

Con respecto a las fosfatasas de plantas, las fosfatasas mejor caracterizadas son las 

del tipo Serffhr (Luan et al., 1993; Stone y Walker, 1995; Smith y Walker, 1996), ya que no 

ha resultado fácil identificar o caracterizar en estos sistemas a las principales fosfatasas que 

inactiva n MAPKs en animales y levaduras, las DsPTPasas. 

La secuencia del genoma completo de Arabidopsis thaliana ha permitido estimar el 

número de fosfatasas que son codificadas por el organismo. Aparentemente existen 112 

fosfatasas en el genoma de A. thaliana, de las cuales 69 corresponden a PP2C, 23 a 

fosfatasas Serffhr, 18 a DsPTPasas y una a LMW-PTP (Kerk et al., 2002). La única 

DsPTPasa analizada en el organismo ha sido la AtDsPTP1 (Gupta et al., 1998). 

En general, se ha demostrado que las fosfatasas regulan la actividad basal de las 

MAP cinasas de plantas, ya que la actividad de MAP cinasas se mantiene o se induce por 

efecto del uso de inhibidores de fosfatasas. Asimismo, se ha demostrado que se requiere de 

la síntesis de novo de las fosfatasas de proteína para inhibir a las MAP cinasas (Suzuki y 

Shinshi, 1995; Adam et al. , 1997; Bagre et al., 1997, Suzuki et al., 1999). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

. Se han encontrado durante la germinación del maíz, diversas modificaciones a nivel 

bioquímico y molecular por efecto de la toxina fúngica FB1, entre las que se encuentran: 

1) Cambios en los componentes de la membrana plasmática: 

a) Aumento en la permeabilidad (Gutiérrez et al., 1999a) 

b) Disminución de la fluidez membranal (Gutiérrez et al., 1999b) 

c) Inhibición de la glucan sintetasa 11 (Garibay et al., 2000; Enríquez et al., 2001) 

d) Inhibición de la ATPasa de H+ (Gutiérrez, 1999c) 

e) Inhibición de cinasas membranales (Carmona, 2003) 

2) Incremento de los niveles de esfinganina y fitoesfingosina en células de embriones de 

maíz en una proporción con respecto al control, de: 

a) 3.6 veces de PS (homogenados totales) (Rivas, 2001) 

b) 6.1 veces de SN (homogenados totales) (Rivas, 2001) 

c) 4.4 veces de PS (Microsomas) (Gutiérrez et al., 2001) 

d) 10.5 veces de SN (Membrana Plasmática) (Gutiérrez et al., 2001) 

3) La expresión de componentes de la Respuesta de Hipersensibilidad (HR): 

a) Incremento de los transcritos de la HGRP (SanJuan, 2001) 

b) Degradación del ácido desoxirribonucleico (Alcántara, 1998; De la Torre et al., 

2003) 

c) Incremento de los niveles endógenos de SA (Rivas et al., 2003) 

Como puede observarse, varias de las modificaciones encontradas hasta el momento 

parecen conformar una respuesta de defensa de los embriones de maíz contra el hongo 

patógeno, ya que constituyen elementos de la respuesta de hipersensibilidad, una de las 

primeras respuestas de defensa generadas por las plantas resistentes durante la invasión de 

patógenos no compatibles. Asimismo, estos resultados también sugieren que los 

intermediarios del metabolismo de los esfingolipídos están mediando esta respuesta. 

Por otra parte, en la literatura está bien documentada la activación de las MAP cinasas 

en las rutas de transducción de señales desencadenadas por patógenos, siendo las mejor 

caracterizadas las MAP cinasas activadas por efecto de evocadores fúngicos (ver Tablas 2 y 

3). No obstante, también han sido descritas algunas MAP cinasas activadas por efecto de 

35 



evocadores bacterianos (ver Tablas 2 y3). Existen además, dos reportes del efecto de la FB1 

sobre la actividad de MAPKs de mamíferos (Wattenberg et al., 1996; Pinelli et al., 1999). 

En conjunto, estos antecedentes nos han llevado a hipotetizar que la actividad de 

alguna(s) MAP cinasa(s) se verá(n) modificada(s) al exponer a los embriones de maíz al 

meta bolito secundario (FB1) producido por Fusarium verlicillioides. 

De igual forma, la demostración de que algunos esfingolipídos y sus precursores 

funcionan como segundos mensajeros en células animales y de que uno de los efectos de la 

FB1 en embriones de maíz es incrementar algunos compuestos esfingoideos, hace probable 

que estos compuestos y las MAP cinasas estén involucradas en las mismas vías de 

transducción de señales desencadenadas por patógenos. 
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4. HIPÓTESIS 

. La exposición de los embriones de maíz a la fumonisina B1 y a los compuestos 

esfingoideos producidos por Fusarium verlicil/ioides, patógeno natural del maíz, afecta la 

actividad de sus MAP cinasas. 

5. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Identificar los efectos de la toxina FB1 producida por el hongo Fusarium verlicillioides y 

de los compuestos esfingoideos esfinganina, fitoesfingosina y ceramida en la actividad de 

MAP cinasas de los embriones de maíz. 

OBJETIVO ESPECíFICO 

1. Determinar el efecto de FB1, SN, PS y CE tanto en condiciones in vivo como in vitro 

sobre la actividad de las MAP cinasas de las fracciones citosólicas de los embriones de maíz. 
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6. MATERIALES" METO nos 

6.1 Material biológico. 

Embriones de maíz Chalqueño, cosecha marzo 2002, adquiridas en Chalco, Edo. de 

México. 

6.2 Imbibición de embriones de maíz con FB I , SN, PS o CE. 

Los embriones de maíz fueron desinfectados con una solución de hipoclorito de sodio 

al 10% Y se distribuyeron homogéneamente 2 gramos en cajas de Petri que contenían tanto 

a la agarosa disuelta en buffer de imbibición, como a los compuestos de estudio (exposición 

in vivo), a las concentraciones indicadas en cada experimento. Los embriones se embebieron 

a 29 DC durante el tiempo necesario para el tipo de ensayo (ver Apéndice). 

6.3 Extracción de la fracción citosólica. 

Para la extracción de la fracción citosólica, se pulverizaron los embriones de maíz 

congelados en nitrógeno líquido y se homogenizaron en presencia de un buffer de 

homogeneización. El homogeneizado se centrifugó con el objetivo de obtener al 

sobrenadante que contenía a las proteínas del extracto y se congeló a -70DC (ver Apéndice). 

6.4 Cuantificación de proteína 

Se probaron varias técnicas de determinación de proteínas, ya que en la mayoría de 

éstas existía una inteñerencia de consideración causada por el buffer de homogenización. 

Las técnicas probadas fueron: 

O Bradford: Se fundamenta en la unión del azul de Coomassie y las proteínas mediante 

interacciones hidrofóbicas y iónicas. Las proteínas estabilizan la forma aniónica del colorante 

causando un cambio de color visible en un intervalo de longitud de onda de 465 a 565 nm. 

O Oensitometría obtenida por digitalización: La concentración de proteínas presentes en 

extractos crudos de tejidos animales y de plantas se puede determinar mediante dos 

procedimientos combinados: la tinción de las proteínas con azul de Coomassie y la 

densitometría obtenida después de la digitalización de la imagen. Es un método ampliamente 

usado cuando se necesita procesar un gran número de muestras, ya que es un método que 

inteñiere poco con varias sustancias como son la clorofila, el ditiotreitol, el SOS, el 2-

38 



mercaptoetanol, el Nonidet P-40 y el fluoruro de fenilmetilsufonil (y otros inhibidores de 

proteasas). Asimismo, es un método sensible que puede detectar concentraciones proteicas 

entre 100 Y 200 ng/,ll. 

o Determinación de proteínas con el KIT ESL de Roche Diagnostics (Exacto, Sensible y de 

Baja interferencia): Es un método espectrofotométrico que utiliza una reacción similar a la de 

biuret, donde el Cu2+ forma inicialmente un complejo en medio alcalino. El contenido de 

proteína es determinado al medir la absorbancia de un complejo de batocuproína-Cu+, el cual 

se forma cuando hay un exceso de Cu2+ no quelado por las proteínas. El exceso de Cu2+ es 

reducido a Cu+ con ácido ascórbico y éste forma un complejo colorido con la batocuproína. 

De esta manera, la señal es inversamente proporcional a la cantidad de uniones peptídicas. 

o Comparación con vesículas membranales: Para la calibración de la concentración de 

proteínas del extracto, se cargaron volúmenes arbitrarios de las fracciones citosólicas 

paralelamente a cantidades conocidas de proteínas de vesículas membranales en geles de 

poliacrilamida-SDS al 10%. Al teñir los geles con azul de Coomassie se realizaba una 

comparación visual entre estas cantidades de proteínas y, si era necesario, se corrían geles 

con volúmenes corregidos de las fracciones citosólicas hasta conseguir su calibración con 

respecto a las proteínas de las vesículas membranales. 

o Precipitación con etanol-acetona: La precipitación fue empleada para separar y concentrar 

a las proteínas de la fracción citosólica, eliminando reactivos presentes en el buffer de 

homogenización que interferían con la determinación de proteínas por el método de Lowry­

Peterson. Al término de la precipitación se realizó la determinación de proteínas por el 

método de Lowry-Peterson (ver Apéndice). 

o Lowry: El método se basa en la reacción del biuret que incorpora el uso del reactivo de 

Folin para enriquecer el desarrollo de color. Es un método ampliamente usado, ya que es 

hasta 100 veces más sensible que la reacción del biuret. En el método de Lowry, la proteína 

es tratada con sulfato cúprico en medio alcalino en presencia de tartrato y durante la 

incubación se adiciona el reactivo de Folin. El desarrollo de color es causado por una 

oxidación catalizada por el cobre del agente de Folin sobre los aminoácidos aromáticos y 

otros grupos, el producto es reducido formando una coloración azul que se lee a 750 nm, de 

manera que la mayoría de los grupos funcionales son los responsables de la intensidad de 

esta coloración. La intensidad de color varía de acuerdo a la composición de aminoácidos de 

las proteínas y de las condiciones analíticas, de manera que el color no es estrictamente 
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proporcional a la concentración de proteínas. Es un método relativamente específico, ya que 

algunas sustancias presentes en materiales biológicos presentan interferencias altas (ver 

Apéndice). 

6.5 Ensayo en solución para determinar actividad de cinasas de la proteína básica de la 

mielina (MBP). 

El ensayo en solución consistió en adicionar directamente MBP, sustrato de diversas 

cinasas en particular MAP cinasas, a un buffer de reacción de fosforilación con AT32P. Al 

estar en contacto la MBP con la fracción citosólica tratada o no con la FB1 o compuestos 

esfingoideos, fue fosforilada por algunas cinasas. La mezcla de reacción fue aplicada 

posteriormente a geles de poliacrilamida-SOS al 10%. Los geles fueron teñidos con azul de 

Coomassie o nitrato de plata, secados, expuestos y obtenidas sus autorradiografías (ver 

Apéndice). 

6.5.1 Ensayos de estandarización de tostorilación de la MBP. 

Para determinar la actividad de cinasas de MBP por efecto de la FB1 y compuestos 

esfingoideos, fue necesario optimizar las condiciones de fosforilación de la MBP para mejorar 

la visualización en las autorradiografías de la proteína sustrato marcada radioactivamente. 

Por ello, se estudiaron las siguientes condiciones: 

~ La relación óptima entre las cantidades de la fracción citosólica y de la MBP. 

~ La concentración de A TP frío. 

Para la primera condición se incubaron diferentes cantidades de proteínas del extracto 

con una misma cantidad de MBP en la reacción de fosforilación (Tabla 4), de manera que la 

relación entre las concentraciones de las proteínas de la FC y la MBP variaba. 

Posteriormente, muestras de estas combinaciones se corrieron en geles de poliacrilamida­

SOS al 10%, se tiñieron con azul de Coomassie y se expusieron a películas radiográficas 

(ver Apéndice). 

T bl 3 e a a om . . . d JOSIClon ff f f el Bu er de Fosforilación para el ensayo de os orilación de MBP 
Solución HEPES Mgelz OTT NaF MBP ATP [y_o<P]-ATP 

Conc. Stock 400 mM 200 mM 50mM 500 mM 4 ¡¡gJ¡¡l 1 mM -
Conc. requerida 40mM 20mM 2mM 10mM 0.5 J.lg/J.ll 50J.lM 1 ¡¡e; 
Para 10 J.lL 1.0 ¡¡L 1.0 ¡¡L 0.4 ¡¡L 0.2 ¡¡L 1.25 ¡¡L 0.5 ¡¡l . 
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Tabla 4. Composición de la mezcla de reacción de fosforilación para el ensayo con diferentes relaciones 
MBP/FC 

Relación Buffer de H20 Fracción Vol Tiempo de Buffer de 
MBP/FC Fosforilación citosólica (FC) final incubación digestión 

0.5 · · 7 ¡l9 10 ¡lL 15' 10 ¡lL 

0.33 · · 10.5¡l9 10 ¡lL 15' 10 ¡.tL 
0.25 · · 14¡l9 10 ¡lL 15' 10 ¡lL 
0.20 · · 17.5¡l9 10 ¡lL 15' 10 ¡lL 
0.17 · · 21¡l9 10 ¡lL 15' 10 ¡lL 
0.14 · · 24.5¡l9 10 ¡lL 15' 10 ¡.tL 

- · · 7¡l9 10 ¡lL 15' 10 ¡lL 
- . .. 

• La canlldad anadlda esta basada en el cálculo del decaimiento del radlolsotopo con respecto al tiempo 

Con respecto a la segunda condición experimental para optimizar la fosforilación de la 

MBP, se varió la concentración del ATP no marcado (frío) en el buffer de reacción (Tabla 5), 

de manera que la relación entre el ATP frío yel caliente (no radioactiva) variaba . La mezcla 

general de reacción está descrita en la Tabla 6 y los procedimientos posteriores a la reacción 

de fosforilación fueron los mismos que para la condición de estudio anterior y están descritos 

en el Apéndice. 

T bl 5 e a a . .. d I B ff d F ~ '1 'ó omposlclon e u er e os on aCI n para e ensayo con I eren es concen raciones d ATP e 
Solución HEPES MgCI2 OTT NaF MBP ATP [y-32p1-A TP 

. Cone. Stock 400 mM 200 mM 50 mM 500 mM 4j1g/j1L 100j1M 1 mM -
, Cone requerida 40 mM 20 mM 2mM 10mM 0.5 O 5 10 25 50 75 100 150 1j1C, 

j1g/j1L j1M j1M j1M j1M j1M j1M j1M j1M 
I Para 10 j1L 1.0 j1L 1.0 ¡lL 0.4 j1L 0.2 ¡.tL 1.25j1L - 0.5 1.0 2.5 0.5 0.75 1.0 1.5 . 
, 

j1L j1L ¡.tL j1L ¡lL ¡lL j1L 

Tabla 6. Composición de la mezcla de reacción de fosforilación para el ensayo de la Tabla 5. 
Tubo Buffer de H20 Fracción Vol Tiempo de Buffer de 

Fosforilación citos61ica total incubación digestión 
O j1M 
5j1M 

10 j1M 
25j1M · . 7j19 10 j1L 15' 10 ¡.tL 

50¡.tM 
75j1M 
100 ¡1M 
150 ¡1M 

- .. 
• La cantidad anadlda esta basada en el calculo del decaimiento del rad lolsótopo con respecto al tiempo 

Por otro lado, para evaluar la actividad total de cinasas de las FCs, éstas se incubaron de 

forma independiente en el buffer de reacción (Tabla 7) que contenía a-caseína de leche 

bovina (Sigma), histona tipo III-S de becerro Thymus (Sigma), o MBP de cerebro bovino 

(Sigma), como sustratos de diferentes cinasas. La incubación se realizó como se describe en 

la Tabla 8 y los procedimientos posteriores están descritos en el Apéndice. 
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Tabla 7. Composición del Buffer de Fosforilación ara caselna, histona o MBP. 
Solución HEPES MgCI2 DTT NaF Caseina o ATP y_o<P_ATP 

Histona o 
MBP 

Conc. Stock 400 mM 200 mM 50mM 500 mM 4 ~g/~L 1 mM -
Conc requerida 40mM 20mM 2mM 

, 
10mM 0.71 ~g/~L 50 ~M 1 ~Ci 

Para 8 ~L 0.8 ~L 0.8 ~L 0.32 ~L 0.16~L : 1.43 ~L 0.4 ~L . 
Tabl 8 C a ... d I I d omposlclon e a mezca 'ó d f f '1 'ó e reaccl n e os on aCI n para e ensayo d I T bla 7. e a a 

Tubo Buffer de H20 Fracción Vol Tiempo de Buffer de 
Fosforilación citosólica total incubación digestión 

MBP 
Caseína . . 10 ~g 10 ~L 15' 16 ~L 
Histona 

- . . 
• La cantidad anadlda esta basada en el calculo del decaimiento del radlolsotopo con respecto al tiempo 

6.5.2 Fosforilación de la MBP por los extractos citosólicos expuestos a la FB1 y compuestos 

esfingoideos (ensayo in vitro). 

La exposición in vitro se refiere a la adición directa de los compuestos esfingoideos y 

la FB1 a la mezcla general de reacción, la cual contiene a las fracciones citosólicas 

provenientes de los embriones de maíz embebidos en ausencia de los compuestos de 

estudio. Los ensayos se realizaron en varias condiciones como se detalla a continuación. 

6.5.2.1 Efecto del tiempo de exposición sobre la actividad de cinasas de MBP 

Las proteínas de las FCs fueron incubadas en presencia o ausencia de la FB1, SN, 

PS o CE en la mezcla general de reacción (Tabla 10), la cual contenía al buffer de reacción 

de fosforilación (Tabla 9). La mezcla de la reacción de fosforilación se incubó a 25°C por el 

periodo de tiempo indicado en la Tabla 10. 

T abla 9. Composición del Buffer de Fosforilación de MBP en presencia de compuestos esfingoideo s. 
Solución HEPES MgCI2 DTT NaF MBP ATP y-"P-ATP 
Conc. Stock 400 mM 200 mM 50mM 500 mM 4 ~g/~L 1 mM -
Conc requerida 40mM 20mM 2mM 10mM 0.71 1l9/~L 50 ~M 1 ~Ci 
Para 8 ~L 0.8 ~L 0.8 ~L 0.32 ~L 0.16 ~L 1.43 ~L 0.4 ~L . 
T bl 10 C a a ... d I omposlclon e a mezcla de reacción de fos orilación para el ensayo de la Tabla 9. 
Tubo Buffer de 10 ¡.tM FB" H20 Fracción Vol Tiempo de Buffer de 

fosforilación SN, PS o citosólica total incubación digestión 
CE 

A(1-5) . - . 10 ~g 8 ~L 2' 15' 110' 120'] 30' 16 ~L 
S-E (1-5) . ./ . 10 ~g 8 ~L 2' ] 5' ] 10' 120' 130' 16 ~L -• La cantidad anadlda esta basada en el calculo del decaimiento del radlolsótopo con respecto alliempo 

NOTA: Los experimentos posteriores fueron realizados con el buffer de reacción de fosforilación descrita en la 
Tabla 6 y el tiempo de incubación de las fracciones citosólicas en la mezcla de reacción fue de 15'. 
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6.5.2.2 Efecto de /a concentración de /a FB 1 y compuestos esfingoideos sobre /a actividad de 

cinasas de MBP. 

Se realizaron experimentos tipo dosis-respuesta para determinar el comportamiento 

de las cinasas de MBP activadas por efecto de cada uno de los compuestos de estudio 

adicionados en 5 diferentes concentraciones: 1, 10 Y 100 nM, y 1 Y 10 11M. La FB1, SN, PS y 

CE fueron adicionadas directamente a la mezcla general de reacción (Tabla 11) Y se siguió el 

mismo procedimiento posterior para detectar a la MBP por autorradiografía (ver Apéndice). 

Tabla 11. Composición dé la mezcla de reacción de fosforilación de MBP en presencia de diferentes 
concentraciones de compuestos esfingoideos . 

Tubo Buffer de FB"SN. Concentración H20 Fracción Vol Buffer de 
fosforilación PSoCE nM 1 11M citosólica final digestión 

A-E (1-6) . ./ 011 110 1100 1 1 1 10 . 1Ol1g BI1L 1611L 
- .. 

• La canlldad anadlda esta basada en el cálculo del decaimiento del radlolsótopo con respecto al tiempo 

6.5.3. Fosfori/ación de /a MBP por efecto de /a exposición in vivo de /a FB1 y compuestos 

esfingoideos. 

La exposición in vivo se refiere a la adición de los compuestos esfingoideos y la FB1 al 

medio de imbibición de los embriones de maíz. A los extractos obtenidos de estos embriones 

se les añadió la MBP en el medio de fosforilación. Se emplearon tres tiempos de incubación 

de los embriones con los compuestos: 6, 12 Y 24 horas, dependiendo del tipo de experimento 

a realizar. 

6.5.3.1. Comparación de los efectos in vivo e in vitro de /a FB1 y los compuestos esfingoideos 

en /a tostori/ación de /a MBP 

En un mismo gel se corrieron las muestras de las reacciones de fosforilación de MBP 

(Tabla 12) en presencia de los compuestos esfingoideos y de la FB1 tanto en condiciones in 

vivo (6 horas) como in vitro (15') para comparar sus efectos en la actividad de cinasas de 

MBP. Los geles fueron teñidos y expuestos como se describe en el Apéndice. 

Tabla 12. Composición de la mezcla general de la reacción de fosforilación de MBP efectuada por las FCs expuestas in 
I fi vivo a os compuestos es Ingoideos durante 6 o 24 horas 

Tubo Buffer de 10 11M FB, . SN. PS 10 11M FB, . SN. PS o H20 Fracción Vol Buffer de 
fosforilación o CE (in vitro) CE (in vivo) citosólica total digestión 

A · - - · 10 119 BI1L 1611L 
B-E · ./ - · 10 119 BI1L 1611L 
F-I · - ./ · lOl1g BI!L 1611L 

- . . 
• La canlldad anadlda esta basada en el calculo del decaimiento del radlolsótopo con respecto al tiempo 
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De igual forma, se evaluó el efecto de los compuestos de estudio en la actividad de 

cinasas de MBP de embriones de maíz expuestos en condiciones in vivo durante 24 horas, 

comparándolas nuevamente con las mismas condiciones in vitro. 

6.5.4. Efecto de los inhibido res de fosfatasas en el nivel de fosforilación de la MBP 

expuestas a la FB1 y compuestos esfingoideos 

Se realizaron experimentos con inhibidores de fosfatasas para evaluar la posible 

regulación de cinasas de MBP por fosfatasas. Para ello se evaluó el efecto de diferentes 

inhibidores de fosfatasas en el nivel de fosforilación de la MBP. 

6.5.4.1. Efecto de dos mezclas diferentes de inhibidores de fosfatasas en el nivel de 

fosforilación de la MBP de las FCs expuestas a FB1 o compuestos esfingoideos. 

En este ensayo se evaluaron dos mezclas de inhibidores de fosfatasas diferentes 

cuyas composiciones se resumen en la Tabla 13. Las FCs fueron incubadas en la mezcla 

general de reacción (Tabla 14) y después de su fosforilación. se siguieron los procedimientos 

descritos en el Apéndice. 

Tabla 13. Composición de las mezclas de inhibidores de fosfatasas. 

Inhibidores A Inhibidores B 

Ac. okadaico NaF NaN04 Ac. okadaico NaF NaN0 4 

Conc. Stock 100 ~M 500 mM 5mM 100 ~M 500 mM 5mM 

Conc. Requerida 1 ~M 20mM 200 ~M 1 ~M 20mM 1 mM 

Para 10 ~L 0.1 ~L 0.4 ~L 0.4 ~L 0.1 ~L 0.4 ~L 2 ~L 

Tabla 14. Composición de la mezcla de reacción de fosforilación de MBP en presencia de compuestos 
esfingoideos e inhibidores de fosfatasas 

Tubo Buffer de FB" SN, Concentración InhA Inh. B H20 Fracción Vol Buffer de 
fosforilación PSoCE citosólica final digestión 

A-E (1-3) . ./ 10 ¡lM 0.9 ¡lL 2.5 ¡lL . 10 ¡lg 8 ¡lL 16 ¡lL 
- .. 

• La canlldad anadlda esta basada en el calculo del decaimiento del radlolsotopo con respecto allrempo 

6.5.4.2. Efecto de dos mezclas diferentes de inhibidores de fosfatasas en el nivel de 

fosforilación de la MBP de las FCs expuestas a PS y CE. 

Por otro lado, se evaluó la especificidad de las fosfatasas que defosforilaron al 

sustrato de las cinasas de MBP. Para comparar el efecto de diferentes inhibidores de 

fosfatasas se realizaron experimentos independientes en los que a las Fes tratadas con 10 
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~IM de PS o CE se les añadió la mezcla de inhibidores de fosfatasas (B) o únicamente 1 11M 

de ácido okadaico como se indica en la Tabla 15. 

Tabla 15. Composición de la mezcla de reacción de fosforilación de MBP en presencia de PS o CE e 
inhibidores de fosfatasas 

Tubo Buffer de FB" SN, Concentración Ac. Inh. B H20 Fracción Vol Buffer de 
fosforilación PSo CE okadaico citosólica final digestión 

A-E (1 -3) . ,/ 10¡.¡M 0.1 ¡.¡L 2.5 ¡.¡L . 10 ¡.¡g 8 ¡.¡L 16 ¡.¡L 
- .. 

• La cantidad anadlda esta basada en el calculo del decaimiento del radlolsotopo con respecto al tiempo 

Después de su fosforilación, las muestras fueron tratadas con los mismos 

procedimientos planteados en los experimentos anteriores (Ver punto 6.5 y las secciones 

anteriores en el Apéndice). 

Todos los procedimientos fueron repetidos de 2 a 4 veces con al menos una fracción 

citosólica. En algunos casos sólo se muestra un experimento representativo o los valores de 

la media de dos experimentos, ya que en algunos casos los carriles del gel mostraron una 

mayor o menor cantidad de proteína y, al no realizar su normalización, no se consideraron en 

los resultados. 
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7. RESULTADOS 

7.1 . Cuantificación de proteínas: 

La concentración de proteína en los extractos celulares se determinó inicialmente por 

la técnica de Lowry-Peterson sin precipitación con TCA. No obstante, al detectarse 

interferencias causadas por un reactivo contenido en el buffer de homogenización 

(posiblemente el NaF), se desarrollaron diferentes técnicas y modificaciones de algunas de 

éstas para evitar dicha interferencia y cuantificar adecuadamente el contenido de proteína de 

las diferentes fracciones citosólicas (FCs) obtenidas. En la Tabla 12 se muestra la proteína 

cuantificada con distintos procedimientos a una misma FC de embriones de maíz, para que 

los resultados fueran comparables entre sí. El valor de referencia para la cuantificación de 

proteína fue el establecido por el análisis densitométrico de diferentes concentraciones de 

proteínas de membrana plasmática (10-100 Jlg) separados en geles SOS y teñidos con azul 

de Coomassie y cuyos valores absolutos se determinaron antes de aplicarse al gel por el 

procedimiento de Lowry en el que no hubo interferencia alguna. Como se puede apreciar en 

la Tabla 12, dependiendo de la técnica utilizada, se obtuvieron valores diferentes de 

concentración de proteínas en los 10 JlL de FC. Al comparar los datos experimentales con el 

valor de referencia obtenido de proteínas de membrana plasmática, se observó que la 

determinación de Lowry-Peterson precedida de una reacción de precipitación de las FCs con 

etanol absoluto y acetona en una relación (v:v) de 1:5 fue el que dio los resultados más 

parecidos al valor de referencia (proteínas de membrana plasmática). Por ello, se decidió 

combinar estas dos técnicas para cuantificar el contenido proteico de las FCs. Primero se 

determinaron las concentraciones de proteína por el método de Lowry-Peterson de las FCs 

precipitadas con etanol-acetona 1:5 (v:v) y, posteriormente, se aplicaron 20 Jlg de las 

proteínas citosólicas a geles SOS-PAGE para comparar el patrón con un estándar de 

proteínas membranales de 20 Ilg . Cuando se consideró necesario, se procedió a calibrar el 

contenido proteico en geles SOS-PAGE, por comparación con el valor de referencia. 
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Tabla 16. Comparación entre diferentes procedimientos de cuantificación de proteínas de las FCs 

PROCEDIMIENTO 

KIT ESL (Exact, Sensitive, Low interference, Roche Diagnostics GMBH) 
. Densitometría en papel Whatman 3MM (Ghosh et al., 1988) 

Bradford (considerando blanco) 
Bradford (sin considerar blanco) 
Electroforesis en gel de SDS y comparación densitométrica con vesículas 
membrana les 
Lowry-Peterson (pp con Et-OH-acetona (1 :5, v/v) y solubilización con 1 % 
SDS) 
Lowry-Peterson (pp con Et-OH absoluto-acetona (1 :5, vlv) y solubilización 
con H20) 
Lowry-Peterson (considerando blanco) 
Lowry-Peterson (sin considerar blanco) 

Ilg de proteína en 10 
IlL de FC 

15 
31.2 
54.6 
112.9 

162.4 

191 .8 

322 

*Los blancos presentaron una absorbancia muy alta, cercana a la de las muestras con proteína. 

7.2 Separación electroforetica de las proteínas de las Fes de embriones de maíz 

Para la separación electroforetica de las proteínas se empleó la técnica de Schagger y 

Von Jagow (1987). En la figura 8, se muestra la curva de calibración obtenida con la 

movilidad relativa (Mr) de proteínas de referencia pretenidas y el logaritmo de sus respectivas 

masas moleculares (Iog PM); en esta figura se observa una relación lineal entre los dos 

parámetros y una buena separación de proteínas con masas moleculares de entre 10 Y 100 

kDa. 

Iog PM 

~ 172.6 kDa 
2.4 ---, 

• 111.4 kDa ·172.6 kDa I • 2.2 

I 79.6 kDa 
. 61.3 kDa 2 

A B 
! 

49.0 kDa 
1.8 

36.4 kDa 
1.6 

'* 24.7 kDa .. 19.2 kDa 1.4 -13.1 kDa 
1.2 

,. 9.3 kDa 

0.8 Mr 
o 0.2 0.4 0.6 0.8 

Figura 8. Electroforesis de proteínas de referencia preteñidas (SeeBlue, Invitrogen), en un gel desnaturalizante 
de 1.0 mm de grosor (A) y la respectiva relación entre movilidad relativa y peso molecular de las proteínas (B). 
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7.3. Optimización de condiciones de fosforilación de la MBP. 

Para determinar la actividad de MAP cinasas de embriones de maíz por efecto de la FB1 

y compuestos esfingoideos, fue necesario optimizar las condiciones de fosforilación de la 

MBP y mejorar su visualización en las autorradiografías. Por ello, se evaluaron diferentes 

relaciones entre cantidades de las FCs, de la MBP y de las concentraciones de ATP. 

7.3.1. Relación MBP/FC óptima para las reacciones de fosforilación. 

El efecto de la relación entre la MBP y la fracción citosólica se evaluó con la finalidad de 

elegir la relación adecuada para los experimentos posteriores. Se estudiaron 5 diferentes 

relaciones MBP/FC (peso/peso) en un intervalo de 0.14 a 0.5, como se muestra en la Fig. 9. 

Para obtener estas relaciones se incrementó la cantidad de proteínas del extracto y se 

mantuvo constante la cantidad de MBP (Fig. 9A). El patrón de fosforilación de la proteína 

sustrato (Fig. 9B) muestra una máxima fosforilación en la relación MBP/FC de 0.5 y 

disminuye al decrementar la relación. Dicho patrón se obtuvo en varias preparaciones de 

fracciones citosólicas independientes (Fig. 9C), en donde se observó un descenso muy 

marcado entre las diferentes relaciones MBP/FC. Por esta razón se eligió la relación MBP/FC 

de 0.5. En este experimento también se observó la fosforilación de proteínas de las FCs con 

masas moleculares de 63, 76 Y 100 kDa, cuyo marcaje se pudo apreciar mejor en ausencia 

de la MBP sustrato (carril ubicado en el extremo derecho del gel), probablemente debido a 

una mayor disponibilidad del ATP. 

7.3.2. Efecto de la dilución isotópica de [y32p_ATP] con ATP sin marcaje radioactivo. 

El intervalo de concentraciones de ATP para evaluar el efecto de éste en la 

fosforilación de la MBP sustrato fue de O a 150 11M. Como se muestra en la Figura 10, las 

diferencias observadas en la fosforilación de la MBP (Fig. 10B) no fueron causadas por el 

cargado de las proteínas durante el proceso electroforetico (Fig. 10A), ya que en todos los 

carriles del gel puede verificarse que se cargó la misma cantidad de proteínas de los 

extractos. En el análisis densitométrico de varios experimentos independientes (Fig. 10C) se 

observó una máxima fosforilación de MBP a concentraciones de 10 a 50 11M de ATP. Sin 

embargo, la concentración elegida para los experimentos posteriores fue de 50 11M, pues 

además de ser la concentración más reportada para medir actividad de MAP cinasas, nos 

proporciona una mejor señal, lo que permite evaluar de una manera más clara las diferencias 

de fosforilación causadas por efecto de los compuestos en estudio. 
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f= igura 9. Efecto de la variación de la relación MBP/FC sobre el nivel de fosforilación del sustrato de 
::inasas de MBP de embriones de maiz. (A) Separación electroforetica de diferentes cantidades de 
;>roteínas del extracto: 7, 10.5, 14,21 Y 24.5 ¡lg, que corresponden a las relaciones MBP/FC (p/p) de 
J.50, 0.35, 0.25, 0.20 Y 0.17 respectivamente, (B) Autorradiografía expuesta del gel mostrado en (A) y 
(C) análisis densitométrico de lecturas obtenidas en el Phosphor Imager a partir de autorradiografias 
je distintos geles. FC indica únicamente la adición de las proteinas al buffer de reacción en ausencia 
je la MBP. Cada barra representa el promedio de dos experimentos independientes muy similares. 
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Figura 10. Efecto de la dilución isotópica de Il2p-ATP) con ATP sin marcaje radioactivo. (A) 
Separación electroforetica y tinción con azul de Coomassie de 7 ~g de proteínas de los extractos 
tratados con diferentes concentraciones de ATP sin marcaje radioactivo a una concentración fija de 
¡l2p-ATP) (1 ~Ci) ; (8) autorradiografia del gel mostrado en (A) y (C) análisis densitométrico de las 
lecturas obtenidas con el Pospón Imager de diferentes ensayos independientes. Cada punto 
representa el promedio de dos experimentos independientes muy similares. 

7.3.3. Actividad de cinasa presente en Fes de embñones de maíz en genninación. 

Con objeto de explorar la actividad de cinasas de proteínas de FCs en condiciones de 

fosforilación para MAP cinasas, se diseñó un experimento en el que éstas se incubaron con 

50 



tres diferentes tipos de proteínas sustrato: a-caseína de leche bovina, histona tipo 111 de 

becerro y proteína básica de la mielina (MBP) de cerebro bovino. Los resultados se muestran 

en la Fig. 11 en la que se observó que los tres tipos de proteína fueron fosforiladas, lo que 

indica que las Fes contienen múltiples tipos de cinasas que llevan a cabo la reacción de 

fosforilación. 13.0 .---~-~-~----, 

12.8 
ro ro 12.6 [:; 

Qj [:; 

(/) ~ a.. 12.4 ro al 
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12.2 
E 
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Figura 11. Actividad de cinasa presente en Fes de embriones de maiz en germinación. (A) 
Separación electroforetica y tinción con azul de eoomassie de 10 J.Lg de fracción citos61ica tratada con 
diferentes sustratos de cinasas: MBP o a-caseina o histona; (B) autorradiografia del gel mostrado en 
(A) y (e) análisis densitométrico de las lecturas obtenidas con el Phosphor Imager. Se muestra un 
experimento representativo de 2 experimentos independientes. 

7.4. Efecto del tiempo de exposición in vitto de los compuestos esfingoideos o la FB1 

sobre la actividad de cinasas de MBP de embriones de maíz. 

Para investigar la respuesta de los embriones de maíz contra uno de sus patógenos 

naturales, se estudió el efecto de la toxina FB1 en la actividad de cinasas de MBP. Ya que la 

FB1 interrumpe la bioslntesis de esfingolípidos alterando los niveles endógenos de los 

compuestos esfingoideos celulares (Merrill, 2002), también se estudiaron los efectos de la 

SN, PS y CE en la actividad de cinasas de MBP de embriones de maíz. 

Los experimentos in vitro se refieren a la exposición de las FCs de embriones de maíz 

a la FB1 o compuestos esfingoideos durante su incubación en el buffer de fosforilación. 
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Primeramente, se analizó qué efecto tenían la FB1 y los compuestos esfingoideos 

esfinganina (SN), fitoesfingosina (PS) y ceramida (CE) en la actividad de fosforilación de 

MBP por las FCs de embriones de maíz embebidos 24 h (experimento in vitro) . Los tiempos 

de exposición a los compuestos fueron de 2, 5, 10, 20 Y 30 min, como se indica en la Figura 

12. En las Figuras 12A y 12A' se muestran los geles teñidos con azul de Coomassie en los 

que se separaron electroforeticamente las FCs tratadas con los diferentes compuestos de 

estudio en los tiempos indicados en la parte superior de las figuras, así como las FCs que 

fueron expuestas únicamente al buffer de reacción, en los tiempos mencionados 

anteriormente (condiciones control), para emplearlas como referencia en cada tiempo de 

exposición. La tinción de los geles mostró que la cantidad de proteína cargada en todos los 

carriles fue la misma. Los análisis densitométricos de la Fig. 12C y 12D fueron obtenidos de 

las lecturas de la fosforilación de la MBP sustrato de las autorradiografías mostradas en las 

Figuras 12B y 12B' de los geles mostrados en la Fig. 12A Y A', respectivamente. En la Fig. 

12C, la fosforilación de la MBP se expresó en unidades de densidad óptica, mientras que en 

el análisis densitométrico de la Fig. 12 D, la fosforilación se expresó en porcentaje tomando 

como referencia la condición control para cada tiempo de exposición y considerándola como 

el 100% para todos los tiempos analizados, de modo que los valores mayores a éste indican 

una activación de cinasas de MBP por efecto de los compuestos y valores menores al 100% 

indican una inhibición. 

Del análisis densitométrico mostrado en la Fig. 12C, se puede observar una tendencia 

general decreciente en el nivel de fosforilación de la MBP. No obstante, se pueden apreciar 

diferencias en los distintos tratamientos. En condiciones control, la MBP estaba inicialmente 

fosforilada y entre 2 y 30 min esta fosforilación fue disminuyendo gradualmente. Tanto la 

curva control como las obtenidas a partir de los tratamientos con FB1 y PS, presentaron 

cinéticas similares entre sí durante el transcurso de la incubación, a diferencia de los 

tratamientos con SN y CE cuyas tendencias fueron las más diferentes, pues la SN produjo 

un ligero incremento en el nivel de fosforilación entre los 2 y 30 min y la CE tuvo un efecto 

constante durante la incubación. 

El efecto del tiempo de exposición de la FB1 y de los compuestos esfingoideos en el 

nivel de fosforilación de la MBP se puede apreciar mejor en el análisis densitométrico de la 

Fig . 12D, el cual esta expresado en porcentajes con respecto al control. En la figura se 

observa que aún cuando los compuestos de estudio producen un menor nivel de fosforilación 
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de la MBP con respecto al control , ésta tiende a incrementar en el transcurso de la 

incubación, excepto en presencia de PS en el que el nivel de fosforilación permaneció 

prácticamente constante entre los 2 y 30 mino 

. Estos efectos se observaron en condiciones de igual cantidad de proteína expuesta, 

por lo que se descarta la probabilidad de que fueran las diferencias en la cantidad de 

proteína lo que explicara el cambio en el patrón de fosforilación de la MBP de las FCs 

tratadas con los diferentes compuestos de estudio a los diferentes tiempos. 

7.5. Efecto de la concentración de la FB1 o compuestos esfingoideos sobre la actividad 

de cinasas de MBP de embriones de maíz. 

Para evaluar el efecto de la concentración de la FB1 y de los compuestos esfingoideos 

sobre la actividad de cinasas de MBP de las FCs, se realizó un experimento dosis­

respuesta. En dicho experimento, las fracciones citosólicas obtenidas a partir de embriones 

de maiz embebidos durante 24 horas se expusieron in vitro a concentraciones en un intervalo 

de 1 nM a 10 IlM de los distintos compuestos en estudio (FB1, SN, PS y CE) durante 15 

minutos. En la Fig. 13A Y 13A' se muestran los geles teñidos con azul de Coomassie, en los 

que se separaron electroforeticamente las FCs tratadas con las diferentes concentraciones 

de los compuestos. En la Fig. 13A se muestran las FCs tratadas con FB1 o SN y en la Fig. 

13A' las FCs tratadas con PS o CE. En ambos geles se separaron además FCs que fueron 

expuestas únicamente al buffer de reacción durante 15 minutos, para considerarlas como 

controles. Los geles de las dos figuras muestran un contenido proteico similar en todos los 

carriles que los componen, lo que asegura que los diferentes patrones observados en la 

fosforilación de la ~BP sustrato, mostrados en las Figuras 13B y 13B', dependen 

exclusivamente del tratamiento aplicado a las FCs. Estas últimas figuras corresponden a las 

autorradiografias que fueron expuestas a los geles anteriormente mostrados y en ellos se 

pueden apreciar diferencias en el nivel de fosforilación de la MBP. Sin embargo, para 

comparar las diferencias de una manera cuantitativa, se determinó la densidad de las bandas 

de la MBP fosforiladas en el Phosphor Imager y se calcularon los porcentajes de actividad de 

cinasas de MBP correspondientes con base en la condición control, que fue empleada como 

referencia (100%). Estos datos se muestran en el análisis densitométrico de la Fig. 13C. 
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experimento representativo de 3 experimentos independientes. 
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Los resultados indican los siguientes efectos: a) La FBl activó ligeramente cinasas de 

MBP en concentraciones entre 1 nM y 1 ¡..¡M, presentándose el máximo de actividad a 100 

nM; y las inhibió a concentraciones mayores como 10 ¡..¡M . b) El efecto de la SN sobre la 

actividad de las cinasas de MBP de las FCs, fue similar al de la toxina, pues la actividad de 

las cinasas de MBP presentó una cinética semejante para ambos tratamientos, aunque la SN 

produjo una menor fosforilación de la MBP que la FB1 dependiendo de la concentración; la 

SN activó cinasas de MBP en un intervalo de 1 a 100 nM y las inhibió en concentraciones de 

1 y 10 ¡..¡M . c) La PS inhibió cinasas de MBP en todo el intervalo de concentraciones 

estudiado (1 nM a 10 ¡..¡M); el efecto fue mayor al incrementarse la concentración del 

compuesto, aunque se presentó una tendencia relativamente constante en un intervalo de 

concentraciones de 10 nM a 1 ¡..¡M; el tratamiento de las FCs con 10 ¡..¡M de PS produjo la 

mayor inhibición (30%) de las cinasas de MBP con respecto a los tratamientos con los otros 

compuestos. d) El tratamiento con CE condujo a la inhibición de cinasas de MBP al mismo 

nivel para todas las concentraciones empleada, manteniéndose un porcentaje de inhibición 

alrededor de 20. Debe hacerse notar que la activación máxima fue del 10% (en el caso de 

100 nM de FB1) y la inhibición máxima fue del 30% (en el caso de 10 ¡..¡M de PS). 

7.6. Comparación de la fosforilación de la MBP in vivo e in vitro. 

Para evaluar si los efectos de la FB1 y de los compuestos esfingoideos en la actividad 

de cinasas de MBP in vitro eran comparables con los efectos obtenidos al ser adicionados a 

los embriones de maiz (in vivo), se realizaron ensayos en solución con FCs obtenidas a partir 

de embriones de maíz embebidos durante 6 h (Fig. 14) Y 24 h (Fig. 15). 

En la Fig. 14 A se muestra el gel teñido con azul de Coomassie en el que se 

separaron electroforeticamente las FCs obtenidas de los embriones de maíz embebidos 

durante 6 horas. Para la exposición in vivo, los embriones fueron expuestos a 10 ¡..¡Mde FB1, 

SN, PS Y CE durante las 6 horas de imbibición y para la exposición in vitro, las FCs 

obtenidas de embriones de maíz embebidos únicamente en agarosa y buffer de imbibición, 

fueron expuestas durante 15 minutos a los compuestos de estudio en el buffer de reacción. 

En el gel, se muestra un contenido proteico similar para todos los carriles cargados, lo que 

descartó que fuera la cantidad de proteínas la responsable de las diferencias apreciadas en 

la fosforilación de la MBP que se observa en la autorradiografía (Fig. 14B). De igual forma, 

en el gel se separaron proteínas de las FCs de los embriones de maíz embebidos durante 6 

horas en ausencia de los compuestos de estudio, para usarlas como referencia (condiciones 
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control) en el análisis densitométrico, mostrado en la Fig. 14 C; éste fue obtenido a partir de 

la densidad de las bandas de la M8P sustrato fosforiladas y realizado en el Phosphor Imager. 

La condición control se consideró como el 100% ycon base en este valor se calcularon los 

porcentajes de las lecturas obtenidas en el Phosphor Imager de las bandas de M8P 

fosforiladas por las FCs tratadas con los diferentes compuestos de estudio para ambos 

tipos de exposición. 

Los resultados expuestos en la Fig. 14C indican qUe los compuestos esfingoideos 

inhibieron cinasas de M8P, tanto en condiciones in vivo como in vitro, si bien el efecto fue 

mayor en el ensayo in vitro. La F8 l estimuló a la actividad de cinasas de M8P ligeramente 

cuando los embriones de maíz se expusieron in vivo a la toxina. A su vez, se pueden 

observar diferencias marcadas entre las exposiciones in vivo e in vitro de los embriones de 

maíz con cada compuesto estudiado, salvo en el tratamiento con SN en el que la fosforilación 

de la MBP permaneció casi constante para ambos casos. 

En la Fig. 15A, se muestra el gel teñido con azul de Coomassie en el que se 

separaron electroforeticamente las FCs de los embriones de maíz embebidos durante 24 

horas. Para esta exposición in vivo, los embriones fueron expuestos a la F8l , SN, PS Y CE 

durante las 24 horas de imbibición y para la exposición in vitro, las FCs, obtenidas de 

embriones de maíz embebidos únicamente en agarosa y buffer de imbibición durante el 

mismo periodo de tiempo, fueron expuestas durante 15 minutos a la FBl y los compuestos 

esfingoideos en el buffer de reacción. En el mismo gel, se separaron FCs que no fueron 

tratadas con compuesto alguno, para considerarlas como condición control. Se verificó que el 

gel contuviera un contenido proteico similar para todos los carriles cargados, para descartar 

que la cantidad de proteínas fuera la responsable de las diferencias en la fosforilación de la 

MBP observadas en la autorradiografía (Fig. 15B). El análisis densitométrico (Fig. 15C) fue 

obtenido a partir del cálculo en porcentaje de las lecturas realizadas en el Phosphor Imager 

de la intensidad de las bandas de la MBP sustrato fosforiladas, considerándose a la 

condición control como el1 00% de fosforilación. 

Los resultados de la Fig. 15C confirman que la exposición in vitro de los embriones de 

maíz con cualquier compuesto analizado inactiva a las cinasas de MBP desde un 8% con 

FBl hasta un 32% con PS. Al igual que en el experimento anterior, la actividad de cinasas de 

MBP de las FCs expuestas in vivo a la FBl y a los compuestos esfingoideos fue elevada 

(comparada con el experimento in vitro) y muy cercana al control, pues de los cuatro 

compuestos en estudio, sólo la PS promovió una ligera inhibición de las cinasas de MBP 

expuestas in vivo durante 6 horas. 
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Figura 13. Efecto de la concentración de la FB, y de los compuestos esfingoideos en la actividad de 
cinasas de MBP de embriones de malz. (A) Separación electroforetica y tinción con azul de 
Coomassie de protefnas del extracto tratadas con FB, y SN, y (A') con PS y CE durante 15 min, en 
las concentraciones indicadas en la parte superior de los geles. (B) y (B') Autorradiografías de los 
geles (A) y (A') respectivamente, y (C) análisis densitométrico de varias lecturas obtenidas del 
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compuestos (100%). Cada punto representa el promedio de dos experimentos independientes muy 
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(B) Autorradiografías de los geles mostrados en (A). (C) Análisis densitométrico de las lecturas de la MBP 
marcada obtenidas del Phosphor Imager. Cada barra representa la media ± OS de tres determinaciones 
independientes. 
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Una diferencia muy interesante, con respecto al experimento anterior, es que la 

máxima actividad de cinasas de M8P de embriones de maíz expuestos in vivo a los 

compuestos de estudio, se presentó en el tratamiento con SN, misma sustancia que indujo la 

máxima inhibición a las 6 horas de exposición in vivo. 

Con respecto a la actividad de cinasas de embriones de maíz expuestos in vivo con 

F81 durante 6 y 24 horas, ésta prácticamente no se modificó, mientras que en los 

tratamientos de los embriones de maíz in vivo con PS y CE se incrementó la actividad de 

cinasas a las 24 horas con respecto a la de las 6 horas de exposición. Dicho de otra manera, 

la reducción en la actividad de cinasas por compuestos esfingoideos añadidos in vivo, ocurrió 

en mayor magnitud a 6 h que a 24 h, pero fue menor en todos los casos que la que se 

observó en las condiciones in vitro. 

7.7. Efecto de los inhibidores de fosfatasas en el nivel de fosforilación de la MBP de 

Fes expuestas in vitro a la FB1 o compuestos esfingoideos. 

Una forma de evaluar si la F81 y compuestos esfingoideos estaban afectando la 

actividad de fosfatasas in vitro, era realizar experimentos con compuestos que inhiben la 

actividad de estas enzimas. Para ello se realizó un ensayo con FCs obtenidas de embriones 

de maíz embebidos durante 24 horas, expuestas simultáneamente a 10 IlM de F81 o 

compuestos esfingoideos y a una mezcla de inhibidores de fosfatasas durante 15 minutos. 

En el ensayo se evaluaron dos mezclas de inhibido res de fosfatasas diferentesk:uyas 

composiciones fueron 1 IlM de ácido okadaico, 200 IlM de NaN04 y 20 mM de NaF, para el 

referido en las Figs. 16 y 17 como (+ inhA), y de 1 IlM de ácido okadaico, 1 mM de Na3V04 y 

20 mM de NaF para el referido como (+ inh8). 

En la Fig. 16A se muestra el gel teñido con azul de Coomassie en el que se separaron 

electroforeticamente las FCs tratadas con los compuestos de este estudio (F81, SN, PS Y 

CE) y con las mezclas de inhibidores de fosfatasas. Adicionalmente, se expusieron FCs 

únicamente al buffer de reacción en presencia o no de los inhA ó 8 durante 15 minutos, para 

considerarlas como controles. El gel teñido muestra un contenido proteico similar en todos 

los carriles que lo componen, lo que demuestra que los diferentes patrones observados en la 

autorradiografía sobre la fosforilación de la M8P sustrato (Fig. 168) dependen 

exclusivamente del tratamiento aplicado a las FCs. Para comparar las diferencias en el nivel 

de fosforilación de la M8P, se determinó su densidad en el Phosphor Imager y se calcularon 

los porcentajes de actividad correspondientes. 

En la Fig. 16C se muestran los valores de fosforilación de la M8P en todas las 

condiciones control. El nivel de fosforilación en la M8P de la FC control incubada en la 

mezcla de inhibidores de fosfatasas mostró un incremento del 10% con respecto al control ; 

este resultado indica que en las FCs de los embriones de maíz la actividad basal de cinasas 

está siendo afectada por fosfatasas. En este mismo panel se observa que la F81, SN, PS Y 
CE indujeron un decremento en el nivel de fosforilación de la M8P (como se ha descrito en 
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los experimentos anteriores), lo que sugería que esta disminución era producida por la 

activación de fosfatasas que afectaban la actividad de las cinasas de proteína. Cuando a las 

FCs con compuestos esfingoideos se les incubó con las dos mezclas de inhibidores y se 

determinó la fosforilación de MBP (Figs. 16B, D), se encontró que las FCs expuestas a los 

inhibidores de fosfatasas y a la FB 1 y SN incrementaron un 5% y 8% el nivel de fosforilación 

de la MBP con respecto a las FCs menos inhibidores, lo cual implica que la FB1 y SN 

condujeron a una activación de fosfatasas en esa proporción; asimismo, se observó que las 

dos mezclas de inhibidores de fosfatasas produjeron un nivel similar en la fosforilación de la 

MBP tanto para FB1 y SN. Por otro lado, se observó que la PS estimuló una actividad 

máxima de fosfatasas de ~O% y que la CE lo hizo en un 13%; para estos compuestos sí se 

observó una diferencia marcada en el nivel de fosforilación de la MBP entre las dos mezclas 

de inhibidores de fosfatasas, siendo 10% mayor la fosforilación en presencia de la mezcla B 

(10%) que en presencia de la mezcla A. 

Por otro lado, para evaluar si las fosfatasas inactivaban de forma específica a las 

cinasas de las FCs en presencia de PS o CE, se realizó un experimento en el que a las FCs 

se les añadía simultáneamente 10 11M de PS o CE y 1 11M ácido okadaico o la mezcla de 

inhibidores B. 

En la Fig. 17 A se muestra el gel teñido con azul de Coomassie en el que se separaron 

electroforeticamente las FCs tratadas con PS o CE y los inhibidores de estudio. Se 
incluyeron FCs expuestas únicamente al buffer de reacción en presencia o no de los 

inhibidores durante 15 minutos, para considerarlas como controles. El gel teñido muestra un 

contenido proteico similar en todos los carriles que lo componen, lo que explica que los 

díferentes patrones observados en la autorradiografía sobre la fosforilación de la MBP 

sustrato (Fig. 17B), dependen exclusivamente del tratamiento aplicado a las FCs. Para 

comparar las diferencias en el nivel de fosforilación de la MBP, se determinó su densidad en 

el Phosphor Imager y se calcularon los porcentajes de actividad fosforilante 

correspondientes, comparándolos con las condiciones controles respectivas (sin mezcla de 
inhibidores de fosfatasas); (Fig. 17C). 

De forma similar al experimento anterior, el nivel de fosforilación en la MBP de las FCs 

control en presencia de los inhibidores, aumentó un 10% con respecto al control. Asimismo, 
se demostró en el análisis densitométrico que la PS activaba principalmente fosfatasas 

sensibles al ácido okadaico, dado que el nivel de fosforilación de la MBP se incrementó 40% 

con respecto a su control. La diferencia en el nivel de fosforilación entre las FCs tratadas con 

PS y los dos tipos de inhibidores fue del 20%. La CE, al igual que la PS, activó en mayor 

magnitud fosfatasas sensibles al ácido okadaico; pues el incremento en el nivel de 

fosforilación con respecto a su control fue del 35% y la diferencia con el producido por la 

mezcla de inhibidores fue del 23%. 
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Figura 16. Efecto de los inhibidores de fosfatasas en el nivel de fosforilación de la M8P de Fes de 
embriones de maíz expuestas in vitro a F8l o compuestos esfingoideos. (A) Geles tenidos con azul 
de eoomassie en los que se realizó la separación electroforetica de las Fes expuestas in vitro a 10 
f.1M de F8l , SN, PS y eE y a la mezcla de inhibidores de fosfatasas durante 15 mino (8) 
Autorradiografía expuesta al gel mostrado en (A) y (e) análisis densitométrico en el que se tomó 
como referencia a la fosforilación de la M8P de la condición control en ausencia de los 
inhibidores(100%) para todas las condiciones analizadas. (D) Análisis densitométrico en el que se 
tomó como referencia el nivel de fosforilación de la M8P de las Fes tratadas con la F8l o compuestos 
esfingoideos en ausencia de los inhibidores(100%). InhA se refiere a la mezcla compuesta por 1 ~M 
de ácido okadaico, 200 ~ de NaNO~ y 20 mM de NaF, e inh8 se refiere a la mezcla compuesta por 
1 ~M de ácido okadaico, 1 mM de NaN04 y 20 mM de NaF.eada punto representa el promedio de 
dos experimentos independientes muy similares. 
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que se realizó la separación electroforetica de FCs expuestas in vitro a 10 ,.1M de PS o CE y a los 
inhibidores de fosfatasas durante 15 mino (8) Autorradiografta expuesta al gel mostrado en (A) y; (C) 
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densitométrico en el que se tomó como referencia el nivel de fosforilación de la M8P de las FCs 
tratadas con PS o CE en ausencia de los inhibidores(100%). OK se refiere a la adición de 1 11M de 
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NaNO. y 20 mM de NaF. Cada punto representa el promediO de dos experimentos independientes 
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a. DISCUSIÓN 

8.1. Definición de los parámetros óptimos de la fosforilación de la MBP. 

Entre los ensayos más empleados para detectar actividad de MAP cinasas y que 

emplean a la MBP como sustrato in vitro se encuentran: a) ensayos en geles de actividad, 

que se fundamentan en la separación electroforética de proteínas de los extractos en geles 

SDS-PAGE polimerizados junto con la MBP sustrato, con una subsecuente renaturalización 

de las MAP cinasas en el mismo gel (Gotoh et al., 1990; Suzuki y Shinshi, 1995; Usami et al., 

1995; Zhang y Klessig, 1997) y b) ensayos en solución, en los que se inmunoprecipitan MAP 

cinasas reconocidas por anticuerpos específicos y, posteriormente, estas proteínas 

inmunoprecipitadas son puestas a reaccionar en un buffer que contiene a la MBP sustrato 

(Zhang y Klessig, 1997). Este último ensayo fue el utilizado en el presente trabajo, aunque 

sin efectuar la reacción de inmunoprecipitación, ya que se quería hacer una exploración 

general de la capacidad fosforilante de la MBP por las FCs de los embriones de maíz. 

Adicionalmente, se han caracterizado pocas MAP cinasas de maíz a nivel molecular y sus 

funciones no están bien definidas (Hardin y Wolniack, 1998; Berberich et al., 1999). Por 

consiguiente, al no disponer de anticuerpos específicos que reconocieran MAP cinasas de 

maíz y al no utilizar el ensayo en gel, la fosforilación de la MBP detectada fue efectuada por 

la actividad de todas las cinasas de MBP presentes en los embriones de maíz. 

Debido a que el ensayo en solución implica la fosforilación de MBP por cinasas de 

proteínas presentes en la FC, pudiendo haber varias de estas cinasas, era importante 

establecer cuál era la cantidad óptima de extracto que fosforilaba mejor una cantidad fija de 

MBP y que permitiera su clara visualización en las autorradiografías. La mejor señal resultó 

ser la obtenida con una relación de 0.5, pues se observó que si se disminuía la relación 

MBP/FC, la fosforilación de la MBP disminuía. 

Igualmente se evaluó el efecto de diferentes concentraciones de ATP, ya que en la 

literatura se ha reportado el uso de un gran intervalo de concentraciones de ATP para la 

detección de MAP cinasas, que va desde nanomolar (Zhang y Liu, 2001) hasta micromolar 

(Gotoh et al., 1990; Suzuki y Shinshi, 1995; Usami et al., 1995). Por ello, se analizaron 

diferentes concentraciones de ATP frío a una concentración fija de [l2p-ATP] para elegir a 

aquella concentración de ATP en la que se observara un adecuado marcaje de la MBP 

sustrato. Los resultados muestran una curva bifásica, primero de incremento y después de 
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decremento y no una curva decreciente (posiblemente hiperbólica) como se esperaría, pues 

bajo el razonamiento de que altas concentraciones de ATP frío diluyen la cantidad de [y32p_ 

A TPl fijo, la señal generada por las cinasas de MBP tendría que disminuir al incrementar la 

concentración de ATP frío. La fase creciente de la curva puede ser explicada por diferentes 

mecanismos: Uno de ellos implica que se estén activando fosfatasas. Al incrementarse la 

concentración de ATP frío, la señal de la MBP marcada con el isótopo radioactiva disminuye; 

por lo tanto se observa una menor desincoporación del [i2P-ATPl de la MBP cuando el 

isótopo radioactiva se encuentra más diluido. Otra hipótesis alterna plantea que en la fracción 

se encuentren ATPasas contaminantes que se encuentren hidrolizando. De igual forma, al 

incrementarse la concentración del ATP frío, éste es el más disponible para la hidrólisis que 

el marcado radioactivamente. 

La concentración de ATP sin marcaje radioactivo que produjo una mayor fosforilación 

de la MBP fue de 25 ¡.LM. Sin embargo, la señal tan alta producida por esta concentración 

podría obstaculizar el análisis de la fosforilación de la MBP por efecto de los compuestos en 

estudio, ya que era muy probable sobreexponer la autorradiografía y por lo tanto 

sobreestimar los resultados; asimismo, en una película autorradiográfica sobrexpuesta es 

prácticamente imposible observar diferencias notorias en el nivel de fosforilación de la MBP. 

Por ello se eligió la concentración de 50 ¡.LM de ATP. 

8.2. Actividad de cinasa presente en Fes de embriones de maíz en germinación. 

La MBP es una proteína básica (p/= 11 .6) que representa aproximadamente el 30% 

del contenido proteico total de la mielina en el sistema nervioso central (Eng et a/., 1968); 

contiene cinco sitios de fosforilación: Ser7, Ser56
, Th~7, Ser113 y Ser163 y se ha demostrado 

que diferentes cinasas la fosforilan in vitro. Es por ello que la MBP se emplea con frecuencia 

como un sustrato proteico para estudiar la actividad de varias cinasas de proteína (Chevalier 

y Allen, 2000), particularmente de las MAP cinasas (Km aparente de 50 ¡.LM) (Erickson et a/. , 

1990). La MBP es fosforilada de manera específica por las MAP cinasas en el residuo de 

Thr97 que se localiza en la secuencia -Thr-Pro-Arg-Th~7-Pro-Pro-Pro; el sitio aceptor del 

grupo fosfato es poco común, ya que contiene una secuencia conservada de prolinas (Pro­

Pro-Pro) y posiblemente la fosforilación de la MBP en este residuo estabiliza al giro que 

conecta a dos segmentos con estructura secundaria de hojas p-plegadas de la proteína 

(Erickson et al. , 1990). A diferencia de las MAP cinasas, la PKC, que también emplea a la 
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MBP como sustrato in vilro, no fosforila a la MBP en este sitio. Las MAP cinasas muestran 

una preferencia por la MBP como sustrato y son incapaces de fosforilar a la histona (Seger et 

al., 1992; Hardin, 1998; Link el al., 2002) ya la caseína (Link el al., 2002). Sin embargo, otras 

cinasas que no son activadas por mitógenos pueden usar MBP como sustrato de 

fosforilación (Kishimoto el al., 1985; Turner et al., 1985; Shoji el al., 1987; Wang el al., 1991; 

Shimomura el al., 1993; Garriga et al., 1996). 

Para evaluar la actividad de cinasas presente en las FCs, se realizó un experimento 

en el que se emplearon diversos sustratos de cinasas: caseína, histona y MBP. Como se 

muestra en la Fig. 10, las FCs contienen una elevada actividad cinasa, pues los tres 

sustratos fueron fosforilados. Sin embargo, el nivel de fosforilación de la MBP y la histona fue 

similar entre éstas y considerablemente mayor al de la caseína. Este resultado sugiere que la 

MBP puede ser sustrato de varias cinasas presentes en las FCs de embriones de maíz 

(incluyendo a las MAP cinasas). Para diferenciar la actividad de MAP cinasas de otra(s) 

proteína(s) cinasa(s) que fosforile(n) a la MBP, es necesario realizar el ensayo en gel para 

determinar actividad de cinasas, pues sólo bajo estas condiciones, las MAP cinasas tienen la 

capacidad de renaturalizarse después de haber sido separadas por electroforesis 

desnaturalizante y por tanto de recuperar su actividad en el mismo gel (Gotoh, el al., 1990). 

8.3. Efecto en la actividad de cinasas de MBP de embriones de maíz expuestos in vitro 

a la FB1 o a los compuestos esfingoideos. 

En plantas se han identificado diversas MAP cinasas activadas tanto por evocadores 

fúngicos y bacterianos como por infecciones con patógenos. Estas demostraciones indican 

que las cascadas de MAP cinasas participan en la señalización de vías de defensa y que 

pueden constituir el principal mecanismo para activar las respuestas de defensa (Cardinale el 

al., 2000). 

Para evaluar si la FB1 activaba cinasas de MBP en respuesta al ataque por patógenos 

en maíz, se emplearon FB1 y embriones de maíz como modelo de estudio. La FB1 es la 

principal toxina producida por un patógeno natural del maíz, Fusarium verticillioides, cuya 

estructura es análoga a las de las bases esfingoideas, interrumpiendo la biosíntesis de los 

esfingolípidos celulares al inhibir a la esfinganina N-aciltransferasa y, consecuentemente, 

alterando los niveles endógenos tanto de las bases esfingoideas como de los esfingolípidos 

complejos del hospedero (Yoo et al., 1992; Riley el al., 1994; Schroeder et al., 1994). Es por 
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ello que también se estudió el efecto de la SN, PS y CE en la actividad de cinasas de MBP 

de embriones de maíz. 

Existen dos reportes que demuestran que la FB1 induce la actividad de MAPKs de 

células de mamíferos de forma independiente a la acumulación de las principales bases 

esfingoideas en este sistema, la esfinganina y la esfingosina (Wattenberg et al., 1996; Pinelli 

et al., 1999). Este antecedente favorece la expectativa de encontrar MAP cinasas que sean 

afectadas por la FB1 en células vegetales. 

En el curso de tiempo de la actividad de fosforílación basal, se encontró que hubo una 

señal de MBP_32p en el tiempo más corto explorado de 2 min y que ésta fue disminuyendo 

gradualmente hasta los 30 mino Comparativamente a esta cinética, se analizó el efecto de la 

FB1, SN, PS.y CE en la actividad de cinasas de MBP de las FCs de embriones de maíz 

expuestas in vitro a estos compuestos. 

los resultados de los experimentos que evaluaron el efecto del tiempo de exposición 

de las FCs a los compuestos de estudio, indican que la FB1 inhibió cinasas de MBP en 

forma decreciente con respecto al tiempo y un efecto semejante a éste lo mostró la SN; si 

bien ésta exhibió un mayor efecto de inhibicíón a tiempos cortos. los otros compuestos 

esfingoideos (PS y CE) promovieron la defosforilación de la MBP en todo el intervalo de 

tiempo estudiado. Es probable que si se alargara el periodo de tiempo analizado, se 

detectaría un aumento en la actividad de cinasas de MBP tratadas con FB1 y SN, ya que 

durante el transcurso de la incubación, la actividad de estas cinasas se fue recuperando 

hasta alcanzar los niveles de fosforilación de la MBP de la condición control. Estos resultados 

indican por una parte, que los cuatro compuestos esfingoideos promueven una 

defosforilación de la MBP, pero también sugieren que en los casos de FB1 y SN, en los que 

la defosforilación disminuye a tiempos largos, podría estarse dando la activación de las 

cinasas de MBP. En relación con esto, es muy posible que estén presentes varios tipos de 

cinasas y fosfatasas, cada una de las cuales podría tener diferentes sensibilidades y 

cinéticas de respuesta a los compuestos esfingoideos y que se están expresando 

paralelamente. 

Una forma de explorar la posibilidad de que los compuestos esfingoideos endógenos 

sean capaces de afectar la actividad de cinasas de MBP y al mismo tiempo de evaluar la 

sensibilidad de las cinasas de MBP a la FB1 y a los compuestos esfingoideos es la 

elaboración de curvas dosis-respuesta. En el laboratorio generalmente se han empleado 

67 



concentraciones de 1 a 50 ¡.tM de la toxina FB1, para evaluar su efecto en diferentes 

componentes celulares de los embriones de maíz. Estas concentraciones empleadas 

resultan ser apropiadas debido a que se estima que son aproximadas a las que pueden 

encontrarse en condiciones de contaminación natural del maíz con Fusarium verticillioides. 

Sin embargo, considerando que uno de los efectos de la FB1 es la inhibición de la 

esfinganina N-aciltransferasa y por ello la FB1 también puede elevar las concentraciones 

endógenas de bases esfingoideas y disminuir las de ceramida (Merrill et al., 1997), era 

importante establecer el efecto de diferentes concentraciones de estos compuestos, que 

están en bajas concentraciones en condiciones celulares normales (Merrill et al., 1997) y 

parecen aumentar transitoriamente bajo ciertos estímulos para funcionar como segundos 

mensajeros (Merrill et al., 1997; Merrill et al. ,2001; Desai et al., 2002). 

Los experimentos dosis-respuesta indicaron que cada compuesto mostró 

comportamientos diferentes dependiendo de la concentración. El efecto defosforilante de la 

MBP observado a 10 ¡.tM de FB1, SN o PS disminuyó a concentraciones menores a ésta y, en 

los casos de la FB1 y SN, se dieron inclusive efectos ligeramente estimuladores de la 

fosforilación de la MBP a una concentración de 100 nM. Una vez más, las cinéticas de la 

activación de cinasas de MBP inducidas por la toxina y por la SN fueron muy similares, ya 

que la máxima actividad de cinasas de MBP se presentó a la misma concentración de ambos 

compuestos. Estas coincidencias sugieren que la activación de cinasas de MBP inducida por 

la FB1 probablemente estén participando cinasas de MBP activadas por SN formada de 

novo, ya que es posible que en las FCs obtenidas por centrifugación a 17 000 g, se 

encuentren remanentes de sustratos endógenos de la esfinganina N-aciltransferasa, así 

como vesículas de retículo endoplásmico que contienen a esta enzima y a otras más que 

participan en la biosíntesis de esfingolípidos, llevando a una pequeña acumulación de SN y 

PS (Rivas, 2001; Gutiérrez et al., 2001). Si esto sucede, también es de suponer que la PS 

esté afectando la actividad de cinasas de MBP inducida por la FB1, aunque con efecto 

contrario, ya que se encontró que la PS inactiva en general a las cinasas de MBP en los 

experimentos in vitro. En el caso de la CE no hubo un efecto de la concentración en la 

fosforilación de la MBP. Estos resultados indican que altas concentraciones de los 

compuestos (i.e. 10 ¡.tM) favorecen la defosforilación de la MBP y bajas concentraciones de 

algunos de ellos pueden estar estimulando alguna cinasa de MBP y no ser suficientes para 

inducir a algunas fosfatasas. Como estos experimentos se efectuaron con FCs, era de 
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esperarse que las cinasas de MBP expuestas in vitro a los compuestos de estudio, fueran 

más sensibles a la concentración de éstos en comparación con la exposición in vivo, pues 

existen menos barreras de permeabilidad que tiene que superar la FB1 para interaccionar 

con componentes intracelulares. 

Sería interesante evaluar en el sistema de ensayo in vitro, tiempos mayores a 30 min 

de exposición a concentraciones de 100 nM de FB1 o SN para ver si se obtienen niveles de 

fosforilación de MBP arriba de los de defosforilación. 

8.4. Efecto en la actividad de MAP cinasas de embriones de maíz expuestos in vivo a la 

FB1 a los compuestos esfingoideos. 

Los experimentos in vitro representan una forma rápida y controlada para evaluar los 

efectos de la FB1 y compuestos esfingoideos en la actividad de cinasas de MBP. a diferencia 

de los experimentos in vivo. Sin embargo, ambos enfoques no siempre son comparables 

entre sí y los resultados de estos experimentos lo demuestran. Son dos las principales 

diferencias involucradas en los experimentos in vitro e in vivo. En los experimentos in vitro, la 

accesibilidad de los compuestos esfingoideos y la toxina a las cinasas de MBP es rápida y 

efectiva, y está influenciada por componentes celulares adicionales que son liberados de 

compartimentos destruidos en el proceso de homogenización. En los experimentos in vivo, 

los compuestos esfingoideos y la FB1 tienen una accesibilidad limitada a las cinasas de MBP 

o elementos relacionados, debido a las barreras naturales de permeabilidad que están 

presentes en los embriones y que aminoran su acceso a la fase citosólica lo cual disminuye 

las concentraciones efectivas intracelulares de los compuestos. Además, en los sistemas de 

adición de compuestos in vivo a los embriones, las estructuras celulares y la 

compartamentalización están intactas. por lo que puede haber una interacción más fisiológica 

entre los elementos que participan en la fosforilación/defosforilación de las cinasas de MBP, 

lo cual no ocurre en el mismo grado para el sistema de adición de los compuestos in vitro. 

En los ensayos diseñados para comparar las diferencias entre las exposiciones in vivo 

e in vitro de los embriones de maíz con los compuestos de estudio en la actividad de cinasas 

de MBP, se pudo apreciar que al adicionarse a las FCs los compuestos de este estudio a 

una concentración de 10 11M, se inhibió la actividad de cinasas de MBP a valores 

significativos, del orden del 20 al 25%, cuando las FCs provenían de embriones de maíz 
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embebidos durante 6 horas y del 5 al 32% para embriones de maíz embebidos durante 24 

horas. 

Durante la exposición in vivo por 6 h a la FB1, no se logró ver una inhibición semejante 

a la observada por SN y PS (tanto in vivo como in vitro) (Fig. 12), aún cuando se esperaría 

que la FB1 estuviera aumentando los niveles endógenos de SN y PS. Esto puede explicarse 

porque a estos tiempos la FB1 produce sólo un pequeño aumento en los niveles de las bases 

esfingoideas intracelulares (Rivas, 2001), por lo que quizás estos niveles de los compuestos 

fueran suficientes para producir el efecto de defosforilación. El hecho de que con FB1 persista 

una fosforilación de MBP al mismo nivel del control, sugiere que la FB1 per se no está 

activando a una fosfatasa. Sin embargo, estas interpretaciones deben hacerse con cautela, 

pues por el ensayo con Fes, es posible tener expresadas las actividades de cinasas y 

fosfatasas simultáneamente y, lo que se mide, es el resultado neto de esas actividades. 

Por otra parte, a las 24 h de administración de FB1 a los ejes embrionarios de maíz, se 

han observado aumentos de 6.1 y 3.6 veces de SN y PS, respectivamente en homogenados 

totales (Rivas, 2001; Gutiérrez et al., 2001), por lo cual se esperaría que la FB1 involucrara la 

acción combinada de esas dos bases esfingoideas. La sumatoria de los efectos 

independientes de SN y PS parecen apoyar esta probabilidad, al compararse con el hecho 

de que la FB1 modifique ligeramente la fosforilación de la MBP con respecto al control (Fig. 

13). 

La SN añadida a los embriones a las 6 y 24 h, tuvo efectos diferentes. En el primer 

caso, produjo una defosforilación del 20% y en el segundo caso una fosforilación del 10% 

superior al control. Esto indica que puede haber varios factores que rigen el efecto de la SN y 

que pueden estar relacionados con diferencias en el metabolismo de la base a estos tiempos 

de imbibición (como su utilización por la esfinganina N-aciltransferasa o por una esfingosina 

cinasa), originando niveles diferentes de la especie activa, lo cual puede afectar la actividad 

de cinasas o fosfatasas de manera diferencial. Es importante hacer notar que los embriones 

son un sistema latente que va reactivando sus vías metabólicas a diferentes velocidades 

durante el periodo de imbibición (Bruni y Leopold, 1991). Es posible por tanto que el 

metabolismo de los compuestos esfingoideos añadidos a las 6 y 24 h, sea diferente. Sin 

embargo, era importante cerciorarse de que no hubiera una activación de cinasas de MBP a 

tiempos más cortos de 24 h. Por ello, una alternativa para probar tiempos cortos de 
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"encendido" o "apagado" de cinasas de MBP son los experimentos in vitro, realizando el 

ensayo en gel. 

Con respecto a la PS y la CE, ambas tuvieron efectos muy pobres de fosforilar a la 

MBP ~0-10%) tanto a las 6 h como a las 24 h. Evidentemente, y con base a los argumentos 

expuestos anteriormente para la SN, la PS y la CE presentan las mismas consideraciones 

sobre el metabolismo que la SN e inclusive la FB1. 

Esencialmente de los experimentos con las exposiciones in vivo a las 24 h, se puede 

sugerir a la SN como un componente activador de las cinasas de MBP y a la PS como un 

compuesto inhibidor. Ambas condiciones son mucho más evidentes en el ensayo in vitro, lo 

cual cuantitativamente puede deberse a un efecto de concentración como se mencionó al 

principio de e~ta sección. 

8.5. La actividad de cinasas de MBP es regulada por fosfatasas 

Al demostrar que la adición in vitro de la FB1 y compuestos esfingoideos inhibieron 

cinasas de MBP, se evaluó la posible regulación de la actividad de estas proteínas por 

fosfatasas. Una alternativa para demostrar dicha regulación fue el uso de inhibidores de 

fosfatasas, cuya especificidad ha sido reportada anteriormente. Aparentemente el NaF es el 

mejor inhibidor de fosfatasas de amplio espectro (SerlThr y Tyr). En menor grado lo es el 

ácido okadaico (Gupta et al., 1998). El NaN04 no distingue entre las proteínas fosfatasas 

SerlThr y las de amplio espectro y ha sido ampliamente utilizado para el estudio de 

fosfatasas citosólicas y membranales (Baizabal-Aguirre y González 1994; Arango et al., 

2003); por ello se estudió su efecto en dos diferentes concentraciones: 200 ¡.tM, para evaluar 

las fosfatasas citosólicas y 1 mM para evaluar fosfatasas e inclusive ATPasas membranales. 

En los casos de las FCs expuestas in vitro a PS y CE, los resultados indican que la 

menor fosforilación de la MBP se produjo por la acción de fosfatasas y se observó que la 

adición de la mezcla de inhibidores con mayor concentración de NaN04 produjo un mayor 

nivel de recuperación de la fosforilación de la MBP. Existen varias explicaciones para este 

efecto: una, que el NaN04 pudiera estar inhibiendo varias ATPasas y fosfatasas con una alta 

Km para ATP, (la concentración de ATP en el ensayo es de 50 ¡.tM) preservando así el 

sustrato de las cinasas fosforiladoras de la MBP. La ATPasa de la membrana plasmática es 

una de las proteínas membranales más abundantes y es inhibida por 200 ¡.tM de NaN04 , 

pero su Km para ATP es de 200 mM (Baizabal-Aguirre y González 1994; Arango et al., 2003) 
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lo cual hace poco probable que ésta fuera una enzima que estuviera consumiendo el ATP 

añadido en el ensayo. Otra explicación postula que sean las fosfatasas de SerlThr, las 

principales enzimas que estén inactivando a las cinasas que se fosforilan en estos residuos 

(incluyendo a las MAPKKs). En el caso de la adición de la mezcla de inhibidores de 

fosfatasas a los Fes expuestas in vitro a la FB1 y SN, éstas también aumentaron la 

fosforilación de la MBP y no hubo diferencia entre las mezclas de inhibidores, lo que sugiere 

que tanto las fosfatasas SerlThr como las de amplio espectro están inactivando las cinasas 

de MBP y es posible que el ácido okadaico y el NaF, que son inhibidores que inactivan 

preferencialmente a fosfatasas de amplio espectro, estén defosforilando el residuo de Tyr 

que aparentemente sólo lo contienen las MAPKs. 

Por otro lado, se evaluó el efecto del ácido okadaico independientemente del efecto de 

la mezcla de inhibidores con alta concentración de NaaV04 en la fosforilación de la MBP por 

las Fes expuestas in vitro con PS y CE para compararlas entre sí. La adición del ácido 

okadaico a las Fes tratadas con los compuestos esfingoideos produjo un aumento 

considerable en el nivel de fosforilación de la MBP con respecto a la mezcla de inhibidores. 

Esto sugiere que la actividad de fosforilación de MBP estaba llevándose a cabo por 

fosfatasas de especificidad dual (propias de las MAPKs) del cual el ácido okadaico es un 

inhibidor potente, si bien también inhibe fosfatasas de SerlThr. Sin embrago, 

inexplicablemente la condición en la que se añadieron el ácido okadaico más el NaF y el 

NaaV04, mostró un efecto menor que el del ácido okadaico sólo. 

Las diferencias observadas en los dos sistemas de exposición (in vivo e in vitro) 

explican la complejidad del metabolismo de los esfingolípidos y de los efectos de los 

intermediarios, ya que en el sistema de exposición in vivo, los embriones de maíz contienen 

intactos los componentes que la conforman. La biosíntesis de esfingolípidos es una ruta muy 

compleja pues está altamente interconectada entre sí y está confinada al retículo 

endoplásmico y al aparato de Golgi. Estas interconexiones unen dos o más módulos de 

señalización diferentes y las enzimas aparentemente son reguladas coordinadamente para 

responder a un estímulo externo (Hannun et al., 2001). En la exposición in vitro de los 

embriones de maíz a los compuestos esfingoideos ya la FB1, los efectos en la fosforilación 

de la MBP están inducidos de manera directa por el compuesto añadido sin que medie su 
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metabolismo. Bajo este contexto , los compuestos tienen per se los siguientes efectos en la 

fosforilación de la MBP: 

O La FB1 y la SN activaron tanto a cinasas de MBP como a fosfatasas. Estos resultados 

sugie"ren que la SN es el principal efector de la fosforilación de la MBP en la actividad de las 

cinasas de MBP y fosfatasas. No obstante, aparentemente la FB1 activó per se a una(s) 

cinasa(s) adicional(es) a la SN, pues el nivel de fosforilación de la MBP fue ligeramente 

mayor en presencia de la micotoxina. La modulaciÓn de la actividad de las cinasas de MBP 

(incluídas las MAP cinasas) depende de la actividad de proteínas fosfatasas y de 

calmodulina y esta función reguladora ha sido frecuentemente reportada en la literatura 

(Suzuki y Shinshi, 1995; Adam et al., 1997; Bogre et al., 1997; Suzuki et al., 1999). 

La adición de PS y CE a las FCs produjo una inhibición de cinasas de MBP mediadas por 

fosfatasas SerlThr probablemente. La actividad de estas últimas proteínas fue elevada, ya 

que el nivel de fosforilación de la MBP se decrementó en una magnitud considerable con 

respecto a la condición control. Las diferencias entre la fosforilación/defosforilación de 

MBP observada in vivo e in vitro pueden originarse de un des balance producido por la 

expresión preferencial de cinasas o fosfatasas según sea el caso. No puede descartarse 

que en condiciones in vitro haya una expresión de fosfatasas que en condiciones in vivo 

están conferidas a los compartimentos celulares. 

El análisis conjunto de los resultados descritos y de los reportes de la literatura 

sugieren que la FB1 y los compuestos esfingoideos afectan la actividad de cinasas de MBP 

de embriones de maíz expuestos in vivo a través de los siguientes procesos: 

O Debido a que la adición de la FB1 a embriones de maíz produce una acumulación de 

esfinganina (Rivas, 2001 ; Gutiérrez, et al., 2001), ésta domina los efectos intracelulares de la 

fumonisina. Tras el aumento de SN, es posible que ésta sea convertida principalmente a su 

forma fosforilada (esfinganina 1-fosfato) por la esfinganina cinasa, (Desai et al., 2002), yen 

menor grado a PS y CE, pues los efectos de estos dos últimos compuestos en el nivel de 

fosforilación de la MBP fueron muy similares a las condiciones control. La elevación de 

esfinganina 1-fosfato parece ser un factor determinante de la toxicidad de la FB1 en células 

animales, pues juega un papel importante en la inhibición de la apoptosis y es muy probable 

que exista una relación entre la toxicidad en las células que acumulan SN y la mitogénesis de 

las células que acumulan bases esfingoideas fosforiladas (Desai et al., 2002). La esfinganina 
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1-fosfato es un intermediario altamente bioactivo que afecta tanto la atividad de cinasas de 

proteína como de fosfatasas (Merrill et al. , 2001) Y este estudio demostró ambas actividades 

en los diferentes tiempos de exposición. Sin embargo, no se conocen los niveles de bases 

esfingoideas en el sistema modelo de embriones de maíz. 

o Los resultados de la exposición de los embriones de maíz a CE revelaron una 

semejanza en el nivel de fosforilación de la MBP con respecto a la condición control. Esto 

sugiere que la CE no tenga efecto alguno en la actividad de cinasas de MBP ni de fosfatasas, 

o bien, que exista una activacíón simultánea de cinasas de MBP y fosfatasas con 

sensibilidades y cinéticas similares y por ro tanto el efecto neto sea percibido como el mismo 

nivel de fosforilación de la MBP que el de la condición control, ya que se han identificado 

diferentes mecanismos de acción de la CE en diversos tipos de células animales, entre los 

que se encuentran la activación de cinasas, cascadas de MAP cinasas (Raines et al., 1993; 

Yao et al. , 1995) y fosfatasas (Hannun, 1994). Una alternativa para probar si la adición de CE 

provoca efectos reversibles a la depleción de la ruta biosintética de los esfingolípidos y por 

tanto de los provocados por la FB1 en la actividad de cinasas de MBP, sería adicionar los dos 

compuestos (CE y FB1) juntos. Un efecto adicional de la CE añadida in vivo, es el de 

favorecer la formación de la glucosil ceramida u otros cerebrósidos. Estas, que son 

componentes de las membranas como la plasmática, pueden reforzar su estructura, 

protegiéndola contra el efecto disruptivo de la FB1 en las células embrionarias (Gutiérrez, 

1999c). 

o El efecto de la adición de PS a los embriones de maíz fue similar al de la CE. Esto 

sugiere que la PS sea la principal base esfingoidea sustrato de la síntesis de la CE y 

consecuentemente el efecto en el nivel de fosforilación de la MBP sea análogo al de la CE. 

O El efecto de la FB1 en la fosforilación de la MBP, sería el resultado global de todos los 

escenarios descritos anteriormente, pues es muy probable que los esfingolípidos sean los 

que principalmente contribuyen a los efectos de esta micotoxina (Merrill et al., 2001). 

El análisis global de los resultados obtenidos en este trabajo indicó que los embriones 

de maíz respondieron a la FB1 ya los compuestos esfingoideos mediante la activación de 

cinasas de MBP y fosfatasas. 

Las FCs de embriones de maíz a los que no se les añadió los compuestos de estudio, 

revelaron la actividad basal de cinasas; esta característica nos permitió diferenciar la 

activación de fosfatasas promovida por los compuestos esfingoideos y la micotoxina. El 
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estudio de fosfatasas que inactivan MAP cinasas ha sido pobremente evaluada en plantas, 

entre las mejor caracterizadas se encuentran las fosfatasas que defosforilan SerfThr (Luan et 

al., 1993; Stone y Walker, 1995; Smith y Walker, 1996) y sólo se ha caracterizado una sola 

fosfatCIsa de amplio espectro en Arabidopsis thaliana (Gupta et al., 1998). Estos reportes 

proponen que sean las fosfatasas SerfThr las principales proteínas reguladoras de la 

actividad de las cinasas de proteína. Adicionalmente, al ser la MBP un sustrato inespecífico 

de diferentes cinasas SerfThr, es probable que la activación de las proteínas fosfatasas 

SerfThr sea la principal responsable del decremento considerable de la fosforilación del 

sustrato. En las cascadas de MAP cinasas, se ha propuesto que sean las MAPKKs las 

proteínas reguladoras de la actividad de las cascadas de MAPKs, ya que además de poseer 

una doble especificidad, éstas conectan diferentes cascadas de MAP cinasas para responder 

específicamente a un estímulo dado (Robinson y Cobb, 1997; Meskiene y Hirt, 2000). Estas 

consideraciones refuerzan la hipótesis de que sean la MAPKKs las que estén siendo 

reguladas por las fosfatasas SerfThr en nuestro sistema experimental. 
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9. CONCLUSIONES 

o La fosforilación de la MBP podría estar efectuada por varios tipos de cinasas de proteína 

presentes en los embriones de maíz. En base a los resultados del sistema experimental, se 

sugiere que las MAP cinasas son las principales responsables de la fosforilación in vitro de la 

MBP. 

o A pesar de haber detectado un efecto de inhibición de la fosforilación de la MBP durante la 

exposición in vitro de las fracciones citosólicas de embriones de maíz a la FB1 o compuestos 

esfingoideos, el efecto in vivo resultó en una discreta activación de cinasas de MBP. Esto 

implica que el mecanismo de acción de los compuestos esfingoideos durante la exposición in 

vivo no son sencillos. 

o El efecto de los compuestos esfingoideos en la disminución de la fosforilación de MBP 

puede atribuirse a: a) un efecto directo de los compuestos sobre las MAP cinasas o b) un 

efecto de los compuestos sobre fosfatasas de MAP cinasas. 

o En el caso de los experimentos in vitro, las fosfatasas de proteína pueden ser las 

responsables del decremento en el nivel de fosforilación de la MBP. Posiblemente, las 

fosfatasas de proteína SerfThr y/o de amplio espectro son las que medien este efecto, ya que 

en la literatura hay fuertes evidencias de que son este tipo de fosfatasas las que actúan 

sobre la MBP fosforilada por MAP cinasas. De ser cierta ésta última suposición, el 

mecanismo de regulación de las MAP cinasas concidiría con los mecanismos ampliamente 

reportados en mamíferos. 
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APÉNDICE 

Imbibición de los embriones de maíz con FB1 o compuestos esfingoideos. 

Reactivos: 

.. Solución de hipoclorito (NaCIO) al 10%. 

.. Buffer de imbibición (sacarosa al 2%, 50 mM cloruro de potasio (KCI), 50 mM Tris-HCI 

pH 7.6, 10 mM cloruro de magnesio (MgClz)). Esterilizar durante 20 min a 15 psi. 

.. Agua estéril. 

... Agarosa 

.. Solución concentrada de FB1 (Sigma Chemical Co) 1 mM disuelta en acetonitrilo y 

agua en una relación 1 :1 . 

.. Solución concentrada de SN (Sigma Chemical Co) 17.91 mM disuelta en etanol 

absoluto . 

• Solución concentrada de PS (Sigma Chemical Co) 1 mM disuelta en etanol absoluto . 

• Solución concentrada de CE (Sigma Chemical Co) 8.38 mM disuelta en etanol 

absoluto. 

Desinfección de los embriones de maíz 

1. Lavar 2.0 g de embriones de maíz por condición de estudio en 10% NaCIO durante 2 

mino 

2. Enjuagar con agua estéril 3 veces durante 2 min por lavado. 

Incubación de los embriones 

1. Preparar 25 mL de buffer de imbibición diluído con agua en una relación 1:2 (vol:vol) 

por cada 2 gramos de embriones de maíz. 

2. Preparar una solución de agarosa al 2% y disolverla en el buffer de imbibición diluido. 

Esterilizar durante 20 min a 15 psi. 

3. Añadir al medio de imbibición (~O OC) FB1 ó SN ó PS ó CE en el volumen 

correspondiente para alcanzar una concentración final de 100 nM o 10 11M de acuerdo 

a las exigencias del experimento y vaciarlo en cajas de Petri. 

4. Distribuir los embriones sobre la caja de Petri. Sellar con parafilm. 

5. Incubar a 29 oC durante el tiempo requerido para cada experimento (6-24 hs). 
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Extracción de proteínas. 

Reactivos: 

* Buffer de Homogenización (250 mM sorbitol, 50 mM HEPES/BTP pH 7.8, 5 mM 

ditioeritritol (OTE), 1 mM EOT A, 1 mM cloruro de potasio (KCI), 10 mM fluoruro de sodio 

(NaF), 1 mM ortovanadato de sodio (NaN04) y 40 ¡..tg/mL de cocktail de inhibidor de 

proteasas). 

Procedimiento 

1. Inmediato al término del período de incubación, congelar los embriones de maíz en 

nitrógeno (N2) líquido. 

2. Pulverizar a los embriones en un mortero, añadiendo constantemente N2. 

3. Añadir. a los embriones pulverizados el buffer de extracción en un volumen igual al 

peso final de los embriones al término de la imbibición. 

4. Homogenizar durante 2 minutos con el homogenizador Tissue Tearor, modelo 985-

370. 

5. Transferir el homogenado a tubos de centrífuga de 12 mL (Nalgene Co). 

6. Centrifugar a 17 000 g durante 15 min a 4°C. 

7. Extraer el sobrenadante, que corresponde a la fracción citosólica (FC). 

8. Congelar a -70°C en tubos eppendorff. 

Cuantificación de Proteínas de la fracción citosólica 

Precipitación de las proteínas de la fracción cifosó/ica 

Soluciones: 

• Mezcla de etanol absoluto (Et-OH)-acetona relación 1: 1 (vol:vol) 

.. 1% SOS 

Procedimiento: 

Añadir 50 ¡..tL de fracción citosólica a 250 ¡..tL de la mezcla Et-OH-acetona 1: 1 (vol:vol) e 

incubar durante 1 hora a -20 oC. 

Transcurrido el periodo de tiempo antes mencionado, centrifugar a máxima velocidad en una 

microcentrífuga durante 10 minutos. 

Extraer el sobrenadante y resuspender en 50 ¡..tL de una solución 1 % SOS. 
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Cuantificación de proteínas por el método de Lowry modificado por Peterson (Peterson, 

1977). 

Reactivos requeridos : 

.. 0.15% Oesoxicolato de sodio (NaOOC) 

.. 10% dodecil sulfato de sodio (SOS) 

.. 0.8 N Hidróxido de sodio (NaOH) 

.. Reactivo de Folin-Ciocalteu 

Soluciones requeridas: 

.. Sol. Carbonato-tartrato-cobre (CTC): 10% carbonato de sodio (Na2C03), 0.1 % sulfato 

cúprico (CUS04) y 0.2% tartrato de sodio-potasio (KNaC4H40 6). 

.. Sol. A: 25% CTC, 25% NaOH, 25% SOS. 

.. Sol. B: Reactivo de Folin-Ciocalteau + H20 1:5 (vol:vol). 

.. Sol. de Albúmina Sérica Bovina (BSA), a una concentración de 1Ilg/llL. 

Curva de calibración de albúmina sérica bovina 

1. Preparación de la serie (Ver seguimiento de la tabla anexa). 

2. Esperar 30 mino 

3. Leer las muestras a 750 nm. 

4. Calcular la absorbencia real de las lecturas de las muestras considerando el valor del 

blanco. 

5. Graficar los valores de absorbencia corregidos contra los Ilg de BSA 

correspondientes. 

Curva de calibración de proteína empleando BSA como estándar. 

Muestra No. mL de agua flLBSA mL NaDOC 10% ML Reactivo A mL Reactivo B 

Blanco 0.90 - 0.1 1.0 0.5 

Blanco 0.90 - 0.1 1.0 0.5 

1 0.90 10 0.1 1.0 0.5 

2 0.90 20 0.1 1.0 0.5 

3 0.90 30 0.1 1.0 0.5 

4 0.90 40 0.1 1.0 0.5 

5 0.840 60 0.1 1.0 0.5 

6 0.820 80 0.1 1.0 0.5 

7 0.800 100 0.1 1.0 0.5 
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Cuantificación de proteínas de las fracciones citosólicas. 

1. Preparación de muestras (por triplicado). 

Muestra No. mL de agua ¡.¡L de F. C. mL NaDOC 10% 

Blanco 0.90 - 0.1 

Blanco 0.90 - 0.1 

Muestras 0.90 3 0.1 

2. Leer las muestras a 750 nm. 

3. calcular la absorbencia real de cada lectura. 

mL Reactivo A 

1.0 

1.0 

1.0 

4. Promediar los valores ajustados del triplicado de cada muestra. 

mL Reactivo B 

0.5 

0.5 

0.5 

5. Interpolar en la curva de calibración de BSA los valores de absorbencia corregidos de 

las muestras, con el fin de determinar la cantidad de proteína presente en las 

fracciones citosólicas. 

6. Considerar el factor de dilución para obtener la cantidad de proteína por unidad de 

volumen. 

Separación de proteínas de acuerdo a su peso molecular por electroforesis en geles 

de poliacrialmida-SDS (Schagger y von Jagow, 1987) 

Preparación del gel SDS-PAGE, 1.5 mm de grosor 

Soluciones y/o reactivos Gel separador (IlL) 
Acrilamida-bis acrilamida (10.0- 2315.65 

0.3%) 
Amortiguador del gel (3 M Tris-

0.3% SOS), pH 8.9 
Glicerol 
Agua 

Persulfato de amonio (10%) 
TEMED 

Soluciones: 

2315.65 

936.8 
1406.2 
23.41 
2.34 

Amortiguador del cátodo (0.1 M Tris, 0.1 M Tricina, 0.1 % SDS). 

Amortiguador del ánodo (0.2 M Tris-HCI, pH 8.9). 

Estándar de proteínas GIBCO BRL. 

Procedimiento: 

Gel concentrador (IlL) 
330.5 

619.7 

1527.2 
23.41 
2.34 

1. Montaje de la cámara de electroforesis: Ensamblar las placas de vidrio, las cuales son 

separadas por espaciadores del grosor requerido. 

2. Montar sobre el soporte de la cámara y verificar que no existan fugas. 
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3. Preparar el gel separador y vertirlo entre las placas de vidrio. Al finalizar, añadir agua 

para evitar la formación del menisco característico de las sustancias líquidas. Dejar 

polimerizar durante 30 mino 

4. Transcurrido el tiempo de polimerización, preparar el gel concentrador y adicionarlo 

entre las placas. Inmediatamente, colocar un peine para la formación de carriles del 

espesor correspondiente al de los espaciadores y dejar polimerzar durante 30 mino 

5. Ensamblar la cámara de electroforesis y adicionar dentro de la cámara buffer del 

cátodo para verificar que no haya fugas. 

6. Cargar las muestras preparadas con solución digestora de acuerdo a las 

características del experimento. 

7. Al término del paso anterior, terminar de añadir el buffer del cátodo hasta el límite de 

la cámara y el buffer del ánodo fuera de ésta. 

8. Conectar la cámara a la fuente de poder y correr el gel a 50 V durante la primera hora 

y a 90 V hasta la salida del frente de corrido. 

9. Al término de la corrida, apagar la fuente de poder y transferir los geles a la solución 

fijadora (10% ácido acético, CH3COOH) para su posterior tinción. 

Tinción de los geles con azul de Coomassie 

Solución Fiiadora Teñidora Desteñidora 

Duración Toda la noche 4 horas Con esponja 1.5 horas 

Composición 10% CH3COOH 39.4%(v/v) metanol (Me-OH) 45.5 % Et-OH 
21 % (v/v) CH3COOH 9.1 % CH3COOH 

0.16% (p/v) azul de Coomassie 
Brillant blue G-250 

Procedimiento para el secado de geles por tratamiento térmico y de vacío: 

1. Colocar el gel teñido sobre una hoja de papel absorbente 3M previamente 

humedecido, y colocar una hoja de papel celofán sobre el gel. Eliminar burbujas. 

2. Introducir el gel preparado al equipo de secado. 

3. Encender la bomba de vacío y posteriormente el secador eléctrico. 

4. Secar a 80 OC durante 2.5 h. 
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Exposición de los geles 

1. Dentro del cuarto oscuro, colocar en el interior del cassette el gel previamente secado 

y un par de placas de autorradiografía X-Omat, sensibles al azul, marca Kodak, de las 

mismas dimensiones que la superficie del cassette. 

2. Envolver al cassette en una bolsa negra y almacenar a -70°C durante un par de días 

o más, dependiendo de la vida media de AT32P. 

Revelado de las películas autorradiográficas. 

1. Equilibrar los cassetts durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

2. En el cuarto oscuro, extraer la placa del interior del cassette y sumergirla en solución 

revelapora marca Kodak GBX al 18%, agitando constantemente hasta la aparición de 

las manchas (sin superar los 5 min). 

3. Lavar con agua para retirar el exceso de solución y sumergirla ahora en solución 

fijadora marca Kodak GBX al 18%, sin dejar de agitar hasta el tiempo necesario. 

4. Secar la placa revelada. 

Digitalización de la autorradiografía 

1. Encender los equipos Fluor-S y de cómputo. 

2. Colocar sobre la superficie del Fluor-S la autorradiografía a analizar, procurando 

centrarla en el equipo. 

3. Abrir el programa Quantity One para accesar al subprograma Fluor-S y obtener la 

pantalla de adquisición. 

4. Seleccionar los siguientes parámetros: 

Tipo de muestra: Rayos X Dimensiones de la muestra: Por default 

Tiempo de adquisición: Se ajusta de acuerdo a la imagen prevista 

5. Una vez ajustados los parámetros se adquiere la imagen y se guarda el documento 

para su análisis posterior. 

Lectura de densidad. 

1. Abrir el documento para tener acceso a la imagen digitalizada. 
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2. Seleccionar las bandas fosforiladas deseadas, una por una, nombrándolas e indicando 

el tipo de muestra a la que pertenecen, es decir, si son desconocidas o si 

corresponden al fondo. 

3. Desplazarse al ícono de análisis de densidad para seleccionar los siguientes 

parámetros: tipo de muestra, nombre, área y densidad de la muestra. 

4. Obtener la tabla de datos de densidad y restarles a los valores de densidad de las 

muestras, el valor de densidad del fondo. 
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