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Resumen_

RESUMEN

Los esfingolipidos se distinguen por la presencia de una base esfingoidea acilada con

un écido graso para formar la ceramida, que es la unidad estructural de esfingolipidos mas
complejos.
La biosintesis de esfingolipidos se lieva a cabo en el reticulo endoplasmico y en el aparato de
Golgi e inicia con la condensacion de la L-serina con palmitoil-CoA, por la enzima serina
palmitoiltransferasa (SPT), para formar 3-cetoesfinganina que posteriormente se reduce a
3-eritroesfinganina. La enzima esfinganina-N-aciftransferasa cataliza la acilacion de la
esfinganina con un acido graso para formar la ceramida. El paso final en la biosintesis de
esfingolipidos complejos tiene lugar en el lumen del aparato de Golgi, donde se glicosilan.

Los esfingolipidos tienen diversas funciones bioldgicas como mensajeros intracelulares
que apenas comienzan a describirse en plantas. La fumonisina B1 es una micotoxina que
inhibe competitivamente a la esfinganina-AMaciltransferasa causando un aumento en los
niveles de bases esfingoideas, lo que ha permitido estudiar la funcién de éstas en la respuesta
de plantas contra patdgenos. La FB1 causa un incremento en la expresién del gen de una
dlicoproteina rica en hidroxiprolina (HRGP) en ejes embrionarios de maiz durante la
germinacién. Esta proteina contribuye a la defensa de la planta reforzando la pared celular.
Debido a que los niveles de HRGP aumentan en presencia de FB1 y que este incremento esta
acompafiado por una elevacién en los niveles de bases esfingoideas, en este trabajo se analizé
el efecto de los esfingolipidos en la expresion del gen de la HRGP de maiz.

Los niveles de fitoesfingosina y esfinganina en ejes embrionarios de semilias
germinadas en presencia de FB1 se analizaron mediante cromatografia liquida con deteccidn -
de fluorescencia. También se estudiaron los efectos de esta toxina sobre la elongacion
radicular y del coleoptilo. La FB1 inhibid la elongacién radicular en un 20% a las 48 horas y en
40% a las 72 horas, asi como la elongacién del coleoptilo en un 35% a partir de las 72 horas
de germinacién. A las 48 horas de germinacion, la concentracion de fitoesfingosina fue
aproximadamente 10 veces mayor en semillas germinadas en presencia de FB1 (10 uM) que
en las semillas control. Las dosis de 1y 10 uM de FB1 causaron una elevacion de 5 veces con
respecto al contro! en los niveles de esfinganina a partir' de las 48 horas de germinacion.

La expresidn del gen de la HRGP se analizé por Northem blot en ejes embrionario de
maiz en presencia de FB1, esfinganina, ceramida, y dos inhibidores de la SPT: p-cloroalanina y

X



Resumen

miriocina. En los embriones tratados con FB1 10 uM se observé un incremento en la expresién
de este gen desde las 12 horas de germinacion. Cuando los embriones se incubaron con
esfinganina, el incremento se retrasd hasta las 72 horas de germinacion; cuando'germinaron
en presencia de ceramida se observé un incremento en la expresion con respecto al control
muy discreto a las 48 horas.

La mirocina ocasiond un incremento en los niveles de expresion de la HRGP en dosis
de 10 nM, comparable o0 mayor al inducido por la FB1 10 uM a las 24 horas de germinacion.

En los ensayas de expresién se observaron dos bandas de transcrito de la HRGP, por lo
que se investigo si éstas provienen de dos genes o bien de un procesamiento alternativo de un
transcrito primario.

Con base en los resultados, es posible que la induccidn de la transcripcidn del gen de la
HRGP de maiz se deba a la disminucion en los niveles de esfingolipidos complejos causada por
la FB1.

En los experimentos no fue posible determinar el origen de las dos bandas de transcrito
de la HRGP.
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I INTRODUCCION
1. ESTRUCTURA DE LA SEMILLA DE MA{z

1.1  Embrién

El embrién maduro de la planta de maiz estd formado por un eje embrionario y un cotiledén
modificado llamado escutelo, que funciona como reservorio de nufrientes y que absorbe y
digiere los nutrimentos almacenados en el endospermo. El eje embrionario de maiz esta
constituido por tres regiones diferenciadas: la radicula, el mesocotilo (regidn que une al eje
embrionario con el escutelo) y la plimula (apéndice donde se encuentran las primeras hojas)
(Figura 1). La coleorriza y el coleoptilo cubren y protegen a la radicula y a la plimula
respectivamente, durante su emergencia en la germinacién (Raven et al/,1992; Bewley y
Black, 1994).

A

Figura 1. Estructura de la semilla de maiz. A. Corte longitudinal y lateral de una semilla de maiz mostrando
las estructuras que la componen: a) cicatriz; b) pericarpo; ¢)aleurona; d) endospermo; ) escutelo; /) capa
glandular del escutelo; g) coleoptilo; #) plimula con tallo y hojas; /) primer intemodo; j) raiz lateral seminal; &)
nodo escutelar; /) raiz primaria; m) coleorriza; n) células basales conductoras del endospermo; o) capa café de
abscisién; p) pedicelo. B. Estructuras principales durante la germinacién de una semilla de maiz y su

transformacion a planta (Neuffer ef af, 1997 Foster y Gifford, 1959). ~
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2. GERMINACION
2.1. Definicién

La germinacién es el proceso que desencadena la rehidratacién de la semilla y el inicio de la
expansion de la radicula. Involucra la transicién de las células de un estado de baja hidratacién
(< 10% de contenido de agua en semillas de maiz) y actividad metabdlica a un estado
hidratado de intensa actividad metabdlica. Este proceso culmina con el desarrollo de la
radicula, que generalmente se debe al alargamiento celular, y su penetracién en los tejidos
adyacentes (Flores, 1999).

Durante la germinacion se reinicia la actividad metabdlica y el crecimiento de los tejidos
de la semilla, lo que involucra procesos de rehidratacién de proteinas, cambios en las
estructuras subcelulares, respiracién, utilizacién de las reservas de nutrientes, sintesis de
macromoléculas, elongacién de la radicula y desarrollo gradual de los sistemas sintéticos que
permitiran a la nueva planta ser un organismo autdtrofo (Street y Opik, 1986; Bewley y Black,
1994).

2.2. Toma de agua

En la semilla seca, el endospermo es un tejido relativamente duro compuesto por células
muertas que representa una barmrera para el crecimiento del embrion (Meyer ef al, 1973).
Debido al bajo contenido de agua en las -semillas secas (5-20%), su tasa metabdlica es
extremadamente pequeiia comparada con la de otros tejidos de la planta que se encuentran
activos y cuyo contenido de agua oscila entre el 80 y el 95%. La mayor parte del agua
presente en las semillas secas se encuentra unida a coloides, por lo que no es accesible para
las reacciones hidroliticas (Street y Opik, 1986).

La imbibicién de agua es el primer requisito para la germinacion de las semillas, ya que
permite la reactivacion metabdlica y la restauracién de membranas y organelos (Flores, 1999);
ésta ocasiona un hinchamiento de la semilla mayor en las células del embridn que en las
células muertas del endospermo, por lo que la cubierta se rompe durante la fase de
hidratacién (Street y Opik, 1986).
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Dentro de la semilla, el agua avanza gradualmente por capas de células, por lo que la

hidratacion no es homogénea. El movimiento de agua es mas rapido en los tejidos
embrionarios que en los tejidos de almacenamiento de nutrientes (Street y Opik, 1986). En
condiciones dptimas, la absorcidn de agua por la semilla se puede dividir en tres fases (Figura
2) que a continuacién se describen:

a)

b)

o)

Fase rapida de imbibicién inicial o fase I: El potencial de agua de la semilla seca
madura es mucho menor que el del suelo circundante. Esta fase estd influida por la
hidratacién de matrices, tales como la pared celular, almidén y cuerpos proteicos
(fuerzas matricas, ¥.). Durante esta etapa, el contenido de agua de la semilla se
incrementa hasta un 50-60% (Flores, 1999; Street y Opik, 1986; Bewley y Black,
1994); al hidratarse, las células y los organelos subcelulares recuperan su forma y
tamafio y el citoplasma recobra su estructura nommal. En esta etapa, la membrana
semipermeable de las células, que normalmente retiene los solutos dentro de ellas, no
actila como barrera de retencién y las células pierden iones, carbohidratos e incluso
proteinas (Street y Opik, 1986). La incorporacion de algunas moléculas, tales como
sacarosa u oligosacéridos de rafinosa a los fosfolipidos de la membrana plasmatica,
evita parcialmente la pérdida de solutos durante el inicio de la imbibicién (Bewley y
Black, 1994).

Fase de ingreso lento de agua o fase II: En esta fase el componente matrico ya
no es importante y el potencial de agua de la semilla (¥) esta dado por la
concentracién de solutos (potencial osmdtico, Wx) y por la presién de potencial_‘¥;),
que permite el ingreso de agua y genera presién en la pared celular (Flores, 1999).

Fase de elongacién radicular o fase III: Tiene lugar Unicamente en semillas que
germinan activamente y generalmente coincide con la ruptura seminal y el comienzo
del alargamiento y protrusion de la radicula. (Flores, 1999; Bewley y Black, 1994).
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Figura 2. Patrén de absorcién de agua trifasico durante la germinacién. La flecha indica el iempo en que
ocurre la protrusion de la radicula (Bewley y Black, 1994).

2.3. Respiracién

En las semillas secas maduras la tasa respiratoria es muy baja comparada con la de las
semillas en germinacion, ya que el metabolismo tan intenso de estas Ultimas esta acompafiado
por tasas respiratorias muy elevadas, tanto en el embrion como en los tejidos de
almacenamiento. La concentracion de ATP se incrementa rdpidamente en las semillas
embebidas. Después de la fase de hidratacién, el incremento en la respiracion estd asociado
con el aumento de enzimas respiratorias (Street y Opik, 1986).

Existen tres vias a través de las cuales las semillas hidratadas llevan a cabo la
respiracion: glucdlisis, via de las pentosas fosfato y ciclo de Krebs (Bewley y Black, 1994).

Los cetodcidos (a-cetoglutarato y piruvato), intermediarios importantes en el
metabolismo respiratorio, son inestables y no estan presentes en las semillas secas, por lo que
durante los primeros minutos de imbibicién se regeneran a partir de aminoécidos a través de
reacciones de desaminacion y transaminacion (Bewley y Black, 1994).

La respiracién involucra tres fases en el tejido embrionario y cuatro fases en los tejidos
de reserva de nuti_enﬁas (Figura 3):
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Fase I Inicialmente hay un incremento pronunciado en el consumo de oxigeno debido a
la hidratacién y activacién de las enzimas mitocondriales involucradas en el ciclo del acido
citrico y en la cadena transportadora de electrones (Bewley y Black, 1994).

Fase II: Es una fase de respiracién lenta en la que el consumo de oxigeno se estabiliza y
aumenta ligeramente. La hidratacién de la semilla estd completa y todas las enzimas
preexistentes se encuentran activadas. Ademas, hay acumulacion de piruvato debido a que
la activacion de la glucdlisis es mas rdpida que el desarrollo de las mitocondrias (Bewley y
Black, 1994).

Fase III: En esta fase hay un segundo incremento respiratorio. En el embrion se debe a
un aumento en la actividad de las mitocondrias recién formadas y al incremento de
enzimas en las células del eje embrionario. En los tejidos de almacenamiento, la actividad
de las mitocondrias también aumenta en proporcién a la movilizacién de reservas (Bewley
y Black, 1994). '

Fase IV: Unicamente ocurre en los tejidos de reserva de nutrientes y coincide con su
senescencia y el vaciamiento de las reservas almacenadas. En esta fase finaliza la
oxidacion de los tejidos de reserva (Bewley y Black, 1994).

Consumo de O,

| Aumento en el tiempo de imbibicion ————

Figura 3. Patrén de consumo de oxigeno durante y después de la germinacién por el embrién (A) y
por los tejidos de reserva (B) (Bewley y Black, 1994).
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2.4. Movilizacion de reservas

El metabolismo de los tejidos de reserva estd encaminado hacia la hidrdlisis de los nutrientes
almacenados y a la translocacién de los productos solubles hacia las regiones en desarrollo
(Street y Opik, 1986).

La movilizacidn de reservas y la activacién enzimatica dependen de la hidratacién. Las
amilasas son el primer sistema enzimatico involucrado en la transformacion de almidén en
azlicares solubles. Las lipasas degradan los lipidos a &cidos grasos y glicerol. Los acidos grasos
son p-oxidados a acetil coenzima A, que ingresa al ciclo del glioxilato para formar
carbohidratos. Algunas proteinas que también sirven como nutrientes son convertidas a formas
solubles. Al inicio de la hidratacion, los cuerpos proteicos forman una (inica vacuola central y
los liposomas desaparecen debido a la hidrdlisis de triglicéridos (Flores, 1999).

En el maiz, la proporcion de compuestos solubles se incrementa desde un 2% inicial
hasta un 25% del peso seco durante los primeros cinco dias de germinacién. Una porcién de
los productos solubles se utiliza para la respiracion, pero la mayor parte se transporta hacia el
embridn. El escutelo tiene una funcién dual, pues absorbe la glucosa y la transforma en
sacarosa. La utilizacién de los productos de hidrdlisis para la sintesis de nuevos compuestos,
requiere de interconversiones de metabolitos debido a que la composicion quimica de las
nuevas células es muy diferente de la de las células del tejido de almacenamiento. La mayoria
de los lipidos almacenados son convertidos en sacarosa en los tejidos de reserva (ciclo del
glioxilato) y posteriormente son translocados al embrién (Street y Opik, 1986).

2.5. Crecimiento de los 6rganos del embrién

El crecimiento del eje embrionario inicia con la emergencia de la radicula, precediendo el
alargamiento a la divisién celular. Los cambios subcelulares de las células del eje embrionario
implican la activacion de los organelos preexistentes, la hidrdlisis de reservas y el desarrolio de
vacuolas. El escutelo estd involucrado en la liberacién de enzimas hacia el endospermo y en el
transporte de metabolitos desde éste hacia el eje embrionario. La diferenciacion vascular en
maiz es muy rdpida y al inicio de la germinacion se observan xilema y floema en el escutelo, el
“coleoptilo y la primera hoja foliar (Flores, 1999; Milthorpe y Moorby, 1974).



Introduccién

El crecimiento de la radicula inicia cuando hay un relajamiento de las paredes celulares.
Se ha sugerido que este relajamiento se debe a que las células en expansién secretan
protones hacia la pared celular, acidificdindola y rompiendo los puentes de hidrégeno entre las
cadenas adyacentes de los carbohidratos que forman la pared celular; otra causa posible es la
activacién de enzimas hidroliticas que tienen un pH dptimo acido. La disminucién de la rigidez
de la pared permite el crecimiento de las células radiculares (Bewley y Black, 1994).

2.6. Metabolismo

El metabolismo de los tejidos de reserva de las semillas es de tipo catabdlico, mientras que el
del embrién es anabdlico (Street y Opik, 1986). En el endospermo de maiz se puede distinguir
la capa de aleurona, metabdlicamente activa, y la zona de células muertas, caracteristicas de
estebejldodereserva Enlassetmllasenreposo las proteasas y esterasas se encuentran en la
capa de aleurona y en el embrién. Durante la germinacién, la capa de aleurona secreta
enzimas, como «-amilasa, hacia el endospermo para la degradaciéon de polimeros de
carbohidratos (Street y Opik, 1986). Durante las primeras 24 horas de germinacion, la
extension y division de las células del embridn depende completamente del consumo de los
aminodcidos, lipidos y carbohidratos almacenados (Milthorpe y Moorby, 1974).

Al inicio de la germinacién predomina la glucdlisis, que conduce a la formacion de
piruvato y a una discreta sintesis de ATP. Posteriormente, la via dominante es la de las
pentosas fosfato y se produce NADPH, que proporciona el poder reductor para la sintesis de
nuevos compuestos (Bewley y Black, 1994).

Las enzimas indispensables para el metabolismo basico, como las enzimas respiratorias,
se encuentran presentes en las semillas secas pero requieren de la hidratacién para activarse.
Por el contrario, las enzimas hidroliticas necesarias para la degradacion de nutrientes e
hidrélisis de pared celular son sintetizadas de novo y aparecen después de la hidratacion
(Street y Opik, 1986; Bewley y Black, 1994; Meyer et al., 1973).

En las semillas en germinacidn existen dos fases de sintesis de DNA: durante las
primeras horas de imbibicidn, se repara el dafio en el DNA causado durante el secado de la
semilla. Posteriormente, la sintesis de DNA se asocia con la division celular de los tejidos de los
meristemos del eje embrionario (Bewley y Black, 1994).
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Las semillas secas contienen RNAt y RNAm, asi como RNAr en ribosomas activos. Antes
de la germinacion existen dos poblaciones de RNAm: los RNAm residuales que son necesarios
para sintetizar proteinas durante la maduracion de la semilla, no se requieren para la
germinacion y son destruidos répidamente después de la imbibicion y los RNAm almacenados,
que se forman durante la maduracién de la semilla y se encuentran disponibles para ser
traducidos a proteinas al comienzo de la germinacion (Bewley y Black, 1994). Poco tiempo
después de la hidratacién de las semillas secas, comienza la formacién de polisomas y de 10 a
15 minutos después de la imbibicidn, la semilla es capaz de sintetizar proteinas. Sin embargo,
es dentro de los primeros 30-90 minutos después de la hidratacidn, que las células comienzan
a sintetizar RNAm. Aunque se puede llevar a cabo la sintesis de proteinas en ausencia de
sintesis de RNAm al inicio de la imbibicién, posteriormente se hace indispensable la sintesis ge
novo para continuar con la germinacion (Bewley y Black, 1994).

Durante la germinacion se expresa un gran numero de genes. Dentro de los mas
estudiados estdn los genes que codifican enzimas y otras proteinas necesarias para las
funciones basicas de las células, como respiracién, sintesis de proteinas y écidos nucleicos,
sintesis de lipidos, metabolismo de nucledtidos y defensa.

En Arabidopsis thaliana se ha observado que los mecanismos de defensa que protegen
a la pléntula contra herbivoros y patégenos estdn presentes desde el segundo dia de
imbibicién de las semillas.; asimismo se encontrd un notable incremento en los niveles de
mirosinasa y de dos proteinas de unién a mirosinasa inducibles por jasmonato durante la
emergencia de la radicula. Estas proteinas estan involucradas en la hidrdlisis de glucosinolatos,
que son un grupo de gluccdsidos que contienen azufre. Cuando la planta se dafia, los
glucosinatos se degradan por la accién de la mirosinasa y los productos tienen efectos tdxicos
para herbivoros y microorganismos (Bove et al, 2001; Gallardo ef al., 2001). En plantulas de
colza el gen COT44 que aparentemente codifica una proteasa de cisteina, se expresa en tejido
vascular y en la epidermis de los cotiledones, pero no en el parénquima de almacenamiento,
debido a esto, es probable que COT44 probablemente no tenga funciones de movilizacién de
reservas sino que juega un papel en la defensa (Thomas, 1993).

Otros genes que se expresan durante la germinacién son los que codifican la isocitrato
Hiasa y malato sintasa, enzimas del ciclo del glioxilato invo!ucra.das en la movilizacién de lipidos
de reserva en plantulas. Su expresidn se ha estudiado en girasol, pepino y colza. Estas
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enzimas se expresan de manera coordinada en niveles elevados en semillas de colza, en las
que se acumulan principalmente en los ejes embrionarios y cotiledones (Thomas, 1993).

3. ESFINGOLIPIDOS

Los esfingolipidos constituyen una de las clases de biomoléculas mas diversas funcional y
quimicamente. Desde su descubrimiento por el aleméan J.LW. Tudichum en 1884, se han
elucidado clentos de estructuras de esfingolipidos, asi como las caracteristicas basicas de su
biosintesis, transporte y recambio (Merrill et a/, 1993).

Los esfingolipidos ayudan a definir las propiedades de las membranas y lipoproteinas,
participan en la interaccion célula-sustrato y en la comunicacion célula-célula, incluyendo el
reconocimiento de células por algunos microorganismos, virus y anticuerpos; interacttan con
receptores para afectar las respuestas celulares a factores de crecimiento y otros agonistas,
influencian sistemas de transduccién de sefiales y sirven como anclas para algunas proteinas
dé membrana (Merill et al, 1993). '

La mayoria de las funciones biolgicas de los esfingolipidos atin son desconocidas; sin
embargo, actualmente se comienza a comprender la manera en que estos lipidos controlan
varias funciones celulares y por qué cambian sus niveles con el crecimiento celular, la
diferenciacién y diversos procesos patolégicos (Merrill et al, 1993; Riboni et al., 2002).

3.1. Estructura de los esfingolipidos

Los esfingolipidos estan formados por una base de cadena larga (amino alcohol) unida por un
enlace amida a un &cido graso (Fig. 4). Los esfingolipidos complejos se forman por la adicién
de grupos polares tales como fosfocolina o uno o mas residuos de aztcar a la base Macilada
no polar (ceramida). Estos lipidos estan presentes en la mayoria de las células eucariotes y en
algunos organismos procariotes. Se descubrieron en tejido cerebral en el siglo XIX y los
primeros reportes de esfingolipidos en plantas se publicaron en la década de 1950 por Carter y
colaboradores, que demostraron la presencia de glicoesfingolipidos complejos en extractos de
semilla (Lynch, 1993).
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.;/\K'\/\/\/\/\/\/\/\ Esfinganina
H,/\l/]\/\/\/\/\/\/\/\ Esfingosina (4-esfingenina)
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m/\l)\/\/\/\/\/\/\/\ Sesngenin
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W Z = 4,8-esfingadienina
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m/\l)j/\/\/\/\/\/\/\ Fitoesfingosina (4-hidroxiesfinganina)
H; OH
H
0 Z 4-hidroxi-8-esfingenina
NH, H (dehidrofitoesfingosina)
-/Ft/\/\/\/\/\/\/\ _—

l Glucosilceramida

Figura 4. Estructura de los esfingolipidos mé&s comunes.
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3.2. Los esfingolipidos en plantas

Las glucosilceramidas y los esfingolipidos relacionados son componentes minoritarios en
extractos lipidicos de plantas, contribuyendo con 5% o menos a la fraccién lipidica. Sin
embargo, en las membranas, la glucosilceramida es un componente cuantitativamente
importante, que comprende del 7 al 26% en mol de los lipidos de membrana plasmatica,
dependiendo la concentracién del tejido vegetal en estudio. En maiz, los esfingolipidos
(principalmente glucocerebrdsidos) constituyen el 6.8% en mol de los lipidos de la membrana
plasmética. La glucosilceramida también es un componente importante de los lipidos del
tonoplasto. Estas observaciones son consistentes con los sistemas de mamiferos, donde
diversos esfingolipidos se localizan en la membrana plasmética y endomembranas
relacionadas. En las células, los esfingolipidos se concentran en la cara externa de la
membrana, expuestos en la superficie celular (Lynch, 1993; Bohn ef al.,, 2001).

Se han encontrado esfingolipidos en animales, plantas y células flngicas y se estima
que existen de 300 a 400 diferentes especies moleculares de estos lipidos. En animales, a
base esfingoidea predominante es la esfingosina (Worral et al.,, 2003).

Las bases esfingoideas mas comunes en plantas son aminoalcoholes Cys € incluyen a
las bases dihidroxiladas esfinganina (d18:0), 8-esfingenina (d-18:1%%*° "), 4,8-esfingadienina
(d-18:2%7ansBuans 0 ransicy v a5 hases trihidroxiladas 4-hidroxiesfinganina (t18:0) y 4-hidroxi-8-
esfingenina (t-18:1%%*° ™) (Figura 4). Otras bases de cadena larga que difieren en la longitud
de la cadena, niimero de grupos hidroxilo y niimero, posicién y configuracién estereoquimica
de los dobles enlaces son constituyentes minoritarios de los esfingolipidos vegetales. Los
dcidos grasos presentes en los esfingolipidos de plantas son casi exclusivamente 2-
hidroxilados. Las cadenas acilo mas abundantes tienen de 16 a 24 C y son saturadas, aunque
en algunas plantas se encuentran cadenas Cy Y Cy En algunos cereales son comunes los
acidos grasos hidroxilados monoinsaturados. La glucosa es el monosacérido unido a la
ceramida en casi todos los glicoesfingolipidos vegetales. La unidad de glucosa esta unida por
un enlace glicosidico al grupo hidroxilo del C-1 del aminoalcohol (Lynch, 1993; Sperling y
Heinz, 2003).

Existen grandes diferencias entre las glucosilceramidas de diversos tejidos de plantas
con respecto a la composicion de su base de cadena larga y del acido graso. Generalmente, las
glucosilceramidas de tejidos de semillas estan enriquecidas en acidos grasos hidroxilados de

cadena larga (Ci-Cx). Las glucosilceramidas presentes en las hojas de dicotiledoneas y
11
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cereales estan enriquecidas en bases de cadena larga trihidroxiladas y cidos grasos de cadena
muy larga saturados e insaturados (>Cy). La composicion de glucosilceramidas en raices es
similar a la de las hojas en un gran niimero de plantas (Lynch, 1993). Otros esfingolipidos
complejos encontrados en plantas son los que contienen inositol, derivados de la
inositolfosforilceramida (IPC). Estos se encuentran en muchos tejidos vegetales y tienen una
amplia diversidad estructural. Tienen una estructura general compuesta por ceramida e
inositolfosfato, asi como oligosacéaridos polares, tales como la Aacetilglucosamina,
glucosamina, dcido glucurdnico, galactosa, manosa, arabinosa y fucosa. En tabaco se han
encontrado mas de 20 especies moleculares diferentes de IPC con variaciones en el
oligosacarido. Estos compuestos forman parte de las membranas plasmaticas y el tonoplasto.
Sin embargo, su localizacion celular y su funcién adn no se ha determinado, aunque se ha
demostrado que algunas proteinas ancladas a glicosilfosfatidilinositol (GPI), tienen
esfingolipidos con fosfoinositol como sus anclas lipidicas (Bromley ef a/, 2003).

3.3. Sintesis de esfingolipidos

La ruta metabdlica para la sintesis de esfingolipidos tiene poco en comin con las rutas
biosintéticas de otros lipidos (Lynch, 1993) y se ha estudiado con mas detalle en
Saccharomyces cerevisiae, donde se identificaron todos los genes del metabolismo de
esfingolipidos. Ademas, la facilidad de manipulacion genética ha permitido la generacion de
mutantes en esta ruta. Sin embargo, en el modelo de levadura, la biosintesis, funciones y
diversidad estructural del los esfingolipidos es sumamente diferente a los sistemas vegetales.
De hecho, existen divergencias en la ruta biosintética de plantas, que conducen a la formacién
de cerebrdsidos y a glicosilinositol fosforilceramidas (GIPC) con instauraciones A-8 en las bases
esfingoideas que no estan presentes en la levadura (Sperling y Heinz, 2003; Dickson, 1998).

Los estudios del metabolismo de esfingolipidos en plantas se han enfocado en
demostrar y caracterizar la actividad /n vitro de las enzimas que participan en la biosintesis y
degradacion; en los ditimos afios se han identificado los genes que controlan los pasos
determinantes en la sintesis de estos lipidos en plantas (Sperling y Heinz, 2003).

En la figura 5 se muestra un esquema de la sintesis de esfingolipidos. Los pasos
indicados en el esquema se requieren para la sintesis de todos los esfingolipidos complejos. La
mayoria de los estudios de la sintesis de esfingolipidos se han realizado en animales, aunque
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también existen algunos trabajos en plantas. En la actualidad adn existen muchos detalles del
metabolismo de esfingolipidos y su regulacién que no estan bien establecidos (Lynch, 1993).
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Figura 5. Esquema de la sintesis de esfingolipidos (Lynch, 1993).
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Figura 6. Localizacién subcelular de la sintesis de esfingolipidos. GSL, Glicoesfingolipidos; SM,
esfingomielina; So, esfingosina; SK, esfingosina cinasa; So1P, esfingosina-1-fosfato; GicCer, glucosilceramida; SPP1,
fosfatasa de la So1P; DH-cer, dihidroceramida; Ceto-Sa, cetoesfinganina; SPT, serinapalmitoiltransferasa; Ser,
serina; PalmCoA, palmitoi-coenzima A; RE, reticulo endopldsmico.(Tomado de Spiegel y Milstien, 2003). Poner
abreviaturas.
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1. Formacidn de la esfinganina: La ruta biosintética de los esfingolipidos comienza con la
sintesis de la base de cadena larga esfinganina. E| primer paso es la condensacién de la L-
serina con palmitoil-CoA para formar 3-cetoesfinganina, reaccion catalizada por la serina
palmitoil transferasa (SPT), que es una enzima dependiente de piridoxal 5 fosfato. Se ha
propuesto que la formacién de la 3-cetoesfinganina es el paso limitante de la sintesis de
esfingolipidos en tejidos animales y en plantas. La enzima es un heterodimero, formado
por las subunidades LCB1 y LCB2. En el genoma de Arabidopsis se han encontrado las
secuencias putativas de ambas subunidades (Sperling y Heinz, 2003). Tamura y
colaboradores (2000) aislaron y caracterizaron en A. thaliana el cDNA de la subunidad
homdloga a LCB2 en mamiferos. Al ser expresado en £. coli se observd una produccién
significativa de esfinganina en las células bacterianas, y complementd a una mutante de
Icb2 de S. cerevisiae (Tamura ef al., 2000). En células de tabaco, la actividad de SPT se
encuentra en el reticulos endopldsmico y es proporcional a la concentracion de
esfingolipidos en los tejidos. En calabaza, la SPT tiene una Ky’ de 1.8 mM para palmitoil-
CoA, que es el sustrato preferido sobre otros derivados de acidos grasos, en concordancia
con la composicion de las bases de cadena larga en los tejidos, por lo que la SPT
determina el tipo de bases esfingoideas presentes en los organismos. La Ky aparente de la
enzima para la serina es similar a las concentraciones de este aminoacido reportadas en
tejidos vegetales, por lo que la disponibilidad de sustrato puede tener influencia sobre la
biosintesis de esfingolipidos (Lynch, 1993). La actividad de la SPT reportada en calabaza es
20 veces mayor que la actividad de la enzima reportada en animales. También se ha
detectado actividad de SPT en microsomas aislados de poro, hipocotilo de frijol, pepino,
manzana, otras variedades de calabaza, tubérculos de papa y hojas de espinaca. La
actividad de esta enzima puede ser inhibida por p-cloro-L-alanina, L-cicloserina, miriocina y
esfingofunguina B y C (Lynch, 1993; Sperling y Heinz, 2003) como se describird mas
adelante. En calabaza, la actividad de la SPT varia con el tamafio y edad del fruto, siendo
los frutos inmaduros los que presentan una mayor actividad especifica, que decrece
conforme el fruto madura. El fendmeno de dependencia con la edad también se ha
demostrado durante la elongacion de hipocotilos de frijol. Estas observaciones representan
evidencia indirecta de que la sintesis de esfingolipidos es regulada, al menos en parte, por
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2.

el nivel de SPT presente, que a su vez correlaciona con el nivel de crecimiento relativo del
tejido (Lynch, 1993; Sperling y Heinz, 2003).

En animales, la regulacion de la SPT es compleja. La actividad de la enzima en
cultivos celulares es dependiente de las concentraciones de serina y acido palmitico en el
medio, mientras que otros &cidos grasos tienen accion inhibitoria. En queratinocitos con
dafio quimico inducido, existe evidencia de que la SPT se regula en respuesta a estrés. En
este caso, se ha propuesto que el incremento en la sintesis de esfingolipidos esta
relacionado con la reparacion de la barrera de permeabilidad y se debe a una regulacion
transcripcional de la enzima. También se ha observado una mayor actividad de SPT en
células beta pancredticas en respuesta a exceso de acidos grasos, en lineas celulares de
carcinoma de ratn en respuesta a acido retinoico y en respuesta a fenretinida en células
de neuroblastoma. En cada uno de estos sistemas, se produjo una acumulacién de
ceramida y muerte celular sensibles a inhibidores de la sintesis de ceramida como
consecuencia de la activacién de la SPT (Perry, 2002).

La 3-cetoesfinganina formada se reduce a esfinganina en una reaccién dependiente de
NADPH catalizada por la 3-cetoesfinganina reductasa. En S. cerevisiae esta enzima esta
localizada en el lado citosdlico del RE. Se han encontrado en el genoma de A. thaliana dos
genes homdlogos que codifican una 3-cetoesfinganina reductasa putativa, pero aiin no se
ha identificado su funcién (Sperling y Heinz, 2003, Lynch, 1993).

Sintesis de ceramida: L a sintesis de ceramida involucra la formacién de un enlace amida
por la condensacidn de un &cido graso con el grupo amino de la base esfingoidea. Aunque
se han propuesto varios mecanismos diferentes para la sintesis de ceramida, las evidencias
experimentales apoyan la existencia de dos rutas:
i) Mediante la actividad de la esfinganina N-adiffransferasa, que usa acil CoA y
esfinganina o esfingosina como sustratos. El ATP estimula la formacion de ceramida
una vez que se ha formado la acil CoA. En fracciones microsomales de calabaza e
hipocotilos de frijol y maiz se ha detectado esta actividad (Lynch, 1993). En A.
thaliana se han clonado dos cDNAs homdlogos a LAG1, que es uno de los genes de
la esfinganina Maciltransferasa de levadura (Speriing y Heinz, 2003).
i) Mediante la actividad inversa de una ceramidasa. La evidencia de este mecanismo
proviene principalmente del gen ypc! de levadura, cuyo producto sintetiza ceramida
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en presencia de &cido palmitico y fitoesfingosina. Esta actividad es resistente a la
fumonisina B1, que inhibe a la esfinganina M-aciltransferasa (Mao et al, 2000). Esta
actividad de ceramidasa inversa no se ha demostrado en plantas (Lynch, 1993) y
aunque se ha identificado una secuencia homdloga a ypcl en el genoma de A.
thaliana, aiin no se ha clonado el gen o el cDNA (Speriing y Heinz, 2003).

Es posible que la reaccién dependiente de esfinganina-Maciltransferasa se encuentre
involucrada en la sintesis de novo de ceramida, mientras que la ceramidasa inversa actlie
en la via de salvamento de acidos grasos y bases esfingoideas, ya que ambos compuestos
son citotdxicos aun en bajas concentraciones (Lynch, 1993 Sperling y Heinz, 2003).

Las ceramidas vegetales componen un grupo muy diverso, pues se pueden dar varias
combinaciones entre mas de 10 é&cidos grasos (generalmente o-hidroxilados) con 8
diferentes bases esfingoideas (Sperling y Heinz, 2003).

Formacidn de glucosilceramida: |a ceramida es el precursor de los esfingolipidos
complejos y la modificacion mas comun de las ceramidas vegetales es la adicion de glucosa
para generar glucosilceramidas. En animales, la glucosiltransferasa utiliza uridina-difosfato-
glucosa (UDP-glucosa) como donador de glucosa y ceramida no hidroxilada como sustrato
preferente, en contraste con la galactosiltransferasa, que utiliza preferencialmente
hidroxiceramidas. La reaccién de glucosilacién se puede estimular con Mg** o Mn?* (Lynch,
1993).

Modificacién de las bases esfingoideas: la esfinganina se modifica por
deshidrogenacién y/o insaturacién para formar las bases Cy encontradas en animales y
plantas. Aparentemente, la modificacion de las bases esfingoideas ocurre simul@neamente
con la sintesis de esfingolipidos. Tanto en animales como en plantas, existen evidencias
que sugieren que la Macilesfinganina es el sustrato para la insercién del doble enlace en la
base esfingoidea, para formar Atacilesfingosina (Lynch, 1993).

Las plantas superiores difieren de los animales y levaduras, ya que contienen dos
enzimas distintas que introducen dobles enlaces en las bases esfingoideas. Estas enzimas
son la A-desaturasa y la A'-desaturasa (Dunn et al, 2004). En A. thaliana se han
identificado los genes putativos de la A'-desaturasa y de la A®desaturasa y la primera
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también se encontrd en L esculentum. Asimismo, se identificaron y caracterizaron dos
genes que codifican la C-4-hidroxilasa de esfingolipidos de Arabidopsis (Wamecke y Heinz,
2003).

3.4. Funciones de los esfingolipidos en animales

En mamiferos y levaduras, los esfingolipidos estan implicados en diversos fenémenos celulares
que incluyen crecimiento, proliferacion celular, respuestas a estrés y apoptosis, ademas de ser
marcadores de progreso de tumores y diferenciacion celular. También son componentes clave
de los microdominios membranales llamados balsas lipidicas, que se cree son responsables de
la organizacién de componentes de sefializacién localizados en la membrana (Worral et al,
2003; Hannun, 1996). Los esfingolipidos tienen una funcién esencial en la viabilidad celular, ya
que tanto en S. cerevisiae como en células de mamiferos, las mutaciones en la primera enzima
de la biosintesis de novo de esfingolipidos (serina palmitoil transferasa, SPT) resultan en una
disminucién de la formacién de esfingolipidos y pérdida de viabilidad que se reconstituye con
la aplicacion de esfingolipidos exdgenos o la transformacion con la enzima (Hannun, 1996;
Jenkins et al, 1997).

Se ha demostrado que muchos microorganismos, toxinas y virus se unen a las células
por medio de los esfingolipidos, por lo que se han empleado esfingolipidos sintéticos como
farmacos para evitar la unién de virus y bacterias. Se sabe también que existen esfingolipidos
que participan en los mecanismos de infeccién de diversos patdgenos (Vesper et al, 1999).

Existe evidencia de que la actividad bioldgica de las bases esfingoideas es dependiente
de su estructura quimica. La capacidad para interactuar con sus blancos estriba principalmente
en la estructura de la cadena hidrocarbonada; se sabe que 18 atomos de carbono es la
longitud 6ptima para la inhibicién de PKC. Los esfingolipidos de mayor o menor tamafio tienen
efectos inhibitorios menores. La configuracién del doble enlace también juega un papel
importante en la actividad bioldgica, ya que se sabe que el reemplazo del isdmero-trans de la
D-eritro-esfingenina por su forma ¢is disminuye a la mitad la capacidad de inhibir a la PKC.
Tanto las insaturaciones como los grupos funcionales (hidroxilo y amino) desempefian un
papel critico en la funcién de los esfingolipidos (Dyatiovitskaya, 1997).
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3.4.1. Esfingosina y esfinganina

El hecho de que la esfingosina sea un potente inhibidor de la proteina cinasa C (PKC, enzima
clave en la regulacion de procesos como la proliferacion, diferenciacion y apoptosis) i vitro y
de las respuestas celulares a PKC en méas de 100 sistemas celulares diferentes, tales como
plaquetas, neutrdfilos y células HL-60, dio la pauta para proponer a este esfingolipido como un
“segundo mensajero lipidico”. Actualmente se sabe que hay un gran niimero de esfingolipidos
que pueden inducir respuestas celulares y ser segundos mensajeros, tales como las ceramidas,
esfingosina-1-P, lisoesfingolipidos, Atmetilesfingosina, entre otros (Merill et al, 1993,
Alessenko, 1997, Merrill et al., 1997).

La esfingosina y otras alquilaminas son inhibidores potentes de la fosfohidrolasa del
écido fosfatidico, enzima responsable de la formacion de diacilglicerol como intermediario de la
biosintesis de esfingolipidos y 1a via de transduccién de sefiales que utiliza a la fosfolipasa D
(Merill et al, 1993).

La esfingosina activa a una fosfolipasa D especifica de fosfatidiletanolamina,
relacionada con la transduccién de sefiales en la mitogénesis, asi como a la fosfolipasa Cs.
Este esfingolipido es capaz de inducir la liberacién de calcio de depdsitos intracelulares en
células musculares permeabilizadas con saponina (Merrill et al, 1993; Merrill et al, 1997).

La esfingosina y la A, A-dimetilesfingosina (DMS), son potentes activadores de proteinas
cinasas dependientes de esfingosina (SDK1-SDK3), que fosforilan varias proteinas celulares,
como las proteinas 14-3-3 (isoformas B,n y £, pero no t 0 o) que estan involucradas en la
interaccién y modificacién funcional de moléculas clave en la transduccidn de sefiales asociada
con proliferacién, diferenciacién y apoptosis. También activa a la chaperona calreticuling, la
proteina disulfuro isomerasa y diversas proteinas de choque térmico. Es posible que la
esfingosina regule eventos de transduccidn de sefiales por su capacidad para activar a dichas
chaperonas (Megidish et al, 1999; Hamaguchi ef a/,, 2003).

En células HL-60 (promieloblastos humanos) y U937 (linfoblastos humanos), la
exposicion a esfingosina o a esfinganina (0.001-10 pM) promueve la degradacion del DNA
gendmico. A concentraciones menores (750 nM), las bases esfingoideas aumentan de manera
sinérgica la capacidad de la ceramida para producir apoptosis (Jarvis et al.,, 1996).

La esfinganina, el precursor de la ceramida en la via de novo de esfingolipidos, juega
un papel en la apoptosis-y en la muerte celular. La SPT estd involucrada en la detencion del

ciclo celular y las respuestas apoptéticas en Saccharomyces cerevisiae y en células de
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mamifero respectivamente y se sabe que el papel de la via de novo de sintesis de
esfingolipidos es estimulo-especifico. Diversos tipos de estrés regulan a la SPT a nivel
transcripcional o post-transcripcional (Wispriyono et a/, 2002).

3.4.2. Esfingosina-1-fosfato (So1P)

La esfingosina-1-fosfato es un metabolito formado por la fosforilacion de la esfingosina en la
posicion 1 por la esfingosina cinasa, que es una enzima que en su estructura primaria contiene
secuencias de unién a calcio/calmodulina y sitios potenciales de fosforilacion por caseina
cinasa II y PKC. Es estimulada por activadores de PKC y se inhibe por A, A-dimetilesfingosina.
La Sol1P se une a la alblimina y estd ampliamente distribuida en tejidos de mamiferos. Se
libera por la activacién de plaquetas y otras células, dafio tisular, inflamacion y neoplasia, y
evoca respuestas celulares dependientes del citoesqueleto, como contraccién, secrecion,
adhesion y quimiotaxis. La So1P es més polar que la esfingdsina y se puede encontrar en el
citosol. Es degradada por la So1P liasa para generar fosfoetanolamina y hexadecanal. La So1P
se puede unir a receptores membranales acoplados a proteinas G, por lo que puede actuar
como un mensajero extracelular y posiblemente como un segundo mensajero intracelular, lo
cual explicaria la diversidad de procesos bioldgicos en los que esta involucrada (Fig. 7) (Payne
et al, 2002, Hia, 2003; Goetzl y An, 1998; Pyne y Pyne, 2000).

En Saccharomyces cerevisiae y Dictyostelium discoidium la eliminacion del gen de la
esfingosina cinasa (SK, genes Lch9 y Lcb5), resultd en la acumulacién de bases de cadena
larga confo la fitoesfingosina, asociada con una disminucién en la supervivencia de las
levaduras a estrés por calor. Al eliminar la fosfatasa y la liasa se incrementaron los niveles de
fitoesfingosina-1-fosfato, aumentando la supervivencia a estrés por calor. En D. discoidium
ocurrieron efectos dramédticos en la interaccién célula-célula y en la diferenciacion a
estructuras multicelulares. Estos datos sugieren que las bases de cadena larga como la
fitoesfingosina pueden ser toxicas para la célula y la fosforilacion reduce la toxicidad. Otra
posibilidad es que la fitoesfingosina-1-fosfato esté directamente involucrada en una via de
seffalizacién que regule la supervivencia celular en respuesta a estrés (Hia, 2003).

Se ha postulado que la So1P puede desempefiar un papel critico en la regulacién de la
via de novo de esfingolipidos afectando a la SPT o a la esfinganina-A+aciltransferasa (Payne et
al, 2002; Merrill et al, 1997; Le Stunff et al, 2002).
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Las funciones extracelular e intracelular de la So1P se ilustran en la siguiente figura:
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Figura 7. Esquema de la sefializacién intracelular y extracelular por esfingosina-1-fosfato SolP,
esfingosina-1-fosfato; PR, proteina reladonada con la patogénesis; SK, esfingosina dnasa. (Adaptado de Pyne y

Pyne, 2000 y Spiegel y Milstien, 2003).
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3.4.3. Ceramida

Las ceramidas son una familia de moléculas attamente hidrofdbicas que contienen un acido
graso de longitud variable unido a una molécula de esfingosina o a una base relacionada de
cadena larga (Ruvolo, 2003).

Se sabe que la ceramida desempefia un papel estructural, ya que puede influenciar el
acomodo de lipidos en la membrana y afectar su permeabilidad, pues forma poros que
permiten la salida de moléculas de 20 a 60 kDa. Asimismo, se sabe que dentro de las
membranas existen regiones ricas en ceramida que pueden conformar microdominios
importantes en la sefializacion. La localizacion y organizacion de los microdominios de
sefializacion es critica para los mecanismos de operacion de las cascadas de sefializacién
activadas por estrés (Ruvolo, 2003).

La ceramida puede modificar la actividad de diversas proteinas por varios mecanismos
(Ruvolo, 2003):

a) Promoviendo una mayor actividad de algunas enzimas

b) Reclutando las cinasas adecuadas en el sitio correcto de la membrana
¢) Interfiriendo con la unién de los ligandos

d) Promoviendo la formacién de complejos de sefializacion

Se sabe que la ceramida activa a una fosfatasa de serina/treonina, llamada fosfatasa de
proteinas activada por ceramida (CAPP), que es independiente de cationes y sensible a la
inhibicién por &cido okadaico. CAPP se puede activar por diferentes ceramidas con unidades
hidrofébicas distintas pero no por otros esfingolipidos ni lipidos neutros. Chalfant y
colaboradores (2004) estudiaron los requisitos estructurales para la interaccion entre y
ceramida y CAPP y determinaron que la p-eritro-C(6) ceramida activa la subunidad catalitica de
CAPP (PP2Ac) aproximadamente al triple, de una manera esterecespecifica. Por el contrario, al
saturar el doble enlace 4-5, produciendo p-eritro-cis-C(6) ceramida, esta subunidad es inhibida
(ICs=8.5uM). La fito C(6) ceramida no tuvo efecto en la actividad de la proteina. Al modificar
la base esfingoidea, la capacidad de la ceramida para activar a CAPP desaparecid. Asimismo
demostraron que el grupo amida y los grupos hidroxilo primario y secundario de la base
esfingoidea son indispensables para la activacion.

Existe evidencia que sugiere un papel de CAPP como mediador de algunas de las

funciones de la ceramida: la apoptosis inducida por ceramida se inhibe por bajas
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concentraciones de &cido okadaico; CAPP se activa in wiro por ceramida, pero no por
dihidroceramida, que es inactiva para elicitar los efectos de la ceramida en las células; estudios
en levaduras deficientes en las subunidades de CAPP son resistentes a los efectos de la
ceramida (Hannun, 1996).

La ceramida también es capaz de activar a cinasas de proteina, entre ellas a PKCZ y a
una cinasa dependiente de magnesio que fosforila al receptor del factor de crecimiento
epidérmico en la treonina 699 (Merrill et a/, 1993; Hannun, 1996).

Una cinasa de proteinas activada por ceramida fosforila a RAF1, incrementando su
actividad y promoviendo la activacién de una cascada de MAP cinasas. Esta activacion puede
conectar a la via de sefializacion por ceramidas con otras moléculas de sefializacion intracelular
(Merrill et al, 1997).

3.4.4. Ceramida-1-fosfato

La ceramida-1-P esta implicada en la regulacién de varias funciones, incluyendo la secrecién de
neurotransmisores, proliferacién celular, apoptosis, fagocitosis y tono vascular. Actualmente, el
conocimiento sobre las funciones de la ceramida-1-P en animales es escaso. Se ha reportado la
actividad de la ceramida cinasa en el cerebro, células HL-60, células de rifién A498, neutréfilos
y vesiculas de neuronas sinapticas. La ceramida-1-P se forma en estas células tanto a partir de
la acilacién y fosforilacion de la esfingosina como de la degradacién de esfingomielina. Se sabe
que la actividad de la ceramida cinasa cambia dependiendo del tipo de tejido y el estado de
diferenciacion de éste (Huwiler et al, 2000; Riboni et al, 2002). Se ha caracterizado a la
ceramida cinasa humana. El gen codifica una proteina de 537 aminoécidos que tiene una
regién catalitica muy similar al dominio catalitico de la cinasa de diacilglicerol. La proteina tiene
un sitio putativo de A“miristoilacion en su amino terminal. Al transformar células HEK293
(células de rifion de embrién humano) con la ceramida cinasa se encontré actividad en la
fraccién membranal y no en la citosdlica. Esta enzima fosforila ceramida pero no esfingosina u
otras bases esfingoideas, diacilglicerol o fosfatidilinositol. Los valores de Ky de la enzima son
187 y 32 uM para la ceramida y ATP respectivemente. El RNAm de la ceramida cinasé humana
se expresa en altos niveles en el cerebro, corazdn, musculo esquelético, rifidn e higado
(Sugiura et al, 2002).



3.5. Funciones de los esfingolipidos en plantas

En contraste con los estudios realizados en células animales y levaduras, se conoce poco sobre

las funciones de los esfingolipidos en plantas, aunque desde hace algunos afios ha surgido un

gran interés en el campo enfocado a la biosintesis y funcién de estas moléculas (Womal et 3.,

2003). Arabidopsis thaliana es uno de los mejores organismos modelo para estudiar el

metabolismo y las funciones de los esfingolipidos en plantas superiores ya que su genoma se

encuentra totalmente secuenciado (Dunn et al, 2004), hay una coleccidn considerable de
mutantes de insercién y la planta se puede transformar facimente para estudiar la
sobreexpresidn o inactivacién de un gen.

Los estudios de la funcién de los esfingolipidos en plantas se han centrado en cinco

aspectos que se presentan a continuacion:

a) Sedalizacion celular: Se ha demostrado que la esfingosina-1-fosfato es un componente de
la sefializacién mediada por el cido abscisico (ABA) en las células guardia durante estrés
por sequia. Este lipido promueve el cierre de las células guardia mediado por Ca®* y se ha
demostrado que la insaturacion es indispensable para llevar a cabo esta actividad (Ng et
al, 2002)

Recientemente se comenzaron a estudiar los detalles de su mecanismo de accién en
plantas. En la planta Commelina communis, se ha descubierto que So1P es un mensajero
movilizador de Ca’* en la sefializacién por ABA y por sequia en células guardia. En este
caso, la sequia y la percepcién de ABA conducen a un incremento de So1P, seguido por un
aumento en la concentracion de iones de calcio en el citosol de las células guardia, lo que
conduce finalmente a una reduccion en la apertura del poro estomatal. La So1P modula el
turgor de las células guardia afectando las actividades de los canales de K* y los canales
aniénicos lentos, regulados por cambios en [Ca®*]a. Se ha demostrado que el efecto de
ABA en las actividades de estos dos tipos de canales disminuye con la A, A-dimetil
esfingosina (DMS), un inhibidor de la esfingosina cinasa (Hetherington, 2001).

En protoplastos de células guardia de A. thaliana, la actividad de la esfingosina cinasa
(SK), que sintetiza a la So1P, estd modulada por ABA, que induce la produccién de So1P en
tiempos muy breves (2 min), manteniéndose los niveles por un periodo de 15 min y
regresando a su nivel basal después de 30 min, lo que indica que estas células tienen la
maquinaria completa para la produccidn y degradacion de la So1P. Esta via de sefializacion

estd involucrada tanto en la inhibicion de la apertura de estomas, como en la promocién
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del cierre estomatal causados por ABA (Coursol ef al, 2003). En el genoma de Arabidopsis
se han identificado cuatro secuencias que codifican esfingosina cinasas putativas
(At4g21540, At5g58490, At2g46090 y At5g23450), una fosfohidrolasa de SoiP
(At1g27980) y una liasa de SolP (At3g58490). Ain no se han caracterizado
bioquimicamente estas cinasas, fosfohidrolasa y liasa, ni se sabe si ABA puede modificar la
actividad de la fosfohidrolasa y liasa putativas (Worral et al., 2003; Coursol et al, 2003).

En células animales la SoiP se une a un receptor acoplado a proteinas G
heterotriméricas y en plantas se demostrd la participacién de estas (ltimas en la
sefializacién mediada por SolP a través de mutantes de A. thaliana que carecen de la
subunidad alfa de la proteina G. En estas mutantes no se observa ni la regulacién de la
apertura estomatal, ni la activacion de canales iénicos como en las plantas silvestres en
respuesta a So1P (Coursol et al., 2003). Sin embargo, aunque estos datos muestran que
Ga. es importante en la sefializacion por So1P, la ausencia de un receptor GPCR tipo So1P
sugiere que la Sol1P podria operar a través de una nueva clase de receptores en plantas
(Worral et al., 2003; Coursol et al, 2003).

Estabilidad membranal: En diversos sistemas se ha demostrado que las glucosilceramidas y
esfingolipidos relacionados incrementan la estabilidad y disminuyen la permeabilidad de las
membranas como consecuencia de la formacién de puentes de hidrégeno intra- e
intermoleculares entre los grupos amida e hidroxilo de la ceramida. Los esfingolipidos han
sido implicados en la regulacién de la permeabilidad a iones; la membrana plasmatica y el
tonoplasto estan enriguecidas en estos lipidos, ya que desempefian funciones criticas de
permeabilidad (Lynch, 1993). Los esfingolipidos vegetales se asocian con esteroles
(sitosterol y stigmasterol principalmente) para formar balsas de lipidos. Se ha demostrado
en membranas modelo, que pequefias cantidades de ceramida libre estabilizan la
formacién de los dominios, sugiriendo que esta molécula esta involucrada en la
sefializacion para que se concentren los lipidos y esteroles (Sperling y Heinz, 2003; Xu ef
al, 2001).

Respuesta al estres abidtico: En animales y plantas, los tejidos expuestos a estrés quimico
presentan esfingolipidos con mayores niveles de hidroxilacion, lo cual es consistente con su
funcion de estabilizacion de la membrana. Asimismo, se ha sugerido que las
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glucosilceramidas podrian estar asociadas con la sensibilidad al congelamiento y
adaptacion al frio. Ademas de las funciones estructurales como componentes de las
membranas, los esfingolipidos desempefian un papel en el reconocimiento celular y en la
transduccién de sefiales (Lynch, 1993; Sperling y Heinz, 2003).

Fitopatogénesis: Un campo reciente en el estudio de las funciones de los esfingolipidos
comprende las interacciones planta-patdgeno. Algunos cerebrdsidos flingicos — como los
cerebrésidos A y C, aislados del hongo patdgeno de arroz Magnaporthe grisea— funcionan
como elicitores causando respuesta de hipersensibilidad, acumulacién de fitoalexinas y
resistencia incrementada a infecciones subsecuentes por patdgenos compatibles. Se tiene
evidencia de que la glucosa en esta molécula no es esencial para despertar la respuesta,
porque la ceramida también tiene actividad elicitora, aunque con una menor eficiencia
(Koga ef al, 1998; Umemura et a/, 2000). En este modelo, también hay evidencias de la
participacién de proteinas G en la sefializacion por esfingolipidos durante la defensa, pues
las plantas de amoz que carecen del gen que codifica la subunidad « del heterotrimero
presentan niveles menores de especies reactivas de oxigém (EROS) y de transcritos de
genes relacionados con la patogénesis (PR). Por parte del patdgeno, los esfingolipidos,
ademas de funcionar como moléculas elicitoras pueden regular el desarrolio.

Asimismo, se ha observado que la expresién del gen de la enzima serina
palmitoiltransferasa aumenta durante la respuesta de hipersensibilidad en variedades
resistentes de papa infectadas con el hongo Phytophthora infestans, hecho que apunta a
una asociacion posible entre la biosintesis de novo de esfingolipidos y la respuesta de
defensa (Birch et al, 1999; da Silva et al, 2004).

Ademds de la biosintesis, también se ha encontrado una asociacién con el transporte
intracelular de esfingolipidos y la respuesta de defensa. Una mutante de Arabidopsis,
llamada acd11 (accelerated cell death-11) tiene una delecion en el gen ACD11, que es
homdlogo a la proteina de transferencia de glicolipidos de mamiferos, pero que tiene una
alta afinidad por esfingosina para su transferencia entre membranas /7 vitro. Esta mutante
expresa de manera constitutiva los genes relacionados con la defensa que acompafian a la
respuesta de hipersensibilidad desatada por los patégenos avirulentos, lo que indica un
papel esencial en el transporte de esfingolipidos en la regulacién de los mecanismos de
defensa de las plantas (Brodersen et al, 2002).
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En el hongo fitopatéaeno Colletotrichum aloeosporioides, que causa antracnosis en
distintas plantas, las glucosilceramidas son indispensables para la diferenciacién de las
conidias a células miceliales, por lo que la inhibicién de su sintesis puede ser clave en
algunas interacciones planta-patdgeno (Da Silva et al, 2004).

Ferket y colaboradores (2003) demostraron que las cepas de Neurospora crassa
resistentes a la permeabilizacion de la membrana causada por defensinas vegetales
contienen un perfil diferente de glucosilceramidas y glucosilinositolfosforilceramidas que las
cepas sensibles.

Todas estas evidencias sugieren que los esfingolipidos regulan la diferenciacion y
respuesta tanto en las células del patégeno como en la planta hospedera y que podrian ser
reguladores fundamentales en la interaccién entre ellos.

Muerte celular programada: Las evidencias recientes sugieren que la muerte celular
programada inducida por algunas micotoxinas resulta de alteraciones en el metabolismo de
esfingolipidos pues se acumulan bases esfingoideas libres. Esta muerte celular programada
se puede revertir con la adicién de ceramida, lo que sugiere que los niveles de ceramida y
bases esfingoideas actiian como un mecanismo que determina la muerte o supervivencia
(Worral et al., 2003).

En Arabidopsis se ha caracterizado una mutante en la ceramida cinasa (accelerated cell
death 5, ACD5), que acumula los sustratos de la ceramida cinasa y presenta sintomas
incrementados de enfermedad durante ataque por patdgenos y muerte celular tipo
apoptosis dependiente de la sefializacion de defensa en su desarrollo tardio. La proteina
ACDS tiene alta especificidad por ceramidas /n witro. La ceramida C2 induce la muerte
celular programada mientras que su derivado fosforilado la bloquea, apoyando el papel de
la fosforilacion de ceramida en la modulacion de la muerte celular en plantas (Liang et al,
2003).
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3.6. Herramientas para el estudio de los esfingolipidos

Para el estudio del metabolismo y funcién de esfingolipidos en los diversos sistemas, se han
empleado varias herramientas que modifican los niveles de estos lipidos en las células.

Los estudios de los niveles de esfingolipidos requieren métodos sensibles y confiables. Los mas
utilizados para detectar los niveles de esfingolipidos utilizan sustratos marcados
radiactivamente (Min et al, 2002).

La SoiP se puede cuantificar por modificacién quimica a *H-ceramidal-P, por
desfosforilacién de la esfingosina seguida por refosforilacion en presencia de [y-PJATP, o por
HPLC con derivatizacion precolumna con o-ftadialdehido. Este método tiene la ventaja de que
permite cuantificar varias bases esfingoideas y sus derivados fosforilados (Min et al, 2002).

3.6.1. Fumonisina B1

Las fumonisinas (FB:-FBs) son micotoxinas producidas por el hongo fitopatdgeno Fusarium
verticillioides, contaminante del maiz, sorgo y otros cereales. Su produccién depende de las
condiciones ambientales, del transporte y del almacenamiento de los granos. Estas toxinas
fueron aisladas y caracterizadas por primera vez en 1988 por un grupo de investigadores
sudafticanos y su estructura quimica revelé que son compuestos similares a esfingolipidos. El
esqueleto de la fumonisina es una cadena hidroxilada de 20 carbonos con dos grupos laterales
propano-1,2,3-tricarboxilicos (acido tricarbalilico). Las diversas fumonisinas se diferencian
entre si por los sustituyentes de sus grupos hidroxilo o del &cido tricarbalilico (Fig. 8). Distintas
cepas de Fusarium producen cantidades variables de cada fumonisina o combinaciones de
éstas (Abelson et al., 2000; Nelson, 1993; Gamanya y Sibanda, 2001).
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Figura 8. Estructura de las Fumonisinas, aminopentol y paimitoilaminopentol (Desai et al, 2002).

Los cuatro grupos carboxilo y el grupo amino hacen que la FB1 sea soluble en agua, mientras
que FB,, FB; y FB,4 requieren la adicién de un disolvente polar para afectar su solubilidad. Las
fumonisinas son insolubles en disolventes organicos no polares. En disolventes polares, la FB,
existe como un zwitterion y puede interactuar con metales.

Debido a la similitud estructural de la fumonisina con las bases esfingoideas (ver figuras
4y 8), ésta es un potente inhibidor de la enzima esfinganina-A~aciltransferasa. Al inhibir a la
enzima, se genera un incremento en la concentracion de bases esfingoideas libres y una
disminucién en la produccién de esfingolipidos complejos (Merill et al, 1997; Abbas et al.,
1994; Shier, 1992).

Aparentemente, la FB1 interact(ia con los sitios de unién tanto de la esfinganina como
del acil-CoA de la enzima, ya que su potencia inhibitoria estd determinada por la concentracion
de ambos sustratos. La ICs, para la FB1 en hepatocitos de rata es 0.1 uM. El modelo actual
para el mecanismo de inhibicién de la esfinganina-Aaciltransferasa establece que el esqueleto
aminopentol compite por el sitio de unién de la base esfingoidea, mientras que los acidos
tricarbalilicos interfieren con la unidn del &cido graso-CoA (Desai et al, 2002; Wang et al.,
1991). Al remover las cadenas laterales de acido tricarbalilico, la inhibicién disminuye alrededor
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de 10 veces en ensayos /1 vitro. La FB1 no es acilada por la esfinganina-M-aciltransferasa, pero
al remover los acidos tricarbalilicos (para producir aminopentol, AP,) el inhibidor se convierte
en un sustrato. El producto de esta reaccién es el A-palmitoil-AP; (PAP,) (ver figura 8), que es
un inhibidor de la esfinganina-Maciltransferasa /7 vitro aun mas potente que la FB1, ya que
causa un incremento mayor que la FB1 en los niveles de esfinganina de células HT-29 a
concentraciones similares (Merrill ef a/, 2001). Las diferencias estructurales entre las
fumonisinas y la esfinganina incluyen la ausencia de un grupo hidroxilo en posicién-1, la
presencia de un grupo hidroxilo adicional en la posicion-5 y una estereoquimica treo en las
posiciones 2 y 3. Se han investigado las contribuciones de estas caracteristicas sintetizando
analogos de esfinganina sin el oxigeno en posicién-1 e hidroxilados en posicién-5. Los
resultados indican que estos analogos son acilados, que incluso son mejores sustratos que la
esfingosina y que también inhiben a la esfinganina-M-aciltransferasa (Desai ef al, 2002).

La inhibicion de la esfinganina-Aaciltransferasa se puede revertir por dilucion del
inhibidor, es decir, la remocién de la FB1 del medio (experimentos in vitro) o el retiro de la FB1
de la dieta de 10s animales (experimentos /n vivo). Debido a que la FB1 inhibe a la esfinganina-
M-aciltransferasa a través de interacciones no covalentes, la reversibilidad se debe a la
reduccién de la concentracion de FB1 en el citoplasma. Otros factores que afectan la
reversibilidad son las concentraciones celulares de los sustratos de la enzima y la velocidad de
eliminacion de la esfinganina y esfingosina acumuladas (Mermill ef a/, 2001; Huwiler ef a,
2000) .

Como resultado de la inhibicién de la esfinganina-Aaciltransferasa, no Unicamente se
acumula esfinganina, sino que cambian los niveles de otros lipidos que tienen importantes
funciones en la célula:

a) Disminucion de los niveles de ceramida y esfingolipidos complejos derivados de ésta: Los
cambios en la cantidad de esfingolipidos pueden alterar las funciones celulares que
dependen de los esfingolipidos complejos, mientras que la acumulacion de bases
esfingoideas también perturba la estructura membranal (Merrill et al, 2001).

b) Acumulacion de bases esfingoideas fosforiladas y otros metabolitos: Las bases esfingoideas
se catabolizan por fosforilacion y ruptura litica a aldehidos grasos y fosfatos de
etanolamina. La FB1 incrementa la cantidad de bases fosforiladas y aumenta la proporcién
de etanolamina fosfato incorporada en fosfatidiletanolamina. Asimismo, se incrementa la
fitoesfingosina por la hidroxilacidn de la esfingosina (Merill et a/., 2001).
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C) Alteracion de otras vias metabdiicas de ljpidos: L a fosfatasa del acido fosfatidico es una de
las enzimas sensibles a la concentracién de bases esfingoideas libres. La FB1 altera ésta y
otras enzimas en levadura. Esta enzima es un componente clave en la sefializacién por la
via de fosfolipasa D, &cido fosfatidico y DAG. Las bases esfingoideas y sus derivados
fosforilados pueden activar también a la fosfolipasa D. Ademds, una enzima de la sintesis
de DAG se inhibe por las bases esfingoideas. El metabolismo de colesterol también se
afecta por la alteracién del metabolismo de esfingolipidos dada la correlacidn entre ambas
vias (Merrill et al, 2001).

d) Formacidn de N-acetil derivados: La acumulacidn de bases esfingoideas conduce a su
metabolismo por la Macetiltransferasa, que participa en el metabolismo de xenobidticos o
por una transacetilasa que transfiere grupos acetilo de un factor activador de plaquetas
hacia la esfingosina, por lo que se incrementan los niveles de compuestos como ceramidas
de cadena corta. Se ha propuesto que las ceramidas C-2 se pueden utilizar como
biomarcadores para la exposicién a largo plazo a la FB1 (Merrill et al, 2001).

Se ha asociado la inhibicién de la biosintesis de esfingolipidos por fumonisinas con la detencién
del ciclo celular, cambios morfoldgicos y un incremento en la muerte celular en lineas
provenientes de rifién (Memill et al, 1997). En células CV-1, la FB1 tiene efecto en las
proteinas que regulan el ciclo celular, ya que el tratamiento con la toxina conduce a la
desfosforilacién de la proteina de retinoblastoma (Rb), la represion de la actividad de la cinasa
dependiente de ciclina 2 (CDK2) y la disminucién de los niveles de ciclina E, ademas de que la
toxina produce la elevacion de la concentracién de dos inhibidores de CDKs, Kipl y Kip2
(Ciacci-Zanella et al, 1998). La FB1 puede inducir apoptosis in vitro e in vivo en diversos
sistemas y es antiproliferativa en varias lineas celulares humanas. Tanto la acumulacién de
esfinganina como la deplecién de esfingolipidos complejos pueden ser responsables de la
apoptosis inducida por la FB1, ya que altas dosis de bases esfingoideas, asi como también
inhibidores de la biosintesis de esfingolipidos causan apoptosis (Merrill et a/., 1997).

Gopee y Sharma demostraron que el tratamiento con FB1 activa a PKCa,
probablemente por la acumulacién de esfinganina-1-fosfato, mientras que otras isoformas de
PKC fueron reprimidas a largo plazo aparentemente por la acumulacién de esfinganina o
esfingosina, por lo que concluyen que los efectos de la FB1 observados sobre PKC se deben, al

menos en parte, a la alteracién del metabolismo de esfingolipidos (Gopee y Sharma., 2003).
31



Introduccién

La micotoxina es capaz de estimular la actividad de cPLA2, incrementando la liberacion de
acido araquiddnico por una via independiente de PKC, pero dependiente de MAPK y del
incremento en los niveles de esfinganina (Pinelli et a., 1999).

En fibroblastos Swiss 3T3, la fumonisina es capaz de inducir la mitogénesis y activar
una cascada de MAP cinasas. Existe la posibilidad de que la FB1 se pueda unir directamente a
los blancos de la esfingosina y esfinganina modulando las vias de transduccién de sefiales
reguladas por estos esfingolipidos, aunque el mecanismo de accién no se ha investigado con
profundidad (Wattenberg et al, 1996)

La FB1 también altera la unién de las proteinas ancladas a glicosil-fosfatidil inositol en
las membranas. La pérdida de los esfingolipidos complejos juega un papel en el
comportamiento anormal y la morfologia alterada de las células tratadas con FB1 (Merrill et al.,
1997).

La perturbacién en el metabolismo de esfingolipidos puede conducir a desbalances en
el metabolismo de fosfoglicerolipidos, ya que ambas vias estan reguladas coordinadamente
(Merill et al, 1997).

En contraste, otros efectos de la FB1 no se han podido asociar con la acumulacién de
bases esfingoideas. La expresién del gen del factor o. de necrosis tumoral en células de rifién
porcino se incrementa en una forma dependiente de dosis de FB1, pero ni la esfinganina ni la
esfingosina afectan la expresion de TNFa (He et a/, 2001).

La FB1 (70 uM) causa una elevacion en los niveles de bases esfingoideas en arroz,
callos de tabaco, lenteja de agua y discos de hoja de jitomate; también se ha reportado que la
FB1 inhibe la sintesis de ceramida en preparaciones microsomales de calabaza (Abbas ef al,
1994). En estos sistemas, la elevacién en los niveles de bases esfingoideas libres es evidente
antes de la aparicion de signos de pérdida de electrolitos, lo que es consistente con el hecho
de que la alteracion del metabolismo de esfingolipidos es una lesidn bioquimica temprana
(Abbas et al., 1994).

La fumonisina induce una respuesta de tipo HR y muerte celular en Arabidopsis a
través de vias de sefalizacion que requieren &cido salicflico, jasmonato o etileno pues
mutantes en alguno de estos componentes que alteran la ruta presentan una mayor
resistencia a los efectos de la toxina (Asai et al, 2000).

La acumulacién de bases esfingoideas causada por la FB1, podria llevar a la alteracién
de la regulacion celular y a citotoxicidad (Abbas et al, 1994). En plantas, la adicién de bases
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esfingoideas (fitoesfingosina, esfinganina y esfingosina) al medio causa sintomas de
fitotoxicidad en la lenteja de agua (Lemna pausicostala) similares a los ocasionados por las
fumonisinas, o que apoya que el mecanismo por el cual las fumonisinas causan toxicidad en
plantas involucra la interrupcién del metabolismo de esfingolipidos por la inhibicién de la
sintesis de ceramida (Abbas et al, 1994). En plantulas de Arabidopsis thaliana, la FB1 induce
un proceso de muerte celular programada caracteristico de la respuesta de hipersensibilidad,
pues ocurre generacién de especies reactivas de oxigeno, deposicidn de callosa, acumulacion
de fitoalexinas y expresion de genes relacionados con la patogénesis (Stone ef al, 2000; Asai
et al. 2000). Sin embargo, en estos trabajos no se establecié con claridad si la respuestas
observadas estan asociadas con la alteracién del metabolismo de esfingolipidos, pues no se
reporta cémo se modifican los niveles de estos compuestos.

3.6.2. Inhibidores de la SPT

También se han descubierto y caracterizado varios inhibidores naturales de la SPT. Algunos
ejemplos son las esfingofunguinas, lipozamicina (neoenactina M;) y miriocina (ISP-
1/termozimocidina), que inhiben de manera potente y selectiva a la enzima, con valores de
ICs en cultivos celulares en el orden de nanomolar (Hanada, 2003).

a) Miriocina

La miriocina (ISP-1 o termozimocidina) es un inmunosupresor de estructura andloga a la
esfingosina. Es producido por el hongo entomopatdgeno Isaria (Cordyceps) sinclairii
(Paecilormyces cicadae), que se utiliza en la medicina china tradicional y tiene aplicacién
potencial como pigmento natural (Miyake ef a/, 1995; Osuchowski et al., 2004).

OH
. CH,0H
W RrGOOH

Figura 9. Estructura de la miriocina (Hanada ef af, 2000).
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Este metabolito inhibe a los linfocitos T citotdxicos aloreactivos /n vivo, con una potencia de 10
a 100 veces mayor que la ciclosporina A, pero no suprime la produccién de IL-2 (Miyake et al.,
1995). Aunque la inhibicién de la actividad de SPT en linfocitos (linea CTLL-2) se consideraba
imeversible, Ikushiro y colaboradores (2004) demostraron que la reaccion de union de la L-
serina a la SPT de Sphingomonas se inhibe competitivamente con miriocina. La afinidad del
inhibidor es 10° veces mayor que la de la L-serina gracias a la larga cadena hidrofébica del
inhibidor, que interactla aparentemente con el sitio de unién del paimitoil-CoA. En regiones
localizadas de cerebros de ratones tratados con miriocina, se detectaron cambios en los niveles
de dopamina, norepinefrina y serotonina. Sin embargo, en este tejido la actividad de SPT y los
niveles de esfinganina (Sa) y esfingosina (So) permanecieron sin alteraciones, mientras que la
actividad de SPT y el nivel de Sa disminuyeron en el higado, lo que implica distintos grados de
susceptibilidad de la SPT dependientes del tejido (Osuchowski et &/, 2004).

b) p-cloroalanina

En contraste, la B-cloroalanina y otros aminoécidos o 0 p-halogenados sintéticos inhiben de
manera imreversible a la SPT, uniéndose al piridoxal fosfato de la enzima, para formar el
intermediario aldimina (Figura 10). La Lys265 de la SPT sustrae el proton « de la BCA y el
cloruro se elimina para formar la aldimina aminoacrilato-PLP. El aminoacrilato se libera y se
regenera la aldimina intema por transaldiminacion. Posteriormente existen dos vias. Una es la
regeneracion de la enzima activa por la disociacién del aminoacrilato, que se hidroliza a
piruvato y amonio en solucién acuosa. La otra via es la inactivacion irreversible via ataque
nucleofilico del aminoacrilato en la aldimina intema. Debido a que existen dos rutas, solamente
una molécula de SPT en cada 300 ciclos cataliticos es inactivada (Ikushiro et al., 2004).
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Figura 10. Mecanismo de inhibicién de la SPT por la B-Cl-alanina (Ikushiro et al, 2004).

En células ovaricas de hdmster chino (CHO), la p-Cl-alanina causa la inactivacién completa e
ireversible de la enzima, de manera dependiente del tiempo y la concentracién. En estas
células, los efectos del inhibidor produjeron poca o nula perturbacién en otras funciones
celulares. Aunque la p-Cl-alanina inhibe otras enzimas dependientes de piridoxalfosfato, las
transaminasas de alanina y aspartato no se inhibieron bajo las condiciones del ensayo
(Medlock y Merrill, 1988; Hanada et a/,, 2000 ).

En algunos sistemas, la inhibicion de la serina-palmitoil-transferasa, bloquea la
formacién de esfinganina en el primer paso del metabolismo de esfingolipidos y revierte, al
menos temporalmente, el efecto de las fumonisinas (Merill et a/, 2001), lo que ha permitido
establecer si la acumulacion de bases esfingoideas media los efectos observados con la FB1.
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4. MECANISMOS DE DEFENSA DE LAS PLANTAS

4.1. Introduccién

Las plantas deben defenderse constantemente contra el ataque de bacterias, virus, hongos,
invertebrados e incluso de otras plantas. Debido a que su inmovilidad les impide escapar, cada
célula vegetal posee capacidad de defensa tanto constitutiva como inducida. Esta estrategia de
defensa minimiza las infecciones y sus efectos. En poblaciones de plantas silvestres, la mayoria
de las plantas se mantienen libres de infecciones gran parte del tiempo y si ocumren
infecciones, generalmente se restringen a algunos individuos y se afecta Unicamente una
porcién pequefia de tejido. La enfermedad es el resultado de una infeccidn exitosa y rara vez
las plantas mueren (Hammond-Kosack y Jones, 2000). Entre las plantas y los patdgenos ha
evolucionado una compleja red de interacciones que refleja tanto las estrategias de adquisicion

de nutrientes de los patdgenos como los mecanismos de defensa de la planta (Veronese ef al.,
2003).

4.2. Mecanismos de defensa de las plantas
4.2.1. Respuesta de hipersensibilidad

Cada célula vegetal necesita un sofisticado sistema de vigilancia para activar sus respuestas de
defensa rapidamente en el sitio de la invasién por el patégeno. Este sistema debe ser
completamente funcional en plantas sanas y debe ser capaz de distinguir entre las sefiales
generadas por la planta y aquellas emitidas por los patdgenos. Mas aun, cuando las sefiales no
propias son detectadas, el sistema de la planta debe discriminar entre patégenos dafiinos y
organismos benéficos, tales como Rhizobium o micorrizas (Hammond-Kosack y Jones, 2000).
El reconocimiento de un patdgeno genéticamente incompatible resulta en la activacion
de una serie compleja de respuestas de defensa. El proceso se coordina temporal y
espacialmente para asegurar que un numero acotado de células sean reclutadas para la
defensa. Esta induccién de la defensa de la planta es rapida y muy localizada y tiene como
resultado la creacidn de condiciones desfavorables para el crecimiento y reproduccion del
patdgeno. Al mismo tiempo, las células vegetales impiden la diseminacion de enzimas y toxinas

dafiinas provenientes del patégeno. La activacién completa de la respuesta contra el patégeno
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ocurre dentro de las primeras 24 horas posteriores a la infeccion y conduce invariablemente a
la muerte celular localizada. La rapida activacién de las reacciones de defensa, en asociacion
con la muerte celular del hospedero se denomina respuesta de hipersensibilidad (HR)
(Hammond-Kosack y Jones, 2000).

La muerte celular causada por la respuesta de hipersensibilidad puede ser necrosis o
muerte celular programada, que tienen diferencias tanto morfolégicas como bioquimicas. La
necrosis se considera generalmente como el resultado de dafio severo a los tejidos y se puede
iniciar por la formacién de hidroperdxidos lipidicos tdxicos. La HR necrética esté relacionada
con la peroxidacion de lipidos, siendo la causa posible del dafio membranal y la muerte celular.
En contraste, la muerte celular programada utiliza un mecanismo de suicidio celular conocido
como apoptosis en animales. Estd caracterizada por la formacion de cuerpos apoptéticos y
fragmentacion de DNA en tamafios definidos. Existen varias vias posibles que regulan la
muerte celular programada y que estan relacionadas con las especies reactivas de oxigeno, del
Gxido nitrico (NO), acido salicilico (SA), jasmonato (JA), etileno y algunas proteinas (Figura 11)
(Gozzo, 2003).

Estallido respiratorio
’W" . 2 antimicroblanos
B E S s 4
Sefales de — : H:O.‘ ' Entrecruzamiento de
avirulencia 3 M 1a pared celular
l S E N"".
Receptores = Ca'=s St APX s,
[ . “u
g v CAT ca™
f. H,0+0, I_- \
& - -
: e % Muerte celular
'a' SA" HR
o Peroxidacién de lipidos
¢ Necros

_ == NIM1/NPR1 Proteinas PR

Figura 11. Redes de sefializacién de la HR. Abreviaturas: APX, ascorbato peroxidasa; CAT, catalasa; CHS,
chalcona sintasa; NIM1=NPR1, proteina mediadora de la transducddn de sefiales para la expresion de los genes
relacionados con la patogénesis (PR); PAL, fenilalanina amonio lisasa; Phe, fenilalanina; HR, respuesta de
hipersensibilidad; SA, addo salidlico (Gozzo, 2003).
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4.2.2. Compuestos que intervienen en la respuesta de defensa de la planta

a)

Defensas preformadas: La mayoria de las plantas sanas poseen diversos metabolitos
secundarios con propiedades antimicrobianas. Estos compuestos pueden estar presentes
en su forma activa o ser almacenados como precursores que se convierten a su forma
activa por las enzimas del hospedero en respuesta al ataque de patdgenos o al dafio
tisular. En general, los inhibidores preformados estan secuestrados en vacuolas u
organelos en las capas celulares externas de los tejidos vegetales (Hammond-Kosack y
Jones, 2000). La importancia de estas defensas preformadas se infiere de la observacién
de que plantas resistentes se pueden convertir en susceptibles por deficiencias en la
produccion de estos metabolitos secundarios o por la habilidad del patégeno para
degradarlos (Veronese et al., 2003)

Dos clases de inhibidores preformados son las saponinas y los glucosinatos. Las

" saponinas son compuestos glicosilados, clasificados como triterpenoides, esteroides o

b)

glicoalcaloides esteroidales y se expresan de manera constitutiva en plantas sanas. Los
glucosinatos son glicdsidos que contienen azufre producidos por los miembros de la familia
Brassicaceae, incluyendo a Arabidopsis thaliana. Estos compuestos se activan Unicamente
en respuesta a dafio tisular por la actividad de la enzima mirosinasa, una tioglucosidasa
(Hammond-Kosack y Jones, 2000; Toyoda et a/.,, 2002).
Especies reactivas de oxigeno: En muchas reacciones incompatibles, es decir, en las
que la planta reconoce al patdgeno y establece una respuesta de defensa, la primera
respuesta detectada es la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROS), que ocurre
dentro de los primeros cinco minutos posteriores a la infeccion. La activacién del estallido
respiratorio es dependiente de cambios rapidos en flujos inicos, principalmente de calcio.
Existen cinasas dependientes de calcio (CPKs) implicadas en la regulacion de la produccién
de especies reactivas de oxigeno y otras respuestas de defensa. Las EROS detectadas més
comiinmente son el anién superdxido (O; ® - ), el perdxido de hidrégeno (H;0,), el radical
hidroxilo (OH * ) y el oxigeno en singulete. Las plantas producen anién superdxido a partir
de oxigeno molecular utilizando una NADPH oxidasa, que esta asociada a la membrana.
Existe evidencia que sugiere un papel de las EROS como moléculas sefializadoras que
amplifican la sefial y activan otras vias. El H;O; induce a la enzima 2-hidroxilasa del &cido
benzoico, requerida para la biosintesis de acido salicilico. El perdxido de hidrégeno también
induce genes de proteinas involucradas en diversos mecanismos de proteccién celular, por
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ejemplo, la glutation-S-transferasa. La produccion de EROS es capaz de alterar el balance
redox en las células, lo que puede modificar la funcién de algunos factores de transcripcion
que se regulan por oxidacién-reduccion (Hammond-Kosack y Jones, editores, 2000).

Las EROS pueden promover la sintesis de intermediarios de sefializacion, tales como
acido salicilico, etileno y acido jasménico. Pueden inducir muerte celular como resultado de
la respuesta de hipersensibilidad; inducen la sintesis de quimicos antimicrobianos, alteran
la pared celular y activan genes de defensa que codifican potentes proteinas
antimicrobianas (Veronese et al.,, 2003).

¢) Oxido nitrico (NO): Es una molécula sefializadora cuyo papel en mamiferos es el de
regular varios procesos biolégicos de los sistemas inmune, nervioso y vascular.
Recientemente, ha sido reconocido como una importante molécula sefializadora en la
respuesta de hipersensibilidad en plantas y se sabe que actia en cooperacion con las
especies reactivas de oxigeno. El NO es un radical libre que puede evitar los efectos
nocivos del radical hidroxilo por la siguiente reaccion:
®* N=0 + OH* > HO-N=0
0 reaccionar con €l anion superdxido para producir el peroxinitrito, que es muy reactivo:
*N=O + 0;*-> 0=N-0-0
En plantas, el peroxinitrito no parece ser esencial para la muerte celular programada
mediada por NO. Aparentemente, la respuesta de hipersensibilidad es dependiente de un
balance adecuado entre las concentraciones de NO y H;O, (Gozzo, 2003).

4.2.3. Respuestas de defensa de Ias plantas, dependientes e independientes de
dcido salicilico (SA).

La percepcién de un patdgeno por la planta inicia una respuesta de defensa rapida por medio
de una diversidad de vias de transduccién de sefiales. El principal blanco de estas vias de
transduccion es el niicleo, donde las sefiales conducen a la activacién transcripcional de un
gran nimero de genes y como consecuencia a-la sintesis de novo de una variedad de
proteinas y compuestos antimicrobianos. La respuesta de la planta estd asociada con una
dramética reprogramacién del metabolismo celular. Répidamente se induce la expresién de
gran numero de genes involucrados en vias metabdlicas primarias y secundarias. La expresion
de los genes de respuesta a patdgenos esta regulada temporal y espacialmente. Algunos
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genes se activan de manera rdpida y localizada en el sitio de la infeccién, mientras que otros
se activan de manera mas lenta, ya sea a nivel local o sistémico. Se han identificado varias
hormonas vegetales que regulan estas respuestas; el acido salicilico por un lado induce la
expresion de ciertos genes mientras que el etileno y el acido jasménico promueven la
expresion de otros. Esta distincién ha permitido clasificar las respuestas dependientes e
independientes de acido salicflico (Rushton y Somssich, 1998).

a) Respuestas de defensa dependientes de acido salicilico: Se ha sugerido que la
principal via de produccion de SA asociada con la defensa en Arabidopsis involucra a la
enzima isocorismato sintasa localizada en cloroplasto, codificada por el gen
ICS1/EDS16/SID2. Su sustrato es el corismato, producido por la via del shikimato. El
transporte de SA desde los plastidios al citoplasma podria ser faciliado por una proteina
transmembranal localizada en cloroplasto, codificada por £DS5/5I0 (Nimchuk et al., 2003).
En Arabidopsis, la activacion de los genes PR por SA, asi como la HR inducida por
patégenos son dependientes de la sefializacién por fitocromo y las condiciones luminicas.
Se han identificado varios blancos directos del SA, por medio de ensayos de union. Se
demostré que se requiere la presencia de una anhidrasa carbdnica localizada en cloroplasto
para la funcion de los genes de resistencia (genes R) en tabaco. Esta enzima tiene
actividad antioxidante y puede afectar la sefializacion de defensa controlando los niveles de
EROS producidos durante el estallido respiratorio (Nimchuk et al, 2003).

_.Ademas de la induccidn de los genes PR, se sabe que el SA actlia antes de la divergencia
de dos ramas metabdlicas que conducen a la via de fenilpropanoides y a la activacion del
estallido respiratorio, respectivamente. De esta manera, el SA amplifica su propia sintesis,
que es ademds estimulada por H;0, (Gozzo, 2003).

b) Respuestas de defensa independientes de acido salicilico: Las plantas con
deficiencias en la respuesta de defensa dependiente de acido salicilico no muestran mayor
susceptibilidad al hongo Botrytis cineres, lo que indica que el SA no es esencial para la
defensa contra todos los patdgenos. Por otro lado, plantas que tienen defectos en la via de
sefializacion por jasmonato (JA) o etileno presentan una mayor susceptibilidad hacia este
hongo, indicando que estas dos hormonas participan en la defensa de la planta. El JA es
una hormona derivada del &cido linolénico y es similar a la hormona oxilipina encontrada
en animales. El JA y su derivado éster metilado (metil jasmonato) estan involucrados en
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9

respuestas de las plantas al dafio tisular y en la defensa contra los insectos. Aunque el
mecanismo de biosintesis de JA se conoce totalmente, la percepcion y subsiguiente
transduccién de sefiales atin no se han detallado. El etileno regula muchos procesos de
crecimiento y desarrolio vegetal y también participa en la sefalizacion por heridas,
infecciones o tratamiento con elicitores, en las que su produccion esta asociada con la de
JA. Aparentemente, las vias de transduccién de sefiales de ambas hormonas interactian
entre si para coordinar la expresién de un grupo de genes PR en Arabidopsis, que
comprenden a los genes PR-3, PR-4y PR-12, que codifican proteinas antimicrobianas. Para
la expresion del gen PR-12 se requiere la expresion de ambas hormonas. El JA y el etileno
son capaces de estimular mutuamente su biosintesis. Aunque el mecanismo de regulacion
de los genes PR-3, PR-4y PR-12 ain no se conoce, se sabe que es distinto de la de los
genes PR dependientes de SA, como PR-1, PR-2y PR-5, ya que no depende de NPR1/NIM1
(Thomma et al,, 2001; Gozzo, 2003).

Relacién entre las vias dependiente e independiente de SA: La evidencia sugiere
que la respuesta de defensa dependiente de SA es efectiva contra patdégenos biotrdficos,
como P. parasitica; Va respuesta contra este tipo de patdgenos se asocia con la respuesta
de hipersensibilidad en Ia que la muerte localizada de células conduce a la privacion de
nutrientes para el patdgeno. Por el contrario, la respuesta dependiente de JA y etileno es
aparentemente mas efectiva contra parasitos necrotréficos como B. cinerea. En los grupos
de patdgenos biotrdficos y necrotréficos existen hongos y bacterias, por lo que es posible
que el tipo de patogenicidad, més que la filogenia, sea el factor determinante de la
efectividad del mecanismo de resistencia de la planta (Thomma et al, 2001).

La existencia de multiples mecanismos de defensa puede ser la respuesta de la evolucion a
las diferentes especies capaces de infectar a las plantas. Aunque la HR restringe el
crecimiento de los organismos bidtrofos, los organismos necrétrofos podrian infectar a la
planta debido a la la muerte celular causada por la HR dependiente de SA. Como
consecuencia, las plantas pudieron haber generado la via dependiente de etileno y JA, que
funciona en contra de organismos necrdtrofos (Thomma et a/, 2001).

A pesar del paralelismo aparente de ambas vias de sefializacién, existe evidencia que
sugiere que podrian interactuar, ya que tanto el SA como el JA contribuyen a la resistencia
de Arabidopsis thaliana contra el hongo Plectosphaerella cucumering. Se sabe también que
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la ruta biosintética de JA es afectada, en mds de un paso metabdlico, por el SA (Thomma
et al, 2001; Gozzo, 2003).

4.24.  Proteinas relacionadas con la patogénesis (PR)

Una caracteristica comiin del sistema inmune innato de organismos tan diversos como
mamiferos, insectos y plantas, es la habilidad de acumular proteinas y péptidos
antimicrobianos en respuesta a una invasion por organismos extrafios.

Las PR se han definido como proteinas codificadas por la planta hospedera, pero inducidas
especificamente en situaciones patoldgicas, que no solamente se acumulan en el tejido
infectado sino que son inducidas sistémicamente y se asocian con el desarrollo de la
resistencia sistémica adquirida en contra de otras infecciones por hongos, bacterias y virus
(Van Loon y Van Strien, 1999).

Aunque se ha implicado a las PR en la respuesta de defensa, éstas no fueron
identificadas por su actividad antimicrobiana, sino Unicamente por su acumulacién en plantas
infectadas (Van Loon, 1997). Debido probablemente a la necesidad de que las PR funcionen en
un ambiente hostil, la mayoria de éstas son resistentes a la temperatura, al pH y a la
protedlisis (Muthukrishnan, 2001).

Se ha propuesto que estas proteinas participan en la adaptacion al estrés bidtico, ya
que se ha demostrado que algunas de ellas tienen actividad de quitinasas y p-1,3-glucanasas,
posiblemente con actividad antifiingica. También se sugiere que el conjunto de PR puede ser
efectivo inhibiendo el credimiento, multiplicacion y diseminacién del patégeno por lo que se
pueden considerar proteinas de estrés producidas en respuesta a infecciones necrotizantes por
virus, virioides, hongos y bacterias. En contraste con otras proteinas de estrés, las PR se
acumulan en los tejidos vegetales en niveles que son facilmente detectables por métodos de
tincién tradicionales, alcanzando hasta un 1% de la proteina soluble total en hojas (Van Loon,
1997; Van Loon y Van Strien, 1999).
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5. EL REFORZAMIENTO DE LA PARED CELULAR COMO MECANISMO DE DEFENSA Y
LA GLICOPROTEINA RICA EN HIDROXIPROLINA

5.1 Lapared celular

La pared celular representa la interfase dindmica entre las células vegetales y su medio
ambiente, que incluye a las células vecinas (Showalter, 2001). Es una estructura altamente
organizada que es capaz de autoensamblarse. Estd compuesta de diversos polisacéridos,
lignina y otras sustancias aromaticas, ceras, proteinas estructurales y enzimas, calcio, boro y
agua. Algunas moléculas estructurales actiian como fibras y otras como una matriz que se
entrecruza. La composicién molecular y el arreglo de los polimeros de las paredes celulares
difieren entre especies, tejidos de la misma especie, células individuales e incluso en regiones
dentro de la misma célula (Cassab, 1998; Carpita y McCann, 2000).

La forma de las células vegetales estd determinada en gran medida por su pared
celular. En las células, la pared celular restringe la velocidad y direccién del crecimiento celular,
ejerciendo una gran influencia en el desarrollo y morfologia de la planta. Las paredes celulares
también contribuyen a la especializacién funcional de los distintos tipos celulares (Carpita y
McCann, 2000).

La pared celular es un compartimiento dindmico cuya composicién varia a través de la
vida de la célula. Esta estructura se modifica continuamente por medio de accién enzimatica
durante el crecimiento, desarrollo, estrés ambiental e infeccién de las plantas. La pared celular
primaria se genera durante |a division celular y rdpidamente incrementa su superficie durante
la expansion de la célula. La ldmina media forma la interfase entre la pared celular primaria de
las células vecinas. Finalmente, cuando se diferencian, las células elaboran una pared celular
secundaria, formada de estructuras complejas adaptadas para la funcion de la célula
especifica. La biosintesis y diferenciacidn de las paredes celulares es un proceso altamente
regulado, de manera temporal y espacial (Cassab, 1998; Carpita y McCann, 2000).

No todas las funciones especializadas de la pared celular son estructurales, pues en
ciertos tipos celulares existen moléculas que afectan los patrones de desarrollo y marcan la
posicién de la célula dentro de la planta. Ademas, la pared contiene moléculas de sefializacion
que participan en la comunicacion célula-célula y pared celular-niicleo. Los fragmentos de
polisacaridos provenientes de la pared celular pueden inducir la produccion y secrecion de

43



Introduccién

moléculas de defensa y la pared se puede impregnar de proteinas y lignina para defenderse
contra la invasién de hongos y bacterias patdgenos (Carpita y McCann, 2000).

5-2

Composicién de la pared celular

5.2.1. Polisacdridos:

Son los principales componentes de las paredes celulares y forman su principal red
estructural. Estan formados por aproximadamente 11 monosacaridos diferentes. Existen
distintos tipos de carbohidratos en las paredes celulares:

Celulosa: Es el polisacarido vegetal mas abundante, contribuyendo con el 15-30% del
peso seco de la pared celular primaria y con un porcentaje mayor de las paredes
celulares secundarias. Se encuentra en forma de microfibras, que son ensamblajes
cristalinos de varias docenas de cadenas de (1->4)p-D-glucano que se unen para
formar una microfibra de cientos de micrdmetros de largo. Todas las fibras de celulosa
estan acomodadas de forma paralela, con sus extremos reductores apuntando en la
misma direccién (Carpita y McCann, 2000).

Gallosa: son polimeros de (1-3)p-D-glucano, capaces de formar hélices dobles y
triples. La callosa es secretada por pocos tipos celulares en etapas especificas del
desarrollo de la pared celular. También se genera en respuesta a heridas y al intento
de penetracion de hifas de hongos patdgenos (Carpita y McCann, 2000).

Glicanos: Son polisacaridos que se unen por puentes de hidrégeno a las microfibras de
celulosa, formando una compleja red. A los glicanos también se les llama
hemicelulosas. Las dos clases principales de glicanos en la pared celular primaria de las
plantas con flores son los xiloglicanos y los glucuronoarabinoxilanos.

Pectinas: Son una mezcla de polisacaridos con ramificaciones heterogéneas, altamente
hidratados, ricos en &cido D-galacturdnico. Se pueden extraer de la pared celular
utilizando quelantes de Ca**. Se ha propuesto que determinan la porosidad de la pared
celular y proporcionan superficies cargadas que modulan el pH de la pared celular y el
balance iénico, también que regulan la adhesion célula-célula y que sirven como
moléculas de reconocimiento que alertan a las células vegetales de la presencia de
organismos simbicticos, patdgenos e insectos. Existen enzimas de la pared celular que
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se unen a la red de pectina, restringiendo su actividad a regiones localizadas de la
pared. Al limitar la porosidad de la pared celular, las pectinas pueden afectar el
crecimiento celular, regulando el acceso de las enzimas que degradan la pared celular
hacia sus sustratos glicanos (Carpita y McCann, 2000).

5.2.2. = Proteinas estructurales de la pared celular

Aunque la estructura principal de la pared celular estd formada principalmente por
carbohidratos, las proteinas estructurales también son capaces de formar redes en al pared
celular. Las proteinas localizadas en esta estructura son ubicuas y son abundantes en las
plantas y algas verdes. Mediante geles de proteinas de doble dimensién se ha determinado
que existen varios cientos de proteinas en la pared celular. Generalmente, estas proteinas son
ricas en uno o dos aminodcidos, contienen dominios de secuencias repetitivas y estan
glicosilados en - diferente grado. Existen cuatro diferentes clases principales de proteinas
estructurales en las paredes celulares, que presentan diferencias en abundancia dependiendo
del tejido y tipo celular (Carpita y McCann, 2000; Showalter, 2001):

a) Proteinas con arabinogalactanas (AGPs): También se les ha llamado proteoglicanos, debido
a que su contenido de carbohidratos excede el 95%. La unidad proteica es rica en Hyp,
Ala, Thr, Gly y Ser, pero el contenido de aminodcidos varia dependiendo de las diferentes
especies o tejidos. Se encuentran en las membrana celular, vesiculas derivadas del aparato
de Golgi, matriz extracelular, exudados gomosos de las plantas y pared celular.
Aparentemente, son glicosiladas en el aparato de Golgi, ya que ese proceso involucra la
unioén de cadenas de galactanos largas y altamente ramificadas, con la adicién subsecuente
de unidades de arabinosa (Cassab, 1998; Carpita y McCann, 2000).

Las AGPs no se encuentran covalentemente unidas a la pared celular, por lo que no
tienen funciones estructurales. Después de una herida, estas proteinas son secretadas en
grandes cantidades y pueden actuar como una barrera fisica produciendo un tapén de gel.
Sin embargo, las AGPs estan presentes en muchos tejidos diferentes y no son producidas
exclusivamente como respuesta a heridas. Se ha propuesto que tienen un papel importante
en la diferenciacién de las plantas. Estas proteinas son quimicamente estables, resistentes
a altas temperaturas y a tratamientos con dlcalis y frio. Debido a su alto contenido de
azlcares y a su consistencia cohesiva, se ha propuesto que las AGPs tienen funciones
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b)

c)

d)

importantes en la polinizacién, en procesos de reconocimiento de polen y adhesién al
estigma y que sirven como nutrientes y adhesivos superficiales para el crecimiento del tubo
polinico (Cassab, 1998).

Proteinas ricas en glicina (GRPs): Algunas de éstas contienen mas de 70% de glicina y
12% de serina y presentan glicosilacion. La estructura predicha para estas proteinas es de
hoja p-plegada. Se cree que forman estructuras laminares en la interfase entre la
membrana plasmatica y la pared celular. La parte de la ldmina que queda en contacto con
la pared celular contiene aminodcidos aromdticos, pero su funcién es aln desconocida; es
posible que jueguen un papel importante durante el desarrollo de tejidos vasculares,
nddulos y flores y durante la reparacion de heridas y la tolerancia al frio. Se piensa que se
insolubilizan en la pared celular. Algunas GRPs tienen residuos de Tyr, que se pueden unir
facimente a los residuos arométicos de lignina. Estas proteinas son dificiles de extraer
porque se entrecruzan con la pared celular (Carpita y McCann, 2000; Cassab, 1998).

Proteinas ricas en prolina (PRPs):-Codificadas por una gran familia multigénica. Contienen
esencialmente un motivo repetitivo: variaciones de (Pro-Hyp-Val-Tyr-Lys).. Su
conformacién es desconocida, pero existe similitud en la secuencia con proteinas que
tienen forma de baston (HRGPs). Aparentemente se insolubilizan de manera répida en la
matriz de la pared celular en respuesta a elicitores fiingicos y es posible que la
insolubilizacién esté mediada por perdxido de hidrégeno, aunque el mecanismo preciso se
desconoce. Estas proteinas se encuentran principalmente en el xilema, por lo que pueden
estar involucradas en su diferenciacion o lignificacion. Las PRPs participan en diversos
aspectos del desarrollo, tales como diferenciacién de xilema y nddulos, asi como en el
desarrollo del ovario, embridn y microsporas, aunque sus funciones especificas en estos
procesos son desconocidas (Carpita y McCann, 2000; Cassab, 1998).

Glicoproteinas ricas en hidroxiprolina: 1a mayoria de los genes y proteinas de HRGP
caracterizados derivan de plantas dicotileddneas, y unas pocas de monocotileddneas,
gimnospermas y algas verdes. En gran parte de las plantas estudiadas, estas proteinas son
codificadas por familias multigénicas, que tienen un péptido sefial para su exportacién a la
pared celular. En dicotileddneas son llamadas extensinas y consisten en secuencias
repetitivas de Ser(Hyp) y Tyr-Lys-Tyr importantes para la estructura secundaria y terciaria.
Ademas del motivo Ser-(Hyp)s, las HRGPs tienen otras secuencias repetidas, que varian
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entre las distintas plantas. Todas las HRGPs tienen una gran abundancia de los
aminoacidos Val, Tyr, Lys e His. Muchos de los residuos de Hyp estan glicosilados con 1-4
residuos de arabinosa y algunos residuos de serina estan glicosilados con una unidad de
galactosa. (Cassab, 1998; Carpita y McCann, 2000; Yoshiba et ak, 2001).

Muchos polimeros se modifican por esterificacion, acetilacién, arabinosilacién para hacerlos
solubles durante su transporte. Posteriormente, enzimas extracelulares eliminan estas
modificaciones provocando su entrecruzamiento con la pared celular. Existe una gran variedad
de posibilidades de entrecruzamiento, incluyendo puentes de hidrégeno, enlaces iénicos con
Ca**, uniones covalentes tipo éster o éter e interacciones de van der Waals. Se ha sugerido
que las proteinas con arabinogalactanas podrian funcionar como una matriz de chaperonas
evitando las asociaciones prematuras y mantenga las funciones enzimaticas quiescentes hasta
que los materiales secretados se hayan asociado en la pared. El proceso de ensamblaje ocurre
en un ambiente acuoso ya que uno de los principales componentes de la pared celular es el
agua. Este hecho tiene importancia estructural debido a que se requiere mantener a los
polimeros en las conformaciones adecuadas. El agua es el medio que permite el paso de iones
y moléculas de sefializacién a través del apoplasto, ademas de proveer un ambiente para que
las enzimas funcionen (Carpita y McCann, 2000).

5.3 Glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs)

5.3.1. Estructura

Son proteinas basicas con puntos isoeléctricos alrededor de 10. Las unidades repetidas de Hyp
predicen una molécula tipo baston de “poliprolina II” y se sabe que la arabinosa juega un
papel importante en esta estructura, ya que cuando estos residuos se eliminan, se pierde la
forma de baston. Es posible que el acomodo de los arabindsidos determine la interaccion de la
HRGP con otros polimeros de la pared celular y por lo tanto que establezca el ensamblaje de la
proteina en la estructura de la pared (Cassab, 1998; Yoshiba et al, 2001; Ferris et al, 2001).

Las HRGPs se secretan hacia el apoplasto, donde se unen idnicamente a los
polisacaridos acidos. Su solubilidad disminuye durante el desarrolio celular o por estimulos
externos (Otte y Barz, 2000). Se ha propuesto que las HRGPs se insolubilizan lentamente en la
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pared celular por medio de enlaces covalentes. Uno de los enlaces sugeridos es un puente
isoditirosina (difeniléster), formado entre dos residuos de Tyr de diferentes moléculas de
HRGP. También se sabe que la HRGP se entrecruza con otros componentes de la pared celular
por un mecanismo aln desconocido. Experimentalmente, las HRGPs son sumamente dificiles
de extraer de las paredes celulares. Es posible que el entrecruzamiento se derive de la
peroxidacion de la HRGP al exponerse a EROS y a iones Fe**. La formacién de los
hidroperdxidos inicia una reaccién en cadena, donde los aminoacidos Val, Pro y Lys son faciles
de peroxidar y abundantes en estas proteinas. Aunque la His no se peroxida facilmente, se
puede oxidar abriendo su anillo imidazol y generando un aldehido y un grupo amino, capaz de
formar una base de Schiff con el grupo e-amino de la Lys y formar un puente estable proteina-
proteina (Cassab, 1998). Se ha demostrado que cuando células vegetales de chicharo se
exponen a H,0, se incrementa la insolubilizacion de proteinas, mientras que el tratamiento con
catalasa o inhibidores de peroxidasas bloquean el proceso iniciado por elicitores 0 H;0s.
Asimismo existe evidencia que sugiere que el HO, derivado del estallido respiratorio
estimulado por elicitores es el causante de la insolubilizacién de las HRGPs en las paredes
celulares de células en suspension. La secuencia Mterminal parece ser importante para la
formacién de los puentes de isoditirosina (Otte y Barz, 2000).

Los precursores de la HRGP se pueden detectar desde etapas tempranas de la
formacién de la pared celular, sin embargo, al detenerse el crecimiento celular se encuentra un
incremento en los niveles de HRGP asociada a esta estructura. En algunos tipos celulares, la
incorporacién de HRGP a la pared celular prepara a la célula para detener su crecimiento y
determinar su morfologia final (Cassab, 1998).

La variabilidad en el contenido de aminodcidos diferentes de Hyp en los motivos
repetitivos y en los perfiles de arabinosilacion en las diferentes HRGPs, pueden ser especificos
de especie o de tejido. En algunos casos, existen varias extensinas en el mismo tejido o tipo
celular. Esto puede significar que tienen diversas funciones de acuerdo con el tipo celular o
incluso dentro de la misma célula o tejido. La distribucion de las HRGPs en diferentes plantas y
tejidos se ha estudiado con inmunocitoquimica, impresién de tejidos e hibridacion in situ. Los
resultados muestran que las extensinas se localizan preferentemente en las células del
esclerénquima y del cambium, aunque también se asocian con el xilema secundario y el
floema. Sin embargo, los resultados obtenidos de estos experimentos no son muy precisos ya
que los anticuerpos y las sondas utilizadas no eran especificos (Cassab, 1998).
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5.3.2.  Expresion durante el desarrollo

Durante el desarrolio la expresién de la HRGP esta altamente regulada. En jitomate se aislé un
gen que codifica una extensina (LeExtl) a partir de una biblioteca de cDNA de pelos
radiculares. Al estudiar los patrones de expresién se demostré que este gen se expresa en la
zona de diferenciacién de la rizodermis y se encontrd una correlacién directa entre la expresion
de LeExtl y el crecimiento de la punta de la raiz (Bucher et al, 2002).

La expresidn de la HRGP no solo se regula con el desarrollo, sino que se puede inducir
por diversos tipos de estrés, como dafioc mecénico, infeccién por hongos y virus, elicitores y
tratamiento con etileno (Yoshiba et a/, 2001; Ahn y Lee, 2003).

En A. thaliana se aislaron cuatro cDNAs que codifican 4 extensinas diferentes (AfExt2-
5) y que contienen los motivos caracteristicos Ser-(Hyp).. EStos genes se expresan
abundantemente en la rehidratacién de plantas sometidas a estrés por sequia, asi como
cuando las plantas son tratadas con L-Ser, Hyp y L-Pro, aminoacidos principales de las
extensinas. Los transcritos de AtExt2,3y 5 se detectaron en el tallo bajo y en los botones de
las flores, mientras que AtExt4 se detectd en las flores. Aparentemente, los genes de
extensinas en A. thaliana se expresan bajo diferentes condiciones y en distintos tejidos
(Yoshiba et al, 2001). Un fenémeno similar ocurre en frijol, donde 3 diferentes HRGPs se
expresan de manera diferencial cuando suspensiones celulares fueron expuestas a patdgenos
compatibles, incompatibles, elicitores y dafio mecéanico (Corbin et al, 1987).

5.3.3.  Expresion durante la respuesta a estrés

Ahn y Lee (2003) aislaron en soya un gen que codifica una extensina especifica de raiz
(SbHRGP3) que se induce por heridas y demostraron que la sacarosa es la sefial especifica que
regula la expresion del gen; asimismo, el gen de la HRGP se induce por dafio tisular en el alga
verde Volvox (Ender et al., 1999).

Las HRGPs contribuyen a la defensa de la planta, ayudando a proteger contra el ataque
de patdgenos y el dafio mecénico. Los estudios inmunocitoquimicos demuestran que las
HRGPs se acumulan en las paredes celulares cercanas al sitio de la HR. Es posible que las

" HRGPs actiien como barreras fisicas o que inmovilicen al patdgeno uniéndose a su superficie.
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Esto es factible gracias a que las HRGPs est@n cargadas positivamente y pueden interactuar
i6nicamente con las superficies cargadas negativamente del patégeno (Cassab, 1998).

Algunos microorganismos que infectan a las plantas han desarrollado mecanismos para
penetrar las paredes celulares reforzadas con HRGP. Tal es el caso de Xanthomonas
campeslris pv. campestris, una bacteria que infecta al nabo (Brassica campestris). Este
organismo posee una actividad enzimdtica de proteasa capaz de degradar las HRGPs de
jitomate, papa y nabo (Dow et al, 1998). En la interaccién simbidtica entre Rhizobium vy la
planta de chicharo, las sefiales bacterianas relacionadas con la capacidad fijadora de nitrégeno
son responsables de la regulacién de la expresién de la HRGP en los nddulos radiculares
(Olsson et al,, 2002).

En cereales, la funcién de la pared celular en la resistencia a enfermedades adin no es
completamente entendida. Se ha asociado el engrosamiento de la pared celular con el ataque
de patdgenos en diversos cereales y este reforzamiento correlaciona con la resistencia a
Pseudocercosporella en trigo. En este cereal se ha observado deposicion muy localizada de
HRGPs ricas en treonina en interacciones planta-patégeno tanto compatibles como
incompatibles (El-Gendy et al, 2001).

El tratamiento de células de frijol con un elicitor fungico o glutation causa la
insolubilizacién rapida (2-5 min) de los proteinas HRGP en la pared celular. Se ha demostrado
que una elicitacién corta (30 min) hace a la pared celular mds resistente a la digestion
enzimdtica. Este efecto se puede atribuir al entrecruzamiento proteico, ya que es insensible a
la inhibicién de la transcripcion y traduccion y se induce por la aplicacion de H,O, exégeno. Los
galacturdnidos, que son elicitores, inducen la expresién del gen de la HRGP y promueven un
incremento del 40-70% de Hyp en la pared celular (Cassab, 1998).

El promotor que regula la expresion del gen de la HRGP en Brassica napus (extA) tiene
un mecanismo de control complejo, siendo regulado por 4 grupos de regiones cis que actian
positiva 0 negativamente y que controlan la induccion por heridas, la activacién en respuesta
al estrés por tension y los nivel@ de expresion (Elliott y Shirsat, 1998).
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5.3.4. La HRGP de maiz

La HRGP es la proteina méas abundante extraida de pared celular de maiz (Garcia Muniz et al.,
1998). Es una proteina rica en treonina con secuencias altamente repetitivas, ya que contiene
13 repeticiones de un péptido rico en prolina y treonina. Presenta Gnicamente un motivo Ser-
Pro,, cominmente encontrado en las extensinas (Stiefel ef al., 1990).

La proteina predicha a partir del cDNA comienza con una secuencia hidrofdbica que
tiene las caracteristicas tipicas de un péptido sefial y que dirige el transporte desde el reticulo
endoplasmico hasta la pared celular. La secuencia de la proteina madura comienza con un
residuo de acido aspartico en posicién 27, seguido por un segmento de 8 residuos de glicina y
tirosina. Posteriormente se encuentra una regidn rica en prolina que incluye repeticiones del
péptido Gly-Pro-Lys-Pro-(Asp/Glu)-Lys-Pro-Pro-Lys-Gly-His. Finalmente, existe una regidn rica
en prolina y treonina. La proteina no glucosilada tiene secuencias hidrofdbicas e hidrofilicas
alternadas, como se muestra en la figura 12 (Stiefel et al., 1990):

it
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Figura 12. Perfil hidropatico de la secuencia de aminoacidos deducida a partir de la dona genémica de
la HRGP de maiz (Stiefel et al, 1990).

Los residuos de tirosina en la proteina se encuentran localizados en un patrén regular en las
partes mas hidrofébicas de la molécula. Se ha propuesto que estos residuos son los sitios de
polimerizacion de la proteina (Stiefel et a/,, 1990).

Al realizar un SDS-PAGE, la HRGP migra como una banda difusa de aproximadamente
70 kD, probablemente debido a la glicosilacion y a su alto contenido de prolina, ya que el peso
molecular predicho para la proteina es de aproximadamente 36 kD (Stiefel ef a/, 1990).
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Por andlisis de Southem Blot en 4 diferentes variedades de maiz se determiné que el
genoma contiene una o dos copias del gen, dependiendo de la variedad de maiz. En los
cereales es comdn que las HRGPs se encuentren como copias Unicas 0 en bajo ndmero de
copias, en contraste con las muiltiples copias de las extensinas de las dicotileddneas. Esto
implica que un solo gen debe responder a diversos estimulos ambientales. El gen de maiz se
maped por RFLPs, encontréndose en un locus Gnico en el cromosoma 2 de maiz (Stiefel et al.,
1990; Garcia Muniz ef al, 1998).

El promotor del gen Hgp ha sido analizado mediante bombardeo de particulas,
utilizando construcciones del promotor completo y deleciones de éste con un gen reportero. Se
encontré un elemento silenciador putativo especifico para tallos jovenes en la regién del
promotor localizada en -1076/-700. Otros elementos c/simportantes para la expresion de Hrgp
estan localizados en las regiones —699/-510 y —297/-160. Las secuencias cercanas al ATG de
inicio y el lider de mRNA también son importantes, ya que cuando se elimina la regién de —
52/+16 (que contiene la caja TATA) hay una reduccion del 75% en la actividad del promotor
(Menossi et al., 2003).

El gen de maiz contiene un intrén en el extremo 5'UTR. Al realizar una comparacion
entre las secuencias del intrén de maiz con el de arroz y teosinte, se encontrd un alto grado de
conservacion, lo que indica que el intrén podria ser relevante en la expresion del gen. Los
intrones pueden incrementar la expresién de la proteina facilitando el transporte del RNA al
citoplasma, protegiendo el RNA nadente del ataque de nucleasas, facilitando la adicién de la
cola poliA durante el procesamiento del intrén e incluso incrementando la transcripcion. La
mayoria de los intrones vegetales que no interrumpen la regidn codificante estan localizados
en el extremo 5'UTR. Sin embargo, varios genes que codifican proteinas de pared celular
contienen un intrén en la regidén 3'UTR, incluyendo los homdlogos de Argp en teosinte, sorgo,
arroz, zanahoria, jitomate y posiblemente en tabaco. Al realizar un analisis de la influencia del
intrén de Hrgp de maiz se encontrd que la construccién que contiene el intrén presenta el
doble de actividad que la construccidn que no lo contiene. En tallos jévenes, el intrdn
incrementd la actividad de GUS, dirigida tanto por el promotor de Hrgp como por el 35S. Sin
eembargo, en la construccién con el promotor de Hrgp, el intrén duplicé la actividad del gen
reportero de la B-glucuronidasa (GUS), mientras que en las construcciones con el promotor
35S incrementaron la actividad en un 40-60%.
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Aparentemente, la participacion del intrén en la regulacién de la expresion del gen es
especifica de tejido, ya que el incremento en la expresién por el intrén se observé Gnicamente
en tallos jévenes y en células de maiz BMS en cultivo (Menossi et al., 2003).

Existe evidencia que indica que el gen Hrgp es activo en respuesta a diversas
situaciones durante la vida de la célula. Su expresidn es paralela a la acumulacion del mRNA
de histona H1 en tejidos que se dividen activamente. El mRNA de la HRGP también se
encuentra en tejido dafiado y se acumula transitoriamente en los sitios de vascularizacién en
embriones en germinacién, raices y hojas (Ruiz-Avila et al, 1992).

Durante la embriogénesis, el mRNA de la HRGP se acumula 20 dias después de la
polinizacion, principalmente en el eje embrionario y en el suspensor y desaparece durante las
etapas de maduracién de la embriogénesis, asi como en semillas secas. El gen también se
expresa abundantemente en los meristemos florales durante el desarrollo del pistilo (José-
Estanyol y Puigdoménech, 1998). _

Se ha observado especificidad tisular por analisis inmunoldgicos y de Northem Blot en
embriones de mafz. Los resultados de estos ensayos muestran que la acumulacion del
mensajero de la HRGP es principalmente en el eje embrionario, en etapas tempranas de la
diferenciacion, antes de la adquisicién de la forma de la célula. El mayor nivel de mRNA se
presenta en las células en divisién (principalmente en el nodo del coleoptilo, la plimula y el
dpice de la raiz) y en las células provasculares, mientras que en el escutelo no estan presentes
ni e mRNA ni la proteina HRGP (Ruiz-Avila et al, 1992; Garcia Mufiiz et al, 1998). La
abundancia de mRNA de la HRGP disminuye drasticamente en los tejidos maduros,
especialmente en aquellos que se encuentran en fase de elongacion o en Organos
diferenciados (Stiefel et al., 1990; Garcia Muniz ef al., 1998).

Garcla Muniz y colaboradores (1998) analizaron el efecto de diversos compuestos
relacionados con la respuesta de maiz al ataque de patdgenos sobre la expresion del gen
Hrgp. Al aplicar extractos crudos de micelios de hongos patdgenos y no patdgenos para el
maiz, detectaron acumulacion de mRNA de la HRGP, dependiente de la concentracion y tiempo
de exposicidn. Utilizando inmunolocalizacion por impresidn tisular, se encontré que en Ias
plantulas de maiz etioladas expuestas a un elicitor se acumula la proteina HRGP y que se
producen cambios mrfoléglcos similares a los producidos por etileno. La acumulacion mediada
por un elicitor se regula de manera tejido-especifica.
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Los incrementos mas altos en la acumulacion de HRGP se observaron en el mesocotilo,
en el cual el nivel basal (del control) es muy bajo. La acumulacién de la proteina por el elicitor
es aparentemente mayor en la epidermis y en las células de la corteza externa del mesocotilo
(Garcia Muniz et al., 1998).

Uno de los primeros eventos en las interacciones planta-patdgeno es un rapido
incremento de la biosintesis de etileno y se sabe que diversos genes relacionados con la
defensa se encuentran regulados por esta hormona. En maiz, la aplicacién de un precursor
inmediato de la sintesis de etileno (ACC, &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico) induce la
acumulacién de mRNA de la HRGP (Garcia Muniz et al, 1998). Al realizar un andlisis del
promotor, usando células de maiz transformadas por bombardeo de particulas, Menossi y
colaboradores (1997) concluyeron que este promotor contiene un elemento putativo de
respuesta a etileno, el motivo GGGAAGCCTCC que contiene una caja imperfecta (TCC) y otra
perfecta (GCC) que en tabaco responden a la hormona (Menossi ef al., 1997).

El inhibidor de cinasas de proteina, estaurosporina, evita la acumulacion del mRNA de
la HRGP, por lo que la fosforilacién de proteinas es un evento involucrado en la via de
transduccidn de sefiales iniciada por el elicitor (Garcia Muniz et al, 1998). Ni el &cido salicilico
(1 mM) ni el metil jasmonato (5 M) produjeron un incremento en la acumulacion de mRNA de
HRGP. Sin embargo, el &cido ascérbico y el glutatién reducido incrementaron la acumulacion
de mRNA. Se ha reportado que la presencia de estos antioxidantes induce los genes de
defensa en otras especies vegetales. En contraste con la induccion de Hrgp mediada por
elicitores, el etileno no parece estar involucrado en la induccion del gen en respuesta al dcido
ascorbico, ya que los inhibidores de la sintesis de etileno no bloquearon la acumulacién del
mRNA. Se observd que la acumulacién del mRNA producida por elicitores fiingicos es mas
rapida que la producida en respuesta al dcido ascdrbico. Estos resultados sugieren que existen
por lo menos dos vias diferentes de induccion del gen Hrgp: la via mediada por elicitores y
etileno y la via independiente de etileno que depende de acido ascérbico. La induccién del
mismo gen por diferentes vias podria permitir la activacion de grupos especificos de genes de
defensa en respuesta a condiciones bioldgicas cambiantes (Garcia Muniz ef a/, 1998).

El dafio tisular induce la hidroxilacién de prolina dependiente de ascorbato, reaccion
requerida para la acumulacién de HRGP en la pared celular. Estos datos sugieren la posibilidad
de que la acumulacién de mRNA de HRGP inducida por cido ascérbico esté relacionada con la
respuesta a heridas (Garcia Muniz et al, 1998).
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II. ANTECEDENTES INMEDIATOS

Se ha demostrado que la FB1 y la toxina AAL, producida por el hongo fitopatdgeno Alternaria
altemata inducen incrementos en los niveles de bases esfingoideas en tabaco, jitomate y
Lemna pausicostata (Abbas et al., 1994); sin embargo, esto no se habia demostrado en maiz,
que es el hospedero natural de Fusarium verticillivides. En ejes embrionarios de maiz
germinados en medio MS, expuestos a una dosis de 10 uM de FB1 se observé que los niveles
de esfinganina y fitoesfingosina aumentan. La esfinganina alcanza un maximo de acumulacién
de aproximadamente 7 veces con respecto al control a las 24 horas de germinacioén, mientras
que la fitoesfingosina se acumula en una proporcion similar alrededor de las 60 horas de
germinacién (Rivas San Vicente, 2001).

También se demostré que la concentracion minima de FB1 capaz de causar
acumulacién de bases esfingoideas en ejes embrionarios de maiz es de 0.5 uM y que existe
una correlacién entre la acumulacidn de bases esfingoideas y la inhibicién de la elongacion
radicular (Rivas San Vicente, 2001). '

La FB1 también induce la expresion del gen ZmHrgp en ejes embrionarios de maiz
expuestos durante la germinacion y se detecté una mayor cantidad de transcrito en las
muestras tratadas con FB1 en comparacion con las muestras control a partir de las 6 horas de
germinacion, alcanzando un maximo a las 24 horas de germinacion (San Juan Badillo, 2001).
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III. HIPOTESIS

Debido a que la FB1 induce la expresion de genes de defensa como la HRGP, asi como una
elevacion en los niveles de bases esfingoideas, se postula que estos esfingolipidos participan
en la sefializacién que precede y regula la expresién del gen de la HRGP en células vegetales.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion de los esfingolipidos en el mecanismo de sefializacién que da
origen a la induccién del gen de la Hrgp observada en presencia de FB1.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar los niveles de bases esfingoideas en embriones de maiz durante la germinacion y
en presencia de distintas dosis de FB1.

Analizar el efe;to de diferentes dosis de FB1 sobre la expresién del gen de la HRGP en ejes
embrionarios dhrante la germinacion.

Determinar el efecto de esfingolipidos exdgenos en la expresion del gen de la HRGP en ejes
embrionarios de maiz.

Determinar el efecto de inhibidores de la biosintesis de bases esfingoideas en la expresion del
gen de la HRGP.
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VI. MATERIALES Y METODOS

1. Material Biolégico

Se emplearon semillas de maiz de la raza “Chalquefio” obtenidas en Chalco, Estado de México
en 2002 y 2003.

2. Elaboracién de las curvas de germinacién de semillas de maiz en ausencia y
presencia de FB1 y determinacién de la longitud del coleoptilo y de la radicula

Las curvas de germinacién se realizaron para determinar la viabilidad y el porcentaje de
germinacion de las semillas en presencia de FB1. Se realizé un andlisis estadistico de la
inhibicion en el crecimiento de la radicula y del hipocotico con la finalidad de determinar la
dosis de FB1 que se emplearia en todos los experimentos.

Todo el procedimiento se realizd en condiciones de esterilidad. Se desinfectaron lotes

de 30 semillas de maiz lavandolos con hipoclorito de sodio (Cloralex diluido 1/10) durante dos
minutos, posteriormente se enjuagaron tres veces con agua desionizada estéril.
Se seleccionaron los tiempos de muestreo de 12h, 24h, 36h, 48h y 72h. Para cada tiempo se
prepararon tres cajas petri con agar al 1.2%, que contenian concentraciones de FB1
(preparada con acetonitrilo-agua 1:1) de OuM, 0.1uM, 1uM y 10puM, y se sembraron 10
semillas en cada caja. A la muestra control (0 uM FB1) se le afiadieron 2.5 mL de acetonitrilo-
agua 1:1.

Las cajas se incubaron a 29° C y a! finalizar el tiempo de incubacion, se contaron las
semillas germinadas y no germinadas y se midic la longitud de los coleoptilos y radiculas. Con
los datos anteriores se determiné el porcentaje de germinacion y se realizé un analisis de
varianza de una via de la longitud de la radicula y el hipocotilo para los diferentes tratamientos
utilizando el programa Statistix 4.0 (p = 0.05).
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3. Método para la extraccién de bases esfingoideas con acetato de etilo (Rivas San
Vicente, 2001)

Se sembraron las semillas como se describié para la elaboracién de curvas de germinacién y
posteriormente se extrajeron los embriones manualmente con ayuda de una navaja. Se
realizaron tres extracciones independientes para cada tiempo (0, 6, 12, 24, 36, 48y 72 h) y
dosis seleccionadas (0.0, 0.1, 1y 10 uM de FB1).

a) Reactivos:

Solucion amortiguadora de fosfato dibasico de potasio (K;HPO,) 50 mM, pH 7
Estandar intemo de esfingosina 100 uM

Solucién de KCl al 0.8%

Hidréxido de potasio 1 M

Acetato de etilo

b) Homogenizacion:

Congelar los ejes embrionarios de maiz (de 250 a 300 mg, registrando el peso) en nitrégeno
liquido y pulverizarios en el mortero.

Rehidratar el tejido pulverizado con solucién amortiguadora de KHPO, (50 mM pH 7)
afladiendo 400 uL por cada 100 mg de tejido.

Transferir de 400 a 500 ul de homogenado a un tubo de plastico de 15 mL con tapdn de
rosca.

¢) Extraccién de lipidos
Afiadir 1.5 mL de solucion de KCl al 0.8%, 50 uL de KOH 1 M, 4 mL de acetato de etilo y 6 pl
de estandar de esfingosina 100 pM.
Tapar el tubo y extraer por agitacion suave durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Separar las fases por centrifugacion a 3,600 rpm (Centrifuga Jouan MR1812, rotor 67) durante
15 minutos.

Transferir la fase organica (superior) a un tubo de ensayo e iniciar la evaporacion a 55°
C bajo corriente de nitrégeno; cuando el volumen sea menor o igual a 1.5 mL, transferir a un
vial de vidrio de 2 mL y continuar la evaporacién a sequedad.
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4. Cuantificacién de bases esfingoideas (Castegnaro et 2/, 1998; Rivas San Vicente,
2001)

Se determinaron los niveles de esfingosina (estdndar interno), esfinganina y fitoesfingosina en
los extractos de embriones de maiz por el método de cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC). Para esta técnica se forma un derivado fluorescente de la base esfingoidea con o
ftialdialdehido (OPA) que se separa en una columna de fase reversa. El equipo empleado se
conformd por una bomba, un detector de fluorescencia y un procesador de datos, marca
Shimadzu, modelos LC-10ADVP, RF-10AXL y C-R5A respectivamente. La separacion de bases
esfingoideas se realiz6 en una columna Supelcosi™ LC-18-S, 5um (15 cm x 4 mm).

a) Reactivos (ver apéndice):

Etanol absoluto

Solucién de OPA

Solucién amortiguadora de fosfatos 5 mM (pH 7)
Metanol grado HPLC

b) Condiciones del separacion y deteccién

Longitud de excitacion-emision: 337-448

Sensibilidad: 1

Flujo: 2 mL/min

Fase mdvil: Metanol — solucién amortiguadora de fosfatos (5 mM, pH 7) 89:11
Atenuacion: 6

Bajo estas condiciones los tiempos de retencidn de las bases esfingoideas fueron los
siguientes: fitoesfingosina (dempo de retencion, T = 3.6-4.2 min), esfingosina (Tg = 5.5-6.2
min) y esfinganina (T = 7.8-8.2 min), lo que permitié la cuantificacion y elaboracion de curvas
de calibracién.
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Tabla 1. Preparacion de las curvas de calibracion de fitoesfingosina, esfingosina y esfinganina.

Concentracidon del | Alicuota | ulL de fase pLde | Concentracion pmoles
estandar de la base (ub) mévil OPA final (M) inyectadas en 20
esfingoidea (uM) ul

0.1 3 227 20 1.2 0.024

0.1 5 225 20 2 0.04

0.1 7 223 20 2.8 0.056

0.1 9 221 20 3.6 0.072

0.1 11 219 20 4.4 0.088

0.1 13 217 20 5.2 0.104

d) Procedimiento para el andlisis de bases esfingoideas en los extractos.

Resuspender el extracto seco en 400 ul de etanol absoluto y sonicar durante 5 min (la
concentracion final del extracto queda entre 0.25 y 0.3 Mo/ 1l)-

Tomar diferentes cantidades de extracto (2 y 20 ul) y afiadir 40 uL de OPA, 100 pl de .
solucién amortiguadora de fosfatos 5 mM y llevar a un volumen final de 500 pL con metanol-
agua (9:1). Sonicar durante 10 minutos.

Inyectar las muestras y los estandares al HPLC.

5. Extraccion de RNA total

Se utilizaron 25 ejes o 5 embriones de los diferentes tiempos de geminacion
(independientemente del peso, que oscila entre 100 y 300 mg) y Se colocaron en un mortero
estéril, agregandoles nitrégeno liquido para congelarios. El material congelado se molio hasta
obtener un polvo fino, se le afiadid 1 mL de TRIzol® de GIBCO BRL, se homogenizd y se
transfirié a un tubo eppendorf de 1.5 mL.

Bl homogenado se incubd a temperatura ambiente durante 2.5 minutos, para después
centrifugar a 12,000 rpm a 4° C durante 10 minutos (centrifuga Jouan MR1812, rotor con
ndmero de catdlogo 11174590). El sobrenadante se transfirid a tubos limpios, se agregaron
0.2 mL de fenol-cloroformo 1:1 a cada uno y se agitaron durante 15 segundos. Las mezclas se
centrifugaron a 12,000 rpm a 4° C durante 10 minutos y las fases acuosas se transfirieron a
tubos eppendorf limpios a los que se agregaron 0.5 mL de isopropanol y se incubaron a
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temperatura ambiente durante 10 minutos. Una vez concluida la incubacidn, se centrifugaron
las muestras a 12,000 rpm a 4° C durante 10 minutos, los sobrenadantes se decantaron y los
botones se lavaron con 1 mL de etanol al 70% a —20°C, preparado con agua tratada con
DEPC. Después se centrifugaron a 6,400 rpm a 4°C durante 5 minutos, los sobrenadantes se
decantaron, dejandose secar los botones durante 4 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, ios botones obtenidos en cada tubo eppendorf se resuspendieron en 100 pl de
agua tratada con DEPC. Se almacenaron a —20°C.

6. Preparacién de DNA de plasmidos (miniprep)

Se centrifugaron 1.5 mL del cultivo de células transformadas a 12,000 rpm durante 1 minuto
en una centrifuga Sorvall MC12 FA-MICRO y se elimind el sobrenadante por aspiracién. El
botdn se resuspendié con una pipeta en 200 uL de buffer GTE y se incubd durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron 300 pL de NaOH 0.2N/SDS 1% recién
preparado, se mezcid por inversién y se incubd en hielo durante 5 minutos. Se agregaron 300
pL de acetato de potasio 3M, pH 4.8, se mezcld el tubo por inversion y se incubé en hielo
durante 5 minutos. Una vez concluida la incubacién se centrifugd el tubo a 12,000 rpm durante
10 minutos a 4° C en una centrifuga Jouan MR1812 con un rotor Jouan (ndmero de catalogo
11174590) y el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio, al cual se agregaron 5 uL de
RNAsa GIBCO (concentracién 15 mg/mL). La mezcla anterior se incubd durante 1.5 horas a
37° C. Transcurrido este tiempo, se realizd una extraccidn con 400 pl de fenol-cloroformo
(1:1) y se centrifugd la muestra durante 5 minutos a 12,000 rpm en una centrifuga Sorvall
MC12 FA-MICRO. La fase acuosa se transfirié a un tubo limpio y se realizé una extraccion con
400 plL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1 v/v). Posteriormente se precipitd el DNA por la
adicién de 700 pL de isopropanol e incubando a -20° C durante 20 minutos. Para obtener el
botédn de DNA, se centrifugd a 12,000 rpm durante 15 minutos a 4° C, se eliminé el
sobrenadante y se lavd el botdn con 1 mL de etanol al 70%. Ei etanol se elimind por
centrifugacion a 12,000 rpm durante 5 minutos a 4° C, se decanté el sobrenadante y el resto
del etanol se evapord a temperatura ambiente. El botdn de DNA se resuspendio en 20 pL de
agua estéril.

62



Materiales y métodos

Para las muestras que se secuenciaron, se realizd un paso mas de purificacidn que
consistié en precipitacion con 8 uL de PEG al 13% y 20 pL de NaCl 4M. Las muestras se
incubaron durante 20 minutos a —20° C y posteriormente se centrifugaron a 12,000 rpm
durante 10 minutos a 4° C. Finalmente se realizé un lavado con etanol al 70%, las muestras
se dejaron secar al aire y se resuspendieron en 20 uL de agua estéril.

7. Cuantificacién de DNA por espectrofotometria

Se disolvi6 1 pL de DNA en 1 mL de agua desionizada estéril y se cuantificé en el
espectrofotdmetro en celdas de cuarzo a 260 nanémetros.

8. Método de digestion de plasmidos

El ptdsmido que contiene la sonda de HRGP (donada por P. Puigddmenech, Raz et al,, 1992)
se desnaturalizé por 5 min a 100°C con 2 ul de buffer B (10 mM Tris-HCl, 5 mM MgCi,, 100
mM NadCl, 1 mM p-mercaptoetanol, pH 8) y posteriormente se agregaron 1 pl de EcoRl, 1 ul
de HindZITy agua hasta un volumen final de 20 pl. Se digiri6é durante 1 h a 37° C.

Para los plasmidos que contenian las secuencias amplificadas en el proyecto, se utilizd
el vector pGEM-T easy Vector (Promega) y se realizd la digestion con EcoR! y buffer 3
siguiendo el procedimiento descrito.

Se realizé la separacion por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% en
buffer TAE 1X, a 80V, durante 1 h.

9. Purificacién de DNA a partir de geles de agarosa

Se empled el Kit GENECLEAN III ( BIO 101). Las bandas de interés del gel de agarosa al 1%
se cortaron y se colocaron en tubos eppendorf. Después se calculd el volumen del gel con el
DNA (0.1 g equivalen a 100 L) y se agregaron al tubo 4.5 voiimenes de Nal. Los tubos se
colocaron en bafio maria a 45-55° C durante 5 minutos aproximadamente, con movimientos de
agitacion cada minuto hasta que el gel se disolvié completamente, después de lo cual se
anadieron 5 uL de resina Glass Milk previamente agitada, y se incubd durante 5 minutos a
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temperatura ambiente, nuevamente con agitacion. Se centrifugé a 12,000 rpm en una
centrifuga Sorvall MC12 FA-MICRO durante 5 segundos y se decantd el sobrenadante.
Posteriormente se agregaron 700 ul de New-Wash y se resuspendid el botdn con ayuda de
una pipeta. Se repitiron los lavados con New-Wash dos veces mas, eliminando
completamente el New-Wash en el (ltimo lavado. Se agregaron por Glitimo 15 pl. de agua
estéril, se calentd a 50 °C durante 3 minutos y se centrifugd a 12,000 rpm durante 30
segundos. El sobrenadante resultante se transfirié a un tubo limpio sin tocar el botén.

10. Marcaje de la sonda con [**P]-dCTP por la técnica de random primer

Se colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 mL 12 uL de DNA purificado a partir de un gel de
agarosa y 9 pL de agua. Fl tubo se calentd a 100° C durante 5 minutos y se enfrio
inmediatamente en un bafio de hielo. Se agregaron 3 ul de una mezcla de dATP (500 uM),
dGTP (500 uM) y dTTP (500 uM), 20 ul de Random Primer Solution 2.5X y 1 ul de Klenow
DNA polilmerasa I, provenientes del kit RadPrime DNA Labelling System de GIBCO BRL. A la
mezcla anterior se le afiadieron 5 ul de [a-P]dCTP mezclando suavemente. Se iricubd
durante 1 hora a 37°C en un contenedor de plomo y concluido este tiempo se afiadieron 100
ulL de buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM).

Para purificar la sonda se hicieron pasar 75 ulL de DNA marcado por una columna de
Sephadex 50 (una jeringa de insulina empacada con Sephadex 50 hasta la marca de 0.8 mL),”
centrifugandola durante 5 minutos a 2000 rpm en la centrifuga Sorvall RT 6000D. La sonda se
almacend a —20° C en un contenedor de plomo hasta su uso.

11. Elaboracién de un gel desnaturalizante

Se prepard un gel de agarosa al 1.2% de la siguiente manera: 1.82 g de agarosa, 15 mL de
MOPS 10X y se aforaron a 150 mL con agua tratada con DEPC. Se prepard fa siguiente mezcla
para Ja desnaturalizacion del RNA:
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Tabla 2. Mezcla para desnaturalizacion de RNA

Reactivo Cantidad
DMSO 2254k
MOPS 1X 5.0 pL
Glioxal 6M desionizado 6.6 pL
RNA 10 pg
Agua tratada con DEPC cbp 45 pL

Las muestras se incubaron a 50°C durante 1 hora, se enfriaron en hielo y se les adicionaron 6
uk de buffer de carga para RNA. Se corri6 el gel a 150 V a 4°C por 2.5 horas utilizando como
solucion amortiguadora de corrida MOPS 1X.

12. Northemn Biot

a) Transferencia del RNA del gel a la membrana de nyion:
Se montd el dispositivo que se muestra en la figura 13.

Cublerta de . / papel periddico
Kleen-Pack )‘ del tamafio del gel

3 papeles filtro del membrana de nylon
tamafio del gel del tamafio del ge!
gel de
Jelee papel fit