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AAL Alternaria alternata

ABA Acido Abscisico

ACD Muerte Celular Acelerada

AP1 Cadena Larga de Aminopentol

Avr Avirulencia

Bl Inhibidor de Bax

CERK Ceramida Cinasa

CO; Di6xido de carbono

CS Ceramida Sintasa

DPLA1 Fosfato Liasa de Bases de Cadena Larga Fosforiladas

DRMs Membranas Resistentes a Detergentes

d18:0 dihidroesfingosina o esfinganina

d18:1* 4-esfingenina o esfingosina

d18:18 8-esfingenina

d18:2*8 4,8-esfingedienina

di18:0-P dihidroesfingosina o esfinganina-fosforilada

d18:1*-P 4-esfingenina o esfingosina-fosforilada

d18:1%-pP 8-esfingenina-fosforilada

d18:2*5-p 4,8-esfingedienina-fosforilada

EGGAP Proteinas Ancladas a Glicosilfosfatidilinositol del Reticulo Endoplasmico RE-
al-Golgi

EHR Enriquecimiento de la muerte celular tipo HR mediada por el gen de
resistencia RPW-8

ET Etileno

E1 Enzima Activadora de la Ubiquitina

E2 Enzima Transportadora de Ubiquitina

E3 Ubiquitina-Proteina Ligasa

FB1 Fumonisina B1

for 11-1 Mutante de Arabidopsis con deficiencia en la LCB1, subunidad de la serina
palmitoiltransferasa

FLS2 Receptor de la Flagelina

GlcCer Glucosil Ceramida

GLTPs Proteina de Transferencia de Glicolipidos

HR Respuesta de Hipersensibilidad

HRGP Glicoproteina Rica en Hidroxiprolina

IPC Inositol Fosforil Ceramida

JA Acido Jasmonico

LMMs Mutantes con lesiones que semejan una Respuesta de Hipersensibilidad

LCB Base de Cadena Larga

LCBK1 Cinasa de Base de Cadena Larga

LCB-P Base de Cadena Larga Fosforilada

LCD1y LCD2 Desaturasas de Bases de Cadena Larga
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MCP
MPK
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ROS
SA
SAM
SAR
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SBP
SIPK
SMS
SPHK
SPL
SPT
STP13
S1P
TEM
T™MV
t18:0
118:1
t18:0-P
t18:1-P
VPE
WIPK

Cascada de Cinasa de Proteina Activada por Mitégenos
Muerte Celular Programada

Cinasa de la Proteina Activada por Mitégenos
Cinasa de la MPK

Cinasa de la Cinasa de la MPK

Patrones Moleculares Asociados a Patdégenos
Genes relacionados a patogénesis
Fotosistema

Proteinas de Resistencia

Reticulo Endoplasmico

Especies Reactivas de Oxigeno

Acido Salicilico

Micotoxina Anéloga a la Esfinganina
Respuesta Sistémica Adquirida

Hidroxilasa de Base Esfingoidea

Proteina de Unién al Promotor de SQUAMOSA
MPK inducida por SA

Esfingomielina Sintasa

Esfingosina Cinasa

Factor de Transcripcién con dominio-SBP especifico de plantas
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Microscopia Electronica de Transmision
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1. RESUMEN
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El reciente avance en el estudio de los esfingolipidos vegetales ha revelado una gran
diversidad estructural que sugiere un amplio espectro funcional de estos compuestos
esfingoideos. Las bases de cadena larga (LCBs) son intermediarios de la sintesis de
esfingolipidos complejos que funcionan como segundos mensajeros en la muerte celular
programada (MCP) en las plantas, cuyos modos de accién no estan bien dilucidados. En este
trabajo, se indujeron condiciones de MCP en plantulas de Arabidopsis thaliana para estudiar la
cinética de acumulacion de las LCBs y los consecuentes cambios a nivel ultraestructural causados
en las células. Se us6 una mutante Ich2a-1, deficiente en la subunidad LCB2a del heterodimero
LCB1/LCB2 que conforma a la serina palmitoiltransferasa (SPT), manteniéndose intacto al
complejo alternativo LCB1/LCB2b de la SPT. Esta mutante fue incapaz de desarrollar una MCP en
respuesta a la fumonisina B1 (FB1) y acumulé menos LCBs que las plantulas silvestres, revelando
que el complejo LCB1/LCB2a es indispensable para inducir la MCP. El analisis del perfil de las
LCBs libres y fosforiladas revelé que la dihidroesfingosina (d18:0) fue la principal responsable de
evocar la MCP. Adicionalmente se evalud la participacion de la MPK6 y la MPK3 en el entramado
molecular de la transduccién de sefiales generadas por la d18:0. La mutante mpk6 fue tolerante a
la FB1 en niveles similares a la Icbh2a-1, pero no la mpk3, indicando que la MCP inducida por la
FB1 es mediada por la MPK6. El analisis a nivel ultraestructural de las plantulas silvestres
expuestas a la FB1 demostré cambios en la estructura membranal, con caracteristicas Unicas de
la autofagia, mismas que estuvieron ausentes en las mutantes Icb2a-1 y mpk6 y que consistieron,
por ejemplo, en la presencia de vesiculas con restos de organelos, cominmente denominados
autofagosomas. Experimentos adicionales con las mutantes de una de las hidroxilasas de LCBs
(sbhl) y de una fosfatasa de doble especificidad (mkpl), asi como de las dobles mutantes mpk3
mkpl y mpk6 mkpl, contribuyeron a reforzar las interpretaciones anteriores. Asimismo, se
demostré que la via de transduccion de sefiales mediada por las LCBs y la MPK6 forma parte de
las respuestas desplegadas por el sistema inmune de las plantas ante el ataque de patégenos. Si
bien, existen multiples evidencias que demuestran la asociacion entre la MPK6 y la HR-MCP, asi
como la relacidn entre los esfingolipidos y la MCP, en esta tesis se demuestra por vez primera que
las cascadas de MAPKs y los esfingolipidos son transductores en el mismo esqueleto de
sefializacion que evoca la MCP y que, esta via opera como una de las estrategias que emplea la
planta durante su defensa contra patdgenos. Esta investigacion contribuye a descifrar la via de
trasduccion de sefiales involucrada en la MCP-HR al identificar las formas moleculares especificas
de LCBs, de complejos de la SPT y de MPKs implicados.
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2.1. Inmunidad innata: integracién de una serie finita pero de numerosa reacciones

Las plantas son una rica fuente de nutrimentos para los microorganismos que se encuentran en
los ambientes circundantes. La defensa de las células vegetales, que no depende de la movilidad
COomo ocurre en otros organismos, se basa en mecanismos rapidos y efectivos de reconocimiento
y de respuesta para contender con la agresion del patdgeno a través de un proceso conocido
como inmunidad innata. A diferencia de las células animales, los tejidos vegetales no cuentan con
células especializadas para participar en el despliegue de la inmunidad, por lo que, esta limitacion
ha favorecido evolutivamente el desarrollo de la capacidad y la maquinaria molecular necesarias
en todas las células que componen un organismo vegetal, habilitAndolas para participar en los
mecanismos de defensa.

En general, se conceptualiza a la inmunidad innata como aquella relacion que se establece
entre una planta y un patégeno, que no lleva a la enfermedad y/o colonizacién de la planta. Las
respuestas de inmunidad de las plantas se clasifican en dos tipos: una respuesta basal a patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPSs) y una respuesta especifica al patdgeno mediada por
el modelo gen-por-gen (Chisholm et al., 2006). La respuesta basal mediada por las PAMPs ocurre
en fases tempranas de la interaccion, de hecho, en algunas ocasiones se le refiere como
inmunidad innata primaria. Las PAMPs incluyen polisacaridos, péptidos u otro tipo de moléculas
derivadas del organismo invasor que son reconocidas por receptores localizados en las
membranas plasmaticas de las células huésped. Tras la unidén ligando-receptor se activan
cascadas de fosforilacion que inducen la resistencia basal temprana, disefiada para prevenir la
colonizacién del microorganismo. La inmunidad inducida por las PAMPs es suficiente para detener
la infeccién antes de que el microorganismo se establezca (Chisholm et al., 2006; Fig. 1). Con
respecto a la interaccion mediada por el modelo gen-por-gen, ésta ocurre horas después de la
interaccion. En este tipo de inmunidad, llamada secundaria, la célula vegetal sintetiza proteinas de
resistencia (R) que reconocen proteinas de avirulencia (Avr) secretadas por el patdégeno
(Chisholm et al., 2006). Dicha interaccién es altamente especifica, pues en este caso las
reacciones de defensa implementadas por la planta para detener la infeccion estan dirigidas
contra cepas, patovares o formas especiales dentro de una especie de patégeno en particular. Las
proteinas Avr son proteinas efectoras que se secretan hacia el interior de las células vegetales
para promover la virulencia del patégeno al inhibir las reacciones de defensa; sin embargo, el
patégeno no logra colonizar a la célula huésped ya que las proteinas R activan respuestas de
defensa secundarias que generalmente culminan en una respuesta de hipersensibilidad (HR)
(Chisholm et al., 2006; Fig. 1).

La HR es un tipo de muerte celular asociada con las respuestas de defensa inducidas
localmente en el sitio de penetracion del patégeno que bloquea el crecimiento del invasor (de Wit,
2007). Recientemente, se ha sugerido que en el modelo gen-por-gen coexisten los dos tipos de
inmunidad descritos, pues la defensa basal mediada por las PAMPs antecede a la proteccion
mediada por las proteinas de avirulencia (Navarro et al., 2004), produciendo un efecto sinérgico
en contra del patdégeno.
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Figura 1. Modelo de zig-zag que ilustra el sistema de inmunidad innata. Las células vegetales
detectan la presencia del patégeno en las fases tempranas de la interaccion a través de la forma de
inmunidad iniciada por el reconocimiento de PAMPs (PTI). Los patégenos que logran vencer esta
barrera liberan efectores que interfieren con la PTI. En esta fase existen dos posibilidades: una es que
los efectores hagan a las plantas susceptibles a la infeccién (ETS), o bien, que algin efector (ciculo
gris) sea reconocido por proteinas de resistencia (R), estableciéndose la inmunidad activada por
efectores (ETI), si es que la planta tiene la capacidad de desplegar esa forma de inmunidad contra ese
patdbgeno en particular. La ETI es una version amplificada de la PTI cuya magnitud generalmente
rebasa el umbral para inducir la respuesta de hipersensibilidad (HR). En algunos casos, los patégenos
usan como estrategia la pérdida de algunos efectores para evitar su reconocimiento por el hospedero y
ganan otros (representados en circulos negros) que les ayudan a suprimir la ETI, de esta manera, se
puede producir también la susceptibilidad de la planta al patégeno. Las plantas que producen nuevos
alelos de las R son favorecidas por la seleccion natural, ya que éstos pueden reconocer a efectores
recién adquiridos, resultando nuevamente en una ETI (Adaptada de Jones y Dangl, 2006).

Las plantas también se protegen de los patégenos a través de la respuesta sistémica adquirida
(SAR), la cual se establece casi simultdneamente a la defensa primaria y/o secundaria en lugares
distantes al sitio de interaccion planta-patégeno. El objetivo de la SAR es proteger a la planta de
ataques subsiguientes. La SAR es muy efectiva contra una gran variedad de patdgenos de
diferentes estilos de vida (biétrofos, necrétrofos), dependiendo de la fitohormona implicada: acido
salicilico (SA), etileno (ET), acido jasménico (JA), acido abscisico (ABA) o combinaciones de ellas
(de Wit, 2007).

2.1.1. La muerte celular programada como mecanismo de defensa de las plantas en contra de
patégenos

La HR, que ocurre durante la resistencia de plantas ante el ataque de patégenos (Lam et al.,
2001) es una forma de muerte celular programada (MCP). La MCP es un proceso conservado en
células eucariontes en el que de manera selectiva y controlada se desechan células dafadas o
intactas pero que ya no se requieren para el organismo (Hoeberichts et al.,, 2001). En tejidos
vegetales, la HR es uno de los tipos de MCP mas estudiados. En la mayoria de las ocasiones, la
HR se puede observar macroscopicamente como una lesibn necrética que se produce
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artificialmente cuando se infiltran en un sitio de la hoja dosis anormalmente altas de algin
evocador o patdgeno en una planta resistente a estos tratamientos. Esta zona de células muertas
se localiza en el sitio de infiltracion y es incapaz de extenderse a regiones aledafias (Mur et al.,
2008). Originariamente, se habia postulado que la HR era consecuencia Unica de la interaccion
gen-por-gen (Martin, 1999); sin embargo, actualmente se ha postulado que esta respuesta ocurre,
en general, en interacciones incompatibles que llevan a la resistencia o a la no enfermedad de la
planta (Nirnberger y Lipka, 2005).

La HR comparte cambios morfolégicos y/o bioquimicos Unicos con la apoptosis (condensacion
de la cromatina, fragmentacion del DNA en fragmentos mdltiplos de 180 pb, pérdida del potencial
de la membrana mitocondrial o A¥y,) y con la autofagia (formacién de vesiculas bimembranales,
permeabilizacion o ruptura del tonoplasto), sugiriendo que la HR es una combinacion de los
principales tipos de MCP de las células animales (Tabla I; Greenberg, 2005; van Doorn, 2005).
Una clara distincion entre la autofagia y la apoptosis, es que en la primera la misma célula lleva a
su completa destruccion, mientras que en la apoptosis se requiere de otra célula que la fagocite y
degrade los compuestos toxicos (Fig. 2).

Recientemente, se ha sugerido que la célula vegetal debe decidir entre una muerte similar a la
apoptosis 0 una muerte autofagica dependiendo del tiempo en que requiere la muerte. Por
ejemplo, cuando la planta es atacada por un patdégeno, ésta requiere de una rapida activacion del
proceso que la conduzca a la muerte para impedir su avance. En este caso, la mayoria de las
caracteristicas de la muerte de la célula estan mas relacionadas a la muerte similar a la apoptosis
gue a otros tipos de muerte cuyo progreso es mas lento, como la autofagia. El desarrollo de
lesiones necr6ticas durante la respuesta de defensa refleja la urgencia de limitar la invasion del

Tabla I. Comparacion de los principales tipos de muerte celular de mamiferos y la Respuesta de
Hipersensibilidad de plantas (Adaptada de Mur et al., 2008)
Muerte celular de animales

Marcadores HR
Apoptosis Oncosis Autofagia

Reduccién del tamafio del citoplasma + — = +
Alargamiento del citoplasma — + — —
Reduccién del tamafio nuclear + = - —
Condensacion de la cromatina + - - +
Degradacion de DNA en fragmentos multiplos de 180 bp + - - -
Protuberancia de las mitocondrias - + - +
Pérdida de Ay, + = — +
Dependenciade ATP + - — —
Liberaciéon de citocromo ¢ + = = i
Interrupcién del cloroplasto NA NA NA +
Activacion de caspasas + = - —
Proteasas de cisteina + - + +
Intercambio de lipidos entre la bicapa membranal + - - ?
Cuerpos apoptoéticos + — + —+
Vacuolizacion — — + +
Vesiculas bi-membranales - - + +




patdégeno y puesto que el SA es una fitohormona que se requiere para la formacion de la HR, se
ha planteado que el SA favorece la MCP similar a la apoptosis sobre la muerte autofagica,
mientras que el JAy el ET estan involucradas en la autofagia (Love et al., 2008).

Actualmente, se ha postulado que, de la misma forma en que existen sefiales que estimulan la
muerte dentro de la célula programada para colapsarse durante la HR, también existen sefiales
gue deben limitar la muerte para evitar la pérdida excesiva de tejido vegetal, por lo que se ha
sugerido, que la autofagia controla la dispersiéon de la sefial de muerte (Liu Y. et al., 2005). Un
hallazgo en apoyo a la premisa anterior es el de las células de Nicotiana benthamiana con
silenciamiento de los genes ATG6/BECLINA, involucrados en la autofagia, las cuales manifiestan
una muerte desbordada en repuesta a la infeccién por el virus del mosaico de tabaco (TMV; Liu Y.
et al., 2005).

ﬁctivacién de muerte celular Reduccion del tamarfio Empaguetamiento en Ingesta de la célula rnuerta\
celular cuerpos apoptoticos por fagocitos

Caspasa

™ ? (%s@_

o2 | > 4
) .

= | y,

ivacié Desintegracion de Degradacion de\
Activacién de muerte celular
/ componentes vacuolares componentes celulares

Figura 2. Secuencia de eventos que conforman la muerte celular programada por apoptosis o
por autofagia. Apoptosis (seccion superior). Estrictamente, la apoptosis involucra el empaquetamiento
de las células en proceso de muerte dentro de cuerpos apoptoticos que son degradados por fagocitos.
Autofagia (seccion inferior). Puesto que las células vegetales contienen una pared celular demasiado
rigida, sus materiales deben ser degradados por ellas mismas. (Modificada de Hatsugai et al., 2006).

2.1.2. La sefializacién mediada por las cascadas de MAPKSs en la defensa de las plantas

Las MAP cinasas (MAPKSs) son cascadas de proteinas involucradas en la transduccién de
sefiales de organismos eucariontes. Estas cascadas, compuestas por tres proteinas citosélicas,
amplifican las sefiales generadas tras la percepcion de un estimulo particular a través de
reacciones escalonadas de fosforilacion. La primera proteina de la cascada en activarse es la
cinasa de la cinasa de la MPK (MPKKK o MP3K). Su activacion depende de proteinas asociadas a
la membrana plasmatica cuyas actividades se inducen por receptores membranales. Los
intermediarios entre el receptor y la MP3K inducen cambios conformacionales para que ésta sea
fosforilada en ciertos residuos especificos situados en el sitio catalitico (Hall et al., 2002). La
MP3K fosforilada y, como consecuencia activada, transmite la sefial a una cinasa de la MPK
(MPKK o MP2K). Esta segunda activacion de la cascada, requiere de la interaccion fisica entre
ambas proteinas para llevar a cabo la modificacion covalente de los residuos cataliticos de Ser o
Thr conservados entre los subdominios VII y VIII de la estructura primaria de la MP2K.
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Posteriormente, la MP2K activada fosforila los residuos de Thr y Tyr de la secuencia Thr-x-Tyr de
las cinasas de proteina activadas por mitdgenos (MPKs), en la que X representa a cualquier
residuo (Meskiene y Hirt, 2000). En general, en células vegetales se desconocen los componentes
inmediatos corriente abajo de las MPKs; sin embargo, se intuye que de manera similar a las MPKs
de células animales, inciden en los factores de transcripcién que regulan la expresion génica y en
cinasas de proteinas, fosfatasas, lipasas o componentes citoesqueléticos (Bogre et al., 2000).

En plantas, las MAPKs estan involucradas en la regulacion del desarrollo, crecimiento, la MCP
y en respuesta a una gran variedad de estimulos ambientales como frio, calor, especies reactivas
de oxigeno (ROS), rayos ultravioleta, sequia y patégenos (Colcombet y Hirt, 2008). El genoma de
Arabidopsis thaliana (que en el resto del trabajo se denominara Arabidopsis) contiene mas de 110
genes que codifican MAPKSs, de las cuales, 20 corresponden a MPKs, 10 a MP2Ks y mas de 80 a
MP3Ks. Entre las MPKs de Arabidopsis, las mejor caracterizadas son la MPK4, MPK3 y MPK®, las
cuales son activadas por una amplia diversidad de estimulos considerados como formas de estrés
abidtico, bidtico u oxidativo. Mientras que la MPK4 regula negativamente la sefializacion generada
por estrés hidtico, la MPK3 y MPK6 actlan como mediadores positivos en las respuestas de
defensa contra patdgenos (Petersen et al., 2000; Qiu et al., 2008). La MPK3 y MPK6 son
proteinas con un alto grado de redundancia funcional. Ambas MPKs son reguladores de la
respuesta al ABA, del desarrollo de los estomas y de la respuesta a varios tipos de estrés abiotico,
asi como de la respuesta de defensa en contra de bacterias y hongos (Fig. 3; Colcombet y Hirt,
2008).

Gen
Patégeno Evocador Receptor MAP3K MAP2K MAPK blanco

Bacteria FLS2 MEKK1 MKK4 5 MPK6 7 WRKY22
patégena — - 7 MKKS MPK3 ™ WRKY29

Patégeno 7 7 7 —» ? —>» MPK6 — ? —) VSP1

? Flgz ; MEKK1—) MEK1—) MPK4 —) 2—) 2

MPK1 PR-1
PK2 PR-2

M
—> MKK3 —>» MPK7 —>» ?2—> PR-3
MPK14 PR-4

—> MKK3—> MPK6 —» ?—>» PDF1.2

MPK
—> MKK3 —> Mng —> ?—> PRl

Figura 3. Cascadas de MAPKs de Arabidopsis inducidas por la flg22, peréxido de hidréogeno
(H20,), acido jasmoénico (JA) o patdgenos. La presencia de evocadores derivados de patdgenos, o la
misma infeccion de la planta, activa a receptores membranales que transducen la sefial corriente abajo
a través de las cascadas de MAPKs. La MAP3K es el primer elemento de la cascada en activarse,
seguida de la MAP2K. El Ultimo elemento de la cascada en activarse es la MAPK, la cual activa
corriente abajo la expresion de genes relacionados con la defensa. En muchos casos, se desconoce al
factor de transcripcion que pudiera ser blanco directo de la fosforilacion mediada por la MAPK
(Modificado de Colcombet y Hirt, 2008).



2.1.2.1. Activacién de cascadas de MAPKs por PAMPs

La inmunidad accionada por PAMPs requiere que los receptores que los reconocen activen
corriente abajo a las cascadas de MAPKs. Por ejemplo, el péptido sintético flg22, que simula a la
flagelina bacteriana, produce una rapida y fuerte activaciéon de la MPK3, MPK4 y MPK®6. El médulo
propuesto como responsable de transmitir la sefializacion generada por la flg22 esta compuesto
por MEKK1-MKK4/MKK5-MPK3/MPK6 (Fig. 3), cabe destacar que éste fue el primer médulo de
una cascada de MAP cinasas cuyos componentes fueron identificado en células vegetales (Asai et
al., 2002).

De la misma forma en que las plantas activan toda una gama de moléculas de defensa que
contrarreste la invasion de patdégenos, algunos de éstos inactivan estratégicamente las vias de
sefializacion inducidas por las PAMPs incluyendo a las MAPKs (Fig. 1). Por ejemplo, el patégeno
bacteriano Pseudomonas syringae inyecta varios efectores al interior de las células vegetales,
entre ellos AvrPto y AvrPtoB, que interactdan con el receptor de la flagelina FLS2 (Gohre et al.,
2008) y con el coreceptor BAK1 (Shan et al., 2008). De esta manera, tanto AvrPto como AvrPtoB
interrumpen la transmision de la sefial del patégeno hasta el médulo de las MAPKSs, que se
encuentra corriente abajo del receptor y del correceptor. Ademas, P. syringae tiene otro factor que
interactla directamente con los componentes de las cascadas de MAPKs: HopAll, el cual es una
liasa de fosfotreonina que defosforila el residuo de treonina en el cual es activada una MPK por su
MP2K corriente arriba. De esta manera, HopAll interactia directamente con la MPK3 y MPK6
atenuando la activacién de las MPKs inducidas por la flg22 y las respuestas de defensa corriente
abajo (Zhang et al., 2007).

2.1.2.2. Activacién de cascadas de MAPKSs en relacion con la Respuesta de Hipersensibilidad

La asociacién entre la activacion de MAPKs y la HR se ha descrito principalmente en
Arabidopsis y Nicotiana tabacum (Meskiene y Hirt, 2000; Ren et al., 2002; Liu et al., 2003). En
Arabidopsis, las MPK3 y MPK6, que se inducen por diferentes evocadores derivados de
patégenos (Fig. 3; Desikan et al., 2001; Asai et al., 2002), resultan ser MPKs ort6logas de la WIPK
(MPK inducida por herida) y SIPK (MPK inducida por SA), respectivamente y que, también,
responden a evocadores en N. tabacum. Las plantas transgénicas que expresan de forma
inducible las formas funcionales de los activadores inmediatos de la MPK3 y MPK6 (MEK4 y
MEKS5), producen la activacion prolongada de las MPKs y una muerte celular que se asemeja a la
HR (Ren et al., 2002). Sin embargo, también la pérdida de funcién de la MPK6 a través de su
silenciamiento, resulta en modificaciones minimas de la transcripcién de genes de defensa y de la
inmunidad de la planta contra infecciones posteriores (Menke et al., 2004).

2.1.2.3. Las especies reactivas de oxigeno y su asociacidn con las MAPKs en la inmunidad innata

Desde hace aproximadamente 2 millones de afios el oxigeno molecular se ha producido a
partir de los procesos fotosintéticos de los organismos. Las ROS que estan parcialmente
reducidos o los derivados del oxigeno ([H20:], HO-'0,, 0Oy), son productos altamente reactivos
del metabolismo aerdbico. Estas especies derivadas de varias reacciones quimicas, pueden
producir dafio oxidativo a las células (Pitzschke y Hirt, 2009).

Las plantas cuentan con enzimas antioxidativas, compuestos antioxidantes y, también, enzimas
gue producen ROS para mantener a los niveles de ROS bajo un estricto control; sin embargo, bajo
ciertas circunstancias, las plantas producen estratégicamente a estas especies reactivas en
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magnitud y temporalidad controladas. Las ROS estan involucradas tanto en la muerte similar a la
apoptosis como en la autofagia y son, ademas, componentes claves en la HR y en la activacion de
genes marcadores de la senescencia.

Como se menciond anteriormente, la MEKK1 de Arabidopsis esta involucrada en la
sefializacion generada por la exposicion a la flg22 (Fig. 3). Las plantas mutantes que no expresan
al gen MEKK1 acumulan grandes cantidades de ROS y posteriormente producen MCP (Nakagami
et al.,, 2006). Ademas MEKK1 se requiere para la activacion de la MPK4 inducida por ROS
(Ichimura et al., 2006), indicando que MEKK1 esta corriente arriba de la MPK4 para mantener la
homeostasis de las ROS (Fig. 3). Las mutantes independientes mekkl y mpk4 presentan un
fenotipo de enanismo y lesiones espontaneas que son revertidos por la expresion de NahG, un
gen bacteriano cuyo producto es una enzima que degrada al SA, sugiriendo que los fenotipos de
ambas mutantes se deben predominantemente a los altos niveles de SA (Petersen et al., 2000;
Suarez-Rodriguez et al., 2007).

MKK3 es una MP2K de Arabidopsis que se ha relacionado con la sefializacién generada por
estrés hidtico y por H,O,. La MKK3 restringe el crecimiento bacteriano y es un activador de varias
MPKs que se encuentran en el mismo subgrupo (MPK1, MPK2, MPK7 y MPK14; Fig. 3). El H,O,
activa a la MPK6 y MPK7, pero solo la actividad de la MPK7 es mas acentuada por MKK3, por lo
gue estos resultados proponen a la MKK3 como el regulador corriente arriba de la MPK7 en la via
de sefializacion del H,O, (Fig. 3). Sin embargo, dependiendo de las condiciones ambientales, la
MKKS3 puede actuar corriente arriba de la MPK6 o de la MPK7, pues las mutantes mkk3 y mpk6
son hipersensibles al JA (Fig. 3), adjudicandole otro papel a la MKK3 como regulador de la
activacion de la MPKG6 inducida por esta fitohormona (Takahashi et al., 2007).

La asociacion H,O, y MAPKs no solo se establece en las células del mesdfilo, sino también en
los estomas. Los estomas son indispensables en el intercambio de gases y en la transpiracién. En
términos de la defensa, los estomas también tienen un papel relevante en este proceso, pues
constituyen sitios de entrada para varios microorganismos. Por ello, la regulacién de la apertura y
cierre de los estomas es fundamental para restringir la invasion de patégenos bajo el esquema de
la inmunidad innata. A pesar de que MPK3 y MPK®6 participan en el desarrollo y dinamica de los
estomas, soélo la MPK3 parece tener una funcion en la inmunidad innata a través de su accién
sobre la regulacion de los mecanismos de movimiento estomatico (Gudesblat et al., 2007).

2.2. Esfingolipidos: moléculas lipidicas que regulan la defensa y la muerte celular de las
plantas

Los esfingolipidos son componentes de las membranas celulares de los organismos
eucariontes. En la membrana plasmatica, los esfingolipidos componen cerca del 40% de los
lipidos (Sperling y Heinz, 2003). A los esfingolipidos se les ha asignado una funcién en el
incremento de la estabilidad mecéanica y resistencia quimica de la monocapa externa (Kim et al.,
2009) y en la integracion y organizacion lateral de las membranas lipidicas, pues se concentran en
ciertas regiones denominadas “lipid rafts” o microdominios, las cuales contienen generalmente
proteinas relacionadas con vias de sefializaciéon (Borner et al., 2005). Durante mucho tiempo se
postulé que la funcion de los esfingolipidos era exclusivamente estructural; sin embargo, desde
hace menos de dos décadas se descubrié que algunos metabolitos o intermediarios biosintéticos
de células animales funcionan como moléculas de sefalizacion, particularmente, la ceramida
(Hannun y Obeid, 1995) y la esfingosina-1-fosfato (Olivera y Spiegel, 1993; Cuvillier et al., 1996).
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La funcion de sefializacién de los esfingolipidos también se conserva en otros organismos
eucariontes, incluyendo plantas (Ng et al., 2001; Coursol et al., 2003; 2005; Worrall et al., 2008) y
levaduras (Liu K. et al., 2005).

Los esfingolipidos son compuestos anfipaticos cuya hidrofobicidad es conferida por la porciéon
de la ceramida, estructura que consta de una base de cadena larga (LCB) o bases esfingoideas y
un acido graso enlazados entre si por una unién amida (Fig. 4). La region hidrofilica esta
configurada por grupos polares (principalmente unidades de carbohidratos) unidas al C1 de las
ceramidas (Fig. 4). Los esfingolipidos complejos mas abundantes en tejidos vegetales son la
glucosilceramida (GlcCer) y los derivados del inositolfosforilceramida (IPC; Markham et al., 2006).

2.2.1. Generalidades de las bases de cadena larga de plantas

Las LCB son cadenas alquilicas que se encuentran en todos los esfingolipidos (Pruett et al.,
2008). Este precursor se sintetiza de novo a partir de una serie de modificaciones posteriores a la
condensacién del aminoacido L-serina y del palmitoil-CoA (Chen et al., 2009; Fig. 5). Todas las
LCB contienen un grupo amino en el C2 y al menos dos grupos hidroxilo: uno en el C1 y otro en el
C3. El hidroxilo del C1 y el grupo amino del C2, provienen de la serina y el hidroxilo del C3 del
palmitoil-CoA (Chen et al.,, 2008). La nomenclatura para referirse a las LCBs no esta hien
estandarizada. Una de las formas mas correctas para hacerlo es una versién corta que consta de
una letra, generalmente d o t, que significa si esta di- o trihidroxilada, un niamero que indica la
longitud de la cadena alquilica y otro nimero, separado con dos puntos del nimero anterior, que
indica el numero de insaturaciones (Fig. 6a; Pruett et al., 2008). La LCB mas simple que existe en
la naturaleza es la esfinganina (dihidroxiesfingosina, d18:0), que proviene directamente de la
condensacién entre la serina y el palmitoil-CoA y carece de instauraciones o de un tercer grupo
hidroxilo (Fig. 5). La longitud de la esfinganina puede variar dependiendo del organismo
eucarionte; por ejemplo, en células vegetales la de 18 atomos de carbono es la forma
predominante (Pruett et al., 2008). La d18:0 puede sufrir varias modificaciones covalentes
catalizada por diferentes enzimas para dar lugar a otras formas de LCBs. En la actualidad, se
desconoce si la mayoria de estas alteraciones ocurren antes o después de la sintesis de ceramida
por acilacién de la esfinganina (Michaelson et al., 2009).

Glucosilceramida

LCB
4 6 8 10 12 14 16 18
HO— CCH NN N NSNS

Glucosa |
1, s
Ho | O—=CH— 2cH Acido graso

HO J |
@ NH _I(\/\/\/\/\/\/\/\/
CH,OH o
Ceramida

Figura 4. Estructura de la glucosil ceramida. La ceramida es la molécula formada por la unién de
una base de cadena larga (en gris) y un acido graso. La subsiguiente adicién de un grupo polar en el
C1 de la ceramida da lugar a los esfingolipidos complejos. En la figura se representa a la glucosil
ceramida, cuyo grupo polar es un residuo de glucosa.
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Figura 5. Metabolismo de los esfingolipidos en Arabidopsis thaliana. En lineas verticales se
indican las reacciones de la sintesis de los esfingolipidos, misma que inicia con la condensacion de la
serina y el palmitoil-CoA. El producto de la reaccion es reducido para formar a la esfinganina, la cual es
sustrato de la ceramida sintasa. La adicion posterior de grupos polares dentro de la ceramida conlleva
a la formacion de los esfingolipidos complejos. De lado derecho se muestran algunas de las
modificaciones descritas para las bases de cadena larga, incluyendo su catabolismo, cuyos productos
finales son el hexadecanal y la fosfoetanolamina. Las letras en negrita sefialan a las enzimas
involucradas en cada una de las reacciones. Las letras en mayusculas y cursivas denotan el simbolo
de los genes que las codifican y entre paréntesis se indica el gen en su cédigo AGI. En la Figura se
muestran tres inhibidores farmacologicos de algunas de las enzimas involucradas en el metabolismo
de los esfingolipidos (Miriocina, inhibidor de la SPT; N, N-dimetilesfingosina, inhibidor de la esfinganina
cinasa y FB1, inhibidor de la ceramida sintasa).

2.2.1.1. Modificaciones covalentes de las bases de cadena larga

a) Hidroxilacion de LCBs: La hidroxilacion de la d18:0 para formar a la t18:0 es catalizada por
las hidroxilasas de LCBs (SBH). Esta t18:0 es la LCB 4-hidroxiesfinganina o fitoesfingosina, que
contiene al tercer grupo hidroxilo en el C4 (Chen et al., 2009; Fig. 6a). El genoma de Arabidopsis
contiene dos genes SBH: SBH1 y SBH2 (Chen et al., 2008; Fig. 5). La insercion de T-DNA en
ambos genes (sbhl sbh2) produce un incremento en la expresién de genes relacionados a la
MCP, que conlleva a la muerte de la doble mutante en la fase reproductiva (Chen et al., 2008). El
perfil de esfingolipidos y de otras clases de lipidos en la doble mutante sbhl sbh2 revela que, la
falta de hidroxilacién de las LCBs incrementa el contenido de esfingolipidos, cuyos esqueletos
estan formados por la d18:0 y por acidos grasos de 16 atomos de C (C16). El incremento en la
demanda de &cidos grasos de cadena corta de la doble mutante sbhl sbh2 produce un
desbalance en la composicion y contenido de lipidos del cloroplasto, ya que se reduce el
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contenido de las especies moleculares que contienen acidos grasos de C16 y C18 (Chen et al.,
2008). Estos resultados indican que la hidroxilacion de las LCBs es indispensable para la
regulacion del crecimiento de las plantas y para el mantenimiento de la homeostasis de los
esfingolipidos y otros lipidos celulares.

b) Insaturacion de las LCBs: Los esfingolipidos de las diferentes membranas celulares
contienen con frecuencia LCBs insaturadas en el C4 (A4) y/o C8 (A8). Mientras que en las células
animales, la LCB insaturada predominante es la 4-esfingenina o esfingosina (d18:1; Pyne y Pyne,
2000), en células vegetales lo es la 8-esfingenina (d18:1%); si bien, en algunos casos se detectan
especies esfingoideas con ambas instauraciones (4,8-esfingedienina, d18:2*%; Lynch y Dunn,
2004; Markham et al., 2006) (Fig. 6a).

En células animales, la esfingosina se forma por la instauracion en trans de la esfinganina N-
acilada o dihidroceramida y, Unicamente, se deriva del catabolismo de los esfingolipidos (Spiegel y
Milstien, 2003; Saba y Hla, 2004). En Arabidopsis se desconoce al sustrato directo de la Unica A4-
desaturasa contenida en su genoma,; sin embargo, la mutante obtenida tras la insercién de T-
DNA, que no presenta alteraciones fenotipicas y no produce esfingolipidos A4-insaturados,
acumula menos glucosilceramidas en los tejidos de floracion (Michaelson et al., 2009), sugiriendo
gue esta modificacion se requiere, al menos en cierto grado, para la biosintesis de esta clase de
esfingolipidos.

La mutante A4-desaturasa de Arabidopsis responde similar a las plantas silvestres durante el
cierre de los estomas después del tratamiento al ABA, indicando que los esfingolipidos A4-
insaturados y/ o sus metabolitos, especificamente la esfingosina fosforilada, no participan durante
el estrés por sequia (Michaelson et al., 2009), como se habia documentado ampliamente en afios
anteriores.

El genoma de Arabidopsis contiene dos genes que codifican para la A8-desaturasa de LCB:
LCD1 (At3g61580) y LCD2 (At2g46210). Las instauraciones en el C8 pueden ser en cis o trans. La
forma predominante varia, dependiendo del organismo vegetal. En Arabidopsis, por ejemplo, la
instauracion ocurre preferentemente en trans (Sperling y Heinz, 2003). Actualmente, se sabe que
la expresion de las A8-desaturasas de varias especies vegetales en levaduras le confieren
resistencia a altas concentraciones de aluminio (Ryan et al., 2007), sin embargo, aun no existe un
modelo que explique el mecanismo de accién de estas LCBs insaturadas.

c) Fosforilacion de LCBs: Las LCBs unidas a un grupo fosfato en el C1 (LCB-P; Fig. 6b), son
catabolitos que pueden provenir tanto de la sintesis de novo de los esfingolipidos como de la
degradacion de los esfingolipidos. En células animales, estos intermediarios se han definido como
componentes de sefializacion que actian en una gran variedad de procesos fisiologicos,
especialmente en el control de la proliferacion (Olivera y Spiegel, 1993) y la MCP (Cuvillier et al.,
1996). Hace mas de una década, las LCB-P de plantas adquirieron gran relevancia, pues fueron la
primera evidencia de la funcién de sefializacion de los esfingolipidos vegetales (Ng et al., 2001).

En Arabidopsis se han identificado y caracterizado dos cinasas que usan como sustrato a las
LCBs: LCBK1 (At5g51290) (Nishiura et al., 2000) y SPHK1 (At4g21540), llamada asi por su
homologia a la esfingosina cinasa 1 (SPHK1) de humanos (Worrall et al., 2008). Los sustratos de
la SPHK1 son la esfingosina, fitoesfingosina, 4-hidroxi-8-esfingenina, 4,8-esfingadienina y
esfinganina (Worrall et al.,, 2008) y los de la LCBK1 son la esfinganina, esfingosina, 4,8-
esfingadienina y fitoesfingosina (Imai y Nishiura, 2005).
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Figura 6. Estructura de bases de cadena larga (LCBs) o bases esfingoideas y toxinas analogas a
la esfinganina (SAM). En la seccion A se muestran las LCBs mas abundantes de los tejidos vegetales
cuyos nombres y abreviaciones se muestran para cada especie. En B, se muestra la modificacion por
fosforilacion que sufren las LCBs y en C, los esqueletos estructurales de la fumonisina Bl y la toxina
AAL secretada por Alternaria alternata para su mejor comparacion con la estructura de la esfinganina.
(Modificada de Lynch y Dunn, 2004).

Cuando Arabidopsis se encuentra en un medio de bajo contenido de agua o es expuesta a
ABA exdgeno, los transcritos del gen LCBK1 aumentan. EI ABA es una fitohormona que
incrementa su sintesis en condiciones de estrés por sequia y que, entre otras funciones, regula el
comportamiento de las células guarda al promover el cierre de los estomas e inhibir su apertura,
previniendo de esta forma la pérdida de agua (Acharya y Assmann, 2009). La mutacién dirigida
contra el gen SPHK1 de Arabidopsis (SPHK1-KD), que expresa una proteina incapaz de
fosforilarse, es menos sensible al ABA que la silvestre, mientras que la sobreexpresion del gen la
hace mas sensible (Worrall et al.,, 2008). Estos resultados, en conjunto, indican que ambas
cinasas participan durante el déficit de agua y/o en respuesta al ABA.

Los primeros indicios de la funcion de sefializacion de los esfingolipidos vegetales sugerian a la
esfingosina-1-fosfato (d18:1) como la molécula bioactiva, pues en Commelina communis se
reportd que sus niveles se incrementaban en hojas de plantas sometidas a riego limitado y que su
adicion exdgena promovia cambios en el turgor de los estomas que llevaban a su cierre (Ng et al.,
2001). De igual forma, en Arabidopsis se habia propuesto que la S1P actuaba como sefializador
en respuesta al estrés por sequia o al ABA (Coursol et al., 2003). Sin embargo, posteriormente, se
detectd que en Arabidopsis al menos, los niveles de la esfingosina eran muy bajos, al igual que la
expresion del gen de la A4-DESATURASA, cuyo producto es la enzima responsable de efectuar la

reaccion de insaturacion (Michaelson et al., 2009). Puesto que las células guarda son especificas
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de la epidermis, se intuy6 que la S1P no es la molécula bioactiva que esta participando durante la
sequia o en respuesta al ABA. Para explorar mas a este respecto, se evaluo la respuesta al ABA
de una mutante con insercion de T-DNA en el gen de la A4-DESATURASA y no se detectaron
diferencias con las respuestas observadas en las plantas silvestres (Michaelson et al., 2009). En
conjunto, los resultados excluyen a la S1P como la molécula de sefializacion que responde a la
falta de agua o a la fitohormona. Sin embargo, queda ahora por dilucidar cual de las LCBs es la
gue esta cumpliendo con esta funcién en Arabidopsis.

d) Defosforilacion de LCBs-P: La reaccién de defosforilacion es catalizada por fosfatasas de
LCBs (Mao et al., 1999). En Arabidopsis, se ha estimado que existe al menos un gen que codifica
para esta fosfatasa: DPL1-PP1 (At3g58490), la cual no ha sido caracterizada bioquimicamente.
Recientemente, Worrall et al. (2008) reportaron que el silenciamiento de DPL1 con RNAI no altera
la apertura o el cierre de los estomas, sugiriendo que la pérdida de su funcidon no incrementa
significativamente los niveles de las LCB-P.

e) Degradacion de las LCBs fosforiladas: ElI rompimiento o lisis de las LCB-P ocurre
especificamente en el C2-3. La reaccidn es catalizada por las enzimas LCB-P liasas para producir
aldehidos de cadenas largas y etanolamina fosfato (Saba et al., 1997). Arabidopsis contiene un
s6lo gen que codifica para la actividad de esta liasa: DPL1 (Tsegaye et al., 2007). La mutacion
obtenida tras la insercion de T-DNA en este gen, no produce alteraciones en el fenotipo de la
planta ni en el contenido de esfingolipidos, a excepcidn de un incremento en los niveles de la LCB
trihidroxi-C18:12 (t18:1-P; Tsegaye et al., 2007). Estos resultados indican que la actividad de la
liasa no es indispensable para la viabilidad de la planta. Asimismo, la mutante Atdpll, que
responde de manera similar a las plantas silvestres a diferentes tipos de estrés abidticos, es
hipersensible a la FB1 (Tsegaye et al., 2007), sugiriendo que se requiere la actividad de liasa en
respuesta a la micotoxina para evitar la acumulacion de las LCBs-P y prevenir la aceleracion de la
muerte celular (Tabla I). De ahi que es posible que esta liasa participe en la homeostasis de los
niveles de LCB libres y fosforiladas.

2.2.2. Los esfingolipidos en la muerte celular programada de plantas
2.2.2.1. Fitotoxinas que alteran la sintesis de esfingolipidos y que producen muerte celular
programada en tejidos vegetales

Los hongos fitopatdgenos producen metabolitos secundarios de bajo peso molecular que
participan activamente en el proceso infeccioso de la planta (M6bius y Hertweck, 2009). Estas
fitotoxinas reproducen alguna o la mayoria de los sintomas de enfermedad que produce el hongo
durante la infeccion (Oliver y Solomon, 2008). El mecanismo de las toxinas para enfermar a la
planta son muy diversos; destacandose la alteraciéon de la expresion de genes o de la integridad
de las membranas y la inhibicion de la actividad de enzimas para interrumpir la biosintesis de
metabolitos indispensables para la planta (M6bius y Hertweck, 2009). La fumonisina B1 (FB1),
secretada por Fusarium verticilliodes, y la toxina de Alternaria alternata (AAL) son micotoxinas
analogas a la esfinganina (SAM; Fig. 6¢), que inducen muerte celular en sus huéspedes al inhibir
la actividad de una enzima que participa en la sintesis de esfingolipidos (Abbas et al., 1994).

a) Fumonisina B1l: La FB1 esta compuesta por dos acidos tricarbalilicos unidos mediante
enlaces éster a una cadena larga de aminopentol (AP1; Fig. 6¢). Su similitud con la esfinganina, la
hace capaz de inhibir competitivamente la actividad de la ceramida sintasa (CS), enzima
responsable de acilar a la esfinganina durante la sintesis de novo de esfingolipidos (Fig. 5). Un
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modelo que explica el mecanismo de inhibicion de la FB1 sobre la CS, sostiene que el cuerpo de
aminopentol de la toxina compite con la LCB por la unién a la CS y que los acidos tricarbalilicos de
la FB1 interfieren con la union del acil-CoA (Merrill et al., 2001).

En Arabidopsis, la FB1 actia como un evocador de respuestas de defensa y de MCP. La FB1
produce en las plantas lesiones similares a la HR, generacién de ROS, deposicion de callosa y
sintesis de fitoalexinas (Stone et al., 2000). La MCP inducida por la FB1 requiere de vias de
sefializacion mediadas por las fitohormonas de JA, ET, y SA (Asai et al., 2000). La FB1, ademas
de inducir la expresion de genes de defensa en Arabidopsis (Stone et al., 2000), incrementa
también la expresidn de un transportador de alta afinidad por la hexosa (STP13; Norholm et al.,
2006), sugiriendo que el transporte de azucares tiene una funcion importante en la defensa de la
plantay en la MCP.

b) Toxinas AAL: Las toxinas AAL son producidas por Alternaria alternata f. sp. lycopersici,
patdégeno del jitomate. Las AAL son toxicas Unicamente en cultivares sensibles de jitomate, pues
actualmente se conocen algunos genotipos resistentes a estas toxinas que expresan al gen Asc-1,
involucrado en la biosintesis de esfingolipidos y homélogo a LAG1 de levaduras. Puesto que
LAG1l facilita el transporte de proteinas ancladas a glicosilfosfatidilinositol del
endoplasmico RE-al-Golgi (EGGAP) en levaduras, se ha propuesto que las plantas resistentes
(Asc, Asc) producen ceramidas alternas, cuando hay inhibicién de la biosintesis de esfingolipidos
y que se restaura el transporte EGGAP (Brandwagt et al., 2000), previniendo de esta forma la
MCP.

reticulo

Tabla Il. Mutantes de Arabidopsis que modifican las reacciones de defensa o la sensibilidad a la
fumonisina B1

Tipo de

Mutante GenBlanco i EfectoconFB1 Referencia
mutacion

avpe Bvoa y aVPE, B VPE y VPE Insercionde T- : e Kuroyanagi ef &/,

vpe Jipe SVPE DN A Hiposensibilidad 3005

fort No reportado eieidoet] Hiposensibilidad  Stone ef &/, 2000
metanesulfinico

For2 No reportado Acidoetl o ensibilidad  Stone ef af., 2000
metanesulfonico

far6 SPL 14 (AH1g20980) gﬁ;m'on de T |linocensibilidad  Stons efaf., 2005
Insercionde T- : o .

thrif LCBT DN A Hiposensibilidad Shiefal, 2007

athit-1 Inhibidor-T de Bax Insercidnde T- AceleraPCD Wyatanabe v Lam

athif-2 (Bi1) DNA, (2006)

Long chain base "
afdpit-1 =
afdﬁff—,? phosphate lyase Ilzr;[\s‘]feﬂ\ruon C i Hipersensibilidad  Tsegaye efal, 2007

(DPLT)(At1927980)
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2.2.2.2. Mutantes afectadas en el metabolismo de los esfingolipidos que son resistentes a altas
concentraciones de fumonisina B1

a) Subunidad LCB1 de la serina palmitoiltransferasa: La serina palmitoiltransferasa (SPT) es la
primera enzima de la sintesis de novo de los esfingolipidos (Fig. 5). Su actividad esta dada por un
heterodimero conformado por las subunidades LCB1 y LCB2. En multiples estudios se ha
postulado que la LCBL1 es la subunidad reguladora, mientras que la LCB2 es la que conserva el
sitio catalitico donde se efectla la reaccién (Hanada, 2003).

En todos los organismos eucariontes estudiados, existe un solo gen LCB1. En Arabidopsis, la
insercién de T-DNA dentro de este gen produce, dependiendo del sitio de insercidn, letalidad
(Chen et al., 2006) o resistencia a la FB1 (Shi et al., 2007; Tabla Il). Esta tltima mutante, llamada
también fbrll-1, a pesar de no presentar alteraciones en el contenido y composicion de las LCBs
en condiciones normales de crecimiento, no acumula niveles de especies esfingoideas como
ocurre en las plantas silvestres, cuando son expuestas a altas concentraciones de la micotoxina
(Shi et al., 2007). La atenuacién en la formacién de LCBs de la mutante fbrll-1, esta
estrechamente relacionada con la falta de la generaciéon de ROS y de la manifestacion de MCP
(Shi et al., 2007). Estos resultados sugieren fuertemente que las LCBs son elementos inductores
de la MCP que se encuentran corriente arriba de la generacion de ROS involucrada en el
establecimiento de la MCP.

2.2.2.3. Mutantes afectadas en vias independientes a las del metabolismo de los esfingolipidos y
gue son resistentes a altas concentraciones de fumonisina B1
A continuacion se mencionan las mutantes de resistencia a la FB1 de acuerdo al gen afectado.

a) Factor de transcripcion con dominio-SBP especifico de plantas (SPL): En plantas existen
familias pequefias de genes que codifican proteinas con dominios SBP (proteina de unién al
promotor de SQUAMOSA) de unién a DNA. El entendimiento sobre la funcionalidad de estos
factores de transcripcion exclusivos de plantas es muy escaso. Recientemente, se reportdé que la
mutacion en el gen SPL14 de Arabidopsis (fbr6), que codifica al factor de transcripcion con
dominio-SBP, produce resistencia de la planta a la FB1 (Stone et al., 2005). La funcién de SPL14
durante la resistencia de la planta a la toxina se desconoce, pues hasta la actualidad no se ha
identificado alguno de los genes blanco de este factor de transcripcion.

b) Enzimas de procesamiento vacuolar (VPE): Actualmente, se sabe que un elemento asociado
con la MCP inducida por la FB1 en Arabidopsis es la enzima de procesamiento vacuolar (VPE;
Kuroyanagi et al., 2005). Las VPEs son enzimas cuyas actividades de proteasas de cisteina, a
pesar de no presentar homologia con las estructuras primarias de las caspasas se ven afectadas
por inhibidores especificos de la caspasa-1 de animales (Kuroyanagi et al., 2005). Si bien, las
VPEs tienen actividad similar a este tipo de caspasa (Hatsugai et al., 2004) y ambas proteasas
son sintetizadas en sus respectivas formas precursoras para ser auto-cataliticamente activadas,
también presentan diferencias evidentes como son su localizacién celular (Kinoshita et al., 1999) y
su pH 6ptimo (Yamin et al., 1996). El genoma de Arabidopsis contiene 4 isoformas VPE: 2 Unicas
de semillas (BVPE, 6VPE) y 2 de tipo vegetativo (aVPE, yVPE; Kuroyanagi et al., 2005). La
mutacion nula simultanea de los cuatro genes VPE no altera el fenotipo de las plantas; pero si las
hace resistentes a altas concentraciones de FB1 (Kuroyanagi et al., 2005). La yVPE es la isoforma
gue se ha postulado que tiene mayor relevancia durante la MCP inducida por la FB1 en hojas de

Arabidopsis (Kuroyanagi et al., 2005). Dado que la muerte celular mediada por la actividad de las
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VPEs induce la ruptura del tonoplasto (Hatsugai et al., 2004; Kuroyanagi et al., 2005) y que en
otros sistemas vegetales se ha demostrado que la desintegracion de la membrana vacuolar
conduce a la degradacién de estructuras citoplasmaticas, se ha postulado que la FB1 conlleva al
desarrollo de la autofagia como el tipo de MCP.

c) Inhibidores de Bax: Bax es una proteina pro-apoptoética de animales que pertenece a la
familia proteica Bcl-2. En células sanas, Bax aparece como moénomero y se distribuye en el
citosol. Ante una sefial de muerte, Bax se inserta en la membrana externa de la mitocondria como
un homooligdmero que forma espacios fisicos suficientes para favorecer la salida de factores
como el citocromo c (Lovell et al., 2008). En células vegetales, no se ha detectado una estructura
primaria similar a Bax; sin embargo, existen evidencias que infieren que el reino vegetal conserva
la funcion de Bax, pues tanto el genoma de arroz como el de Arabidopsis contienen al inhibidor-1
de Bax (OsBI-1 y AtBI-1, respectivamente) y cuya expresién en levaduras previene la muerte
inducida por Bax (Kawai et al., 1999; Sanchez et al., 2000). La insercion de T-DNA en el gen AtBI-
1 no produce cambios en el fenotipo de las plantas bajo condiciones normales de crecimiento; no
obstante, la exposicién de las plantas mutantes a la FB1 acelera el progreso de muerte celular
(Watanabe y Lam, 2006).

d) RING ES3 ligasa: La degradacion especifica de proteinas es un mecanismo celular que sirve
para controlar la cantidad de éstas o para destruir aquellas que no son funcionales (Liu C. H. et
al., 2007). La protedlisis mediada por ubiquitinacién requiere del etiquetado previo de la proteina
blanco con residuos de ubiquitina. El etiquetado de las proteinas es catalizado por varias enzimas
a través de una serie de reacciones en cadena. El proceso comienza con la enzima activadora de
la ubiquitina (E1), responsable de transferir la ubiquitina activada a una enzima transportadora de
ubiquitina (E2). El intermediario ubiquitina-E2 deposita la ubiquitina activada hasta el sustrato que
esta ligado a la enzima E3 (ubiquitina-proteina ligasa), ya que usa a la E3 como elemento de
reconocimiento (Liu C. H. et al., 2007). En Arabidopsis se ha estimado que alrededor de 1300
genes codifican para enzimas E3, entre este conjunto se encuentra la proteina RING1 E3 ligasa
(RING1), la cual fue recientemente asociada con la MCP inducida por la FB1 (Lin et al., 2008). La
expresion del gen RING1 esta hiper-regulada y se activa en regiones cercanas a las lesiones de
muerte celular inducidas por la FB1 y por bacterias avirulentas (Lin et al., 2008). RING1 E3 ligasa
actla como un regulador postivo de la MCP, pues su silenciamiento y sobre-expresion hace a las
plantas menos y mas sensibles a la FB1, respectivamente. La funcion de RING1 estd poco
explorada; sin embargo, se ha propuesto que RING1 puede estar implicada en la degradacion de
algun regulador negativo de la MCP inducida por un estrés biético (Lin et al., 2008)

2.2.2.4. Mutantes afectadas en el metabolismo de esfingolipidos que semejan una respuesta de
hipersensibilidad

Desde la década pasada hasta la actualidad, diversos grupos de investigacion se han
esforzado en identificar y caracterizar genes involucrados en la HR. Una de las alternativas que
cominmente han empleado para realizar esta busqueda, es la generacion de mutantes que no
regulan la formaciéon de muerte celular a nivel macroscopico. Estas mutantes son conocidas como
lesion mimic mutants (LMMs), ya que son capaces de semejar una HR en ausencia de algin
patégeno o evocador (Moeder y Yoshioka, 2008). Dos mutantes LMMs cuyos genes afectados
estan involucrados en el metabolismo de los esfingolipidos son acd5 y acd11 (donde acd significa
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muerte celular acelerada). A continuacion se presenta un breve resumen de su identificacion y
caracterizacion.

a) Ceramida cinasa: ACD5 codifica para una ceramida cinasa (CERK). Las mutantes acd5 no
regulan la muerte celular, pues sufren una muerte prematura antes de que produzcan flores. La
mutante acd5 acumula sustratos de la CERK e inicia la MCP espontaneamente (Liang et al.,
2003), sugiriendo que las ceramidas libres o LCBs acumuladas estan mediando la muerte. Otra
posibilidad, no necesariamente excluyente a la anterior, sugiere que ACD5 esta funcionando como
un supresor o atenuador de la MCP, ya que las mutantes acd5 aceleran la presencia de sintomas
de enfermedad cuando son inoculadas con un patégeno virulento (Greenberg et al., 2000). De
igual forma, cuando las plantas silvestres son inoculadas con esta misma cepa virulenta se
incrementan los niveles de transcrito de ACD5, quiza como una estrategia del patégeno de
promover una muerte descontrolada y colonizar con mayor facilidad a la planta (Liang et al.,
2003).

b) Proteina de transferencia de esfingosina: La falta de funcién de ACD11 en Arabidopsis
activa una MCP (Brodersen et al., 2002). Al igual que la mutante acd5, las plantas acd11l mueren
prematuramente y manifiestan lesiones espontaneas (Brodersen et al., 2002). Las plantas acd11
mantienen activa constitutivamente la maquinaria de defensa, particularmente la mediada por el
SA (Brodersen et al., 2002; 2005). ACD11 codifica una proteina con alta homologia a las proteinas
de transferencia de glicoesfingolipidos (GLTPs) presentes en la mayoria de los organismos
eucariontes, si bien la funcién biolégica de ambas proteinas no esta aldn esclarecida, se sabe que
estan relacionadas con la transferencia de esfingosina (Brodersen et al., 2002) vy
glicoesfingolipidos (Brown et al., 1990; Lin et al., 2000), respectivamente. Recientemente, se
demostré que la expresién del transgen GLTP de humanos en las plantas acd1l puede revertir
parcialmente la muerte espontanea de las mutantes, sugiriendo que la transferencia de
esfingolipidos o sus intermediarios regula, al menos en cierta medida, la MCP (Petersen et al.,
2008). Una posible explicacion es que la falta de transferencia de los esfingolipidos o sus
intermediarios entre las membranas celulares estda acumulando estas especies esfingoideas en
niveles que activen la MCP o la maquinaria de defensa mediada por el SA. Otra posible
explicacién es que la funcién de la transferencia intermembranal de esfingolipidos es la de
suprimir la MCP.

2.2.3. Participacidn de los esfingolipidos en las respuestas de inmunidad

a) Subunidad LCB2 de la serina palmitoiltransferasa: Como ya se ha mencionado, la subunidad
LCB2 es la que contiene el sitio catalitico de la reaccién de condensacion que cataliza la SPT.
Anteriormente, se pensaba que existia un solo gen que codificaba para la subunidad LCB2 dentro
de los genomas de organismos eucariontes; sin embargo, recientemente el panorama ha
cambiado, pues en células animales se ha identificado y estudiado una tercera subunidad que
forma parte de la SPT, nombrada LCB3. Esta subunidad es homéloga a la LCB2 pues contiene el
sitio catalitico indispensable para la reaccién; no obstante, esta isoforma esta involucrada en la
sintesis de LCBs de cadena corta de C; (Hornemann et al, 2009), a diferencia de las LCBs de
cadena larga formadas por la isoforma LCB2. Analogamente, en Arabidopsis, se conservan
también dos copias del gen LCB2: LCB2a y LCB2b (Tamura et al., 2001; Dietrich et al., 2008;
Teng et al., 2008); sin embargo, en este organismo la actividad de ambas proteinas es redundante
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(Dietrich et al., 2008). En varias especies de Nicotiana no se ha reportado la existencia de dos
isoformas de la LCB2; no obstante, se ha utilizado como modelo de estudio para evaluar la
relacion que existe entre la LCB2 y las respuestas de resistencia de las plantas. Actualmente,
existen dos reportes de estas especies cuyas conclusiones parecieran un tanto contrastantes:
Takahashi et al. (2009) reportaron que la sobreexpresion de NbLCB2 de Nicotiana benthamiana
produce un fenotipo de muerte celular similar a la HR y Gan et al. (2009) describieron que la
sobreexpresion de BcLCB2 de Brassica campestris ssp. chinensis en N. tabacum suprime la
muerte celular evocada por PB90 (un evocador proteico producido por Phytophthora boehmeriae),
por la expresién de Bax (una proteina pro-apoptética de animales que induce una muerte similar a
la HR en plantas) y por patégenos virulentos. La razén por la cual en un articulo detectaron la
induccion y en otro la supresion de muerte celular al sobreexpresar a la LCB2, sugiere que la
diferencia se debe al tiempo de induccién de la sobreexpresion, pues en N. benthamiana el
fenotipo de HR fue detectado 48 horas después de la induccién, tiempo suficiente para observar
macroscopicamente la muerte. En el caso de la sobreexpresién de BcLCB2, se podria estar
presentando una proteccion cruzada, es decir, la corta exposicion del inductor de la expresion del
gen BcLCB2 (6 h), no es suficiente para producir HR, pero si para activar mecanismos de defensa
gue impidan la manifestacion de muerte celular inducida por diferentes evocadores. La proteccion
cruzada se refiere a la resistencia a la enfermedad o muerte después de una infeccidn primaria
(Jones y Dangl, 2006).

b) Inositolfosforilceramida sintasa (IPCS): Esta enzima utiliza a la ceramida como sustrato para
formar a la inositolfosforilceramida. En células vegetales se ha asociado la actividad de esta
enzima con la regulacién de la HR (Wang et al., 2008); sin embargo, la funciéon que pudiera estar
desempefiando aln no esta dilucidada. Mediante estudios basados en genética reversa, se sabe
gue la mutacion en el gen que codifica a la IPCS enriquece la manifestacion de la HR mediada por
la expresion de RPW-8, un gen de resistencia involucrado en la defensa de Arabidopsis contra el
oidio, de ahi que el gen fue nombrado enhance RPW-8-mediated HR-like cell death (EHR; Wang
et al.,, 2008). EHR es homologa a la esfingomielina sintasa (SMS), la cual es una enzima que
cataliza la conversién de ceramida a esfingomielina en células de animales (Wang et al., 2008).
Puesto que la inhibicion de la SMS induce apoptosis (Ding et al., 2008) y la falta de expresion de
EHR induce MCP en células vegetales (Wang et al., 2008), se infiere que tanto animales como
plantas conservan mecanismos moleculares en comuin que se hallan involucrados en la regulacion
de la MCP.
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3. ANTECEDENTES
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Previamente al empleo de Arabidopsis como sistema experimental, en nuestro laboratorio se
han utilizado otros modelos como los embriones de maiz y hojas de frijol expuestos a la FB1, con
el objetivo de explorar los efectos de esta toxina como compuesto quimico derivado de un
patégeno y como inhibidor de la sintesis de esfingolipidos. La FB1 es la fumonisina mas
abundante y téxica de las secretadas por el hongo Fusarium verticillioides. De los estudios
emprendidos, se han obtenido resultados que pueden agruparse en dos partes: la accion de la
FB1 en blancos membranales y el efecto de la toxina en reacciones asociadas con los
mecanismos de defensa celular ante la invasién de patdégenos (Gutiérrez, 1999, Garibay et al.,
2000; Enriquez et al., 2001; Rivas, 2001; Carmona, 2003; Gutiérrez, 2005).

A continuacién, se hace un resumen del trabajo realizado en estos sistemas con el propdésito de
situar el trabajo de esta tesis en las bases experimentales directas e inmediatas en las que quedd
asentado. Los resultados se han agrupado de acuerdo al compartimento celular en el que se
describieron y segun los componentes celulares que fueron afectados por la FB1, mencionando la
informacion basica pertinente.

3.1. Efectos de la FB1 en elementos de diferente localizacion subcelular

3.1.1. Pared celular

La pared celular de las células vegetales, representa una barrera a la que se enfrenta el
patégeno durante la invasion a la planta. Este componente celular protege y da soporte a las
células vegetales. La composicién de la pared celular se modifica y moldea continuamente por
accion enzimatica durante el crecimiento y desarrollo, o bien como resultado de algin tipo de
estrés como el de infeccion por microorganismos. Las proteinas que forman parte de la pared
celular son ubicuas y relativamente abundantes en plantas y algas verdes, estas proteinas son
ricas en uno o dos aminoacidos, dependiendo de la familia, y contienen dominios con secuencias
altamente repetitivas con algunas glicosilaciones (Mousavi y Hotta, 2005).

En embriones de maiz expuestos a la FB1, se detectdé un aumento en los transcritos de la
glicoproteina rica en hidroxiprolina (HRGP), una de las mas abundantes de la pared celular
(Sanduan, 2001). La presencia de esta proteina se ha relacionado con formas de defensa a nivel
estructural. Asimismo, la actividad de la Glucan sintasa Il, una proteina de la membrana
plasmatica que cataliza la formacién de 1,3-D-glucan, polimero que forma parte de la pared celular
y que sirve para fortificarla ante el ataque de patégenos, resulté inhibida parcialmente por la FB1
(Garibay et al., 2000).

3.1.2. Membrana plasmatica

El organismo patdégeno tiene contacto con la membrana plasmatica de la célula hospedera una
vez que ha traspasado las barreras de la cuticula y la pared celular (EImore y Coaker, 2011). En la
membrana se desencadenan numerosas reacciones, entre las que se encuentran la apertura de
canales iénicos, la formacion de ROS, modificaciones en la polaridad y en la actividad enzimatica
de las NAD(P)H oxidasas, glucosiltransferasas, fosfolipasas, fosfatasas y cinasas (Garcia-Brugger
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et al., 2006). Las primeras reacciones desencadenadas en la célula tienen efectos inmediatos en
varias rutas metabolicas inductoras de respuestas de defensa (Garcia-Brugger et al., 2006).
En los embriones de maiz expuestos a la FB1 se encontraron las siguientes respuestas:

i. Un aumento en la fuga de electrolitos que sugiere un incremento en la permeabilidad de la
membrana plasmatica (Gutiérrez, 1999).

ii. Un aumento de la fluidez membranal (Gutiérrez, 1999).

ii. Una inhibicién del 25% de la actividad de la ATPasa de H* con 10 uM FB1 (Gutiérrez, 1999).

iv. Una inhibicion de la actividad de la NADPH oxidasa a una concentraciéon de 10 uM FB1 y una
activacion a 20 uM FB1 (Rodriguez, 2006).

v. Una disminucién en la peroxidacion de lipidos membranales (Palacios, 2002).

vi. Un ligero incremento en la cantidad de campesterol que indica cambios en la composicién de
membranas resistentes a detergentes (DRMs) o balsas lipidicas: (Carmona, dato no
publicado).

En las preparaciones de membranas plasmaticas de embriones de maiz expuestas a la FB1 se

detectaron los siguientes efectos:

i. Una disminucion en la fluidez membranal (Gutiérrez, 1999).

ii. Una inhibicién en la actividad de la ATPasa de H* con una cinética de tipo competitivo que
alcanz6 una disminucion de la actividad del 27 % con 10 uM FB1 (Gutiérrez, 1999).

iii. Una inhibicién en la fosforilacion de cinco cinasas y la activacion de dos proteinas. La identidad
de las cinasas se desconoce (Carmona, 2003).

iv. No se detectaron cambios en la peroxidacién de lipidos membranales (Palacios, 2002).

3.1.3. Citoplasma
Después de la deteccion del patégeno las células vegetales activan diferentes rutas de
sefalizacion mediadas por diferentes fitohormonas (SA, JA o ET) involucradas en la defensa.
En el laboratorio se ha detectado que la FB1 produce:
i. En embriones de maiz: un incremento del SA (Rivas, 2004).
ii. En embriones de maiz y hojas de frijol: Un incremento en la actividad de MPKs relacionadas a
la defensa similar al de otras especies vegetales (Saucedo, 2007).

3.1.4. Cloroplasto
El cloroplasto es un compartimento celular que ha sido implicado recientemente en las

respuestas de defensa. Este compartimento genera ROS que podrian estar implicadas en el

establecimiento de la MCP (Liu Y. et al., 2007).

i. En hojas de frijol expuestas a la FB1 se ha detectado una alta generacién de ROS, cuya
acumulacién se concentra principalmente en el interior de los cloroplastos (Gonzéalez, 2009).

ii. También en hojas de frijol, la adicion de FB1 produjo una inhibicion de los parametros
fotosintéticos estudiados in planta (Zavaleta et al., 2009).

3.1.5. Nucleo
Una reaccion comun en las plantas hospederas durante la resistencia a patégenos es la
degradacién del DNA. Mittler y Lam (1997) sefalan que dicha degradacion es uno de los
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mecanismos generales que ocurren en plantas con HR para evitar la incorporacion de particulas
virales dentro de su genoma.
i. La FB1 indujo la activacion de tres proteinas con actividad de nucleasa en embriones de maiz
(Alcantara, 1998). Estos resultados, junto con la deteccién de la acumulacién del SA, sugieren
que los embriones de maiz expuestos a la toxina desarrollan una MCP del tipo HR.

3.2. Efectos de los niveles de esfinganina y fitoesfingosina en la actividad de MPKs y
niveles de acido salicilico
Los efectos de la FB1 que se han reportado en células animales y vegetales se asocian
basicamente a la inhibicién de la ceramida sintasa, que al participar en la ruta biosintética de los
esfingolipidos complejos produce una acumulacion considerable de las LCBs enddgenas.
En nuestro laboratorio se detecté que la FB1 producia un incremento en los niveles endégenos
de LCBs en los embriones de maiz y hojas de frijol (Rivas, 2001; Gutiérrez, 2005; Noyola, 2006;
Palacios, 2007). Para evaluar si algunas de las modificaciones reportadas en presencia de la FB1
eran consecuencia de las LCBs, se estudiaron varios de los efectos producidos por la toxina,
sustituyéndola por LCBs exdgenas, reportandose lo siguiente:
i. En preparaciones de membranas plasméticas de embriones de maiz, la actividad enzimética
de las cinasas membranales inducidas e inhibidas por la FB1 eran las mismas que la esfinganina
exogena indujo e inhibid, respectivamente (Carmona, 2003).
i. En embriones de maiz y hojas de frijol, la exposiciéon a la esfinganina exdgena indujo la
actividad de las mismas MPKs activadas por la FB1 (Saucedo, 2007).
ii. En embriones de maiz, la esfinganina o fitoesfingosina incrementaron los niveles de SA, efecto
reportado en presencia de la FB1 (Rivas, 2004).
Todos estos resultados sugieren fuertemente que los efectos detectados tanto en embriones
de maiz como en hojas de frijol expuestos a la FB1 se debieron principalmente a la acumulacién
en los niveles endégenos de LCBs.
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4. JUSTIFICACION
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El estudio reciente de los esfingolipidos vegetales como moléculas sefalizadoras, ha
despertado un sinnimero de interrogantes que se enfocan basicamente en la identificacién de los
elementos que participan en la transduccion de sefales generadas por los esfingolipidos. Si bien
en los ultimos anos ha habido un progreso notable y novedoso en las evidencias sobre la funcién
de las LCBs como segundos mensajeros en diferentes tipos celulares o en respuesta a varios
tipos de estrés, los mecanismos de transduccion subyacentes estan pobremente caracterizados.
En este trabajo se explord a las cascadas de MAPKs como integrantes de la via de sefalizacion
mediada por las LCBs. Estas cascadas se postularon como candidatos, ya que constituyen
elementos clave en las vias de transduccion desencadenadas por varios estimulos, desde los
generados por estrés abibtico, hasta los producidos en las respuestas de defensa durante la
inmunidad de las plantas. Nuestro planteamiento consider6 la importancia de las MPKs como
moléculas amplificadoras de sefiales que pudieran estar incidiendo en la MCP inducida por la
acumulacién de las LCBs generadas en respuesta a la FB1. La caracterizacion de las MPKs en la
cadena de sefalizacién despertado por las LCBs, aportaria al conocimiento de la bioquimica
vegetal un nuevo elemento transductor en la funcion de las LCBs como segundos mensajeros y
seria la primera evidencia de la relacion entre ambos transductores en un mismo esqueleto de
senalizacién vegetal. Simultaneamente durante el desarrollo de este trabajo, se identificaron
varios rasgos moleculares distintivos de la via de MCP inducida por LCBs, destacandose el
requerimiento del gene LCB2a y la selectividad de la esfinganina en el desencadenamiento de la
MCP, asi como la descripcién de los cambios en la ultraestructura celular que acompanan el
desarrollo de esta forma de MCP. Finalmente, el panorama experimental delineado, nos permitio
establecer que esta MCP, sefalizada por LCBs y mediada por una MPK, es una via que se activa
para contender el ataque de un patégeno bacteriano.
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5. HIPOTESIS
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Una cascada de MAPKSs se activa por un aumento en la concentracion de bases de cadena
larga inducida por la FB1 para producir muerte celular programada en plantulas de Arabidopsis.

6. OBJETIVOS
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Objetivo General

Evaluar si la via de sefalizacion en la que la acumulacion de bases de cadena larga
conducente a la muerte celular programada tras la adicién de la FB1 en Arabidopsis es mediada
por una MPK, para asi proponer y caracterizar en lo posible, una secuencia de eventos
moleculares y celulares involucrados en el proceso de MCP en plantas.

Objetivos particulares

>

Establecer y caracterizar a nivel fenotipico, celular y molecular un modelo experimental que
permita estudiar la muerte celular programada inducida por la acumulacién de bases de
cadena larga en Arabidopsis.

Determinar el perfil temporal de acumulacion de diez especies de bases de cadena larga en el
proceso de muerte celular inducido por FB1.

Explorar el impacto de una mutacién en uno de los genes que codifican a la SPT sobre la
MCP inducida por FB1.

Evaluar si la muerte celular programada inducida por la FB1 depende de la acumulacién de
bases de cadena larga y de la actividad de MPKs.

Dilucidar si las bases de cadena larga, como moléculas bioactivas, inciden en la actividad de
MPKs implicadas en la defensa contra patégenos.

Evaluar si la via de senalizacion conducente a la muerte celular programada que involucra a
las LCBs y la MPK, opera en la defensa contra patégenos.

CO N N N
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7. MATERIALES Y METODOS |
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7.1. Material Biolégico

¥ Plantulas silvestres de Arabidopsis thaliana (Ecotipo Columbia o Col-0) de tres semanas de
edad.

¥ Plantulas mutantes Ich2a-1 (SALK_061472), Ich2a-2 (GABI 216-D0Q7), Icb2a-3 (SAIL_706-
A05), sbh1-1 (SALK _090881); mpk6 (SALK_073907), MPK3 RNAIi; mkpl-1 (insercion de T-
DNA; Bartels et al., 2009). Las dobles mutantes mpk3 mkpl y mpk6é mkpl fueron obtenidas
tras el cruce de las mutantes simples. Las plantulas fueron usadas a las tres semanas de
germinacion.

7.2. Germinacion y Tratamiento del Material Bioldgico
7.2.1. Germinacion de las semillas

Como se detalla en el Apéndice lll, las semillas de Arabidopsis fueron desinfectadas en una
solucién de hipoclorito de sodio al 20% estéril (concentracion final de cloro activo 1.2%) y Tween-
20 concentrado. Después de varios lavados, las semillas se distribuyeron en cajas de petri
conteniendo medio sélido de Gamborg suplementado con 1% sacarosa cubierto con circulos de
una malla de nylon (con poros de 63 micrometros) estéril de un diametro ligeramente menor al de
las cajas. Las mallas se utilizaron tanto en las condiciones de estratificacién/germinacion, como en
las de los tratamientos subsecuentes. Las semillas se sometieron a estratificacion incubandolas
durante 2 dias a 4°C y en obscuridad. Después de ese periodo, las cajas con semillas se
transfirieron para su germinacién y crecimiento a camaras con un fotoperiodo de 8 h de luz por 16
de oscuridad a una temperatura de 22°C durante 2-3 semanas (ver Apéndice Il para detalles). La
intensidad luminosa fue de (11.5 umol/m?/seg).
7.2.2. Tratamiento de las plantulas con evocadores

Las plantulas de 2-3 semanas de edad fueron transferidas a un medio de Gamborg fresco que
fue suplementado con diferentes concentraciones de FB1, miriocina, ceramida, 0 combinaciones
de quimicos. Las plantulas expuestas a los quimicos fueron reingresadas a las camaras de
crecimiento, pero ahora bajo luz continua durante el tiempo requerido para cada experimento (ver
Apéndice Il para detalles).
7.2.3. Tratamiento de las plantulas con LCBs exdgenas

Las plantulas de Arabidopsis de tres semanas de edad crecidas en cajas Petri (3.5 cm
diametro) fueron asperjadas con una soluciéon 5 uM de d18:0 (Sigma-Aldrich), 5 uM de t18:0
(Sigma-Aldrich) 6 5 uM de d18:0-P (Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster, Al, USA; 0.7 ml por caja).
Todos los compuestos fueron disueltos en una solucion al 0.04 % (v/v) de Silwet L-77 (Chemtura
Corporation México, S. de RL de C.V.). Los controles fueron asperjados con la solucion de Silwet
L-77. Las plantulas se mantuvieron bajo luz continua (11.5 umol/m?/seg) a 22 °C y los cambios
fenotipicos fueron registrados fotograficamente.

7.3. Deteccidn de la Fragmentacion de DNA
Las plantulas silvestres, Ich2a-1, mpk3 y mpk6 expuestas o no a 10 uM FB1 durante 3 6 5 dias
se fijaron en una solucién de 4% glutaraldehido en PBS y se deshidrataron en series ascendentes
de solucion de etanol. Terminado el proceso, las muestras fueron embebidas en Paraplast Plus
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(Fisher Scientific, Inc.) y seccionadas en cortes de 6 um de grosor. Los cortes fueron tratados con
una solucién de proteinasa K (10 pg/ml) durante 30 min a 30°C y enjuagados con PBS dos veces.
El DNA celular, fue tefiido con 4’6-diamidino-2-fenil-indol (DAPI; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 5
pg/ml en PBS) y los grupos 3'-OH libres del DNA se marcaron enzimaticamente con 16-UTP
fluoresceina por accién de la desoxinucleotidiltransferasa (ensayo de marcaje terminal de
mellados con dUTP mediado por la transferasa terminal o reaccion de TUNEL; In Situ Cell Death
Detection Kit, AP, Roche, Nutley, NJ). Los controles positivos consistieron en muestras digeridas
con 3 U/ml de DNAsa | (Invitrogen, Carlsbad, CA) y tefidas con la reaccion de TUNEL. La tincién
del DAPI y del TUNEL se observaron con un microscopio confocal Olympus FV1000 (excitaciéon
de 460 nm para el DAPI y 494 nm para la fluoresceina).

7.4. Anédlisis de Ultraestructura Celular

Las plantulas silvestres, Ich2a-1 y mpk6 de tres semanas de edad fueron expuestas o no a 10
uM FB1 durante 0, 12, 36 h, 3y 5 d y la mutante mpk3 Unicamente a 3y 5 d. Una vez concluido el
tiempo de exposicidn, se cortaron hojas de diferentes plantulas y se fijaron con una solucién que
contenia 100 mM de amortiguador de fosfatos (pH 7.2) y 3% (v/v) glutaraldehido a 4°C.
Posteriormente, las muestras fueron deshidratadas y embebidas en 6xido de Epon:polipropileno
en una relacion 1:1 (v/v) y se realizaron cortes microtémicos de 80 nm que fueron contrastados
con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las muestras se observaron en un microscopio
electronico de transmision Jeol EXIl operado a 60 kV. Las imagenes se procesaron con el
software PhotoShop, versién 8.0.1 (Adobe Systems, San Jose, CA).

7.5. Determinacidn de LCBs Libres y Fosforiladas (LCBs-P)

Las plantulas de Arabidopsis silvestres y Ich2a-1 de tres semanas de edad fueron expuestas a
la FB1 embebida en el medio de crecimiento de Gamborg’s durante O, 1, 4, 8, 12 y 72 h. Al
término del tratamiento, las plantulas completas se colectaron vy liofilizaron. Las plantulas fueron
expuestas y procesadas por quintuplicado independientemente. El andlisis de las LCBs libres y
fosforiladas se realiz6 empleando 30 mg de tejido seco, aproximadamente. La extraccién (ver
Apéndice lll para detalles), separacion, identificacion y cuantificacién se realizd por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) en fase reversa acoplada a ESI-MS/MS, de acuerdo a Markham
y Jaworski (2007).

7.6. Analisis Estadistico de la Cuantificacidn de las LCBs Libres y Fosforiladas (-P)

Los datos del andlisis de las LCB libres y fosforiladas se analizaron por un ANOVA factorial
usando el software para Windows STATISTICA 6.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK). Los promedios se
compararon por el método de Tukey. Un valor de P <0.05 se consideré como significativo.

7.7. Obtencién de Fracciones Citosdélicas
7.7.1. Preparacion de extractos proteicos

Las plantulas fueron congeladas inmediatamente en nitrégeno liquido al cabo de su tratamiento
y almacenadas a -70°C hasta su uso. La extraccion de las proteinas citosoélicas se realiz6
triturando el tejido con el Tissue Terror (modelo 985-370), durante 3 min en presencia del
amortiguador de extraccién [Sorbitol 250 mM, HEPES/BTP pH 7.8 50 mM, ditioeritritol (DTE) 5

mM, EDTA 1 mM, KCI 1 mM, NaF 10 mM, NazsVO, 1 mM, fluroruro de fenil-metan-sulfonil (PMSF)
25



1 mM, mezcla de inhibidores de proteasas (40 pg/ml; Roche, Nutley, NJ) en una relacién 1:1
(p/v)]. ElI homogenado crudo se centrifugé a 12 000 g durante 20 min (4°C). Los extractos crudos
fueron congelados con nitrégeno liquido y almacenados a -70°C hasta su uso.
7.7.2. Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas se determiné de acuerdo al ensayo de Bradford (Protein assay,
Kit Bio-Rad) usando suero de alblimina bovina (BSA) como estandar.
7.7.3. Concentracion de las muestras proteicas

Cuando la concentracion de los extractos proteicos estaba muy diluida para cargar una
determinada cantidad de proteina en los geles de poliacrilamida, se concentraron las proteinas
hasta llevarlas a volimenes menores. Para ello, se tomé un volumen de la muestra (300-500 pul) y
se llevé a 1 ml con agua. Se agregaron 100 ul de desoxicolato de sodio al 0.15% y 100 ul de TCA
al 50%. Los tubos se mantuvieron en hielo durante 10 min y se centrifugaron a 10 000 rpm por 10
min. Se desecho el sobrenadante y se resuspendié la pastilla en 50 ul de amortiguador de
homogenizacion.

7.8. Deteccion de Actividad de MPKs

Se aplicaron 20 pg de proteina por carril en un gel de poliacrilamida-SDS al 10% (Schagger y
von Jagow, 1987; ver Apéndice lll para detalles) embebido con 0.3 mg/ml de proteina basica de
mielina (MBP; Sigma-Aldrich, St Louis, MO) como sustrato de cinasas. Después de la
electroforesis (25 mA, 1.5 h), se removio el SDS con tres lavados del amortiguador A (25 mM Tris-
HCI, pH 7.5, 0.5 mM DTT, 0.1 mM NazVO,, 5 mM NaF, 10 mM B-glicerolfosfato, 0.5 mg/ml BSA y
0.1% (v(v) Triton X-100) a temperatura ambiente (30 min por lavado). Posteriormente, las
proteinas se renaturalizaron con tres lavados del amortiguador B (25 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM
DTT, 0.1 mM NasVO, y 5 mM NaF) durante 16 h a 4°C en agitacion. Finalmente, el gel se lavé una
séla vez en el amortiguador C (25 mM Tris-HCI, pH 7.5, 2 mM EGTA, 12 mM MgCl,, 1 mM DTT,
0.1 mM NazVO,) durante 30 min a temperatura ambiente y después se incub6é en 10 ml del
amortiguador C en presencia de 5 pM ATP y 50 pCi y-[**P]-ATP durante 90 min a temperatura
ambiente (modificado de Zhang y Klessig, 1997). La reaccién se detuvo con el amortiguador D
(5% (v/v) &cido tricloroacético, 1% (p/v) pirofosfato de sodio). La remocion del exceso de y-[*P]-
ATP se realiz6 con al menos cinco lavados de la solucion D por 3 h. Los geles fueron tefiidos con
azul de Coomassie y secados en papel Whatman de 3MM y expuestos a peliculas Medical X-ray
General Purpose Blue (Kodak, Rochester, NY). La estimacién del tamafio de las proteinas se
realiz6 con base en los marcadores de masa molecular pretefidos BenchMark™ (Invitrogen,
Carlsbad, CA).

7.9. Inmunodeteccién de Proteinas en Membranas de PVDF

Para cada ensayo de inmunotransferencia se separaron electroforeticamente 20-30 pg de
proteina del extracto crudo en un gel de poliacrilamida-SDS al 10% (Schéagger y von Jagow, 1987,
ver Apéndice Il para detalles) Posteriormente, el gel se coloc6é en un casete de
inmunotransferencia haciendo contacto con una membrana de PVDF y transfiriéndose a 250 mA
durante 1 h con circulacién de agua a temperatura ambiente.

Las membranas fueron incubadas con el anticuerpo policlonal anti-MPK6 (Danvers, MA) y
reveladas con fosfatasa alcalina (ver Apéndice Il para detalles).

26



7.10. Inoculacidn bacteriana de las plantulas de Arabidopsis y determinacion del
crecimiento bacteriano in planta

Se obtuvieron cultivos frescos de Pseudomonas syringae pv. tomato avrRpml, los cuales
fueron resuspendidos en 10 mM MgCl,. La suspensién (10’ cfu/ml) fue asperjada sobre las cajas
de Petri (2.0 ml por cajas de 8 cm diametro) que contenian a las plantulas de Arabidopsis de tres
semanas de edad que habian sido expuestas o no a 10 uM FB1 durante 12 h (bajo luz continua,
11.5 pmol/m?%seg). Las muestras de las plantulas se cosecharon en los tiempos indicados e
inmediatemente se trituraron en 10 mM MgCl,. Se realizaron unas series de diluciones y se
plaguearon en medio de Kings B suplementado con 40 ug/ml de rifampicina y 50 pg/ml
kanamicina. Las cajas fueron incubadas a 29°C y se contaron el nimero de colonias después de
48 h (Yang et al., 2002). Las muestras se procesaron por triplicado y se realizaron 3 experimentos
independientes (Lozano, 2010).
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8. RESULTADOS

R e e W e — W, s Wy =

8.1. La modificacion de los niveles enddgenos de esfingolipidos complejos o de sus
intermediarios tienen efectos relevantes en la viabilidad de plantulas de Arabidopsis

Para estudiar diferentes aspectos de la MCP y asociarlos con cambios en los niveles
enddgenos de esfingolipidos celulares, si bien, en la literatura abunda la descripcién de
fendbmenos relacionados con la MCP-HR en plantas adultas de Arabidopsis, en este trabajo se
optd por implementar un modelo que fuera reproducible, rapido, de facil manipulaciéon y con
respuestas de adecuada magnitud fenotipica y molecular. Por ello, se desarrollé un sistema de
plantulas de Arabidopsis de dos a tres semanas de edad, crecidas en medio sélido que se podian
exponer a la FB1, asi como a otros compuestos esfingoideos y a otros tratamientos.

Primeramente, se realiz6 un analisis del efecto de la FB1 sobre la viabilidad de las plantulas,
haciéndose una curva dosis-respuesta, para de ésta elegir una concentraciéon de FB1 que
resultara letal para las plantulas. Como se muestra en la Figura 7a, la FB1 inhibi6 el crecimiento y
desarrollo de las plantulas en las zonas fotosintéticas y radiculares de manera dosis-dependiente.
De acuerdo al grado de severidad del dafio de las plantulas, para los experimentos posteriores, se
eligio la concentracion de 10 uM FB1 por ser letal en las plantulas, en tiempos relativamente
cortos de exposicién (9-15 dias).

Una vez establecido el sistema experimental, el primer objetivo fue dilucidar la identidad de
la(s) molécula(s) causante(s) de la muerte inducida por la FB1 en las plantulas de Arabidopsis. Ya
gue esta toxina rompe el flujo de reacciones biosintéticas que tienen como producto final a los
esfingolipidos complejos (Fig. 5), los candidatos posibles eran las LCBs incrementadas, o bien las
ceramidas disminuidas. Para explorar esta Ultima posibilidad se indujo la muerte celular con la
FB1 y luego se suplementé al sistema con ceramidas exdégenas. Se emplearon diferentes tipos de
ceramidas fisiolégicas que se encuentran en los tejidos vegetales [ceramida C18:1 y C24:0 (el
namero indica el nimero de atomos de carbono del acido graso unido a la LCB y el nimero
subsiguiente a los dos puntos, el nimero de insaturaciones)] para evaluar su efecto tras la adicion
de la FB1. Puesto que las ceramidas son moléculas que incrementan su hidrofobicidad de
acuerdo al namero de carbonos de sus &cidos grasos, primero se exploré si las ceramidas
elegidas, que son fuertemente hidrofébicas, eran captadas por las plantulas. Como se muestra en
la Figura 7b seccion superior, la exposicion de las plantulas a las ceramidas CeC18:1 o CeC24:0,
incrementaron el crecimiento de las plantulas, con respecto a su control, sugiriendo la
incorporacién de la ceramida a las células, sin descartar la degradacion de la ceramida y su uso
consecuente como fuente de carbono. Posteriormente, se disefié un experimento para evaluar si
el tratamiento con las ceramidas podia evitar el fenotipo causado por la FB1. Para ello, las
plantulas fueron expuestas durante 5 dias a la micotoxina y, enseguida, a los diferentes tipos de
ceramida (Fig. 7b seccion inferior). La remocion de las plantulas del medio que contenia a la FB1,
de manera independiente al tratamiento posterior, evité la muerte celular (notar que en la Fig. 7b
las tres secciones inferiores corresponden a las plantulas tomadas posteriormente a la exposicién
a la FB1 y expuestas por 15 dias a las ceramidas respectivas). Si bien, la eliminacion de la FB1
promovié la sobrevivencia de las plantulas, pudo observarse que la adicién subsecuente de las
ceramidas favorecid el crecimiento y, en general, la viabilidad de las plantulas (Fig. 7b seccién
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inferior), sugiriendo que los bajos niveles de ceramida, al estar inhibida su produccién, aceleran el
proceso de muerte celular inducida por la FB1.

Miriocina
100 nM

Figura 7. Efecto de la miriocina y la ceramida sobre la muerte celular inducida por la FB1. Los
experimentos se llevaron a cabo usando plantulas tipo silvestre de Arabidopsis de tres semanas. (a)
Efecto dosis-dependiente de la FB1 sobre la viabilidad de las plantulas. Las plantulas fueron expuestas
a las concentraciones sefialadas de FB1 durante 15 dias. (b) Efecto de ceramidas sobre la muerte
celular inducida por la FB1. La seccién superior corresponde a la exposiciéon de las plantulas a las
ceramidas C18:1 o CeC24:0 (10 uM) durante 15 dias. La seccion inferior muestra a las plantulas
expuestas durante 5 dias a la FB1 (10 uM), periodo tras el cual fueron expuestas a las ceramidas por
15 dias, tiempo en el que se hicieron los registros mostrados. El control de este experimento fue la
exposicion de las plantulas a etanol, usado como solvente de las ceramidas. (c) Efecto dosis-
dependiente de la miriocina sobre la viabilidad de las plantulas. Las plantulas fueron expuestas a las
concentraciones sefialadas de miriocina durante 15 dias. (d) Efecto de la miriocina sobre la muerte
celular inducida por la FB1. La seccion muestra fotografias de plantulas expuestas durante 5 dias a
100 nM miriocina y, posteriormente, expuestas a la FB1 (10 uM) por 15 dias. Para (c) y (d), el control
incluy6 la exposicion de las plantulas a metanol usado como solvente de la miriocina. Para todos los
casos, se muestran imagenes representativas de 4 experimentos independientes.

Otra posibilidad sefialaba al incremento en los niveles de LCBs como responsable de la muerte
celular inducida por la FB1. La estrategia que se siguié para probar esta hipotesis fue inducir una
disminucién de las LCBs endd6genas mediante un pre-tratamiento de las plantulas con miriocina
(un inhibidor de la actividad de la SPT, Fig. 5) y luego tratar de promover la MCP mediante la

adicion de la FB1 (Fig. 5). Para la determinaciéon de las condiciones del pre-tratamiento con la
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miriocina, se evaluo el efecto de diferentes dosis (50 y 100 nMy 1 y 10 uM) sobre las plantulas.
Del experimento se elegiria aquella concentracién en la que no se detectaran dafios letales en las
plantulas, pero que sugiriera la alteracion en la sintesis de esfingolipidos. Como se muestra en la
Figura 7c seccion superior, la exposicion de las plantulas a la miriocina produjo una inhibicién en
el crecimiento de las plantulas dependiente de la concentracion. Con base en lo observado se
eligio la concentracién de 100 nM, pues en ésta hubo un efecto en el crecimiento de las plantulas,
sin que afectara su viabilidad, a diferencia de las concentraciones en el orden micromolar. Como
se muestra en la Fig. 7d seccion inferior, el pretratamiento de las plantulas con la miriocina atenu6
la muerte celular manifestada en las plantulas expuestas a la FB1. Estos resultados claramente
aportaban el primer indicio de la contribucion de las LCBs en la muerte de Arabidopsis inducida
por la FB1.

8.2. La falta de funcion de la subunidad LCB2a, que forma parte del complejo de la serina
palmitoiltransferasa, evita la muerte de las plantulas de Arabidopsis expuestas a la
fumonisina B1

Continuando con la linea de investigacion que postulaba la aportacion de las LCBs en la
muerte de Arabidopsis inducida por la FB1, se emplearon tres lineas mutantes con inserciones de
T-DNA en el gen LCB2a de la SPT. Esta eleccidn se baso en la consideracion de que esta enzima
es la que sintetiza al precursor de las LCBs y aunque en estas mutantes no se habian encontrado
diferencias fenotipicas ni en el desarrollo ni en los niveles de LCBs (Dietrich et al., 2008), su efecto
no se habia explorado en relacion a la MCP. Las posiciones de las inserciones en cada mutante
(reportadas previamente por Dietrich et al.,, 2008) se muestran en la Figura 8a. El gen LCB2a
(At5g23670) codifica una de las dos isoformas LCB2 que contiene Arabidopsis, la LCB2a y la
LCB2b (At3g48790). Ambas contienen al residuo de Lys indispensable para la actividad catalitica
del heterodimero LCB1/LCB2 que conforma a la SPT de las células eucariontes, por lo tanto, las
mutantes Icb2a no contienen el complejo SPT conformado por LCB1/LCB2a, pero si el formado
por las subunidades LCB1/LCB2b. Dietrich et al. (2008), reportaron funciones redundantes entre la
LCB2a y LCB2b en condiciones normales de crecimiento y desarrollo; sin embargo, en el presente
trabajo se evalud solo la contribucion de LCB2a en la generacion de un incremento de LCBs
inducido por la FB1.

Como se muestra en la Figura 8b, las plantulas de las tres lineas mutantes Icb2a no mostraron
diferencias con respecto a las silvestres en las tasas de crecimiento y desarrollo; no obstante,
cuando se expusieron a la FB1, la diferencia entre ambas fue evidente. A pesar de observarse la
inhibicion de crecimiento de las plantulas, las mutantes mostraron sefiales de muerte muy
atenuadas en comparacion con las silvestres en presencia de la toxina. A este fenotipo se le
consider6 como tolerante a la FB1. Por cuestiones practicas, el resto de los experimentos se
realizé Gnicamente con la linea mutante Icb2a-1.

8.3. La mutante Icb2a-1 no expresa muerte celular programada después de la exposicion
con la fumonisina B1, seguin parametros moleculares y celulares.

La fragmentacién del DNA es un marcador clasico de MCP, una técnica cominmente
empleada para cuantificarla es el método de marcaje catalizado por transferasas de las regiones
terminales 3-OH del DNA con dUTPs. El fundamento de esta técnica aprovecha la alta

generacion de extremos 3’ libres del DNA, producidos por endonucleasas, para insertar dUTPs
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marcados que posteriormente son detectados por microscopia de fluorescencia o de luz (Kelly et
al., 2002).

Para validar con parametros mas finos la pérdida de viabilidad manifestada por las plantulas
bajo los tratamientos ya referidos que implicaban la expresion de una MCP, en este estudio se
exploré la fragmentacion de DNA empleando el método de TUNEL en las plantulas silvestres y
Icb2a-1 tratadas o no con la FB1. De esta manera, se obtendria un parametro molecular indicativo
de MCP. Como se muestra en la Figura 9, el marcaje especifico con fluoresceina del DNA
fragmentado (en color verde), no se detecté en las plantulas silvestres y Icb2a-1 sin tratamiento
con la FB1. En contraste, las plantulas silvestres tratadas con la micotoxina contenian células con
altos niveles de extremos 3'-OH de DNA que colocalizan con el interior de los nlcleos segun la
tincion correspondiente (en color rojo). Bajo estas mismas condiciones, las mutantes Icb2a-1
mostraron menos sefales positivas de TUNEL, indicando que la interrupcion de la expresion del
gen LCB2a fue suficiente para hacer a las plantulas tolerantes a la FB1, corroborando asi las
observaciones de la viabilidad sobre las plantulas. La obtencién de estos resultados coincidié con
la publicacién del reporte de Shi et al. (2007), indicando que la mutacién en el otro gen del
complejo heterodimérico de la SPT, LCB1, tampoco producia células con fragmentacion de DNA
en presencia de la FB1.

(a) SALK_061472 GABI 216-D07
lch2a-1 lch2a-2
N ~
LCB2a (At5623670) —H-—EHIHHE—E—E-HE-3-
SAIL_706-A05
lch2a-3

Ilcb2a-2 Icb2a-3

)

Figura 8. Efecto de la mutacién en el gen LCB2a en la muerte celular inducida por la FB1. a)
Posicion de las inserciones de T-DNA en el gen LCB2a de tres lineas mutantes. b) Efecto de la FB1
(10 uM) sobre la viabilidad de las plantulas mutantes Icb2a, empleando como control plantulas
silvestres (WT). Para todos los casos, las plantulas empleadas fueron de tres semanas de edad y
expuestas a la FB1 durante 14 d. Para b) se muestran imagenes representativas de 4 experimentos
independientes.

Para confirmar el establecimiento de la MCP en plantulas silvestres tratadas con la FB1 y la
tolerancia de la mutante Icb2a-1 en respuesta a la micotoxina, se evalué la integridad de las
células a nivel ultraestructural usando microscopia electrénica de transmisién (TEM). Como se
observa en la Figura 10, las células de las plantulas silvestres en las condiciones control
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presentaron una morfologia tipica de las células del mesofilo de las hojas: una gran vacuola
central que desarrolla una alta presion de turgor, forzando a los organelos a ubicarse en la
periferia de la célula (secciones 1, 2 y 3). Los cloroplastos presentaron una morfologia de media
luna (secciones 1 y 2), con membranas tilacoidales organizando granas bien definidas
(acercamiento de la seccion 2). Por el contrario, las células de las plantulas silvestres tratadas con
la FB1, a los 3 dias, mostraron una pérdida en la presion de turgor reflejada en la localizacién de
los organelos lejos de la periferia (sefialados con flechas en la seccién 7), los cloroplastos
perdieron la morfologia de media luna y adoptaron unas formas mas redondeadas (seccién 8), la
integridad de los grana se afecté (acercamiento de la seccién 8), el nUmero de granulos de
almidén disminuyo, efecto reportado por Yao y Greenberg (2006) y, en algunos casos, se detectd
la presencia de vesiculas de grandes dimensiones en el interior de las vacuolas que se asemejan
a los autofagosomas (seccién 9; Liu Y. et al., 2005; Mino et al., 2007). Los cambios detectados en

DAPI TUNEL Sobreposicion

Icb2a-1

Control

WT

Icb2a-1

FB1
Figura 9. Fragmentacion del DNA inducida por la FB1 en plantulas silvestres y mutantes Icb2a-
1. La fragmentacién de DNA fue detectada en hojas de plantulas silvestres y Icb2a-1 no expuestas
(imagenes 1-3, 4-6, respectivamente) o expuestas a 10 uM FB1 por 5 dias (imagenes 7-9, 10-12). Los
paneles muestran el nicleo tefiido con DAPI, la fluorescencia del DNA fragmentado en el nicleo y las
imagenes sobrepuestas, segln se indica. Experimento representativo de tres réplicas independientes.
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la ultraestructura de las células de las plantulas silvestres que se detectaron a los 3 dias de
exposicion con la FB1, fueron muy similares a los observados a las 36 h de exposicion (Fig. 11).

La mutante Icb2a-1 en condiciones control (sin tratamiento con FB1) no presenté cambios
estructurales con respecto a las silvestres en las mismas condiciones (secciones 4, 5y 6), a
excepcion de la morfologia de los cloroplastos que se presentaron redondeados (seccion 4). En
las células Icb2a-1 que fueron tratadas con la FB1 por 3 dias, no se observaron cambios en la
presion de turgor y en la morfologia de los cloroplastos y los grana (secciones 10, 11 y 12). Estos
resultados fueron consistentes con las sefiales detectadas en los ensayos de TUNEL,
confirmando que la linea mutante Icb2a-1 es tolerante a la FB1 ya que no presenta signos severos
de MCP.
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Figura 10. Integridad de la ultraestructura de 01551&15 silvestres y Icb2a-1 tratadas con FB1
durante 3 dias. Andlisis de la ultraestructura de las células de plantulas silvestres y Icb2a-1 no
expuestas (1-3 y 4-6, respectivamente) o expuestas a 10 uM FB1 durante 3 dias (7-9 y 10-12). Las
flechas sefialan diferencias producidas por el tratamiento con la FB1. Ch, cloroplastos; M, mitocondria;
V, vacuola; N, nicleo y Cyt, citosol. Los asteriscos muestran un autofagosoma. Los recuadros en las
secciones 2, 5, 8 y 11 muestran un acercamiento de la imagen correspondiente. Las barras muestran
la magnificacion de las imagenes. Experimento representativo de dos réplicas independientes.
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Control

Figura 11 Modn‘mamones en la uItraestructura de Ias células silvestres produmdas por laFBla
las 36 h de exposicion. Andlisis de la ultraestructura de las células de plantulas silvestres no
expuestas (1-3) y expuestas a 10 uM FB1 durante 36 horas (4-6). Ch, cloroplastos; M, mitocondria; V,
vacuola; N, nacleo y Cyt, citosol. Los recuadros en las Figuras 2 y 5 muestran un acercamiento de la
imagen correspondiente. Las barras muestran la magnificacion de las imagenes. Experimento
representativo de dos réplicas independientes.

8.4. Lafumonisina B1 causa acumulacién diferencial del contenido de 10 especies de LCBs
parainducir muerte celular programada en Arabidopsis

Para asociar los resultados de viabilidad fenotipica y molecular con los niveles de LCBs, en
especial el efecto de la tolerancia de la mutante Icb2a-1 a la FB1, se midieron los niveles de 10
LCBs libres en las plantulas silvestres y en las mutantes Icb2a-1 tratadas o no con la FB1 por 5-6
tiempos en el intervalo de 0 a 72 h, usando un protocolo que incluia la extraccién selectiva de
LCBs y su separacion e identificacién por HPLC en fase reversa acoplada a ESI-MS/MS.

La separacion y cuantificacion incluyd a las siguientes LCBs libres y fosforiladas:
dihidroesfingosina o esfinganina (d18:0), 4-hidroxiesfinganina o fitoesfingosina (t18:0), 8-
esfingenina (d18:1), 4,8-esfingadienina (d18:2) y la 4-hidroxi-8-esfingenina (t18:1). Como se
muestra en las Figuras 12 y 13, se encontré que tanto las plantulas silvestres, como las mutantes
en condiciones control presentaron un perfil de LCBs en niveles especificos, que permanecieron
constantes a lo largo de los tiempos muestreados. De las LCBs libres cuantificadas, la mas
abundante en condiciones control fue la t18:0 (Fig. 12b) y la menos fue la d18:2 (Fig. 13b),
analogo a lo reportado por Markham et al. (2006). Con respecto a la cuantificacién de LCBs en las
plantulas expuestas a la FB1, se observé que las LCBs se incrementaron en funcion del tiempo,
siendo las cantidades absolutas mayores en las plantulas silvestres que en las mutantes Icb2a-1.
En la Figura 12, se muestra la cuantificacién de las especies esfingoideas (d18:0, d18:0-P, t18:0 y
t18:0-P), cuyos niveles fueron mas afectados tras el tratamiento con la FB1 y en la Figura 13,
aquellas (d18:1, d18:1-P, d18:2, d18:2-P, t18:1 y t18:1-P) cuyos niveles permanecieron similares a
los detectados en sus condiciones control.

La cinética de acumulacion de la d18:0 y la t18:0 en las plantulas silvestres expuestas a la FB1
mostré un incremento gradual que comenzé desde las 4 h y duré hasta las 72 h, tiempo en el que
alcanzaron sus maximos niveles (618 y 113 veces, respectivamente; Fig. 12 y Tabla Ill). Si bien,
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las LCBs de las plantulas Icb2a-1 expuestas a la FB1 mostraron un incremento dependiente del
tiempo, se observaron diferencias con respecto a las silvestres. Por ejemplo, el incremento de la
d18:0 se observé a partir de las 8 (y no desde las 4 h) y hasta las 72 h. Los incrementos de la
d18:0 y t18:0 en las mutantes Icb2a-1 expuestas a la FB1 por 72 h, fueron de 141 y 41 veces,
respectivamente (Tabla Ill).

La d18:0-P y t18:0-P alcanzaron niveles similares a sus formas no fosforiladas a las 72 h de
exposicién en las plantulas silvestres y Icb2a-1 (Fig. 12), pero mostraron diferentes incrementos
(7979 y 952 veces en las silvestres; 2186 y 452 veces en las mutantes Icb2a-1; Tabla Ill).

Como se observa en las graficas de las Figuras 12 y 13, la cinética de acumulacion de las
LCBs determinadas resulté compleja, ya que cada especie esfingoidea siguié un patrén individual
de acumulaciéon. Con objeto de hacer un analisis sistematico y objetivo de la cinética de
acumulacion de las LCBs, los datos fueron procesados de manera estadistica entre las diferentes
LCBs de acuerdo al tratamiento con la FB1, el curso temporal y los genotipos.
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Figura 12. Las principales LCBs libres acumuladas bajo el tratamiento con la FB1 (d18:0, d18:0-
P, t18:0y t18:0-P) decrementan sustancialmente en la mutante Icb2a-1. El contenido de las LCBs
de las plantulas silvestres y Icb2a-1 control y de las expuestas a la FB1 por 1, 4, 8, 12 y 72 h se
determino después de extraccion, separacion e identificacion por HPLC-ESI-MS/MS.

(a) Cinética de acumulacion de la d18:0 (dihidroesfingosina o esfinganina).

(b) Cinética de acumulacion de t18:0 (4-hidroxiesfinganina o fitoesfingosina).

(c) Cinética de acumulacion de d18:1-P (dihidroesfingosina 1-fosfato o esfinganina 1-fosfato).

(d) Cinética de acumulacion de t18:1-P (4-hidroxiesfinganina 1-fosfato o fitoesfingosina 1-fosfato).

Las barras son los promedios de 5 determinaciones independientes + ES. Los recuadros muestran
secciones amplificadas (1 y 4 h) de las gréficas respectivas.
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Figura 13. Las LCBs libres menos elevadas bajo el tratamiento con la FB1 son lad18:1,d18:1-
P, d18:2, d18:2-P, t18:1 y t18:1-P. El contenido de las LCBs de las plantulas silvestres y Ich2a-1
control y de las expuestas a la FB1 por 1, 4, 8, 12 y 72 h se determiné después de extraccion,
separacion e identificacion por HPLC-ESI-MS/MS.

(a) Cinética de acumulacion de la d18:1 (esfingenina o esfingosina).

(b) Cinética de acumulacion de la d18:2 (esfingadienina)

(c) Cinética de acumulacion de t18:1 (4-hidroxiesfingenina).

(d) Cinética de acumulacion de la d18:1-P (esfingenina 1-fosfato o esfingosina 1-fosfato).

(e) Cinética de acumulacion de la d18:2-P (esfingadienina 1-fosfato)

() Cinética de acumulacién de t18:1-P (4-hidroxiesfingenina 1-fosfato).

Las barras son los promedios de 5 determinaciones independientes + ES.
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Tabla lll. Incremento de las LCBs tras la exposicion a la FB1 en plantulas silvestres y Ich2a-1. Comparacién entre el
contenido promedio de 5 determinaciones de las LCBs extraidas de plantulas silvestres y Icb2a-1 expuestas a la FB1
por 1, 4, 8, 12 y 72 h, con respecto a su control a las 0 h. Abreviaturas: d18:0, dihidroesfingosina 6 esfinganina;
d18:1, 8-esfingenina; d18:2, 4,8-esfingadienina; t18:0, 4-hidroxiesfinganina ¢ fitoesfingosina; t18:1, 4-hidroxi-8-
esfingenina. —P indica sus respectivas formas fosforiladas. ND significa no detectada.

Tiempo d18:0 d18:1 d18:2 t18:0 t18:1
(h) WT leb2a-1 WT leb2a-1 WT leb2a-1 WT leb2a-1 WT leb2a-1
1 2.89 1.29 1.40 0.30 0.67 1.00 343 1.91 1.83 0.92
4 2081 1.98 347 1.04 1.00 ND 26.74 7.70 1.96 1.33
79.00 10.79 6.00 25T 0.67 1.00 47.38 27.53 2.65 1.62
12 118.28 5.16 8.60 1.62 1.67 1.00 66.10 13.22 3.06 1.03
72 61847 140.83 12.20 3.73 ND ND 113.28 40.61 5.89 il 2T
Tiempo d18:0-P d18:1-P d18:2-P t18:0-P t18:1-P
(h) WT leb2a-1 WT leb2a-1 WT leb2a-1 WT leb2a-1 WT leb2a-1
1 3.580 4.00 2.00 1.00 1.00 1.00 342 3.29 1.83 1.72
4 134.50 12.00 4.00 3.00 ND 1.00 84.33 26.86 3.44 3.67
303.00 63.00 4.00 2.00 1.00 1.00 101.33 82.14 4.28 3.94
12 716.50 72.67 5.00 3.00 1.00 1.00 224.08 76.64 7.44 4.06
72 796950 | 2186.33 49.00 10.00 1.00 1.00 95225 | 452.29 38.11 17.77
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Para establecer la cinética de acumulacion de las LCBs en ambas lineas de Arabidopsis, se
calculd la relacién de acumulacion de cada una de ellas en presencia de la FB1 con respecto a su
control. Para cada LCB analizada, se tomaron las 5 determinaciones obtenidas para un tiempo
determinado y, cada una de ellas, fue dividida sobre el promedio de su control respectivo:

FB1
Acumulacién relativa LCB X= 2.5 ) para cada tiempo estudiado

X LCB X (C)

En la Tabla IV, se muestran los promedios de cada una de las relaciones de acumulacion para
cada LCB en un tiempo determinado. Como se observa, las acumulaciones relativas
incrementaron con el tiempo de exposicion a la FB1. Para determinar el grado en el que se
acumularon las LCBs, se consideraron las acumulaciones relativas individuales para,
posteriormente, analizarlas estadisticamente por ANOVA con un nivel de significancia de 0.05 y
posteriormente, por un andlisis de Tukey (1977; ver superindices en los valores de las
acumulaciones relativas). Las cantidades absolutas de las acumulaciones relativas de todas las
LCBs de las plantulas silvestres fueron mayores significativamente a las de la mutante Ich2a-1 a
las 72 h. Tanto en las plantulas silvestres como en la Icb2a-1, las principales LCBs que se
acumularon por efecto de la FB1 fueron la d18:0-P > t18:0-P > d18:0 > d18:1-P > t18:0. Para
establecer una correlacién entre la elevacion de ciertas LCBs y el fenotipo de la MCP, se compard
la acumulacion relativa de cada LCB con respecto a la acumulacion relativa de la d18:0 en cada
tiempo estudiado. A esta relacion se le denominé indice de incremento (Tabla V). La comparacion
fue hecha con base a la d18:0, ya que ésta es la precursora de las otras LCBs (Fig. 5), de manera
gue bajo nuestras determinaciones experimentales se podria seguir la cinética de interconversién
de esta LCB a sus formas insaturadas, hidroxiladas y fosforiladas. El calculo que se realiz6 fue el
siguiente:

indice de incremento LCB X= Acumulacion relativa de la d18:0 para cada tiempo estudiado
LCB X1,2,..5(FB1)
XLCB X (C)

Como se puede observar, la formula consider6 las 5 determinaciones independientes de cada
una de las LCBs, para después ser analizadas estadisticamente por ANOVA con un nivel de
significancia de 0.05 y por un analisis de Tukey, para identificar diferencias significativas entre las
plantulas silvestres y las mutantes Icb2a-1 (ver superindices en los valores de los indices de
incremento). En la Tabla V, se muestran los promedios de los indices de incremento de cada una
de las LCBs para cada uno de los tiempos estudiados. En dicha Tabla, se observa que los indices
de incremento fueron mayores en las plantulas silvestres que en las mutantes Icb2a-1 para la
mayoria de las LCBs. Un valor de indice menor a la unidad refleja un mayor incremento de una
LCB dada bajo el tratamiento con la FB1, comparada con el incremento de la d18:0 después del
tratamiento con la micotoxina. De todas las LCBs analizadas, so6lo d18:0-P, t18:0-P y t18:0
mostraron valores cercanos a la unidad (el indice de incremento para la d18:0), tanto en las
plantulas silvestres, como en las mutantes Icb2a-1 para la mayoria de los tiempos probados,
indicando que estas LCBs, junto con la d18:0, son las LCBs con mayores relaciones de
acumulacioén y que, por tanto, éstas son las que pueden estar relacionadas con la induccion de la
MCP.

38



Tabla IV. La acumulacién de las LCBs en plantulas silvestres tratadas con FB1 se abate en la mutante Icb2a-1. La comparacion
entre el contenido de las LCBs de las plantulas silvestres y Ich2a-1 expuestas sin o con FB1 por 1, 4, 8, 12 y 72 h fue expresado
como la acumulaciéon relativa para cada LCB. Las acumulaciones relativas se calcularon usando los valores de las cinco
determinaciones de las réplicas divididas sobre el promedio del contenido de la misma LCB en ausencia de la FB1. En esta Tabla
se muestran los promedios de las relaciones de acumulacién de cada LCB por tiempo de estudio. Abreviaturas: d18:0,
dihidroesfingosina o esfinganina; d18:1, 8-esfingenina; d18:2, 4,8-esfingadienina; t18:0, 4-hidroxiesfinganina o fitoesfingosina; t18:1,
4-hidroxi-8-esfingenina. —P indica sus respectivas formas fosforiladas. Los valores de d18:1 y d18:1-P fueron analizadas pero no
incluidos en la Tabla, ya que no mostraron diferencias significativas. El mismo superindice indica que los valores entre las silvestres
y Icb2a-1 no son estadisticamente diferentes. P<0.05. n= 5 experimentos independientes.

Tiempo d18:0 dis:1 t18:0 t18:1
(h) WT Icb2a-1 WT Icb2a-1 WT Icb2a-1 WT Ich2a-1
1 2.082 1.462 1.07¢ 0.23¢ 2.459 1.53¢ 1.53i 0.77i
4 12.13b 1.14b 9.08 1.09 16.99n 3.27h 2.29kK 0.62k
8 49.52¢ 4.63¢ 19.49f 19.69f 31.45 8.88 2.53 1.00'
12 58.524 4.224 13.00 1.71 30.09 10.48 1.83 0.75
72 346.83 56.66 27.85 5.88 77.10 17.23 4.28 1.12

Tiempo d18:0-P d18:1-P t18:0-P t18:1-P
(h) WT Icb2a-1 WT Icb2a-1 WT Icb2a-1 WT Icb2a-1
1 2.33m 2.02m 1.414 1.46¢9 2.33¢ 1.76Y 1.31x 1.16%
4 36.52n 13.36" 1.60r 1.41r 41.62v 20.21v 2.40v 2.50Y
8 183.96° 39.15° 3.223 3.958 62.76Y 34.49V 3.562 2.597
12 310.26° 79.22p 4.20t 3.76! 91.42 62.48 4.67% 4.28%
72 5775.63 214.47 110.70 16.88 687.80 192.13 31.19 19.07
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Tabla V. Las principales LCBs acumuladas bajo el tratamiento con la FB1 son la dihidroesfingosina y sus derivados. Comparacion
entre la acumulacion relativa de la dihidroesfingosina y la acumulacion relativa de cada una de las LCBs analizadas de las plantulas
silvestres y Icb2a-1 tratadas con la FB1. Cada valor constituye el indice de incremento que se obtuvo en todos los casos de la
acumulacion relativa de la d18:0 (Tabla IV) sobre la relacidn resultante de cada LCB bajo el tratamiento con la FB1 dividida sobre el
valor promedio de su respectivo control. Los valores en esta Tabla fueron tratados estadisticamente para determinar diferencias
significativas en los indices de incremento entre los genotipos silvestres y mutantes Icb2a-1. Un superindice igual indica que los
valores no son diferentes estadisticamente. P<0.05. n= 5 experimentos independientes.

Tiempo dis:1 t18:0 t18:1
(h) WT Icb2a-1 WT Icb2a-1 WT Icb2a-1
0 12.98 7.25 0.27¢ 0.25¢ 0.53¢ 0.48¢
1 2.60 22.36 0.83f 0.96f 1.16" 1.93"
4 1.342 220828 0.70 0.36 7.411 1.93
8 2.50p0 0.58P 1.55 0.50 20.79 4.55
12 4.21¢ 2.56¢ 1.81 0.36 29.96 4.97
72 23.22d 19.654 4.53 3.58 85.27 45.12
Tiempo d18:0-P d18:1-P t18:0-P t18:1-P
(h) WT Icb2a-1 WT Icb2a-1 WT Icb2a-1 WT Icb2a-1
1 41.07 44.19 90.15 127.07 4.61m 4.88m 2.60" 3.64"
4 1.60/ 1.58 1.47K 5.33K 0.90 1.04 1.46° 1.420
8 0.52 0.10 8.75 0.87 0.36 0.06 5.18p 0.46p
12 0.30 0.20 15.81 3.37 0.86 0.17 19.29 2.63
72 0.19 0.07 15.72 1.69 0.61 0.09 14.49 1.32
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8.5. La falta de expresiéon de una hidroxilasa de LCBs (sbh1l-1) conduce a un fenotipo de
susceptibilidad a la fumonisina B1

Debido al indice de incremento revelado en la cuantificacion de LCBs, la LCB trihidroxilada
(t18:0) era candidato a asociarse a la manifestacion de la MCP. En este trabajo se evalué su
contribucién, usando una mutante homaociga con insercion de T-DNA en el gen SBH1 (Fig. 14a).
Arabidopsis contiene en su genoma dos genes de hidroxilasas de LCBs: SBH1 y SBH2.
Previamente, se habia reportado que la mutante sbhl-1, utilizada en este proyecto, contiene
menos cantidades de las LCBs trihidroxiladas y mas de las dihidroxiladas que una planta silvestre
(Chen et al., 2008). En esta mutante se evalud si la disminucion de las LCBs trihidroxiladas
afectaba la muerte celular de Arabidopsis inducida por la FB1. Como se observa en la Fig. 14b, la
mutante sbhl-1 presentdé un fenotipo semejante al de la silvestre en condiciones control y en
respuesta a la FB1, sugiriendo que las formas trihidroxiladas de las LCBs no son las principales
inductoras de la muerte celular inducida por la FB1. El resultado sugirié que la d18:0 es la LCB
implicada en el proceso de MCP.

(a) SALK_090881
sbhi-1
g

SBH1 (At1g69640) —JlR |

sbh1-1

(b)

Control

Figura 14. Efecto de la falta de expresién del gen SBH1 en la muerte celular inducida por la FB1.
a) Posicion de la insercion de T-DNA en el gen SBH1. b) Registro fotografico de plantulas silvestres y
mutantes sbhl-1 expuestas o no a 10 uM FB1 durante 15 dias.

8.6. La fumonisina Bl induce la actividad de MPKs en plantulas silvestres y Icb2a-1

La MCP inducida por la FB1 sugeria la participacion de vias de sefializacion mediadas por las
cascadas de MAP cinasas, segun fue asentado en la Introduccién. Para evaluar esta posibilidad,
se determind la actividad de cinasas de MBP empleando ensayos en gel en plantulas silvestres y
Icb2a-1 expuestas o0 no a la FB1. Como se muestra en la Fig. 15, en las plantulas silvestres y
Icb2a-1 tratadas con la FB1 se observé un incremento en la actividad de una cinasa de MBP de 46
kDa en todo el intervalo estudiado (15-90 min), sugiriendo la actividad de al menos una MPK
involucrada en respuesta a la FB1. Sin embargo, era posible que la banda fosforilada fuera
consecuencia de la actividad aditiva de varias MPKs con masas moleculares similares.
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Figura 15. Ensayo de act|V|dad en gel para detectar actividad de MPKs. Plantulas silvestres y
Icb2a-1 de 3 semanas de edad fueron expuestas o no a 10 uM FB1 en los tiempos indicados. Las
partes superiores corresponden al ensayo en gel y las inferiores a geles tefiidos con azul de
Coomassie como control de carga.

46 kDa—

8.7. La MPKG6 participa en la muerte celular programada inducida por la fumonisina B1

De acuerdo a la masa molecular aparente de la cinasa de MBP y a su alta actividad bajo el
tratamiento con la FB1, se sugiri6 que la actividad podria corresponder a la MPK6 y/o a la MPK3
(MPKs involucradas en respuesta a patégenos y que presentan una alta redundancia funcional).
Bajo esta suposicién, se obtuvo una linea mutante con insercion de T-DNA en el gen MPK6
(mpk6) y una mutante con pérdida de funcién en el gen MPK3 por RNAI (Fig. 16a). La mutante
mpk6 es un alelo nulo de la MPK6 que tiene incidencia en el desarrollo de los embriones y las
flores (Wang et al., 2007; Bush y Krysan, 2007) y en la sintesis del etileno (Liu y Zhang, 2004). En
ambas mutantes se evaluo el efecto de la FB1 en su viabilidad. Como se muestra en la Fig. 16b,
la pérdida de funcion del gen de la MPK®6 le confirié a las plantulas tolerancia a la FB1, en niveles
muy similares al observado en las mutantes Icb2a, mientras que el fenotipo de mpk3 tratada con la
FB1 tuvo un efecto intermedio entre las plantulas silvestres y la mutante mpk6 bajo el mismo
tratamiento. Estos resultados sugirieron la participacién de la MPK6 en la MCP inducida por la
FB1.

(a) WT mpk3  mpk6* mpk6”
MPK3 = prene
UBQ wwwe wee  gummm s Control
Anticuerpo ; 3 Anticuerpo
anti-MPK3 T WS ontiMPKG
I31--

Figura 16. Muerte celular inducida por la FB1 en las mutantes mpk3 y mpk6. a) Caracterizacion de
las mutantes mpk3 y mpk6. En la parte superior izquierda se muestra la baja de expresion de MPK3 en
una linea de silenciamiento con RNAI, a su derecha se muestra la falta de expresion del gen MPK6 en
una linea homéciga con insercion de T-DNA. En la parte inferior se muestra la ausencia de la proteina
MPK3 y MPK®6, en sus respectivas mutantes. b) Registro fotografico de las mutantes mpk3 y mpk6 en
presencia o ausencia de 10 uM FB1 durante 15 dias. Imagenes representativas de 3 experimentos
independientes.

Para caracterizar molecularmente la tolerancia a la FB1 de la mutante mpk6, asi como la
observada, en menor grado, en la mpk3 en términos de la MCP, se analizé el nivel de
fragmentacion de DNA inducido por la micotoxina (Fig. 17). Se detect6 un bajo nivel de
fragmentacion de DNA en la mutante mpk6 tratada con FB1 similar al de la mutante Icb2a-1,
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mientras que en la mutante mpk3 se detectdé mas fragmentacion de DNA que en la mpk6, pero

menos que en las plantulas silvestres. Estos datos fueron consistentes con la evaluaciéon de

fenotipos y fragmentacion de DNA de las mutantes tratadas con la FB1. Los resultados indican
DAPI TUNEL Sobreposicion

Control
11 12

FB1

Figura 17. Fragmentacion del DNA inducida por la FB1 en las mutantes mpk3 y mpk6. La
fragmentacion de DNA fue detectada en hojas de plantulas mpk3 y mpk6 no expuestas (imagenes 1-3,
4-6, respectivamente) o expuestas a 10 uM FB1 por 5 dias (imagenes 7-9, 10-12). Las secciones
muestran el nicleo tefiido con DAPI, la fluorescencia del DNA fragmentado en el nucleo y las
imagenes sobrepuestas, segln se indica. Figura representativa de 2 réplicas.

mpk3

mpk6

mpk3

1

mpké

gue las dos MPKs no tienen una funcién totalmente redundante en respuesta a la FB1.

Por otro lado, el analisis obtenido por TEM revel6 que tanto la mutacion en el gen MPK6, como
en el MPK3, condujeron a cambios en la morfologia de los cloroplastos, particularmente, en el
tamafo de los granulos de almidon (Fig. 18, secciones 2 y 4), y un mayor nimero de mitocondrias
con respecto a la silvestre y Icb2a-1 (secciones 3 y 6). Bajo el tratamiento de la mutante mpk3 con
la FB1, se detectaron cambios morfolégicos a nivel del cloroplasto y mitocondria. Los cloroplastos
presentaron menor cantidad de granulos de almidon por cloroplasto (secciones 7 y 8) y un
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apilamiento anormal de la membrana tilacoidal (seccién 8). En la mutante mpk3 se logr6 detectar
la presencia de vesiculas de doble membrana con restos citoplasmicos y de organelos en el
interior de la vacuola (seccion 9), cominmente denominados autofagosomas, el citoplasma
presentd una gran cantidad de vesiculas pequefias (seccion 8). En la mutante mpk6é no se
observaron cambios severos en la morfologia de las estructuras membranales y de la célula en
general (secciones 10-12). Los cloroplastos de las plantulas mpk6 tratadas con la FB1 fueron
similares a su control, excepto en la disminucién de la relacion de granulos de almidon grandes
por cloroplasto (secciones 10 y 11). En estas mismas condiciones no se detectd pérdida en la
presion de turgor de la vacuola, sugiriendo que al menos a ese tiempo, no se alteré la integridad
membranal (seccién 12).

FB1

Figura 18. Integridad de la ultraestructura de las células de las plantulas de las mutantes mpk3
y mpk6 tratadas con FB1. Andlisis de la ultraestructura de las células de plantulas mpk3 y mpk6 no
expuestas (1-3 y 4-6, respectivamente) o expuestas a 10 uM FB1 durante 3 dias (7-9 y 10-12). Las
flechas muestran algunas diferencias producidas por el tratamiento con la FB1). Ch, cloroplastos; M,
mitocondria; V, vacuola; N, nucleo y Cyt, citosol. Los asteriscos muestran un autofagosoma. Los
recuadros en las Figuras 2, 5, 8 y 11 muestran un acercamiento de la imagen correspondiente. Las
barras muestran la magnificacion de las imagenes. Experimento representativo de dos réplicas
independientes.
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8.8. La MPK®6 actlia corriente abajo de las LCBs en la muerte celular programada inducida
por la fumonisina B1y en la desencadenada por una bacteria avirulenta

Por otro lado, para evaluar si la MPK6 estaba involucrada en la misma via de sefializacién que
las LCBs durante la induccion de la MCP, se asperj6 d18:0, t18:0 o d18:0-P a cajas con medio de
Gamborg que contenia plantulas silvestres, Icb2a-1, sbh1-1, mpk3, mpk6, mkpl, mpk3 mkpl,
mpk6 mkpl. Como se muestra en la Fig. 19, el efecto de la d18:0 fue muy similar al observado
después del tratamiento con la FB1 en las plantulas silvestres (Figs. 7 y 8), sbh1-1 (Fig. 14), mpk3
(Fig. 16) y mpk6 (Fig. 16): las plantulas silvestres, sbhl-1 y mpk3 fueron susceptibles, mientras
gue la mutante mpk6 fue tolerante al tratamiento. En este caso, la mutante Icb2a-1 fue susceptible
a la adicién exdgena de d18:0, pues la mutacion genera menos LCBs enddgenas, pero la planta
es capaz de responder a la base exdgena. Los tratamientos de las plantulas silvestres, Icb2a-1,
sbhl-1 y mpk3 tratadas con la t18:0 y d18:0-P, indujeron una ligera clorosis, a diferencia de la
mutante mpk6, en la que no se observaron cambios con respecto a su control. Estos datos en
conjunto indican que la d18:0 es capaz de despertar la via de la MCP y que, aln cuando esta LCB
estuvo presente, la ausencia de la MPK6 previno la muerte celular. Para evidenciar mas la
relacion entre las LCBs y la MPK6 en la misma ruta de sefializacion que lleva a la MCP, se usé
una mutante en una fosfatasa citosdlica de doble especificidad de Arabidopsis (MKP1), la cual
interactda fisicamente con MPK3, MPK4 y MPK6 (Ulm et al., 2001, 2002) y desactiva a la MPK6
activada (Ulm et al., 2002). La mutante mkpl tiene la particularidad de expresar constitutivamente
reacciones de defensa entre las que destacan la acumulacién en los niveles endégenos de SA 'y
camalexina y la expresion de genes relacionados con patogénesis (PR; Bartels et al., 2009).
Como se observa en la Fig. 19, las mutantes mkpl presentaron un desarrollo anormal de las hojas
y pedicelos muy largos (fenotipo reportado previamente por Bartels et al., 2009). La doble mutante
mkp6 mkpl presentd un fenotipo mejorado en el crecimiento comparado con la mkpl (Col), ain
cuando el tamafio de la plantula se mantuvo ligeramente reducido. De manera similar a la mpk®,
la mutacién en MPK3 suprimié el fenotipo de mkpl (Col). A pesar de que las mutaciones en MPK3
y MPK®6 suprimieron los fenotipos de mkpl, lo hicieron de manera diferencial (todos estos efectos
fueron reportados previamente por Bartels et al., 2009).

Como se observa en la Fig. 19, la adicién exdgena de la d18:0 a la mutante mkpl no produjo
efectos deletéreos con respecto a su control, sugiriendo que la hiper-regulacion de las actividades
de la MPK3/6 enriquece las reacciones de defensa constitutivas de la mkpl. Este mismo fenotipo
de tolerancia se observé en las dobles mutantes mpk3 mkpl y en menor grado en la mpk6 mkp1,
sugiriendo que la MPK6 es la principal MPK que se requiere para el establecimiento de las
respuestas de defensa. Los tratamiento de las mutantes mkpl, mpk3 mkpl y mpk6é mkpl con la
t18:0 o d18:0-P no produjeron cambios significativos, resultados que coinciden con los observados
en las plantulas silvestres y en las mutantes simples.

Finalmente, para demostrar que la MPK6 es la MPK activada por las LCBs, se midié la
actividad de MPKs en ensayos en gel en plantulas silvestres expuestas durante 15 min a la d18:0
0 t18:0. Como se observa en la Fig. 20a, tanto la d18:0 como la t18:0 estimularon la actividad de
una MPK de 46 kDa, masa molecular aparente similar a la detectada en respuesta a la FB1 (Fig.
15). Al comparar la masa molecular de la banda fosforilada en respuesta a la LCB con la
observada en la mutante mpk3, pero ausente en la mpk6, se concluyé que la MPK6 es la que
responde a las LCBs.
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mpk6 mkp1 [

Figura 19. La d18:0 es la LCB inductora de la MCP y requiere de la sefializacion de la MPK®6.
Plantulas silvestres, Icbh2a-1, sbh1-1, mpk3, mpk6, mkpl, mpk3 mkpl, mpk6é mkpl fueron expuestas la
d18:0, t18:0, d18:0-P 6 0.04% de Silwet como control. Las fotografias fueron tomadas después de 4
horas de exposicion.
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Por otro lado, considerando los reportes que unen independientemente la MPK6 y las LCBs a
una MCP similar a la HR, (Menke et al., 2004; Ren et al., 2006; Takahashi et al., 2009), se siguid
otra estrategia para evaluar si la actividad de la MPK6 formaba parte de la misma ruta de
sefializacion que las LCBs. De tal manera, se expusieron plantulas silvestres, Icb2a-1 y mpké a
Pseudomonas syringae pv tomato avrRpm1, una cepa bacteriana avirulenta en Arabidopsis (Tao
et al., 2003) para inducir una MCP similar a la HR. Las plantulas fueron pretratadas previamente
con la FB1 durante 12 h y, posteriormente, expuestas a la bacteria. El objetivo del pretratamiento
con la micotoxina fue evaluar si el incremento en las LCBs enddgenas despertaba vias de
sefializacion involucradas con la defensa, de manera que al infectar subsecuentemente a las
plantulas con la cepa bacteriana, su crecimiento se viera inhibido. Como se muestra en la Fig.
20b, el pretratamiento con la FB1 caus6 un decremento en la proliferacion bacteriana tanto en las
plantulas silvestres como en las Icb2a-1, comparadas con sus respectivos controles (sin
tratamiento con la FB1), indicando la induccién de reacciones de defensa. Sin embargo, el mismo
tratamiento en las plantulas mpk6 no afect6 la proliferacién bacteriana. Este resultado indicé que
tanto las LCBs como la MPK®6 se requieren para producir la MCP como una estrategia preventiva
de colonizacion y que la MPK6 actla corriente abajo de las LCBs en esta via de sefializacion.

(a) Silwet FB1 d18:0 t18:0 mpk3 mpké
- —46kDa

- —44kDa

[ ——————— i LY NPT
(b)

8 - OControl BFB1
75

1
—

H

65

HH

5.5

log UFC/FW (g)

45

WT ich2a-1 mpko

Figura 20. La MPK6 actua corriente abajo de las LCBs durante la MCP inducida por la FB1 y
durante la defensa contra Pseudomonas syringae pv. tomato. a) Plantulas silvestres de tres
semanas de edad fueron expuestas a 5 uM d18:0, t18:0 6 0.04% Silwet como control, durante 15 min.
Las fracciones citosolicas obtenidas de estas plantulas fueron cargadas en un gel con MBP para
detectar actividad de MPKs. Como control de carga se muestra la actividad de una MPK de 25 kDa. b)
Las plantulas de los tres genotipos indicados fueron pretratadas durante 12 h en 10 uM FB1 vy,
posteriormente, transferidas a un medio inoculado con 10” UFC/ml de la cepa bacteriana. Después de
48 h, el crecimiento bacteriano fue medido en los tres genotipos y comparados con sus respectivos
controles, sin pretratamiento con la FB1. Las lineas en cada barra representan el error estandar que
presentaron las 3 determinaciones realizadas sobre tres réplicas independiente.
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9. DISCUSION
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9.1. La ceramida revierte los sintomas de muerte celular inducida por la Fumonisina B1 en
plantulas de Arabidopsis

La sefal de muerte es decisiva en el desarrollo o inhibicién de la muerte celular; por ejemplo, si
un tejido u organismo recibe la sefial de muerte y se le da un tratamiento apropiado antes de que
la muerte se ejecute en su totalidad, el tejido puede superar la sefial y sobrevivir. En ese caso, el
tratamiento que revierte los sintomas macroscopicos de la MCP actla antes del “punto de no
retorno”, que se define como aquel a partir del cual, la célula que esta ejecutando la ruta de MCP
muere inevitablemente (van Doorn, 2005).

De acuerdo a los datos experimentales de este trabajo y a los reportados previamente, se sabe
gue la FB1 es una micotoxina que produce MCP en Arabidopsis (Asai et al., 2000; Stone et al.,
2000; Shi et al., 2007). En condiciones extremas (10 uM FB1), la MCP se puede detectar
inicialmente como un area de clorosis de los tejidos fotosintéticos (Fig. 7a). El tratamiento de las
plantulas con la FB1 por 5 dias y su posterior transferencia a medios complementados con
ceramida evitd la muerte de las plantulas (Fig. 7b). Este efecto ya ha sido explorado en otros
sistemas y se ha propuesto que el reverdecimiento esta asociado a un incremento en la cantidad
de los cloroplastos (van Doorn, 2005). Por otro lado, en diversos tipos celulares animales se ha
reportado la funcién pro-apoptoética de la ceramida, analogamente en Arabidopsis, la mutacion de
la cinasa de ceramida produce un fenotipo similar a la HR en ausencia de estimulos, lo que ha
llevado a la propuesta de que la acumulacién de este compuesto esfingoideo acelera la muerte
celular y por lo tanto tiene una funcién favorecedora de la MCP (Liang et al., 2003). Ademas, la
mutacion de la inositolfosforilceramida sintasa (IPCS), que utiliza a la ceramida como sustrato
para formar a la inositolfosforilceramida, enriquece la manifestacion de la HR mediada por la
expresion de RPW-8, un gen de resistencia involucrado en la defensa de Arabidopsis contra el
oidio (Wang et al., 2008). Esta mutante acumula altos niveles de ceramida, reforzando la idea de
gue los esfingolipidos participan en la modulacién de la MCP asociada a la defensa. El trabajo en
esta tesis, en el que se observé que por el contrario, la ceramida adicionada después del
tratamiento con la FB1 (Fig. 7b) mejoraba el fenotipo de las plantulas, sugiere que la absorcion de
las ceramidas no fue lo suficientemente alta como para producir efectos letales en las plantulas.

9.2. El descenso en la actividad o expresidon de la serina palmitoiltransferasa atenta la
muerte celular programada inducida por la Fumonisina B1

Uno de los objetivos de este trabajo fue identificar a los intermediarios esfingoideos especificos
relacionados a la MCP inducida por la FB1. Para evaluar la participacion de las LCBs en el
proceso, se siguieron dos estrategias que usaron como blanco a la serina palmitoiltransferasa
(SPT; Fig. 5). En la primera, se evalu6 si el tratamiento de plantulas silvestres con miriocina
(inhibidor de la SPT) previo al de la FB1, disminuia la sintesis de LCBs a niveles que impidieran la
manifestacion de lesiones necroticas de las plantulas. En la segunda, se usaron mutantes en el
gen LCB2a para responder la misma interrogante. La afectacion de la actividad de la SPT a nivel
farmacoldgico (miriocina; Fig. 7c) y genético (mutantes Icb2a; Fig. 8b), resulté coincidentemente
en una tolerancia a la FB1, indicando que la SPT es fundamental en la MCP inducida por la
micotoxina. La funcién de la SPT como regulador de la MCP se reportd previamente en la mutante
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fbrll-1 de Arabidopsis afectada en el gen LCB1 (la otra subunidad del complejo de la SPT), la
cual es resistente a la FB1 (Shi et al., 2007) y en Nicotiana benthamiana infectada con el patégeno
Pseudomonas cichorii, la cual induce la sobreexpresion del gen LCB2 para favorecer la MCP
(Takahashi et al., 2009).

9.3. La isoforma LCB2a del complejo de la serina palmitoiltransferasa es imprescindible
para inducirse la muerte celular programada de Arabidopsis en respuesta a la fumonisina
Bl

La SPT de levaduras y células animales estd conformada por dos subunidades diferentes:
LCB1 y LCB2. La funcion propuesta para la LCB1 es estabilizar al heterodimero de la SPT,
mientras que la de la LCB2 es efectuar la reaccién de condensacion entre la L-serina y el
palmitoil-CoA (Hanada, 2003). El genoma de Arabidopsis, ademas de contener una copia para el
gen LCB1, contiene dos copias para el gen LCB2 con una identidad del 89%: LCB2a (AT5g23680)
y LCB2b (AT3g48780) (Dietrich et al., 2008), de manera que la mutante Icb2a-1 evaluada en este
trabajo, mantuvo activo al complejo de la SPT formado por las subunidades LCB1/LCB2b.

En este estudio se demostré que el gen LCB2a es indispensable para que la FB1 induzca la
MCP en Arabidopsis (Figs. 8b, 9 y 10), pues mientras que las plantulas silvestres tratadas con la
FB1 sufrieron una gran variedad de alteraciones celulares y moleculares asociadas a la MCP
(fragmentacion de DNA, interrupcion del sistema membranal que conlleva a la pérdida de presién
de turgor y alteraciones en los cloroplastos; Figs. 9, 10 y 11), las plantulas mutantes Icbh2a-1
mostraron una atenuacion de todos estos sintomas de MCP en presencia de la micotoxina (Figs. 9
y 10). La causa molecular de esta diferencia se contestd gracias al analisis de LCBs por HPLC
acoplado a ESI/MS-MS (Markham y Jaworski, 2007), demostrandose que la mutante Icbh2a-1
tratada con la FB1 acumulé niveles menores de todas las LCBs analizadas, en comparacion con
los de las plantulas silvestres (Figs. 12 y 13), sugiriendo que el complejo LCB1/LCB2a es el
principal generador de novo de las LCBs y que, al menos en presencia de la FB1, los complejos
de la SPT conteniendo a las subunidades LCB2a y LCB2b no tienen una actividad estrictamente
redundante, por lo tanto, hay una regulacion diferencial que permite a sélo uno de los dos posibles
heterodimeros participar de forma activa en la MCP. La diferencia funcional entre los dos genes
LCB2 se puede deber a que LCB2a se expresa en niveles mayores al isogen LCB2b (Dietrich et
al., 2008), o bien, a que ambos productos tengan una afinidad diferente por sus sustratos, pues,
recientemente, se reportd en células de vertebrados una subunidad alterna de la LCB2 (SPTCL3),
la cual usa cadenas de acilo activadas de menor longitud que las que emplea LCB2 para sintetizar
moléculas de esfinganina de 16 atomos de carbono (Hornemann et al., 2009).

9.4. La esfinganina como molécula inductora de la muerte celular programada de
Arabidopsis en respuesta a la fumonisina B1

En este trabajo se postula a la d18:0 como la principal LCB responsable de inducir MCP con
base en tres lineas de evidencias experimentales:

1. La FB1 modificé la cantidad y composicion de las LCBs, principlamente la de la esfinganina
libre (d18:0) y la fosforilada (Fig. 12, Tablas Ill, IV y V). El incremento de la d18:0 se correlaciond
con el fenotipo de MCP presente en las plantulas silvestres y ausente en las mutantes Icb2a-1
(Figs. 8, 9 y 10). El conjunto de estos resultados coincide con el modelo de Chen et al. (2008), que
postula la existencia de dos ceramidas sintasas en Arabidopsis con afinidades diferentes para su
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LCB vy longitud del acido graso. La FB1 estaria inhibiendo preferencialmente a la CS que usa
como sustrato a la d18:0.

2. La adicién exégena de varias LCBs (d18:0, t18:0, d18:0-P) a plantulas silvestres demostré
que la d18:0 fue la Gnica en inducir muerte celular (Fig. 19).

3. La doble mutante de Arabidopsis sbhl sbh2, la cual carece de las dos hidroxilasas de LCBs y
de LCBs trihidroxiladas y presenta niveles elevados de la d18:0, desarrolla lesiones espontaneas
similares a la HR (Chen et al., 2008), mostrando que el incremento de la d18:0 es la responsable
de producir la MCP. Esta interpretacion esta fundamentada en el presente trabajo, gracias a la
ayuda de la mutante sencilla sbhl-1, la cual contiene niveles disminuidos de la t18:0 y un
enriquecimiento en las LCBs totales. La exposicion a la FB1 de la mutante sbh1l-1 no mostré
cambios en la susceptibilidad con respecto a las plantulas silvestres (Fig. 14), indicando que las
LCBs trihidroxiladas no son intermediarios en la MCP inducida por la FB1. Esta conclusién se
bas6 ademas con el nivel clorético de las plantulas silvestres tratadas con la d18:0 que fue mayor
al de la t18:0 (Fig. 19).

9.5. Posible funcién de las LCBs-P en la muerte celular programada inducida por la
fumonisina B1

En este trabajo no se desecha el concepto de una funcién adicional de la d18:0-P y t18:0-P en
la MCP inducida por la FB1, ya que las plantulas silvestres expuestas a la micotoxina contuvieron
niveles muy elevados de estas LCBs (aproximadamente 8000 y 1000 veces, respectivamente;
Fig.12, Tabla Ill). Si bien, la adiciéon de la d18:0-P produjo un escaso efecto en la viabilidad de las
plantulas, éste fue mayor en comparacion con el de la t18:0 (Fig. 19).

Es del conocimiento que en plantas, la mayoria de las evidencias sobre las LCBs como
segundos mensajeros estan reportadas para las LCBs fosforiladas. El cierre de los estomas
promovido por el estrés hidrico, esta mediado por la actividad de canales iénicos en la membrana
plasmatica de las células guarda (Schroeder et al., 2001) y por la movilizacién de Ca** y elevacion
en los niveles de la d18:1-P en Commelia communis (Ng et al., 2001). En Arabidopsis también se
ha reportado que la d18:1-P inhibe la apertura y promueve el cierre de los estomas al afectar las
actividades de los canales i6nicos en la membrana plasmatica (Coursol et al., 2003). Sin embargo,
Michaelson et al. (2009) reportaron la ausencia de los transcritos de la A4-desaturasa y la escasez
de esfingolipidos A4-insaturados y/o sus metabolitos en hojas de Arabidopsis, indicando que las
especies derivadas de la d18:1 no tienen un efecto directo en el estrés por sequia, el control de la
velocidad de transpiracién y el cierre de los estomas. De este resultado emerge la importancia de
la participacion de la t18:0-P en los mecanismos de transduccion en el contexto de los cambios en
el turgor, pues se ha demostrado que la t18:0 es un sustrato de la SphK (que se ha propuesto
renombrar como LCBK, Michaelson et al., 2009), la cual es una cinasa que ha sido implicada en la
sefializacion mediada por el ABA (Coursol et al., 2003; 2005; Worrall et al., 2008). Acorde con
estos datos, se puede sugerir que la t18:0-P es la especie inductora del incremento del Ca** (y no
d18:1-P) en la sefializaciéon mediada por el ABA y que en el caso de las células de tabaco, la
forma fosforilada de la d18:0 sea la responsable del incremento de la [Ca*].c, pues en células
animales se ha reportado que una SphK (SphK2) con localizacién nuclear, esta involucrada en la
generaciéon de LCBs-P durante la apoptosis (Maceyka et al., 2005). En Arabidopsis, la pérdida de
funcién de la liasa de LCBs-P no modifica el perfil de los niveles de esfingolipidos y el crecimiento

y desarrollo de las plantas, pero si magnifica la susceptibilidad a la FB1 (Tsegaye et al., 2007),
50



sugiriendo que al inhibir una de las rutas de catabolismo de las LCBs-P, en condiciones en donde
se estan acumulando (tratamiento con FB1), las LCB-P alcanzan niveles que resultan letales.

9.6. La MPK®6 regula la muerte celular programada inducida por las LCBs
En este trabajo se demostré que la MPK6 tiene una funcién moduladora en la MCP inducida

por las LCBs basandose en tres lineas de evidencias experimentales:

1. La mutante mpké6 fue tolerante a la MCP inducida por las LCBs, indicando que se encuentra
corriente abajo de las bases esfingoideas.

2. La adicién exégena de la d18:0 fue incapaz de inducir MCP en las plantulas mpk6.

3. La MPK6 mostré una activacion en su capacidad fosforiladora de la MBP por el incremento
endoégeno de las LCBs, producido por la FB1, o por la adicién exdgena de éstas.

En este trabajo no se identifico al activador directo de la cascada de MAPKs que involucra a la
MPKG6. Algunos activadores posibles incluyen a las cinasas de proteina con dominios homologos a
la pleckstrina, las cuales pueden reconocer a la FB1 o LCBs (Wang et al., 1991; Popescu et al.,
2009); o a las proteinas G, ya que la proteina G heterotrimérica y la GTPasa pequefia de arroz
activan al ortélogo de la MPK6 de Arabidopsis, en respuesta a un esfingolipido complejo aislado
del hongo Magnoporthe griesea (Lieberherr et al., 2005). Este Ultimo candidato participa ademas,
en la sefalizacion del ABA, que regula la apertura de los estomas en las células guarda de
Arabidopsis, ya que la d18:1P esta corriente arriba de la proteina Ga (Coursol et al., 2003; Pandey
y Assmann, 2004).

Recientemente, se reportdé que la MPK6 se encuentra abundantemente en el citosol, asociada
a la red trans-Golgi (TGN) y a la membrana plasmatica, pero esta ausente en el RE del meristemo
de las raices de Arabidopis (Mdiller et al., 2010). Bajo la consideracion de que la MPK®6 se localiza
de manera similar en las células del mesdfilo, sugerimos que la MPK6 se asocia a las superficies
de las estructuras endomembranales con altos contenidos de la d18:0 para ser activada por los
elementos corriente arriba del complejo de la cascada de MAPK, los cuales podrian estar unidos
por andamios moleculares.

Un resultado importante de este trabajo es que la MPK6, y no la MPKS3, participa
selectivamente en la MCP inducida por las LCBs, hallazgo contrario a varios casos fisiolégicos en
los que ambas cinasas presentan un nivel alto de redundancia funcional (Colcombet y Hirt, 2008),
pero que coincide también, con otros tantos en los que se ha denotado esa distinciéon. Por
ejemplo, la MPK3 regula el cierre de los estomas en respuesta a patégenos o H,O, (Gudesblat et
al., 2007) y requiere de una regulacion transcripcional (Colcombet y Hirt, 2008), a diferencia de la
MPK6 que no participa en las reacciones mencionadas en los estomas y no se regula a nivel
transcripcional. La MPK6 participa ademas, en la gametogénesis y desarrollo de 6rganos
reproductivos (Bush y Krysan, 2007).

9.7. La esfinganina y la MPK6 controlan la muerte celular programada de Arabidopsis
inducida por la fumonisina B1
Para confirmar la tolerancia a la toxina de las mutantes Icb2a-1, mpk6 y en menor grado de la
mpk3, se analizaron los niveles de fragmentacion del DNA a través de las reacciones de TUNEL.
Mientras que alrededor del 90% de los nucleos de las plantulas silvestres tratadas con la FB1
contenian en su interior DNA degradado, en las mutantes disminuyé esta proporcién
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considerablemente: Icb2a-1 (~25%), mpk6 (~31%) y mpk3 (~70%) (Figs. 9 y 17), encontrandose
una estrecha correlacion entre la integridad del DNA y el fenotipo de muerte celular.

El analisis por TEM revel6 que las mutantes empleadas en este estudio exhibieron cambios en
la morfologia de los cloroplastos (Icb2a-1, plastidios redondos; mpk3 y mpk6, granulos de almidén
grandes) y en el nimero de mitocondrias (s6lo para las mutantes mpk3 y mpk6; Figs. 10 y 18).
Las mutantes Icb2a-1 y mpké6 tratadas con la FB1 mostraron pocas alteraciones subcelulares, a
diferencia de la mpk3, que exhibié caracteristicas similares a las silvestres: granas
desorganizadas, vacuolas con pérdida de turgor, vesiculas membranales conteniendo materiales
citoplasmaticos y numerosas vesiculas inmersas en el citosol (Figs 10, 11 y 18). La morfologia de
los cloroplastos de las plantulas silvestres y mpk3 tratadas con la FB1 se asemejo al de las hojas
de tabaco infiltradas con el patdgeno Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm; Krzymowska et
al., 2007). La alteracién en la morfologia de los cloroplastos esta asociada a la degradacién de la
clorofila, una disminucién en la expresion de genes relacionados con la fotosintesis (Ishiga et al.,
2009) y la manifestacion de la clorosis en las hojas (van Doorn, 2005).

Las caracteristicas observadas a nivel subcelular (Figs 10, 11 y 18) fueron consistentes con las
de la autofagia, como lo reporté Kuroyanagi et al. (2005). La ruptura del tonoplasto de células de
Arabidopsis promovido por la FB1 requiere de las enzimas de procesamiento vacuolar (VPE),
cuyas actividades son similares a la de la caspasa-1 de animales. Es posible que uno de los
efectos de la MPK®6 esté relacionada a la actividad de la VPE, ya que las mutaciones en los cuatro
genes VPE preservan la integridad membranal de las células tratadas con la FB1 (Kuroyanagi et
al., 2005).

Los eventos que acompafian a la MCP como consecuencia de la acumulacion de las LCBs han
sido pobremente explorados. Este trabajo demostrd que la acumulacion de las LCBs inducida por
la FB1, no fue suficiente para la desintegracion del sistema membranal de las células (Fig. 18) y
para la degradacion del DNA (Fig. 17), ya que la elevacion enddgena de las LCBs inducida por la
FB1 (Fig. 16b) o la adicion exdgena de la d18:0, no produjo cambios severos en el fenotipo de las
mutantes mpk6 y/o mkpl (Fig. 19). El estrés oxidativo puede ser un buen candidato que explique
las perturbaciones a nivel membranal (Levine et al., 1994) observado en las células tratadas con
la micotoxina, pues se ha reportado que la MCP inducida por la FB1 esta corriente abajo de la
generacién del H,O, (Shi et al., 2007). Acorde a la asociacion MPK6, ROS y MCP, es pertinente
citar el trabajo de Liu Y. et al. (2007), quienes reportaron que la sobre-expresién de una version de
la MPKK constitutivamente activa (NtMEKP®), conduce a una activacién prolongada de SIPK,
WIPK y Ntf4, inhibe la fijacion de carbono en el cloroplasto y produce un exceso de energia de
excitacion en plantas de tabaco. Las mutaciones en MPK3 y MPKG6 inciden en el metabolismo del
almidén, pues las mutantes presentaron cloroplastos con grandes granulos de almidén. Dado que
SIPK y WIPK son ortélogos de la MPK6 y MPK3 de Arabidopsis, respectivamente, es ldgico
pensar que la pérdida de funcion de cualquiera de estas dos MPKs de Arabidopsis favorece la
fijacion del CO,, incrementando la sintesis de carbohidratos almacenados en forma de almidén. La
velocidad de fijacion del CO, influye en la expresion de genes codificados en el nlcleo que estan
relacionados con la fotosintesis, sugiriendo que la actividad metabdlica del cloroplasto es una
fuente de sefiales que estan involucradas en la informacién que va del cloroplasto al nucleo
(Fernandez y Strand, 2008). De acuerdo a los resultados observados en las mutantes mpk3 y
mpk6 (Fig. 18), no se puede descartar que en ellas exista una reprogramacion de la expresion de
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genes codificados en el ndcleo a partir de un exceso en la capacidad de utilizacion de la energia
proveniente de los fotones.

La MCP inducida por la FB1, revelada por los andlisis de TUNEL y TEM en células del mesofilo
de las plantulas, fue sistémica, pues el Unico tejido que tuvo contacto con la toxina fue la raiz. El
resultado sugiere que la FB1 es transportada a otros tejidos a través del tejido vascular, o bien,
gue existe una sefal sistémica de muerte que parte de la zona infectada al resto de la planta
(Stone et al., 2000).

9.8. Lad18:0y la MPK6 estan asociadas a las reacciones de defensa contra patégenos

En el modelo HR-MCP, la d18:0 parece ser un factor de resistencia durante el ataque de
patégenos. Esta sugerencia parte del trabajo de Peer et al. (2010), basado en el incremento en los
niveles endégenos de la t18:0 tras la inoculacion de plantas de Arabidopsis con una cepa
avirulenta de Pseudomonas syringae. Bajo la suposicién que sefialaba a la t18:0 como un factor
positivo en las reacciones de defensa, inocularon plantas sbhl-1 con una cepa virulenta de
Pseudomonas; sin embargo, los autores no observaron cambios en el crecimiento bacteriano,
sugiriendo que el ligero incremento de la d18:0 en ese fondo genético, fue suficiente para actuar
positivamente en la resistencia a la infeccién bacteriana. En ese sentido, nuestros datos confirman
esta hipotesis, pues la acumulacion predominante de la d18:0, inducida por la exposicién de las
plantulas a la FB1, inhibié el crecimiento bacteriano de una cepa avirulenta de Pseudomonas (Fig.
20b).

La asociacion entre la MPK6 y la expresién de las reacciones de defensa contra patégenos ha
sido objeto de numerosos estudios (Meskiene y Hirt, 2000; Petersen et al., 2000; Ren et al., 2002;
Liu et al., 2003; Qiu et al., 2008). En este trabajo, se demostrd que las LCBs y la MPKG6 estan en la
misma via de sefializacion en las reacciones de defensa que llevan a la inmunidad. Al faltar
MPK®6, en presencia de LCBs acumuladas por el tratamiento previo con la FB1, se incremento el
crecimiento bacteriano tras la infeccion con Pseudomonas syringae pv. tomato avrRpml (Fig.
20b), indicando que las LCBs y la MPK6 son parte de las estrategias de inmunidad que
implementan las plantas. Asai et al. (2000) reportaron que la MCP inducida por la FB1 en
Arabidopsis requiere de las vias de sefializacion mediadas por el SA, JAy ET. En este trabajo se
infirié que la MPK6 se encuentra corriente arriba a la generacion del SA, ya que la mutante mkp1,
con altos niveles endégenos de SA (Bartels et al., 2009) no mostré fenotipos letales tras la
exposicion con la d18:0, sensibilidad que se vio comprometida en la doble mutante mpk6 mkp1.

La relacién entre MPKs y HR-MCP vy la de esfingolipidos y HR-MCP ha sido objeto de estudio
en un sinnamero de investigaciones. Este trabajo describe por vez primera que las cascadas de
MAPKSs y los esfingolipidos forman parte de la misma via de sefializaciéon que ejecuta la MCP y
del eslabon de sefalizacion que media reacciones de defensa que invocan la inmunidad. El
trabajo logra ademas, identificar especificamente a los componentes involucrados: la MPK®,
dentro de las cascadas de MAPKs; la d18:0, como principal LCB evocadora de la MCP e
inmunidad y al complejo SPT formado por las subunidades LCB1/LCB2a, como el principal
heterodimero responsable de sintetizar a la d18:0.
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10. CONCLUSION
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La MPK6 y la dihidroesfingosina, sintetizada por el complejo LCB1/LCB2a, son transductores

en la misma cadena de sefializacion durante las reacciones de defensa que incluyen la
manifestacion de la MCP derivada de la desintegracion de las membranas celulares.

CONCLUSIONES PARTICULARES

e La cinética de acumulacién de las LCBs endégenas en plantulas silvestres y Icb2a-1
expuestas a la FB1, los experimentos de suplementacion con LCBs exdgenas y la
susceptibilidad de la sbhl1-1 a la FB1, indican que la d18:0 es la principal LCB responsable de
inducir la MCP.

o Laincapacidad de la mutante Icb2a-1 en establecer una MCP en respuesta a la FB1, revela
gue el principal complejo de la SPT generador de la d18:0 es el formado por LCB1/LCB2a.

e El incremento de la actividad de la MPK6 por las LCBs enddgenas y exégenas, asi como la
tolerancia de la mutante mpk6 a la FB1 y d18:0, indican que la actividad de la MPK6 esta
corriente abajo de la acumulacién de esta base esfingoidea.

e La desintegracion de las membranas celulares inducida por las LCBs requiere de la actividad
de la MPK®6. El efector corriente abajo de la MPK6 responsable de inducir estas alteraciones
se desconoce.

e El incremento de la tolerancia, dado por el aumento en los niveles enddgenos de las LCBs, y
la susceptibilidad de la mutante mpk6 al crecimiento bacteriano, revelan que la MPK6 actla
corriente abajo de las LCBs en las reacciones que conllevan a la inmunidad. En esa cadena
de sefalizacion, la MPK6 actla corriente arriba del SA y genes relacionados a patogénesis
(PR), ya que la resistencia de la mutante mkpl, que expresa constitutivamente estas
reacciones de defensa, se ve comprometida en la doble mutante mpk6é mkp1.
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11. MODELO
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El analisis de los resultados obtenidos en este trabajo, apoyado de algunos reportados en la
literatura, sustentan al modelo ilustrado en la Fig. 21. En este, se sugiere basicamente que la
acumulacion de la d18:0, favorecida por la actividad de la SPT formada por las subunidades
LCB1/LCB2a y por la inhibicion preferencial de la FB1 sobre la CSI, desencadena dos vias de
sefializacion (Figs. 8, 9, 10, 11, 12, 13; Tabla V). Una de ellas (ilustrada con estrellas rojas) esta
relacionada con la manifestacién de la muerte y la otra (ilustrada con estrellas verdes) con la
expresion de reacciones de defensa. Si bien, pareciera paraddgjico, ambas rutas bifurcan en un
punto en comun: la sobrevivencia de las plantas.

Para explicar la funcion de la d18:0 como operador en la MCP, se cita el trabajo de Lachaud et
al., (2010), quienes demostraron que la d18:0 eleva las concentraciones del Ca** en el citosol y
ndcleo para la expresion de una MCP similar a la apoptosis en células de tabaco. Nuestro modelo
propone esta misma funcién en plantulas de Arabidopsis. EI modelo contempla ademas, que la
cascada de MAPKs que incluye a la MPK6 (Figs. 15, 16, 17, 18), actia corriente arriba de la
generacién de ROS durante la MCP (Shi et al., 2007). En tabaco, la activacion prolongada de
SIPK y WIPK produce ROS en el cloroplasto (Liu Y. et al., 2007) e incide negativamente sobre la
integridad de la mitocondria (Takabatake et al., 2007), este Ultimo efecto esta relacionado con la
alta generacion de las especies oxidativas. EI modelo considera la generacion de ROS en ambos
compartimentos subcelulares. Por otro lado, el modelo propone que la cascada de MAPKs, que
incluye a la MPK®, regula positivamente la actividad de las proteinas VPE, para asi promover la
manifestacion de la MCP, pues Kuroyanagi et al. (2005) demostraron que las mutaciones en los
cuatro genes VPE de Arabidopsis preservan la integridad membranal de las células tratadas con
la FB1.

Respecto a la via de sefializacion relacionada con las respuestas de inmunidad, el modelo
propone que la activacion de la cascada de la MPK®6 inducida por la d18:0 (Fig. 20), genera altos
niveles del SA. Esta fitohormona estaria activando a su vez, la expresion de genes relacionados a
la patogénesis (PR1, PR5) para impedir en conjunto, la colonizacion de la planta ante la presencia
de un patégeno. El modelo infiere que la MPK6 se encuentra corriente arriba a la generacion del
SA, ya que la mutante mkp1, con altos niveles endégenos de SA (Bartels et al., 2009) no mostré
fenotipos letales tras la exposicion a la d18:0 (Fig. 19).
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Figura 21. Modelo que considera a las LCBs y a la MPK6 como componentes de la via de transduccion de
sefiales que lleva a la MCP e inmunidad en plantas de Arabidopsis. Los nombres de las enzimas de la sintesis
de esfingolipidos estén en itélicas. PAL, fenil alanina amonio liasa; PR Proteinas relacionadas a patogénesis; RE,
reticulo endoplasmico; ROS, especies reactivas de oxigeno; SA, &cido salicilico; SPT, serina palmitoiltransferasa;
VPE, enzima de procesamiento vacuolar. Los nimeros en rojo indican el eslabon de sefiales que evocan la
MCP, mientras que en verde, las relaciondas a las reacciones de inmunidad
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12. PERSPECTIVAS
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En este trabajo se identificaron algunos componentes involucrados en la via de sefalizacion
gue conduce a la MCP y a la inmunidad en plantulas de Arabidopsis. Si bien, el trabajo representa
un progreso importante en el conocimiento de la MCP en plantas, sus mecanismos y su aplicacién
fisiolégica, se avanza ahora en el planteamiento de un arsenal de preguntas cuyas soluciones
ayudarian a ampliar la vision sobre el mecanismo de la asociacion LCBs-MPK6-MCP. Uno de los
aspectos que podrian ser resueltos en un futuro, es la temporalidad y la dimensién espacial de
ciertos eventos en el tejido vegetal que hacen que por un lado se desencadene la muerte
especifica de ciertas células, y que por el otro se sintetice y transporte una sefial a tejidos
sistémicos que alerten y preparen a las células para una posible infeccién en la planta.

El analisis de los niveles de transcritos por reacciones en cadena de polimerasa tiempo real
(RT-PCR) de los genes SPT de plantulas tratadas o no con FB1, seria una estrategia importante
para responder si existe una regulacion positiva entre la FB1 y la expresion de estos genes, pues
resultados preliminares obtenidos por PCR sugieren su existencia.

La dilucidacién de la funcion de la autofagia seria otro punto importante de evaluacién en esta
relacion LCBs-MPK6-MCP; pues en la literatura existen evidencias que demuestran la necesidad
de la actividad de las VPE para la desintegracion del tonoplasto en células de Arabidopsis
(Kuroyanagi et al., 2005) y contrariamente, en otros sistemas vegetales, se ha propuesto a la
autofagia como un muro de contencién a las sefiales de muerte para evitar que los tejidos
sistémicos mueran (Liu Y. et al., 2005). Si bien, es probable que ambos eventos ocurran en las
células vegetales, la interrogante seria: ¢,qué existe corriente arriba que hace que las sefiales pro-
muerte y pro-vida se bifurquen en una circunstancia dada? Una alternativa para dilucidar la
funcién de la autofagia en la MCP, seria evaluar la transcripcién de los cuatro genes VPE y de la
BECLINA en las plantulas silvestres y mutantes mpk6, para relacionarlos con la ultraestructura de
las células en el sitio de infiltracion con FB1 y en el tejido sistémico.

El modelo de este trabajo postula al SA como el responsable de ejecutar la inmunidad de las
plantas; sin embargo, se desconoce si la sintesis de esta fitohormona se encuentra corriente
arriba de la MPK6. Una estrategia experimental para responder esta interrogante es la realizacién
de RT-PCRs en plantulas de Arabidopsis silvestres y mpk6 tratadas o no con la FB1 para evaluar
la expresion de los genes PAL y de la isocorismato sintasa (ICS), cuyos productos estan
relacionados a la sintesis del SA.
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GERMINACION DE SEMILLAS DE Arabidopsis

Desinfeccién de semillas

Reactivos para la desinfeccion:

NaClO al 20%

Tween-20

H,O estéril

Reactivos para el medio de Gamborg:

Agar al 1%

Sacarosa al 1%

Medio de Gamborg B-5 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) 3.2 ¢/l

Procedimiento:

a) Colocar las semillas en un tubo eppendorf estéril y agregar 1 ml de NaClO y 1 ul de Tween-20
(Cf 0.1%). Agitar vigorosamente durante 20 min en un agitador eléctrico.

b) Centrifugar en una minifuga durante 10 seg y eliminar la solucion.

c) Agregar 1 ml de NaClO y agitar durante 10 min como en el paso a.

d) Repetir el paso b.

e) Enjuagar al menos 5 veces con 1 ml de agua estérii en cada ocasion hasta eliminar
completamente al NaCIO y al Tween. Al término de cada lavado, se centrifuga y se elimina el
sobrenadante. Después del ultimo lavado, agregar 1 ml de agar al 0.1% estéril.

f) Sembrar las semillas en cajas de petri estériles que contienen medio de Gamborg solido estéril,
depositando individualmente en la superficie del agar a las semillas con la ayuda de una
micropipeta de 1 ml.

g) Estratificar a las semillas, almacenando las cajas de petri a 4°C en oscuridad durante 2 dias.

PREPARACION DE SOLUCIONES CON COMPUESTOS ESFINGOIDEOS O DE INHIBIDORES
Fumonisina:

La solucion concentrada de FB1 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) se prepard a una concentracion 1
mM en agua estéril. El medio sélido de Gamborg se suplement6 con 10, 100 nM, 1, 3,5 6 10 uM
FB1.

Ceramida:

Las soluciones concentradas de ceramida CeC18:1 (Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster, AL),
CeC20:0 (Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster, AL) y CeC24.0 (Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster,
AL) se prepararon a 5.9, 5.6 y 4.3 mM, respectivamente, en etanol absoluto. El medio sélido de
Gamborg se suplement6 con 10 uM de cada ceramida.

Miriocina:

La soluciébn concentrada de miriocina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) se prepar6 a una
concentracion 2.89 mM en metanol absoluto. El medio sélido de Gamborg se suplementé con 50,
100 nM, 1, 6 10 uM miriocina.
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Esfinganina:

La solucién concentrada de esfinganina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) se prepar6 a una
concentracion 6.69 mM en etanol absoluto. Se realiz6 una serie de diluciones en etanol hasta
obtener una solucién final 5 uM, la cual fue asperjada en las plantulas crecidas en medio de
Gamborg.

Fitoesfingosina:

La solucién concentrada de fitoesfingosina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) se prepar6 a una
concentracion 2.12 mM en etanol absoluto. Se realiz6 una serie de diluciones en etanol hasta
obtener una solucién final 5 uM, la cual fue asperjada en las plantulas crecidas en medio de
Gamborg.

Esfinganina fosforilada:

La solucion concentrada de esfinganina fosforilada (Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster, AL) se
preparé a una concentracion 3.24 mM en etanol absoluto. Se realiz6 una serie de diluciones en
etanol hasta obtener una solucién final 5 puM, la cual fue asperjada en las plantulas crecidas en
medio de Gamborg.

CUANTIFICACION DE PROTEINA

Curva estandar y determinacion de la concentracion de proteinas citosoélicas

Se realiz6 de acuerdo la Método de Bradford (Bradford, 1976) con el Protein assay, Kit Bio-Rad

Reactivos:

3 mg/ml de albumina sérica bovina (BSA) disuelta en H,0.

Reactivo concentrado de Bradford [Protein assay, Kit Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA)].

Amortiguador de extraccion de proteinas.

Curva de calibracién de albamina sérica bovina

a) Preparacion de muestras en una serie de concentraciones (Tabla ).

b) Después de afadir el reactivo de Bradford, esperar un maximo de 5 min para realizar la lectura
espectrofotométrica.

c) Leer la absorbencia de las muestras a 595 nm en un espectrofotémetro.

d) Calcular la absorbancia real de las lecturas de las muestras considerando el valor del blanco.

e) Graficar los valores de absorbencia corregidos contra los ug de BSA correspondientes.

Tabla I. Curva de calibracion de proteina empleando BSA como estandar.

Muestra No. pl de agua pl de BSA (3 mg/ml) pl de reactivo ug de proteina
- 1000 - - -
Blanco 800 - 200 -
1 799 1 200 3
2 798 2 200 6
3 797 3 200 9
4 796 4 200 12
5 795 5 200 15
6 794 6 200 18

Cuantificacion de proteina de las fracciones citosoélicas
a) Preparacion de las muestras (por triplicado):
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pl de amortiguador )
pl de agua ., pl de FC pl de reactivo
de extraccion
Muestras 798 - 2 200
Blanco 798 2 - 200

b) Leer la absorbencia de las muestras a una longitud de onda de 595 nm.

c) Calcular la absorbancia real de cada lectura.

d) Promediar los valores ajustados del triplicado de cada muestra.
e) Interpolar en la curva de calibracién de BSA los valores de absorbencia corregidos de las

muestras, para determinar la cantidad de proteina por unidad de volumen.

f) Considerar el factor de dilucién para obtener la cantidad de proteina por unidad de volumen.

SEPARACION ELECTROFORETICA DE LAS PROTEINAS POR SDS-PAGE
Se llevo a cabo en geles de poliacrialmida-SDS segun Schagger y von Jagow (1987)

Tabla Il. Preparacion del gel SDS-PAGE (1.0 mm de grosor)

) ) Gel separador Gel concentrador
Soluciones y/o reactivos
(ki) (ki)

Acrilamida-bis acrilamida (10.0-0.3%) 1631.9 264.25
Amortiguador del gel (3 M Tris-0.3% SDS), pH 8.9 1631.9 495.5
Glicerol 660.16 -
Agua 990.98 1221.15
Persulfato de amonio (10%) 16.5 16.5
TEMED 1.65 1.65

Soluciones:

Amortiguador del catodo:

0.1 M Tris

0.1 M Tricina

0.1% SDS.

Amortiguador del anodo:

0.2 M Tris-HCI, pH 8.9.

Amortiguador de carga:

20% glicerol

10% B-mercaptoetanol

4.6% SDS

0.125 M Tris

0.2% azul de bromofenol

NOTA: Una vez preparada la solucidn el pH se ajusta a 6.8.
Estandar de proteinas:

BenchMark™ (Invitrogen, Carlsband CA) o SeeBlue®(Invitrogen, Carlsband CA)

Procedimiento:

a) Armado de la camara de electroforesis: Ensamblar las placas de vidrio, separadas por

espaciadores del grosor requerido.

b) Colocar sobre el soporte de la camara y verificar que no existan fugas.
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c) Preparar el gel separador (Tabla Il) y vertirlo entre las placas de vidrio. Al finalizar, afiadir SDS
al 3% para evitar la formacion del menisco caracteristico de las sustancias liquidas. Dejar
polimerizar durante 30 min.

d) Preparar el gel concentrador (Tabla Il) y adicionarlo entre las placas. Inmediatamente, colocar
un peine para la formacion de carriles del espesor correspondiente al de los espaciadores y
dejar polimerizar durante 30 min.

e) Ensamblar la camara de electroforesis y adicionar en su interior el amortiguador del catodo
para verificar que no haya fugas.

f) Preparar las muestras con el amortiguador de carga previamente descrito, en una relaciéon 1:1
proteina:amortiguador. Calentar las muestras a 95°C durante 3-5 min y posteriormente cargar
en los pozos respectivos.

g) Aplicar corriente al gel de 25 mA durante 90-120 min a temperatura ambiente.

TINCION DE LOS GELES CON AZUL DE COOMASSIE

Tabla Ill. Procedimiento para tefiir los geles de SDS

Fijacion Tincién
Duracion 15-20 min 15 min
Metanol al 39.4%(v/v)

.., | Metanol al 50%
Composicién CH3COOH al 21% (v/v)

CH3;COOH al 10% . |
Azul de Coomassie Brillant Blue G-250 0.16% (p/v)

Eliminacion del exceso del azul de Coomassie

a) Destefiir el gel con la misma solucion fijadora durante 30 min e incubar con 1% glicerol durante
toda la noche a temperatura ambiente.

Secado de geles por tratamiento térmico y vacio:

a) Colocar el gel tefiido sobre una hoja de papel absorbente 3M previamente humedecido; colocar
una hoja de papel celofan sobre el gel eliminando burbujas.

b) Secar a 80°C durante 2 h con vacio en un secador de geles (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
modelo 583).

TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A MEMBRANAS DE PVDF EN CAMARA SEMIHUMEDA

Soluciones:

Amortiguador de transferencia:

39/l Tris base

14.4 g/l Glicina

1 g/l SDS

200 ml Metanol

Procedimiento:

1. Una vez terminada la electroforesis de las proteinas, los geles se colocan en el amortiguador
de transferencia durante 15 min.

2. Cortar 6 papeles Whatman (que excedan 1 cm el tamafio del gel).

3. Cortar la membrana del tamafio del gel (lo mas exacto posible).

4. Humedecer la camara con agua destilada por los dos lados.
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5. Humedecer la membrana en metanol grado reactivo, enjuagar con agua destilada y dejar en el
amortiguador de transferencia junto al gel.

6. Ensamblar el sandwich de transferencia. Para ello, humedecer tres papeles Whatman con el
amortiguador de transferencia, examinando en cada ensamblaje que no queden burbujas de
aire, colocar la membrana y finalmente el gel de proteinas a transferir (el gel debe ser colocado
boca arriba). Finalmente, colocar tres papeles Whatman humedecidos previamente con el
amortiguador de transferencia, examinando nuevamente que no haya presencia de burbujas de
aire.

NOTA: una forma de disminuir la formacién de burbujas es apoyar el papel filtro sobre un
extremo e ir acostandolo poco a poco.

7. Sellar la camara de electroforesis, conectar los electrodos y prender la fuente de poder. Para la
transferencia de proteinas del intervalo de 40-50 kDa se emplea un tiempo de transferencia de
40-45 min. Por cada gel a transferir se usan 75 mA y es aditivo, es decir si son tres geles a
transferir el amperaje sera de 225 mA. El voltaje no debe exceder de los 20-30 V.

8. Una vez concluida la transferencia, armar el sandwich. Al retirar el gel, en la membrana se
alcanzaran a distinguir algunas de las proteinas del estandar empleado, los cuales deberan
remarcados con tinta utilizando plumas exclusivas para ese uso.

IMUNODETECCION DE PROTEINAS EN MEMBRANAS DE PVDF EMPLEANDO UN
ANTICUERPO CONJUGADO CON FOSFATASA ALCALINA
Soluciones:
PBS (1x):
0.1 M Tris
0.1 M NacCl
5 mM MgCl..
El pH de la solucién se ajusta a 9.5.
Solucién de Bloqueo:
5% leche baja en grasa
0.1% (v/v) Tween-20. La solucion es disuelta en PBS (1x).
NOTA: cada vez que se emplea la solucion de bloqueo, se debe mantener a 4°C. Esta solucion
siempre se prepara en fresco, solamente se puede conservar hasta tres dias posteriores a su
preparacion.
Amortiguador pH 9.5:
12.1 g/l Tris base
5.8 g/l NaCl
1.0 g/l MgCl;
pH ajustado a 9.5 con HCI.
Solucién de revelado (stock):
33 mg/ml nBT en 70% DMSO
17 mg/ml BCIP en 100% DMSO
Regién reconocida por el anticuerpo anti-MPK6 que corresponde a los primeros 27 residuos del N-
terminal: NH,-MDGGSGQPAADTEMTEAPGGFPAAAPS-COOH (Menke et al., 2004)
Region reconocida por el Anticuerpo anti-MPK3 que corresponde a los primeros 15 residuos del
N-terminal: NH.-MNTGGGQYTDFPAVE-COOH (Menke et al., 2004).
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Procedimiento para el bloqueo:

1.

5.
6.

Incubar la membrana con la solucién de bloqueo por 1 h a temperatura ambiente o durante
toda la noche a 4°C.

Desechar solucidn y agregar el primer anticuerpo disuelto en la solucion de bloqueo. Se puede
dejar toda la noche a 4°C o durante tres horas a temperatura ambiente (TA).

Guardar el primer anticuerpo a —20°C y lavar la membrana dos veces con PBS 1X +0.1%
Tween-20 durante 5 y 10 min, respectivamente.

Agregar el segundo anticuerpo (ab conjugado con fosfatasa alcalina) 1:10 000 e incubar por lo
menos 1 h a TA.

Lavar con PBS 1X + 0.1% Tween-20 tres veces, 10 min c/u.
Incubar la membrana con amortiguador pH 9.5 durante 10 min.

Procedimiento para el revelado:

1.

2.

En 10 ml de amortiguador 9.5, agregar 100 ul de nBT y 100 ul de BCIP. Dejar revelar hasta la
intensidad deseada. Si se deja mucho tiempo mantener bajo oscuridad
Detener la reaccion de la fosfatasa con agua y agregar 100 ul de 500 mM EDTA.
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