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La vida no te estd esperando en ninguna parte, te esta sucediendo.

No se encuentra en el futuro como una meta que has de alcanzar, esta aquiy

ahora, en este mismo momento, en tu respirar, en la circulacién de tu
sangre, en el latir de tu corazon.

Cualquier cosa que seas, es tu vida y si te pones a buscar significados en
otra parte, te la perderas.

Rajneesh Chandra Mohan (OSHO)
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.  RESUMEN

Fusarium verticillioides es un hongo fitopatégeno que infecta en todos los
estadios del desarrollo del maiz, asi como diversos tejidos y que ocasiona grandes
pérdidas econdmicas, ademas de que las toxinas que secreta son potencialmente
dafinas para animales e inclusive para el hombre. En el grano de maiz se han
encontrado esporas del hongo sin que haya signos de la infeccion por lo que la

germinacién del grano puede iniciar el crecimiento del hongo.

Experimentos realizados en el laboratorio han demostrado, que la infeccién del
embrién de maiz con el hongo Fusarium verticillioides adelanta la germinacion del
embridén, aumenta su tasa metabdlica y aumenta el nivel de los transcritos para
sus transportadores de carbohidratos, si bien a tiempos prolongados de la

infeccion, es decir, después de las 24 h la invasion progresa.

Por lo que el objetivo del presente trabajo fue demostrar que durante la
infeccion temprana por Fusarium verticillioides ocasiona un incremento en el
numero de transportadores de sacarosa y hexosas en las membranas plasmaticas
del embrion, sugerente de un intento del embrion de tomar mas carbono para

sobrevivir al ataque del patégeno.

Se encontré que hay un aumento en el contenido de agua del embrién, debido
probablemente a que el hongo penetra en el tejido, lo que explicaria el aumento en
el contenido de oxigeno observado con anterioridad, pero proponemos que no
esta relacionado con un incremento metabdlico, ya que la acumulacién de peso

seco no vario respecto a los embriones control.

Se encontrd que el hongo ocasiondé dafo membranal después de las 24 h de
infeccidn, la salida de electrolitos aumentd considerablemente en los embriones

germinados por 36 y 48 h.
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La deteccion mediante anticuerpos especificos de dos transportadores de
carbohidratos, reveld que solo el transportador de sacarosa aumenta al inicio de la
infeccion, mientras que después de las 24 h de la infeccion ambos transportadores
disminuyen o no se detectan, es probable que ocurra un incremento en la
protedlisis de las proteinas del embrion ya que se observan bandas de bajo peso

molecular detectadas por los anticuerpos.

El aumento inicial en los niveles del transportador de sacarosa al inicio de la
infeccion podria indicar que la célula vegetal esta transportando mas sacarosa
para continuar con su metabolismo basal y sobrevivir al ataque del patégeno, sin
embargo, poco después de que se presenta la protedlisis y probablemente la
degradacion de los acidos nucleicos, esto no permite que continué el desarrollo
del embrién para la formacion de la plantula y el tejido es degradado para nutrir al

hongo.
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[II.  INTRODUCCION

1. Maiz

El maiz (Zea mays) es la
base de la vida rural y parte de la
cultura de los mexicanos, tanto es
asi que se ha convertido en la
principal fuente de alimentacion
humana en América y, por ello es
uno de los cereales mas utilizados
en la actividad econdmica vy

productiva de la region.

Zea mays pertenece a la
familia de las gramineas (Poaceae),
que son plantas compuestas

principalmente de tejido foliar. La mayoria de las gramineas tienen inflorescencias
bisexuales; sin embargo, el maiz las presenta unisexuales. Las inflorescencias
masculinas (estaminadas) se desarrollan a lo largo de las estructuras ramificadas
llamadas espigas, las cuales se encuentran en la parte superior de la planta

(Figura 1).

Las inflorescencias femeninas (pistilo) se encuentran en una disposicion
compacta alrededor de un eje y en conjunto forman la mazorca, esta se localiza al
final de una rama corta lateral (brote) a lo largo de la region media de la planta
(Vincent, 2002). La morfologia y taxonomia de la planta de maiz ha ido
transformandose a través del tiempo debido a la evolucion y domesticacion de la

misma, por ello la longitud, anchura y numero de hojas ha ido cambiando a través
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del tiempo. Actualmente se acepta que la filogenia del maiz es la siguiente (Figura
2):

1.1 Taxonomia del maiz

Figura 2. Taxonomia del maiz. Tomado de Grass Phylogeny Working Group-

http://www.virtualherbarium.org/grass/,2003.

1.2 Estructuray composicién quimica de la semilla de maiz

La semilla madura esta formada por tres estructuras fisicas llamadas:

pericarpio, endospermo y el embrién (Figura 3).

< Pericarpio: Es la capa exterior dura y transparente de la semilla que envuelve
al endospermo y al embrién, por ende, protege a la semilla de los cambios

ambientales o del ataque de microorganismos.


http://www.virtualherbarium.org/grass/,2003
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Endospermo: Ocupa aproximadamente las 2/3 partes de la semilla, por ello,
contribuye con aproximadamente el 85% del peso de la semilla y es el tejido
que actua como fuente de alimentacion del embridon dias después de iniciada
la germinacion. El endospermo contiene una capa continua de grandes
células cubicas, la cual es conocida como capa de aleurona, esta contiene
granulos de proteina y es capaz de mostrar pigmentacion debido a la
presencia de antocianinas, el resto del endospermo esta constituido por
células que almacenan almiddn y algunos lipidos. Como se observa en la tabla
1, la mayor reserva contenida en el endospermo son los carbohidratos en
forma de almidén (87.6%).

> Embrion

Figura 3. Estructura de la semilla de maiz. Tomada y modificada de GeoChembio

(Marzo 2011).

Embridn: Se encuentra debajo del endospermo, separado por una capa de
células epiteliales. Esta estructura estd formada por otros tejidos como el
escutelo o cotiledén modificado y el eje embrionario.
o Eje embrionario: Esta formado por la radicula y la plumula, esta ultima
cubierta y protegida parcialmente por la coleorriza y, a su vez, todas

encerradas y rodeadas por el escutelo.
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o Escutelo: Cotileddn modificado en o6rgano absorbente adherido al
endospermo. Las células que se encuentran en la capa epitelial del
escutelo segregan enzimas hidroliticas (estereasas, glucosidasas,
peptidasas, fosfatasas, tiolasas, fosfolipasas, amilasas, desaminasas y
ribunocleasas) durante la germinacion, las cuales digieren los nutrientes
presentes en el escutelo (lipidos, proteinas y carbohidratos) para que
puedan ser absorbidos por el eje embrionario que se encuentra creciendo.
Los lipidos son la mayor reserva de carbono en el embrion, 33.2% (Tabla
1), y se conoce que se encuentran principalmente en el escutelo (Luna-
Loaiza, 2011).

Componente quimico Grano Pericarpio Endospermo Embrion
completo
% Proteinas 10.3 3.7 8.0 18.4
% Lipidos 4.8 1.0 0.8 33.2
% Fibra cruda - 86.7 2.7 8.8
% Cenizas 1.4 0.8 0.3 10.5
% Almidén 715 7.3 87.6 8.3
% AzUcar 2.0 0.34 0.62 10.8
Calcio (mg/100g) 12 - -
Fierro (mg/100g) 5.0 - -
Vitamina B1 (mg/100g) 0.33 - -
Acido Nicotinico (mg/100g) 15 - -
Riboflavina 0.13 - -
Energia (MJ/100g) 1.19 - -
Aminoacido limitante Triptofano - -
Lisina

Tabla 1. Composicién quimica de las diferentes partes del grano de maiz.
Tomado y adaptado de: FAO (1993) y Paredes L., et. al. (2006)
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2. Germinacioén

La germinacion de la semilla es la transicion del embrion en reposo hacia una
planta fotosintéticamente activa: este proceso inicia con la toma de agua por la

semilla (imbibicion) y culmina con la emergencia de la radicula.

La germinacion resulta de una combinacion de diversos eventos metabdlicos y
celulares, regulada por procesos que incluyen la dormancia’ en las semillas y una
capacidad intrinseca para bloquear temporalmente el crecimiento radicular con el

fin de optimizar el tiempo de germinacion (Bove et al., 2001).

Durante la germinacion aumenta la actividad metabdlica, incluyendo cambios
en la estructura celular, respiracion, sintesis de macromoléculas, sintesis de
hormonas y finalmente la elongacién celular. Sin embrago, la germinacion no
incluye el crecimiento de la planta, ya que, esté se da una vez que la germinacion
ha concluido y depende de los metabolitos producidos por la hidrdlisis de las
reservas almacenadas, como proteinas, carbohidratos y lipidos, contenidos

principalmente en el endospermo (Bewley, 2001).

2.1 Fases de la germinacién

La toma de agua por las semillas secas y maduras es considerada un proceso
trifasico (Figura 4; Bove et al., 2001), en donde al inicio la semilla presenta una
rapida toma de agua (Fase | o de imbibicion) que lleva a la reanudacion del
metabolismo basal. Durante esta fase, conocida como “imbibicion fisica”, la
activacion paso a paso de las vias metabdlicas es resultado del incremento
gradual en la hidratacidon, por ejemplo: la reparacion de ADN, la respiracion, la

reparacion de las mitocondrias, el metabolismo de aminoacidos, la sintesis de

' Dormancia: Incapacidad del embrién a germinar por alguna insuficiencia inherente (Bewley y
Black, 1994). Esté proceso implica la interaccién entre las giberelinas (GA) y el acido abscisico
(ABA), los cuales son factores de crecimiento (Bove et al., 2001)
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proteinas, la sintesis de ARNm. La entrada de agua a las células resulta ser una
perturbacion temporal de tipo estructural, particularmente de las membranas, las
cuales permiten una rapida e inmediata pérdida de solutos y metabolitos de bajo
peso molecular en la solucién de imbibicién que la rodea (Bewley, 1997; Bove et
al, 2001).

Figura 4. Curva de toma de agua por las semillas (Adaptado de Bove et al., 2001)

Cuando el nivel de hidratacién excede el 60%, la velocidad de hidratacion
disminuye (Fase Il, Fase lag o Fase estacionaria) y los nuevos mecanismos
fisiolégicos se preparan para la expansion celular en el eje embrionario, esta fase
es dependiente de la temperatura. Durante esta fase se acumulan sustancias
osmoticamente activas como iones K*, azlicares y aminoacidos, y se produce la

acidificacién de la pared celular lo cual conduce al debilitamiento de los enlaces
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entre los polimeros que la conforman. Ambos eventos coinciden con la activacion
de la ATPasa de H' en la membrana plasmatica, bomba primaria que funciona
estableciendo el gradiente electroquimico de protones necesario para la nutricion
celular, la elongacion de la pared celular y el mantenimiento del pH intracelular,
actividades necesarias en este importante proceso del desarrollo del maiz. Asi
entonces los eventos que ocurren en la Fase Il permiten un aumento adicional en
la toma de agua y coincide con el debilitamiento de las estructuras que rodean al
eje embrionario (endospermo) permitiendo su elongacion lo cual lleva hacia el final
de la germinacion cuando se observa la emergencia de la radicula (Bove et al.,
2001; Bradford, 2004).

Los nutrientes de reserva como lipidos, proteinas o almidén acumulados en el
cotileddén y/o en el endospermo se movilizan antes de que la germinacion termine
y son usados en la fase post-germinativa (Fase Ill) para sustentar a la joven
planta en sus primeras etapas de crecimiento antes de que se transforme en un

organismo autoétrofo (Bove et al., 2001).

2.2 Movilizacién de reservas metabélicas

Las semillas contienen cantidades importantes de reservas alimenticias
(Tabla 1), que permiten el crecimiento y el desarrollo de la plantula hasta que ésta
se establece como un organismo autétrofo. Las reservas contenidas en las
diversas estructuras de la semilla son compuestos de alto peso molecular; durante
su movilizacion son transformadas en moléculas de menor peso formando cuerpos
intracelulares para que se transporten con mayor facilidad a los tejidos demanda
(Bewley, 2001).

Una amplia gama de hidrolasas acidas sintetizadas en la aleurona y el
escutelo son las responsables de hidrolizar las reservas de la semilla (Pitchard et

al., 2002). Estas reservas pueden ser las proteinas y el almidén en el endospermo,

10
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los lipidos y proteinas en células de la aleurona y los polisacaridos en las paredes

de la aleurona y el escutelo (Bewley, 2006).

En el proceso de germinacién, el almidon y otros carbohidratos, asi como
también los lipidos, son convertidos de nuevo en sacarosa para que se
transporten al eje embrionario. Por otro lado las proteasas descomponen a las
proteinas almacenadas produciendo péptidos y aminoacidos que se utilizan en la
sintesis de proteinas o pueden ser enviados a la plantula. Asi mismo la fitasa es
activada para descomponer a la fitina (mio-inositol 1,2,3,4,5,6-hexa cis-fosfato o
formando complejos con cationes plurivarentes y proteinas) liberando asi fosfatos
y los iones que pueden contener al fitato como el hierro, el calcio y el magnesio,

todos ellos utiles en la sintesis de ATP y como coenzima (Bradford, 2004).

2.2.1 Movilizacién de carbohidratos

La sacarosa, la rafinosa y otros oligosacaridos son la fuente inicial de
carbohidratos para el eje embrionario, ya que se encuentran almacenados en él
mismo. La movilizacién de las reservas del endospermo o de la aleurona
generalmente inicia después de la potrusién de la radicula, este mecanismo se
encuentra bajo el control de hormonas (particularmente el acido giberélico) el
acido giberélico es sintetizado por el embrion y ejerce su efecto en las células de
la aleurona quiénes sintetizan enzimas hidroliticas que se secretan en el
endospermo (Bradford, 2004).

El almidén es el carbohidrato de reserva mas comun en las semillas de
cereales, cerca del 70% del peso de la semilla es almidon, compuesto que
generalmente se acumula formando glébulos cristalinos que son hidrolizados por
varias enzimas (Nonogaki, 2008). La enzima mas estudiada es la a-amilasa,
endoamilasa que rompe el enlace glicosidico a-1-4 del almidén. Sin embargo la
mas abundante en el endospermo es la B-amilasa, exoglucosidasa que también

hidroliza el enlace glicosidico a-1-4 que toma de los productos de la hidrdlisis de la

11
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a-amilasa; no obstante, tanto las alfa como las beta amilasas no pueden hidrolizar
los enlaces a-1,6 de la amilopectina, por lo que, se requiere de enzimas
especificas, llamadas desramificantes, que hidrolizan la amilopectina para liberar
amilosa, la cual posteriormente podra ser hidrolizada nuevamente por el conjunto
de las a y B amilasas. Por otra parte, la a-glucosidasa convierte a la maltosa en
glucosa y esta es transformada a sacarosa por la via de la UDP-glucosa

pirofosforilasa y la sacarosa-6P sintetasa (Bradford, 2004)

Algunas semillas cuentan con inhibidores de la a-amilasa de insectos para
prevenir que estos consuman sus reservas, de igual manera, las semillas que
tienen a la galactomanana como mayor reserva de carbohidratos presentan otro

tipo de enzimas hidroliticas (Bradford, 2004).

2.2.2 Movilizacién de lipidos

Los lipidos de reserva predominantes en las semillas son los triacilgliceroles
(TAGs) (Pitchard et al., 2002); su oxidacion produce dos veces mas la energia que

la producida en la oxidacion de carbohidratos o proteinas (Quettier, et al., 2009).

Los TAGs son hidrolizados por las enzimas llamadas lipasas, las cuales
liberan acidos grasos y glicerol; el glicerol es fosforilado y entra a la via
gluconeogénica después de ser convertido a dihidroxiacetona fosfato por la
enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD*. Por su parte los
acidos grasos libres son transportados al glioxisoma (6rgano especializado en la
movilizacion de reservas de lipidos), en donde son activados a acil-CoA para
entrar a la via de la B-oxidacion. El acetil-CoA producido por la B-oxidacién es
dirigido hacia el ciclo del glioxilato en donde es convertido a malato y succinato,
posteriormente el succinato es convertido a malato en la mitocondria, para que se
dirija hacia el citosol y por la accién de la malato deshidrogenasa convertirse en
oxalacetato, que a su vez sera transformado por la fosfoenolpiruvato

carboxicinasa, en fosfoenolpiruvato que entrara a la via de la gluconeogénesis con

12
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la finalidad de producir carbohidratos para mantener el crecimiento del embrién
(Bradford, 2004; Eastmond y Graham, 2001; Ramirez-Sostenes, 2008).

2.2.3 Movilizaciéon de proteinas

La hidrdlisis de las proteinas de reserva esta catalizada por diferentes tipos
de enzimas proteoliticas (endopeptidasas, aminopeptidasas y carboxipeptidasas),
agrupadas todas bajo el nombre de proteasas. A medida que progresa la
germinacion, estas proteinas de reserva se transforman en moléculas de menor
peso molecular, especialmente pequefios péptidos y aminoacidos. Los
aminoacidos liberados pueden ser utilizados para la sintesis de nuevas proteinas
de la plantula en desarrollo o para proporcionar energia mediante la oxidacion de
su esqueleto carbonado. En los cereales las proteinas de reserva se localizan en
los granulos acumulados en la capa de aleurona que también es donde ocurre la
sintesis de las mismas proteasas, esta sintesis es regulada positivamente por las
giberelinas y negativamente por el acido abscisico (Bradford, 2004; Ramakrishna y
Ramakrishna-Rao, 2005). En la mayoria de las semillas dicotiledoneas las
proteinas de almacenamiento estan presentes en o6rganos distintos a los

cotiledones.

La movilizacion de proteinas de reserva es realizada en el endospermo y es
uno de los eventos post-germinativos mas importantes en el desarrollo vy

crecimiento de la plantula (Nonogaki, 2008).

3. Factores de estrés que afectan la germinacion

La capacidad de una semilla para germinar no solo depende de los factores
intrinsecos que posea, como la dormancia, la permeabilidad de la testa al agua y
oxigeno, asi como, la obstruccién de la emergencia de la radicula por el
endospermo o la testa y su respuesta metabdlica (anteriormente descrita), sino
también a diferentes factores ambientales como: la disponibilidad del agua,

oxigeno, luz, temperatura y la presencia de patégenos (Bove et al., 2001).

13
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Factores ambientales fuera de lo 6ptimo son factores denominados de

estrés y que contribuyen a modificar el crecimiento de la planta a lo largo de toda

su vida (Tabla 2).

El estrés es el conjunto de respuestas bioquimicas o fisioldgicas que define

un estado particular del organismo diferente al observado bajo un rango de

condiciones optimas. Mientras que la resistencia al estrés esta definida como la

capacidad de un organismo para resistir, evitar y escapar a los estimulos

ambientales negativos o poder permanecer bajo un estado particular de estrés sin

que su fenotipo se modifiqué de manera significativa; su estado “ideal” se identifica

al ser observado bajo condiciones 6ptimas y se denomina “norma” (Benavides,

2002; Hoth et al., 2010).

TIPO DE ESTRES

EJEMPLO

AMBIENTAL

Hidratacion

Temperatura

Irradiacién

Radiacion UV

Salinidad

Nutrimental

Toxicidad por metales pesados

FISIOLOGICO

Cambios hormonales (ABA, fitocromo, etileno, AG, etc)

Cambios en las estructuras celulares (estomas, cloroplastos, etc)
Respuesta estomatica

Tasas de asimilacion de CO,

Tasa de fotorrespiracion

BIOQUIMICO

Factores abidticos

Acumulacién de metabolitos

Absorcion y compartimentacion de iones

Cambios en la permeabilidad del agua

Factores bidticos

Genes de resistencia

Resistencia sistematica adquirida (SAR)

Resistencia sisteméatica inducida (RSI)

Choque oxidativo

Plantas transgénicas con mayor resistencia al estrés oxidativo

Tabla 2. Se muestran los 3 tipos de estrés a los que puede ser sometida una planta

cuando cambian sus condiciones de desarrollo (Hoth et al., 2010).

14
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Las plantas al igual que todo organismo vivo, a lo largo de su ciclo de vida
no pueden evitar cambios en el ambiente que pueden resultar desfavorables y ser
una causa de estrés; es por ello tienen que tienen que adaptarse a las posibles
condiciones cambiantes que se presenten durante su crecimiento y desarrollo.
Esta adaptacion implica una respuesta integrada de factores que se estan
presentes en el estadio de desarrollo en el que se encuentra la planta para
continuar con su crecimiento, asi como de factores que contenderan con el estrés
al que esta expuesta la planta, por ejemplo, si la planta se encuentra ante un
estrés por sequia, se induce la produccion de ABA, el cierre parcial de estomas en
las hojas, la produccion de compuestos osmoéticamente activos, esto permitira
mantener el metabolismo de la célula por un tiempo; si la sequia es prolongada se
redirige el carbono de las hojas hacia los 6rganos sexuales para la produccién de

semillas y asegurar la sobrevivencia de la especie (Hoth et al., 2010).

Un proceso o estado infeccioso puede ser considerado como una condicién
causa de estrés y las plantas estan expuestas a la infeccién por microorganismos
patdgenos durante todo su ciclo de vida, incluyendo la germinacion puesto que las
semillas en particular son estructuras con un alto contenido de nutrientes y por ello
son susceptibles a ser colonizados por microorganismos patégenos. En el caso de
Zea mays se ha reportado que su principal patégeno es Fusarium verticillioides,
este produce metabolitos secundarios toxicos para humanos, animales y plantas
(Ducan et al., 2009; Vismer et al., 2004).

4. Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides es un hongo filamentoso y pertenece a la
subdivision Deuteromycota (Figura 5). El género al que pertenece este hongo se
caracteriza por la produccion de estructuras de reproduccion asexual
denominadas macroconidias (Figura 6A) y que son producidas en forma de

racimos llamadas esporodoquios. Ademas de esta caracteristica Fusarium
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verticillioides produce esporas unicelulares en el micelio aéreo llamadas

microconidias (Figura 6B; Bakan et al., 2002).

4.1 Taxonomia de Fusarium verticillioides en plantas de maiz

Figura 5. Taxonomia de Fusarium verticillioides. Consultado el 10/02/2011 en:

http://www.catalogueoflife.org/details/species/id/5893982

Las macroconidias tienen forma alargada vy por lo general presentan de
cinco a seis septos, miden de 31-58 x 2.7-3.6 um aproximadamente; las
microconidias son abundantes de forma ovalada y presentan septos, miden
alrededor de 7-10 x 2.5-3.2 ym.

Figura 6. Formas macroscoOpicas de Fusarium veticilllioides. A. Macroconidias y B.
Microconidias. Tomado y adaptado de Nelson et al .(1994) y http://www.doctorfungus.org/,
(Marzo 2011).
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4.2 Patogenicidad de Fusarium verticillioides en la planta de maiz

Fusarium verticillioides puede generar diversas enfermedades en el maiz,
de entre las cuales podemos mencionar la pudricion de estructuras como la
semilla, raiz, tallo y mazorca, asi como el marchitamiento completo de la planta,

sin embargo, este hongo puede provocar infecciones asintomaticas.

Los conidios de Fusarium verticillioides pueden ser depositados en la
superficie de la hoja por accién del viento, la lluvia o también por medio de
vectores como los insectos, para posteriormente entrar en contacto con los nodos
y penetrar al tallo causando la pudricién de éste (Figura 7; Nelson et al., 1994).
Los insectos juegan un papel importante en la infeccion fungica en el tallo y en la
mazorca, ya que estos al actuar como vectores acarrean al patégeno e infectan al
maiz, dentro de los vectores que participan en la infeccion por Fusarium
verticillioides, encontramos al gusano de maiz en su estado larvario y adulto, y a

algunos escarabajos (Munkol y Desjardinsd et al., 1997).
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Figura 7. Ciclo de infeccion y enfermedad en el sistema Fusarium

verticillioides-maiz (Tomado de Guzman-Chavez 2010).
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La via de entrada para que se lleve a cabo la infeccion de la mazorca es a
través de la fisura estilar? para crecer y colonizar el pericarpio de la semilla, muy
rara vez se ha encontrado en el embrion y el endospermo; este tipo de infeccion
se pudo haber debido a la penetracion de la hifa al interior del grano por medio de
una fisura en la superficie del pericarpio. Otra via de entrada es el resultado de
una infeccion sistémica de la semilla, este tipo de infeccion se puede iniciar con la
presencia del hongo sobre la semilla y cuando esta se va desarrollando, el hongo
puede trasladarse desde el tallo hacia la mazorca y finalmente a los granos del
maiz (Oren et al., 2003).

4.3 Producciodn de toxinas por Fusarium verticillioides

Las micotoxinas son sustancias producidas por ciertos hongos
pertenecientes principalmente a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium.
Se encuentran en una gran variedad de productos agricolas y son los
contaminantes naturales de los alimentos a nivel mundial. Se consideran
altamente mutagénicos, carcinogénicos, teratogénicos e inmunosupresores.
Debido a su variedad de efectos téxicos y a su termorresistencia, la presencia de
las micotoxinas en los alimentos es considerada de alto riesgo para la salud

humana y de los animales.

La contaminacién de los alimentos con micotoxinas depende de las
condiciones ambientales, que pueden propiciar el crecimiento del hongo y por
ende la produccion de toxinas. De la extensa variedad de micotoxinas, alrededor
de 20 han sido investigadas y 6 son consideradas importantes desde el punto de

vista alimentario (Tabla 3).

’ Fisura estilar: Es la apertura del pericarpio que llega hasta el carpelo (tejido parte del gineceo) y
es donde el embrion se nutrird (Duncan y Howard, 2010),
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Fusarium verticillioides produce algunas micotoxinas dafiinas como el acido

fusarico, la moniliformina, fusarinas y fumonisinas, siendo esta ultima la mas

abundante e importante por su toxicidad.

Micotoxina Efectos Hongo productor Alimento
Ocratoxina A | Nefrotoxicas Penicillium verrucosum Cereales
Nefrocancerigenas Aspergillus ochraceus
Zearalenona | Estrégenos Fusarium graminearum Cereales

(F-2 0 ZEN) | Genotoxicas Fusarium culmorum
Patulina Poca evidencia experimental o clinica, | Penicillium expansum Jugo de
de los efectos en humanos. manzana
Tricotecenos | Citotoxicas Penicillium expansum Cereales
Deoxinivalenol | Inmunosupresoras Fusarium verticillioides Harinas
(DON) Fusarium culmorum
Fumonisinas | Leucoencefalomacia en equinos Fusarium verticillioides Maiz
FB1, FB,y Edema pulmonar en porcinos Fusarium proliferatum
FB3 Cancer en humanos
Alatoxinas Cancerigenas Aspergillus flavus Cereales
AFB;, AFB,, | Mutagenas Aspergilus parasiticus
AFG,y AFG, | Teratégenas

Tabla 3. Micotoxinas comuUnmente encontradas como contaminantes de los

alimentos (Tomada y adaptada de Méndez-Albores y Moreno-Martinez, et al., 2009).

Las fumonisinas son un grupo de al menos 15 micotoxinas producidas

principalmente por los hongos Fusarium verticillioides y Fusarium proliferatum, las

cuales se encuentran frecuentemente en todos las regiones productoras de maiz a
nivel mundial (Bluhm et al., 2008).

La estructura quimica de las fumonisinas consiste en un esqueleto de 20

carbonos y un grupo amino en el C-2 y grupos de acido tricarboxilico esterificado

en el C-14 y C-15 (Bush, 2001). Existen al menos tres fumonisinas de ocurrencia
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natural, se conocen como FB4, FB, y FB3, la primera es la mas abundante.
(Méndez-Albores y Moreno-Martinez et al., 2009).

Durante la colonizacién en los granos de maiz, Fusarium verticillioides
produce un grupo de micotoxinas relacionadas estructuralmente con las
fumonisinas FB1 (Vismer et al., 2004). La FB1 es un potente inhibidor de la
ceramida sintetasa (Desai et al., 2002), por lo tanto altera la biosintesis de los

esfingolipidos.

La biosintesis de FB1 esta influenciada por los componentes del grano de
maiz (Shim et al., 2003). Uno de esos componentes es el almidén, que cambia
radicalmente en el grano segun sea la madurez de este. Los granos inmaduros
carecen de almidon, por ello se dice que reprimen la biosintesis de FB1 y carecen
de capacidad para inducir la expresion de los genes de la biosintesis de
fumonisinas (FUM), pero en los granos maduros el endospermo es rico en
almidoén, estos altos niveles acumulados favorecen la produccién de FB1 (Bluhm
et al., 2008).

Se conoce que durante la infeccidon de una planta hay un aumento en la
actividad de las invertasas, y las hexosas producidas de la hidrélisis de la
sacarosa son utilizadas por el hongo. Por ello se han buscado los transportadores
de carbohidratos tanto en el hongo como en la planta. Recientemente se encontré
que Fusarium verticillioides expresa de manera especifica al gen fst1, que codifica
para un transportador putativo de hexosas. fst1 fue expresado en levaduras que
carecian de transportador de hexosas y se observd que la levadura no
transportaba glucosa, fructosa o manosa, por lo que se propone que fst1 codifica
para una proteina reguladora del transporte de hexosas en Fusarium durante el
proceso de infeccion (Kim y Woloshuk, 2011). De hecho una mutante de Fusarium
verticillioides fst1 suprimida disminuyd la expresion de sus transportadores de
carbohidratos, mientras que la cepa silvestre en presencia de tejido vegetal era

capaz de incrementar sus transportadores de carbohidratos, estudio que revela
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que el transporte de carbohidratos en el hongo es importante durante la infeccion y

que se encuentra finamente regulado (Bluhm et al., 2008).

En la planta poco se conoce respecto al efecto que la infeccién ocasiona en
sus transportadores de carbohidratos, y es el aspecto que se aborda en este
estudio. Por lo anterior, primero se describen los transportadores de carbohidratos
mas abundantes en las células vegetales, los transportadores de sacarosa y

hexosas, y posteriormente algunos aspectos conocidos de su regulacion.

5. Los transportadores de carbohidratos de plantas

Los carbohidratos juegan un papel importante tanto como nutrientes como
moléculas sefal durante el ciclo de vida en las plantas superiores (Buttner, 2007).
Las células vegetales producen carbohidratos por la fijacion de diéxido de carbono
durante la fotosintesis, sin embargo, en las plantas superiores, no todas las
células son fotosintéticamente activas, las hoja maduras “tejidos fuente” son los
sitios predominantes de la fotosintesis y estos producen un exceso de
carbohidratos, que los exportaran a otras partes de la planta. Los tejidos no
fotosintetizadores llamados “tejidos demanda”, son las raices, estructuras
reproductivas, érganos y tejidos en desarrollo que obtienen carbohidratos de los
tejidos fuente (Truernit, 2001).

Factores exdgenos como la infeccion por patdégenos o el estrés abidtico
pueden afectar la compartimentacion y distribucion de los carbohidratos, por ello
las plantas deben contar con mecanismos que integren la expresion de enzimas
productoras de los carbohidratos en los tejidos fuente y su utilizacion en los tejidos
demanda (Roitsch, 1999; Lalonde et al., 1999).
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5.1 Transportador de sacarosa

El transporte de sacarosa es esencial para la distribucion de carbohidratos
en las plantas (Truernit, 2001). El transporte a distancia de sacarosa depende de
la participacion de dos diferentes mecanismos, el llamado transporte simplastico y
el transporte apoplastico que se presenta en un conjunto de células especializadas
denominadas elementos de la savia (SE) y células acompafantes (CC), transporte

simplastico (Lalonde et al., 1999).

En el transporte simpléstico el movimiento del soluto ocurre a través de
las conexiones denominadas plasmodesmata. Los plasmodesmata son canales
citoplasmicos finos que dividen la pared celular y conectan una célula a las células
vecinas en las plantas superiores; cada canal esta unido con una membrana
plasmatica (Stenesh, 1989), ademas permiten el transporte de nutrimentos entre
las células y se encuentran constituidos por un reticulo endoplasmico y proteinas,
formando un conducto con un diametro variable que permite el paso de solutos

pequefios como la sacarosa o grandes como el ARN de algunos virus.

Mientras que el transporte apoplastico se lleva a cabo a través de
proteinas transportadoras localizadas en la membrana plasmatica, estas proteinas

cruzan la membrana con estructuras de a-hélice (Lalonde, 1999).

Las células de los elementos amorfos de la savia se encuentran conectadas
para formar un tubo en el cual hay muy poca resistencia al paso de solutos. La
entrada de sacarosa al floema y la subsecuente toma de agua que viene del
xilema mueve al carbohidrato en un gradiente osmético que dirige al carbohidrato
a las zonas de bajo contenido de azucares por lo cual finaliza en los tejidos
demanda (Turgeon 2006)
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Actualmente se tiene un modelo en el cual se presentan el movimiento de
sacarosa a través de las dos rutas metabdlicas mencionadas anteriormente
(Figura 8).

PD: Plasmodesmata
SE: Elementos de la savia.
CC: Células acompanantes
ULD: Descarga del dominio
MC: Célula del mesdfilo
SC: Célula demanda
Vac: Vacuola
— : Direccion del transporte
de sacarosa.
@ : Transportador de

Sacarosa

Figura 8. Sistema de transporte de sacarosa en plantas. (Tomado y adaptado de
Sauer, 2007). Se muestra el sistema de transporte de sacarosa desde las células fuente
hacia el floema (en azul claro) y desde el floema hacia los tejidos demanda. Dos tipos de
transporte de sacarosa se evidencian, el transporte simplastico via plasmodesmata (PD) y
el transporte apoplastico debido a los transportadores de sacarosa, distintos dependiendo

de su funcion, transportadores de sacarosa difusivos como los simportadores con proton.
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5.2 Tipos de transportadores de sacarosa

Los eventos de salida de la sacarosa de la célula del mesdfilo hasta la
célula demandante usando la via apoplastica pueden llevarse a cabo por la

existencia de diferentes tipos de transportadores, los cuales son:

1. Los transportadores de la membrana plasmatica, responsables de la

entrada de sacarosa a la célula y son del tipo simportador sacarosa/H".

La acumulaciéon de sacarosa en el floema es un paso importante en la
compartimentaciéon, debido a que produce un potencial osmoético el cual genera

presién hidrostatica positiva que favorece el transporte de sacarosa a distancia.

La asignacion de carbono por el simportador sacarosa/H"™ es importante, ya
que, transporta la sacarosa dentro del floema en contra de un gradiente de
concentracion, las propiedades de transporte y bioenergética del simportador
sacarosa/H" inicialmente fueron descritas en sistemas de tejidos intactos; el
simportador es un transportador activo secundario que permite el paso de la
sacarosa a través de la membrana plasmatica por la fuerza generada por la
ATPasa de H*, el transportador es especifico para la sacarosa con una K, de 1 a
11 mM (Lu y Bush, 1998). El transporte es electrogénico y la estequiometria es de
proton:sacarosa (Boorer et al., 1996), esté simportador es inhibido por diferentes
compuestos, por ejemplo, el acido p-cloromercuribencensulfonico (reactivo
modificador de sulfidrilos), y el Dietil Pirocarbonato (DEPC) el cual inhibe por una

modificacion quimica de un residuo de histidina (Lu y Bush, 1998).

Por lo regular en las plantas se pueden encontrar diferentes formas de los
transportadores de sacarosa a excepcion del maiz en donde el unico transportador
gue se ha encontrado expresado en la planta es el ZmSUT1, si bien en el genoma

del maiz recién secuenciado se han encontrado los genes ZmSUT2 al ZmSUT5
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(Slewinski y Braun, 2009). Por ejemplo, en Arabidopsis se han encontrado
aproximadamente 69 transportadores homologos de carbohidratos y estos han
sido clasificados en las siguientes familias: transportadores de sacarosa
(SUC/SUTs), transportadores de hexosas (STP/HXT), transportadores de polioles
(PLT), transportadores de myo-inositol (ITR/MIT), transportadores plastidicos de
glucosa (pGIcT), proteinas sensoras putativas de monosacaridos (AZT/MSSP),

SFP y la familia de monosacaridos aun no caracterizada (Shiratake, 2007).

La familia de los transportadores SUT/SUC se ha dividido en tres
subfamilias de acuerdo a su homologia estructural y su actividad (Figura 9). La
subfamilia SUC2/SUTA1, los transportadores presentan una K, de alta afinidad
para sacarosa (100 uM a 2 mM), esta familia se encuentra presente en
dicotiledéneas y ausente en monocotiledéneas; la subfamilia SUC4 se encuentra
formada por los transportadores de baja afinidad con una K, alrededor de 5 mM y
la subfamilia SUC3/SUT2 formada por miembros que presentan actividad de
transporte de sacarosa de baja afinidad, ademas la mayoria de sus integrantes
tienen al dominio central y al N-terminal mas grande comparado con las otras
subfamilias, estos dominios son considerados importantes para la afinidad del
transportador por la sacarosa o para la regulacion de la actividad de transporte
(Lalonde et al., 2004; Shiratake et al., 2007).

Las familias SUC/SUT presentan estructuras similares a las de la Superfamilia
de facilitadores mayores (MSF), las cuales tienen 12 dominios transmembranales
y 11 asas (Figura 9), mientras que el N- y el C- terminal estan localizados en el
citosol (Shiratake et al., 2007). El transportador de sacarosa de maiz ZmSUT1,
pertenece a la subfamilia SUC3/SUC2.

El transportador de sacarosa en maiz ZmSUT1 se expresa fuertemente en

tejidos fuente (hojas) con un patrén diurno, teniendo su maxima expresion al

finalizar el dia y su minimo de expresion durante la noche (Slewinski et al., 2009).
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Tipo | (SUC2/SUT1) Tipo Il (SUC4) Tipo Il (SUT2/SUC3)

Figura 9. Topologia de los transportadores de los tres grupos de la familia SUT.
(Tomado y adaptado de Shiratake, 2007)

2. Los transportadores de eflujo de la membrana plasmatica son los
responsables de la descarga de sacarosa en los 6rganos demanda o de la

salida de este carbohidrato, desde las células mesdfilas al floema.

Hasta el momento se han encontrado una enorme diversidad (isoformas) de
transportadores de sacarosa en plantas, todos ellos clasificados como
simportadores, por lo que se ha sugerido que el simportador podria funcionar in
vivo como un transportador difusional de salida basado en resultados que han
demostrado que el transporte de sacarosa puede llevarse a cabo en ausencia de
un gradiente de protones; en particular en maiz se ha demostrado que el
transportador de sacarosa sobreexpresado en ovocitos de Xenopus es capaz de
exportar la sacarosa en ausencia de la formacién de un gradiente de protones
(Carpaneto et al., 2005)

5.3 Transportador de monosacaridos

Sabemos que la sacarosa es la principal forma de transporte a distancia de
azucares en el floema, sin embargo, los transportadores de hexosas juegan un

papel importante en el intercambio intercelular tanto en los tejidos fuente como en
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los tejidos demanda. La glucosa y la fructosa son sintetizados a partir de los
productos primarios de la fotosintesis en el cloroplasto y su movilizacion
intracelular y extracelular es necesaria para su nutricion (Delrot et al., 2001). Sin
embargo, los tejidos heterotréficos que por lo regular se encuentran
simplasticamente aislados, es decir sin plasmodesmata que permitan la libre
difusion de los nutrientes entre el apoplasto y el citoplasma, hidrolizan en los
apoplastos a la sacarosa y los monosacaridos resultantes son transportados
mediante transportadores de hexosas para ser almacenados o consumidos en la

respiracion (Kuhn et al., 1999).

Lo anterior se ha demostrado, ya que plantas mutantes de zanahoria que
tienen una actividad reducida de sus invertasas de la pared celular, disminuyeron
el crecimiento de su raiz afectando ademas el metabolismo de los carbohidratos
en las hojas (Tang et al., 1999). Una mutacion especifica de la invertasa de la
pared del endospermo del grano de maiz disminuye el almidén en el desarrollo,
denominadas mutantes miniatura (Cheng y Chourey, 1999). Estos resultados
sefalan la importancia de la hidrdlisis de sacarosa extracelular y el posterior

transporte de hexosas en el desarrollo de la planta (Buttner et al., 2000).

En Arabidopsis se han identificado al menos 53 genes que pertenecen a los
transportadores de hexosas y se pueden establecer 7 subfamilias de genes, estas
son: 1) Subfamilia STP, en ella se encuentran los simportadores de
monosacarido-H" en la membrana plasmatica con cerca de 20 miembros; 2)
Subfamilia VGT, transportadores vacuolares de glucosa que por lo regular se
localizan en la vacuola sin embargo se ha encontrado 1 gen de esta familia
localizado en el cloroplasto; 3) Subfamilia TMT, transporte tonoplastico de
monosacaridos; 4) Subfamilia pGIcT, transportadores de glucosa plastidico; 5)
Subfamilia PLT, transportadores de polioles de amplio espectro; 6) Subfamilia INT,
simportadores H'- miositol o inositol localizados en la membrana plasmatica y
fuertemente expresados en polen y en células acompafantes; 7) Subfamilia
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ERDG-like, transportadores de respuesta temprana que son inducidos por

deshidratacion, sequia o tratamiento por frio (Buttner, 2007)

La subfamilia STP es la mejor estudiada y se conoce que transportan a los
monosacaridos en simporte con protén, se localizan preferencialmente en las
membranas plasmaticas de tejidos fuente y tienen un espectro amplio de hexosas
que transportan como glucosa, xilosa, galactosa, fructosa entre otras hexosas. La
Km para los transportadores es de alta afinidad en general de 10 a 100 M con
excepcion del transportador de azucares 3 de Arabidopsis, AtSTP3 con una Km

para glucosa de 2 mM (Buttner y Sauer 2000).

5.4 Regulacion de los transportadores de carbohidratos

Los transportadores de sacarosa se expresan preferencialmente en las
uniones vasculares de las hojas maduras y poco en las hojas jovenes, es decir
existe una transicion en el desarrollo de la hoja que induce la expresion de los
genes para el transportador de sacarosa, que se inicia de la punta de la hoja y
procede hacia la base, posiblemente para aumentar el transporte hacia el floema.
Se conoce que en las zonas cubiertas o alejadas de la luz no existe expresion del
transportador de sacarosa, por lo que la luz es un factor importante en su
regulacion (Sauer, 2007). También se ha encontrado que las fitohormonas
estimulan la expresion de los transportadores, en especial el acido abscisico.
Recientemente se reportd que en la region promotora del transportador de
sacarosa AtSUC1 se encuentra una secuencia ABRE (del inglés “abscisic acid
response element”’, PYACGTGGC) y mediante experimentos de doble hibrido se
sugiere que las proteinas ABI5S y AREB3 interaccionan con este elemento
regulando la expresion de AtSUC1 (Hoth et al., 2010). Se conoce poco sobre el
papel tanto de ABI5 y AREB3 pero ambas son proteinas miembros de la familia de
reguladores transcripcionales de la familia bZIP (proteinas basicas de union

asociado a un dominio de leucinas) que se expresa tanto en tejidos vegetativos

29



W Facultad de Quimica INTRODUCCION
A4 UNAM

como semillas. Aunque en el caso particular de ABI5 se ha encontrado que la

proteina regula algunos de los genes LEA (del inglés “late embryogenesis
abundant” (Finkelstein y Lynch, 2000), algunos de manera positiva. Mientras que
AREB3 (ABA-responsive element binding protein) se expresa en respuesta a

estrés por salinidad o hidrico (Uno et al., 2000).

Por otro lado en la infeccidn por patégenos también se ha encontrado que
hay un aumento en las concentraciones de ABA, asi como un incremento en la
expresion de un transportador de hexosas de uva (Hayes et al., 2010), por lo que
es probable que ABA se encuentre regulando la expresion del transportador
AtSUC1 en situaciones de estrés, ya que ABA es una hormona que se incrementa

cuando la planta ha sido sujeta a estrés de tipo hidrico.

En relacién al efecto de regulacion de ABA sobre el transportador de
sacarosa, hay que hacer notar que numerosos estudios han encontrado que existe
una relacién muy estrecha entre el metabolismo de carbohidratos y la sensibilidad
a ABA, lo que ha permitido encontrar mutantes que inicialmente habian sido
descritas como insensibles o resistentes a azucares como mutantes en los genes
de la via de sintesis o reconocimiento de ABA (Loreti et al., 2001), por lo que no es
extraiio que una proteina que use carbohidratos, como el transportador también

pueda ser regulado por ABA.

Otro de los mecanismos de la regulacion propuestos es que el
transportador de sacarosa se fosforila y a que ha sido encontrado al menos a
AtSUCS5 fosforilado en un analisis de fosfoproteoma realizado en Arabidopsis, sin
embargo a la fecha no se ha demostrado directamente la fosforilacién de la

proteina y su efecto en la actividad (Sauer, 2007).
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IV. JUSTIFICACION

Debido a que soélo pocos tejidos en las plantas sintetizan carbohidratos a
partir de la fijacion de CO,, el transporte del carbono a los tejidos no
fotosintetizadores (hojas jovenes, raices, flores y frutos) es esencial. En los
embriones de maiz sabemos que el tejido que provee de carbono durante la
germinacioén es el escutelo, mientras que el tejido que demanda esté carbono es el

eje embrionario, tejido que se convertira en la nueva planta.

En el maiz existe un unico transportador de sacarosa (ZmSUT1) (Aoki et al.,
1999), esté transportador influye en el cargado del floema, ya que la supresion del
gen produce un aumento en la concentracion de sacarosa en la hoja, reduce el
numero de raices y el crecimiento general de la planta se disminuye (Slewinski et
al., 2009), la viabilidad de estas plantas sugiere la existencia de otros sistemas de

transporte de sacarosa adicional al del transportador ZmSUT1.

Resultados anteriores obtenidos por nuestro grupo de trabajo demostraron
la ausencia del transportador de sacarosa en el eje embrionario y su presencia en
el escutelo mediante analisis por PCR y por anticuerpos especificos. Por otra parte
demostramos la presencia de transportadores de hexosas tanto en el escutelo
como en el eje mediante anticuerpos especificos (Gomez-Calderas, 2008;
Ramirez-Verdejo, 2009). La expresion de cada uno de estos transportadores se
limita al de sacarosa en el escutelo y al de hexosas en el epitelio del escutelo y en
el eje embrionario, destacando la zona de la radicula, por lo que la expresion
diferencial de ambos transportadores en los tejidos embrionarios debe estar
finamente regulada (Ramirez-Verdejo, 2009; Zavala-Zendejas, 2001).

Por otro lado se conoce que la infeccion por patégenos fungicos afecta el
metabolismo y el contenido de carbohidratos en las plantas (Bacon et al., 2001),

siendo adecuado el uso de la infeccion por patdgenos para estudiar la regulacion
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de los transportadores de carbohidratos en los embriones de maiz durante la
germinacioén, puesto que, el desarrollo de los embriones depende de los nutrientes
que estén presentes durante su crecimiento y a su vez de los factores extrinsecos
como lo es el estrés por patégenos, ya que pueden alterar el metabolismo del

maiz e inhibir su crecimiento hasta llevarlo a la muerte.

Resultados previos en el laboratorio han mostrado que la infeccién del
embrion de maiz con el hongo Fusarium verticillioides aumenta el porcentaje de
germinacion a partir de las 18 h, provoca un aumento en la tasa metabdlica e
incrementa el nivel de dos transcritos para los transportadores de carbohidratos el
ZmSUT y ZmHT (clona parcial clonada en nuestro laboratorio que corresponde al
transportador putativo de hexosas en maiz), todo esto se observé a tiempos cortos
en los embriones infectados, ya que a tiempos prolongados de la infeccion (36 y

48 h) el embrion se necrosa y muere (Guzman-Chavez 2010; Luna-Lbaiza 2011).

Estos antecedentes nos plantean que probablemente al inicio de la
infeccion por Fusarium, el embridon cambia su metabolismo para contender con el
estrés, siendo parte de esta regulacién el cambio en la toma de carbohidratos, por
lo que es un modelo interesante a seguir para determinar la forma de regulacion
de los transportadores de carbohidratos de maiz durante situaciones de estrés,

como el estrés por patdgenos.

Asi pues el objetivo del presente trabajo fue demostrar que la infeccion
temprana por el hongo Fusarium verticillioides ocasiona un incremento en el
numero de transportadores de sacarosa y hexosas en las membranas plasmaticas
del embridén, como medio para que la célula vegetal responda al ataque del

patégeno.
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V. HIPOTESIS

El proceso de germinacién de las semillas de maiz se afecta por la
presencia del hongo patégeno Fusarium verticillioides, aumentando Ila
transcripcion de dos transportadores de carbohidratos en los embriones de maiz al
inicio de la infeccidn, entonces se espera un incremento temporalmente similar en
la cantidad de los transportadores de sacarosa y hexosas en las membranas

plasmaticas del embrién infectado.
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VI. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la infeccion de los embriones de maiz con Fusarium
verticillioides en los niveles de los transportadores de sacarosa y hexosas de la

membrana plasmatica.
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VIl.  OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el efecto del patégeno en el crecimiento y en la integridad

membranal de los embriones mediante la:

1. Medicion del crecimiento radicular.

2. Determinacion de la ganancia de peso humedo (acumulacién de peso

humedo).
3. Determinacion del peso seco del embrién.

4. Salida de electrolitos.

2. Deteccion de los transportadores de hexosas y sacarosa.

1. Obtener el titulo de anticuerpos para detectar a los transportadores de

hexosas y sacarosas en la membrana plasmatica.

2. Obtener las fracciones microsomales de embriones de maiz control e

infectados por el hongo.

3. Detectar a los transportadores de hexosas y sacarosa en las fracciones

microsomales mediante la técnica de Inmunoréplica tipo Western.

4. Densitometria de bandas.
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VIll.  MATERIALES Y METODOS

1. Estrategia experimental.

Constituida en dos partes (Figura 10); en la primera parte se determinaron
los efectos del patdogeno en el crecimiento y la integridad membranal de los
embriones, mediante la medicién del crecimiento radicular, la determinacion del
peso humedo y peso seco del embridn, asi como la salida de electrolitos; en la
segunda parte se detectaron a los transportadores de hexosas y sacarosa en la
fraccion microsomal por la técnica de Inmunoréplica tipo Western, para ello se
obtuvo el titulo de los anticuerpos para detectar a los transportadores de hexosas
y sacarosa en la membrana plasmatica, se obtuvieron las fracciones microsomales
de maiz control e infectados por el hongo y finalmente se realizé una
densitometria de bandas para semi-cuantificar la cantidad de proteina
transportadora. Para cada uno de los experimentos se utilizaron embriones control
e infectados con el hongo Fusarium verticillioides y se realizaron al menos dos

réplicas de cada ensayo al menos por triplicado.

Figura 10. Esquema general del trabajo experimental.
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2. Material bioldgico

2.1 Obtencion de la suspension concentrada de conidios.

Se utilizo un cultivo de Fusarium verticillioides de 3 semanas de
crecimiento en una caja petri con Papa Dextrosa Agar (PDA) al 0.5X, a esta caja
se le agregaron 5 mL de agua estéril desionizada, luego se agitd de manera
constante 'y moderada durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se recolectd la suspension de conidios en tubos de microfuga
estériles de 1.5 mL, estos tubos se centrifugaron a 13 000 rpm (Spectrofuge 16M
Labnet™) durante 15 min a 4°C. Posteriormente se desecharon las % partes del
sobrenadante y se resuspendieron los botones obtenidos, se mezclaron cada uno
de los botones en un tubo de microfuga y se aforé a 1.5 mL con agua desionizada
estéril. Se lavd el boton centrifugando nuevamente a 13 000 rpm (Spectrofuge
16M Labnet™) por 15 minutoa a 4°C. El botén obtenido se resuspendié en 1 mL
de agua desionizada estéril, obteniendo asi una suspension concentrada de
conidios, a partir de la cual se realizaron las diluciones necesarias para el conteo

de conidios y para la infeccion de los embriones.

2.2 Conteo de conidios y obtencion de la dilucién para infectar a los

embriones.

En un tubo de microfuga de 1.5 mL se colocaron 990 yL de agua estéril
desionizada y 10 uL de la suspensién concentrada de conidios (dilucion 1:100), se
tomaron 10 yL para cargar la Camara de Neubauer y se realizd el conteo de
conidios en cada cuadrante. Con los datos obtenidos se calcul6 el volumen
necesario de la suspension concentrada de conidios que se necesitaba para
infectar a cada embrion con 65,000 conidios. Se ajusto el volumen obtenido del
calculo anterior con agua para que al final cada embrion se bafara con 10 pL de

inoculo.
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2.3 Germinacion de embriones.

Se obtuvieron los embriones de maiz (Zea mays variedad Chalqueio) por
diseccion manual mediante navaja. Posteriormente se lavaron con hipoclorito de
sodio al 0.2% por 2 min aproximadamente, y se enjuagaron con agua esteéril
desionizada. Se germinaron 10 embriones o0 3 g de embriones segun la parte
experimental a desarrollar, estos se colocaron en cajas petri con Agar al 1% y se
incubaron a 29°C en obscuridad por 8, 12, 18, 24, 36 y 48 h (embriones control).
Para la germinacion de embriones de maiz con el patégeno Fusarium
verticillioides (embriones infectados), se inoculé cada embrion con 10 yL de la
suspension de conidios, para posteriormente colocarlos a germinar en las mismas

condiciones y tiempos que los embriones sin infectar.

3. Métodos primera parte del trabajo

3.1 Medicion del crecimiento radicular.

A lotes de 10 embriones germinados por diferentes tiempos se les midi6 el
crecimiento radicular utilizando el microscopio estereoscépico Motic Microscopes
mediante el programa de procesamiento de imagenes Motic Images Plus 2.0 que

se encuentra acoplado al equipo.

3.2 Determinacion de la ganancia de peso humedo y peso seco.

Lotes de 10 embriones infectados o sin infectar, se pesaron antes y
después de germinar por diferentes tiempos, después fueron secados en una
estufa con vacio a 60°C por 72 h. Se realizd el célculo de la ganancia de peso

hamedo, y la acumulacién de peso seco de acuerdo a los siguientes calculos:
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Pf. = peso fresco al tiempo X
Ps,= peso seco al tiempo X

Pf, = peso fresco inicial

- . Pft—Pst
Acumulacion del peso humedo = ——
Pfo
Pstx100
% Peso seco =100 - ———
Pft

3.3Salida de electrdlitos.

Se utilizaron 10 embriones por cada tiempo de germinacion.
Inmediatamente después de cumplirse el tiempo de germinacion se colocaron en
aproximadamente 35 mL de H0 desionizada y Tween 20 al 0.02%. Se leyé la
lectura de la salida de electrdlitos utilizando un conductimetro (CONMET 1
Conductivity tester whit ATC HANNA Instruments) cada 10 minutos hasta
completar 1 h. La mezcla se mantuvo en agitacién constante y moderada a lo

largo de cada una de las mediciones.

4. Métodos segunda parte del trabajo

4.1 Obtencidén de la fraccion microsomal de embriones de maiz control e

infectados por el hongo.

Se utilizaron 3 g de embriones germinados, los cuales se congelaron con
nitrégeno liquido y se molieron en un mortero con el pistilo hasta obtener un polvo
fino. El polvo de embriones se coloco en un vaso de precipitados de 30 mL y se
afiadio amortiguador de homogeneizacion (50 mM HEPES/KOH pH 7.8, 250 mM
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Sorbitol, 1 mM EDTA, 1 mM KCI, 1 mM DTT, 2 mM PMSF y 40 pg/mL de buffer de
una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete, Protease Inhibitor Cocktail
Tablets, marca Roche™); el PMSF vy los inhibidores de proteasas se anadieron
justo antes de usarse en una relacién de 2 mL de amortiguador por 1 g de tejido.
Se molié por 60 segundos a 14 000 rpm con el homogeneizador de mano
(TISSUE TEAROR MODEL 9852-370). Se filtraron a través de cuatro capas de
gasa y el homogeneizado se centrifugd a 5000 rpm (Spectrofuge 16M Labnet™)
durante 5 minutos a 4°C en una centrifuga para microtubos (Spectrofuge 16M
Labnet™). Se elimind la capa de grasa que quedo en la parte superior y se tomo
con cuidado el sobrenadante. El sobrenadante se centrifugd nuevamente a 13 000
rom (Spectrofuge 16M Labnet™) por 15 minutos, en este paso se eliminaron las
mitocondrias (botdn). El sobrenadante que quedo se centrifugd nuevamente pero
ahora a 45 000 rpm durante 45 minutos en la centrifuga Optima ™ TL. ElI boton
obtenido se resuspendi® en un volumen de 100 pL de amortiguador de
resuspension (250 mM Sorbitol, 50 mM HEPES/KOH pH 7.8, Glicerol al 10%, 2

mM DTT, 2 mM PMSF), a esta fraccion se le denominé fraccion microsomal.

4.2 Determinacién de proteinas por el método de Bradford.

Se determind la cantidad de proteina usando el método de Bradford (Bio-Rad

Catalog #500-0006) usando como estandar albumina de suero bovino.

4.3 Obtencion del titulo de anticuerpos para detectar a los

transportadores de sacarosa y hexosas en la membrana plasmatica.

En un trabajo anterior (Raya-Sandino, 2011) se obtuvieron los anticuerpos
contra los transportadores de hexosas y sacarosa, por inoculacion de dos
secuencias antigénicas ambas conjugadas con hemocianina. Se obtuvieron los

sueros de dos conejos para cada anticuerpo y se precipitaron con sulfato de
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amonio, solo se determind la eficiencia de uno de los anticuerpos para un solo
conejo por lo que en este trabajo se determiné el titulo éptimo para el total de los 4
sueros obtenidos. Para realizar la titulacion de los anticuerpos, se tomd una
muestra de la fraccion microsomal de embriones. La titulacion de los anticuerpos

se realizo mediante Western Blot y en Slot Blot.

4.4 Técnica de Slot Blot

Se colocd la membrana de nitrocelulosa en medio de las dos placas que
conforman al equipo (HYBRI-SLOT™MANIFOLD MOD. 20877), se conectd al
vacio y se colocaron las muestras (3 pL proteina microsomal, 10 pL de
amortiguador de muestra para proteinas) en cada uno de los pozos. Después la
membrana se bloqued con una solucion preparada con leche Svelty descremada
en polvo al 5% en amortiguador TTBS (Tris/HCI 20 mM, NaCl 150 mM, Tween 20
0.1%) durante 1 h, posteriormente la membrana se lavé 3 veces cada 10 minutos
con amortiguador TTBS. Se corté la membrana en tiras y a cada tira se le adiciond
una cantidad distinta del primer anticuerpo (anticuerpo anti-transportador de
hexosas o el anti-transportador de sacarosa). Las diluciones usadas fueron las
siguientes: 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:3000 y 1:4000 en TTBS al 1%. Las tiras se
incubaron con el primer anticuerpo por toda la noche, seguido de esto se lavaron
de igual manera como se indicé anteriormente, para finalmente adicionarles la
soluciéon del segundo anticuerpo (anticuerpo policlonal anti-IlgG de conejo
conjugado con peroxidasa) diluido 1:10 000 en TTBS al 1% incubando por 1 h. Se
lavaron las membranas nuevamente con TTBS, para proceder al revelado de la

placa fotografica utilizando un sistema de deteccién luminiscente.
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A
1:500 1:1000 1:2000 1:3000
B
1:500 1:1000 1:2000 1:3000 1:4000

Figura 11. Titulaciéon de los anticuerpos contra los transportadores de hexosas y sacarosa
de la membrana de plasmatica de plantas por la técnica de slot-blot. A. Reaccién al
anticuerpo anti-transportador de hexosas y B. Reaccion al anticuerpo anti-transportador

de sacarosa.

Por medio de la titulacion (Figura 11) se encontré que los anticuerpos tanto
para el anti-transportador de hexosas como para el de sacarosa, dan sefal en
todas las diluciones realizadas. Por ello, se probaron las diluciones 1:3000 y
1:4000 para ambos anticuerpos con una de las muestras con la finalidad de

establecer la dilucion de trabajo.

4.5Técnica quimioluminiscente.

Una vez incubada la membrana de nitrocelulosa con el segundo anticuerpo
y posteriormente lavada con TTBS, se le afiade la solucion de quimioluminiscencia

(Anexo 1) suficiente para cubrir la membrana. Se elimina el exceso de reactivo y
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se pone la membrana entre dos acetatos limpios y secos, para llevarlos al cassete
de revelado en donde se cubre la membrana con la placa fotografica, se cierra el
cassete y se deja asi por un minuto aproximadamente. Una vez culminado el
tiempo, se toma la placa y se introduce en la solucién de revelado (Solucion
reveladora, KODAK, CAT 190 1875) agitandola por unos segundos hasta que se
vea la sefal de las bandas, después se enjuaga con un poco de agua limpia para
trasladar la placa al recipiente que contiene la solucién fijadora (Solucién fijadora y
reforzador, KODAK, CAT 190 1895) agitandola por unos segundos hasta que
adquiera una coloracion grisacea. Se saca la placa y se enjuaga con agua limpia.

Finalmente se deja secar la placa por unos minutos.

4.6Técnica de Inmunoréplica tipo Western.

Se realizaron geles de poliacrilamida-SDS al 12% segun la técnica de
Laemmli (1970), se corrieron las fracciones microsomales de embriones infectados
y/o sin infectar a los diferentes tiempos de germinacion (Anexo 2).
Posteriormente se realizo la transferencia de las proteinas a la membrana de
nitrocelulosa en una camara de transferencia humeda (EBU 204) a 250 mA
durante 2 h a 4°C (Anexo 3)

Una vez realizada la transferencia se lavo la membrana con TBS (Tris/HCI

20 mM, NaCl 150 mM) y se realizé el procedimiento de deteccién de la proteina

con anticuerpos como se describioé anteriormente con el slot (Figura 12).
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A  1:4000 1:3000 B 1:4000 1:3000

Figura 12. Titulacion de los anticuerpos anti-transportador de hexosas y sacarosa
mediante la técnica de Western-Blot. A. Deteccion del transportador de hexosas B.
Deteccién del transportador de sacarosa.

Se encontré que la dilucidon 6ptima para trabajar es 1:3000, esto es a pesar
de observar bandas de bajo peso molecular utilizamos el anticuerpo ya que si
producia una banda de 55 kDa que es el peso esperado para el transportador.
Posterior a ello, se procedié a trabajar con las fracciones microsomales de los
embriones infectados y sin infectar para detectar a los transportadores de hexosas

Yy Ssacarosa.

4.7 Densitometria de bandas.
Las imagenes de las placas fotograficas resultantes de las inmunoreplicas

fueron procesadas con el equipo Fluor-STM Multimager (Bio-Rad) para realizar el

analisis de la densitometria de las bandas con el software propio del equipo.
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IX. RESULTADOS

A. EVALUACION DEL EFECTO DEL PATOGENO EN EL CRECIMIENTO
RADICULAR Y EN LA INTEGRIDAD MEMBRANAL DE LOS EMBRIONES

DE MAIZ

A.1 Medicion del crecimiento radicular

La germinacion es el resultado de diversos eventos metabdlicos y celulares,
y morfolégicamente se observa que culmina con la emergencia de la radicula. La
germinaciéon es afectada por factores tanto ambientales (agua, oxigeno, luz,
presencia de patdégenos, entre otros) como por factores intrinsecos (hormonales y

nutrimentales entre otros) (Bove et al, 2001).

Por lo anterior, se evalud si la presencia del hongo Fusarium verticillioides
afectaba la emergencia de la radicula y el crecimiento radicular. En la Figura 13 se
muestran dos series de embriones germinados por diferentes tiempos en
presencia (infectado) o ausencia (control) del hongo. Es evidente que la radicula
emerge tanto en tejido infectado como no infectado y que el embrion infectado
comienza a tomar una coloracibn morado-magenta, este pigmento que es
caracteristico de la presencia del hongo es producto del metabolismo secundario

del hongo.
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Figura 13. Efecto del patégeno Fusarium verticillioides en el crecimiento radicular
de los embriones de maiz. a) Panel del crecimiento de la radicula en embriones control
e infectados por el hongo Fusarium verticillioides, imagénes tomadas con camara
fotografica. b) Panel del crecimiento radicular en embriones control e infectados por el
hongo Fusarium verticillioides, imagénes tomadas con el microscopio estereoscopico
Motic Microspores mediante el programa de procesamiento de imagenes Motic Images
Plus 2.0 acoplado al equipo.

Se midio la longitud de la radicula tanto para embriones infectados como de
los controles (Figura 14). Observamos que el tamafio de la radicula en los

embriones control se incrementa conforme transcurre el tiempo de germinacion,
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siguiendo una tendencia casi lineal. Pese a que Fusarium es conocido como un
patogeno del maiz, cuando lo embriones se encuentran infectados por el hongo la
emergencia de la radicula no disminuye respecto a los embriones control, es mas
alas 18 y 24 h de germinacion es ligeramente mayor que los controles, aunque a
tiempos posteriores 36 y 48 h, el crecimiento llega a ser similar al de los controles.
Sugerimos que el crecimiento no continua siendo mas alto en los embriones
infectados debido a que el hongo ha dafiado el embrion, ya que la textura de los

embriones ha cambiado, se hicieron mas suaves y pegajosos.

9000 -
8000 - L
7000 -
6000 - T
5000 - L

=&—Embriones control

4000 - L o
T Embriones infectados

3000 -

2000 -

Crecimiento radicular (um)

1000 -

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo de germinacidn (h)
Figura 14. Efecto de la infeccion de los embriones con Fusarium verticillioides en el
crecimiento radicular. Se midi6 el tamafio de la radicula a los diferentes tiempos de

germinacion con la ayuda del software de procesamiento de imagenes Motic Images Plus
2.0 acoplado al equipo del microscopio estereoscépico Motic.

A.2 Determinacion de la ganancia de peso humedo

Debido a que encontramos un ligero aumento en el crecimiento de la

radicula, analizamos el efecto que el hongo produjo en la ganancia de agua por el
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embrion asi como en la acumulacién de peso seco, parametros que podrian
indicar si efectivamente el hongo mejoraba el crecimiento del embrion.

La curva de toma de agua tanto para embriones control como para
embriones infectados fue similar en cuanto tendencia, logramos apreciar las tres
fases de la toma de agua caracteristicas de la germinacion (Bewley y Black,
1994), es decir, ambas curvas presentaron una acumulacion de agua alta al inicio
de la germinacion para posteriormente reducir la velocidad de toma de agua. Pero
destaca que los embriones infectados presentaron por un tiempo mas prolongado
la velocidad alta de toma de agua, esto fue hasta las 18 h, mientras que los
controles redujeron su velocidad 6 h antes (Figura 15A). El aumento en la toma
de agua en los embriones infectados explicaria el adelanto en la emergencia de la
radicula, ya que al hidratarse mas rapidamente el metabolismo de la célula se
activa (Figura 14).

Al determinar la acumulacion de peso seco se observa que tanto los
embriones sin infectar como los infectados, se encuentran formando mas biomasa
ya que el peso seco del embrion se acumula conforme avanza la germinacion,
tendencia esperada y ya reportada en la literatura (Bove et al., 2001). Al comparar
las curvas de toma de agua con las de peso seco se observa, que a pesar de que
el embrién infectado presentd una acumulacion incrementada en el peso humedo
del embrion infectado, no se observa en una ganancia mayor en peso seco en el
embrion infectado respecto al control (Figura 15B).

Este experimento nos sugiere que el hongo no estd mejorando la
germinacién del embrién, pero no nos explica porqué el embrién parece continuar

su crecimiento, cuando visiblemente observamos que la textura se modifico.
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Figura 15. Curvas temporales de acumulacion del peso humedo y seco en
embriones control y en embriones infectados con Fusarium verticillioides. A)
Acumulacién de peso humedo y B) Porcentaje de ganancia en peso seco. Se utilizaron 3
lotes de 10 embriones de infectados y control, los cuales se pesaron antes y después de
ser germinados, posteriormente se secaron durante 72 h a 60°C con vacio y se pesaron
nuevamente los embriones. Se realizaron los calculos segun se indicé en materiales y
métodos.

49



-

Facultad de Quimica RESULTADOS
UNAM

A.3 Salida de electroélitos

Para evaluar si existia dafio en el tejido embrionario durante su germinacion
en presencia del hongo, monitoreamos la salida de electrolitos a los diferentes

tiempos de germinacion (Figura 16).

Se conoce que la salida de electrolitos de la semilla o en este caso de los
embriones sanos o control es alta al inicio de la germinacion y va decreciendo
conforme aumenta el tiempo de germinacion (Figura 16A). Es evidente que los
embriones al tiempo cero tienen una permeabilidad incrementada ya que la salida
de electrolitos es al menos el doble que a las 8 h de germinacién. A las 8 h se
observa que la salida de electrolitos es menor y a tiempos posteriores de la
germinacién la salida de electrolitos es mas baja que la de 8 h y practicamente

muestran curvas idénticas de salida de electrolitos (12, 18, 24, 36 y 48 h).

La disminucién en la salida de electrolitos del embridon se debe a que la
membrana plasmatica que inicialmente presentaba una fase muy estructurada
debida a la escasez de agua en el embridn seco, pasa por una transicion que le
permite mas movilidad, que es donde se observa una salida de electrolitos alta de
la semilla. Posteriormente la membrana llega a presentar la fluidez caracteristica
de la membrana y evita la salida inespecifica de los electdlitos o cualquier otro
compuesto intracelular, asegurando su permanencia para continuar su

metabolismo y el crecimiento del embrién (Bove et al., 2001) .
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Figura 16. Curva temporal de salida de electrolitos de embriones control e
infectados con el hongo Fusarium verticillioides. A Salida de electrélitos en embriones
de maiz germinados sin infectar y B Infectados con el hongo Fusarium verticillioides.

Por su parte, los embriones infectados también presentan una reduccion en

la salida de electrolitos de las 0 h a las 8 h, sin embargo las curvas a las 12, 18 y
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24 se asemejan a la curva de salida de electrolitos de los embriones control a las 8
h de imbibicion (Figura 16B). Y a las 36 y 48 h es evidente que los embriones se
encuentran dejando salir mas electrolitos que en el tiempo de 8 h, sintoma de que
el hongo ha generado dafio membranal. Es de destacarse que el aumento en la
salida de electrolitos coincide con los tiempos en los que observamos que los

embriones son mas blandos a las 36 horas.

B. DETECCION DE LOS TRANSPORTADORES DE CARBOHIDRATOS

B.1 TRANSPORTADOR DE HEXOSAS

Como se demostrd con los experimentos anteriores los embriones de maiz
al ser infectados por el hongo patégeno Fusarium verticillioides, no presentan un
retraso en su germinacion o en la acumulacion de peso humedo, sin embargo
tenemos resultados que muestran la afeccion por la presencia del hongo que lleva
a los embriones de maiz a perder su contenido celular indicado por la salida de

electrolitos.

La reactivacion del metabolismo celular debida a la hidratacion de los
componentes celulares, asi como la reestructuracion de la funcion membranal, es
evidente en tiempos cortos de la germinacién. Sin embargo, se asume que el
proceso germinativo es un fendmeno que involucra exclusivamente el movimiento
de agua y no la de un transporte diferencial de solutos entre el tejido que recubre
al eje embrionario durante su crecimiento. En nuestro laboratorio hemos

encontrado que durante la germinacion el eje embrionario tiene un escaso
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transporte de sacarosa, aunque si un transporte importante de hexosas, a pesar
de que su actividad de ATPasa (bomba primaria) es similar tanto en el eje
embrionario como en el embrion completo. Lo anterior indica que si hay un
movimiento diferenciado de solutos en los tejidos embrionarios de la semilla de
maiz y a su vez el establecimiento en el transporte diferencial en cada tejido debe

ser sujeto de una regulacion estricta.

En los experimentos realizados en el laboratorio usando el mismo modelo
experimental, se demostr6 que al inicio de la germinaciéon se incrementa la
transcripcion del transportador de hexosas y del transportador de sacarosa de
maiz en presencia del hongo Fusarium verticillioides (Guzman-Chavez, 2010), sin
embargo desconocemos si esto se traduce en un incremento en la cantidad de
estas proteinas. El aumento en los transportadores de carbohidratos aumentaria la
entrada de carbohidratos al tejido embrionario para favorecer su crecimiento,
como una medida de mantener su desarrollo para contender con el estrés bidtico

al que se encuentra sometido el tejido.

Por lo anterior, era importante determinar si efectivamente la cantidad de
proteina transportadora se incrementaba al inicio de la germinacion en presencia
del hongo. Para lo cual se utilizaron anticuerpos especificos para detectar a los
transportadores de hexosas y sacarosa de la membrana plasmatica de los
embriones. Se obtuvieron las fracciones microsomales de los embriones control e
infectados, se separaron las proteinas en geles de poliacrilamida-SDS y se realizé

la inmunoréplica tipo Western de las proteinas (Figura 17).
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El resultado obtenido de la inmunoréplica tipo Western de las fracciones
microsomales de embriones control germinados a los diferentes tiempos, muestra
que al inicio de la germinacion hay una minima cantidad de transportador de
hexosas al tiempo cero, y se encuentran bandas por debajo del peso molecular
esperado para el transportador que es de aproximadamente 55 kDa (Figura 17B),
que podrian ser producto de protedlisis, a pesar de haber utilizado un cocktail de
inhibidores de proteasas. Cabe mencionar que en todas las preparaciones de
membranas que se obtuvieron de los embriones del tiempo cero se encontraron

estas bandas adicionales.

Al hidratar al embridn control ya se observa la banda en el peso molecular
esperado, si bien en una cantidad baja pero que permanece casi constante hasta
las 24 h, después de este tiempo hay un incremento de la banda para el
transportador de hexosas a las 36 y 48 h. Se realizo la densitometria de la banda
de 55 kDa detectada con el anticuerpo y se observa que la cantidad de proteina
en los embriones no infectados es mayor a tiempos posteriores a las 24 h 4 veces

mas que el tiempo cero y 2 veces mas que entre las 8 y 18 h (Figura 17C).
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Figura 17. Deteccién del transportador de hexosas en fracciones microsomales de
embriones de maiz germinados en presencia o ausencia del hongo Fusarium
verticillioides. A. Gel de poliacrilamida-SDS tefiido con azul de Coomasie en donde se
presenta la separacion de las proteinas de las fracciones microsomales de embriones de
maiz sin infectar germinados durante diferentes tiempos. B Inmunoréplica tipo Western de
un gel similar al que se presenta en el panel A, la banda de interés se detecté al usar el
anticuerpo contra el transportador de hexosas de membrana plasmatica. C. Gel de
poliacrilamida-SDS tefido con azul de Coomasie que presenta la separacion de las
proteinas de las fracciones microsomales de embriones de maiz infectados con Fusarium
verticillioides y D Inmunoréplica tipo Western de un gel similar al que se presenta en el
panel C, la banda de interés se detecto al usar el anticuerpo contra el transportador de
hexosas de membrana plasmatica.

En cuanto de las fracciones microsomales de los embriones infectados con
Fusarium verticillioides, se aprecia que al tiempo 0 h hay una cantidad minima de

transportador detectado, y que a los tiempos de 8, 12 y 18 h hay un aumento
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considerable del transportador de hexosas, mismo que ya no es detectado a las

24, 36 y 48 h de la germinacion (Figura 17D).

Como se muestra en las figuras 17 B y D, el anticuerpo utilizado (anti-
transportador de hexosas) no solo detecta a nuestra banda de interés, esto puede
deberse a que no es tan especifico para el transportador, ya que, se detectaron
varias bandas en las membranas de nitrocelulosa, no obstante lo anterior, hay que
resaltar que en los controles (embriones sin infectar) la intensidad y cantidad de
las bandas detectadas de bajo peso molecular es baja en los embriones sin
infectar, mientras que es mayor en los embriones infectados. Lo anterior sugiere
que desde las 8 h de la infeccion de los embriones esta ocurriendo la protedlisis
debida a la infeccion y que lleva a que a las 24 h ya no se tenga suficiente

proteina completa como para ser detectada por el anticuerpo (Figura 18C).

Guzman-Chavez (2010) encontré que aumentaban los niveles de transcrito
para el transportador de hexosas a las 12 h de germinacion, aumento que
probablemente el embridon produce para no disminuir su toma de hexosas, ya que

el hongo produjo la degradacion de su proteina membranal.
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Figura 18. Efecto de Fusarium verticillioides en la cantidad de transportador de
hexosas de los embriones de maiz. A. Banda de 55 kDa detectada con el anticuerpo
anti- transportador de hexosas de la membrana plasmatica en los embriones control, B. y
en los embriones infectados con Fusarium verticillioides. C. Densitometria de las bandas
presentadas en los paneles Ay B.

B.2 TRANSPORTADOR DE SACAROSA

Se realizé un experimento similar al anterior, la inmunoréplica tipo Western
de las fracciones microsomales de embriones control germinados en presencia y

ausencia del patégeno, pero ahora se utilizd el anticuerpo anti-transportador de
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sacarosa de la membrana plasmatica para detectar la presencia del transportador

(Figura 19).

Lamentablemente este anticuerpo también detecté otras bandas de peso
molecular diferente a la esperada para el transportador que deberia encontrarse
en el peso molecular entre 55 y 60 kDa (Figura 19B), pese a que en experimentos
previos a este trabajo solo nos producia una banda de peso molecular (Ramirez-
Verdejo, 2009), pero no realizamos la posterior purificacion del anticuerpo debido

a que no teniamos mas péptido del que se utilizé para su produccion.

Lo usamos a pesar de lo anterior y lo que encontramos en cuanto a la
banda de peso aprox 55 kDa esta se mantuvo practicamente constante hasta las
24 h de la germinacién y a tiempos posteriores aumenta en los embriones sin
infectar con el hongo. Los datos de la densitometria asi lo demuestran (Figura

20C).

En el caso de las fracciones microsomales de los embriones infectados con
Fusarium verticillioides se aprecia que la cantidad de transportador va
aumentando conforme avanza el tiempo de germinacion, no obstante, a partir de
las 24, 36 y 48 h de germinacion ya no se detecta la banda del transportador en el
peso molecular esperado, y si se intensifican las bandas de bajo peso molecular

(Figura 19D).
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Figura 19. Deteccidn del transportador de hexosas en fracciones microsomales de
embriones de maiz germinados en presencia o ausencia del hongo Fusarium
verticillioides. A. Gel de poliacrilamida-SDS tefiido con azul de Coomasie en donde se
muestra la separacion de las proteinas de las fracciones microsomales de embriones de
maiz sin infectar germinados durante diferentes tiempos. B Inmunoréplica tipo Western de
un gel similar al que se muestra en el panel A, la banda de interés se detectd al usar el
anticuerpo contra el transportador de sacarosa de membrana plasmatica. C. Gel de
poliacrilamida-SDS tenido con azul de Coomasie que muestra la separacién de las
proteinas de las fracciones microsomales de embriones de maiz infectados con Fusarium
verticillioides y D Inmunoréplica tipo Western de un gel similar al que se muestra en el
panel C, la banda de interés se detecto al usar el anticuerpo contra el transportador de
sacarosa de membrana plasmatica.

La comparacion de las curvas de intensidad de las bandas de 55 kDa de las
fracciones microsomales de embriones embebidos en presencia o ausencia del
hongo demuestran claramente que el hongo aumenta la cantidad de proteina al

inicio de la germinacioén y después de las 24 h la banda ya no es detectada por
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densitometria de bandas (Figura 20C). Una explicacion es que se haya detenido
la sintesis del novo por la presencia del patégeno durante la germinacion y que se

incrementara la protedlisis de la proteina.

Si comparamos los resultados obtenidos con la deteccién del transportador
de hexosas y el de sacarosa encontramos que coinciden en el tiempo en el que
hay una disminucion probablemente debida a la protedlisis de ambas proteinas
transportadoras después de las 24 de la infeccion con el hongo. Es altamente
probable que el hongo no solo este degradando estas proteinas sino en general a
todas las que se encuentran en el embridn, ya que se conoce que el hongo tiene
un tipo de vida necrotréfico (Wahl et al., 2010), por lo que al final necrosa al tejido
vegetal que ha invadido. Si bien es cierto que la intensidad de las bandas de bajo
peso molecular no se incrementa, es posible que estos péptidos se estén
utilizando para la nutricion del hongo patdégeno, ya que se ha observado que
durante la interaccién de hongos fitopatégenos como Uromyces fabae (Hahn et al.,
1997) y Colletotrichum graminicola (Lingner et al., 2011), hay una induccion de

transportadores de aminoacidos.
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Figura 20. Efecto de Fusarium verticillioides en la cantidad de transportador de
sacarosa de los embriones de maiz. A. Banda de 55 kDa detectada con el anticuerpo
anti- transportador de sacarosa de la membrana plasmatica en los embriones control, B. y
en los embriones infectados con Fusarium verticillioides. C. Densitometria de las bandas
presentadas en los paneles Ay B.
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X. DISCUSION

A. ANALISIS DEL EFECTO DEL PATOGENO EN EL CRECIMIENTO Y EN

LA INTEGRIDAD MEMBRANAL DE LOS EMBRIONES DE MAIZ

Se conoce que el hongo Fusarium verticillioides es un patéogeno agresivo del
maiz, puede infectar tanto raices, tallos, hojas y al grano, por lo que el encontrar
semillas de maiz infectadas no es raro (Munkol y Desjardinsd et al.,, 1997).
Mediante microscopia confocal laser se encontré6 que Fusarium verticillioides no
tiene la capacidad de formar estructuras de penetracion, como los apresorios, sin
embargo, el patéogeno tiende a buscar una herida o una fisura natural para
comenzar la invasion, en el grano la fisura estilar (Ducan y Howard, 2010).
Cuando no encuentra una entrada de facil acceso, el hongo aun es capaz de
invadir ya que secreta enzimas como las pectinasas, celulasas, proteasas y
glucanasas que degradan los diversos componentes de la pared celular (Cantu et
al., 2008). Al cabo de un tiempo las enzimas generan el reblandecimiento o

desestabilizacion de las paredes celulares del tejido y el hongo penetra.

Al realizar la evaluacidon del efecto de la infeccion por el hongo Fusarium
verticillioides en el crecimiento radicular, observamos primero que la radicula
emergia y segundo que su crecimiento en algunos tiempos era aun mas rapido
que el del embrién sin infectar. Lo anterior se explica si consideramos las enzimas
hidroliticas de la pared celular del hongo no solo favorece su penetracion sino que
como efecto colateral deja pasar mas rapidamente el agua a las células

embrionarias y favorece la emergencia de la radicula.

Es probable que el embridon no sea capaz por si solo de producir la salida de la
radicula en presencia del hongo, ya que se conoce que ante un estrés (biotico o

abidtico) las células vegetales responden incrementando sus niveles de ABA
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(Obroucheva, et al., 1998), hormona vegetal que reprime la expresion de las
enzimas encargadas de la degradacion de la pared celular como las expansinas,
pectina metil estereasa, xiloglucana endotransglicosidasa, celulosa sintasa y
extensinas. Durante la germinaciéon disminuyen los contenidos de ABA y por tanto
se incrementa la actividad de las enzimas anteriormente sefaladas principalmente
en la zona de la raiz, y propicia la salida de la radicula promoviendo la
germinacién (Gimeno-Gilles, et al.,, 2009; Srivastava, 2002). Por lo que la
presencia de un estrés bidtico como el del hongo Fusarium verticillioides tenderia
a hacer poco favorable la germinacion de la semilla. Sin embargo, al ser el hongo
un productor de estas enzimas de manera indirecta promueve la germinacién del
embrién, pero también induce la relajacién de la pared en todo el tejido vegetal, lo

que explica el cambio de textura que observamos en el embrién.

Lo anterior también explica el por qué la toma de agua por el embridn infectado
fue del 50% mas que el control al inicio de la germinacion. La entrada de agua por
la semilla también supone una entrada de oxigeno que puede favorecer la
oxidacion de sustratos en la mitocondria (Bewley, 1997; Bove et al., 2001), efecto
que fue observado por Guzman-Chavéz (2010) y que nos llevé a investigar si el
metabolismo (Luna-Loaiza, 2010) y el transporte de carbohidratos (Guzman-
Chavez, 2010; Zurita Villegas, 2011) se encontraba afectado cuando el hongo

invade al embridén de maiz.

B. EFECTO DE LA INFECCION CON EL HONGO Fusarium verticillioides
EN LOS TRANSPORTADORES DE SACAROSA Y HEXOSAS DE LOS
EMBRIONES DE MAIZ

A pesar del incremento en el contenido de agua (este trabajo) y el consumo de
oxigeno (Guzman-Chavez, 2010), el embrién infectado no incrementa su peso

seco (este trabajo) por lo que, el embridon a pesar de verse favorecido inicialmente
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por la presencia del hongo, parece no estar creciendo mas rapidamente para

evitar la muerte de sus células.

El dafio que genera el patdogeno al embridn al liberar enzimas y otros
metabolitos para poder penetrar y evadir la respuesta de defensa del embrion,
induce cambios en la membrana celular. Se conoce que el género Fusarium
secreta toxinas que son capaces de dafiar a la célula vegetal a varios niveles una
de las toxinas que produce en concentraciones altas es la fumonisina B1 (FB1). La
toxina es un potente inhibidor de la actividad de la ceramida sintasa, enzima
importante en el metabolismo de esfingolipidos y que se encuentra en la
membrana del reticulo endoplasmico. Al inhibirse la enzima se acumulan
esfingosina y esfinganina y se reducen los lipidos derivados de ceramida, este
desequilibrio se ha planteado como uno de los efectos toxicos de las fumonisinas,
llevando a la respuesta de muerte de las células (Soriano et al.,, 2005).
Adicionalmente, la FB1 inhibe de manera no competitiva a la ATPasa de protones
de la membrana plasmatica (Gutiérrez-Najera, 2005). Por lo que también existe un
desbalance a nivel membranal, y nutrimental ya que la ATPasa de protones es la
bomba primaria que funciona estableciendo el gradiente electroquimico de
protones necesarios para la nutricion y elongacién celular, asi como para el
mantenimiento del pH intracelular, actividades importantes para el desarrollo de
las plantas (Bove et al., 2001; Bradford, 2004).

Encontramos un cambio en la permeabilidad de la membrana debida a la
infeccion de los embriones por Fusarium y que evaluamos mediante la medicion
de la salida de los electrdlitos. El incremento en la permeabilidad membranal fue
evidente a las 36 h de germinacién, aunque a tiempos menores también se
observa que hay una ligera reduccion en la permeabilidad. Es probable que a
tiempos cortos de la infeccion el embrién aun este defendiéndose y realizando su

metabolismo de manera muy activa.
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Guzman-Chavez (2010) encontré que existia un incremento en los niveles de
los transportadores de hexosas y de sacarosa en maiz cuando se germinaban a
los embriones en presencia del hongo Fusarium verticillioides. Ambos transcritos
aumentaron en los embriones a las 12 horas de infeccion con el hongo, y a partir
de las 24 h ya se encontraron debajo de su nivel normal. El transcrito para el
transportador de sacarosa disminuyd aun mas al aumentar el tiempo de

exposicion del hongo con el embrion (Figura 21).
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Figura 21. Comparacion del indice de los niveles de transcrito de ZmSUT1 y ZmHT
de embriones infectados /control. Tomado y adaptado de Guzman Chavez, 2010

Resulta interesante que ambos transcritos para los dos transportadores de
carbohidratos hayan aumentado al mismo tiempo, antes de las 24 h de infeccion.
Por lo que en este trabajo se buscod corroborar si la proteina se estaba

sintetizando e incorporando a la membrana.

Encontramos que a pesar de que el transcrito del transportador de hexosas
(ZmHT) se incrementd por efecto de la infeccidn, no se observé un aumento en el
nivel de proteina sino por lo contrario disminuyd (Figura 22). Una explicaciéon a
esto, es que el anticuerpo detecta a los diferentes transportadores de hexosas
presentes en las membranas de los embriones y que es altamente probable que
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haya varios, mientras que el transcrito que se evalué solo corresponderia al efecto
sobre una probable proteina transportadora y no de todas las posibles que puede
contener la célula vegetal. La literatura reporta que los transportadores que puede
tener una célula vegetal son varios, en el caso particular de Arabidopsis thaliana
se predicen al menos 20 distintos (Buttner, 2007). Aunque en maiz hasta la fecha
no se ha reportado ninguno y el que evaluamos es aquel que Gomez-Calderas
logré encontrar en los embriones de maiz usando oligonucleétidos que amplifican
a una secuencia con una alta homologia a una proteina transportadora de
hexosas de plantas (2008). En el laboratorio se estan realizando esfuerzos para
obtener todas las posible clonas que codifican para los transportadores de

hexosas en maiz.

Experimentos en el laboratorio han corroborado que existe actividad de
transporte de hexosas y sacarosa tanto en protoplastos de embriones inmaduros
de maiz (Raya-Sandino, 2011), como en el tejido embrionario de maiz (Zurita-
Villegas, 2011). La actividad de transporte de hexosas encontrada fue de dos
tipos, difusional y activa por lo que cabria esperar al menos dos distintos tipos de

transportadores de hexosas en los embriones de maiz.
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Figura 22. Comparacion del indice de los niveles de los transportadores de
sacarosay hexosas patdgeno/control. Se tomaron los datos de la densitometria
de la banda del patégeno y se divididé entre el dato de densitometria de la banda
del control, para cada tiempo de germinacion.
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Por otra parte, los niveles del transportador de sacarosa son altos al inicio de la
germinacion en presencia del hongo y la cantidad mas alta de transportador se
detecté a las 12 h de la infeccion, tiempo en el que el nivel de transcrito del
transportador ZmSUT también aumentan, es posible que este sea un tiempo
critico en el desarrollo del embrion, ya que hemos observado que a las 12 h en
embriones sin infectar existe una disminucién de la concentracion de sacarosa
interna de un 80%, lo que indica que el tejido debe comenzar el importe de
sustancias nutritivas de otros tejidos o bien la sintesis de sacarosa a partir de los

lipidos de reserva que se encuentran en el escutelo (Martinez-Marcelo, 2008).

En maiz solo se encuentra un gene que se expresa y codifica para el
transportador de sacarosa en todos los tejidos de la planta (Aoki, 1999; Lalonde et
al., 2009; Sauer, 2007), lo que explica el porqué al detectar mas transcrito y hay
una correspondencia en un momento en la cantidad de proteina transportadora

detectada con el anticuerpo.

Después de las 24 h de germinacién en presencia del hongo, el panorama es
distinto a nivel del transcrito para el transportador de sacarosa es menor que el
control (Figura 22), mientras que la cantidad de proteina a partir de las 24 h ya no
se detecta. Esta reduccion en el contenido de proteina podria deberse a un
aumento en la protedlisis debido a enzimas secretadas por el hongo asi como
enzimas que podrian ser liberadas de la vacuola, en vista de que la permeabilidad

de la membrana a esos tiempos se ve comprometida.

Se conoce que durante la interaccion planta microorganismo es posible que se
liberen proteasas. Por ejemplo, la interaccién de Trichoderma con raices de
pepino expresa de manera especifica una proteasa de aspartilo, un homoélogo de
papa de Trichoderma harzianum y de AP1 una proteasa de Botryotinia fuckeliana.
De hecho la produccion de papa y PapB es también inducida en ensayos in vitro

con pedazos de la planta colocados en placa y enfrentados con Rhizoctonia
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solani. Lo que sugiere que las proteasas son una de las armas quimicas que los
microorganismos secretan para invadir a la planta (Viterbo et al., 2004). Sumado a
lo anterior se tiene el aumento en la expresion de transportadores de aminoacidos
en los hongos cuando la infeccion de la planta se encuentra en progreso (Hahn et
al., 1997; Lingner et al., 2011).

Mediante el analisis protedmico durante la interaccion de Fusarium y avena se
encontré que la principal diferencia entre el proteoma de avena sin infectar e
infectado eran 9 proteinas especialmente abundantes correspondientes al hongo y
65 fragmentos proteoliticos provenientes de proteinas de plantas (Yang et al.,
2010). Lo anterior demuestra que el hongo produce una protedlisis abundante en

el tejido vegetal.

Los nutrientes producidos por la hidrélisis de los componentes de la célula
vegetal debidos a la infeccion son tomados por el hongo. Se conoce por ejemplo,
que en Ustilago maydis se induce la sintesis de una proteina transportadora de
sacarosa (Srt1) especifica de la interaccion del hongo con maiz, ya que en
ausencia del tejido vegetal Ustilago es incapaz de sintetizar a la proteina
transportadora (Wahl et al., 2010). Mientras que en Fusarium se ha observado que
para que la infeccidn progrese en el tejido vegetal, el hongo debe inducir la
expresion del gen ftsut1, el cual codifica para un transportador especifico para
sacarosa. Se desconoce que es lo que produce la induccion pero cuando se
suprime el gen para el transportador la cepa es menos virulenta (Kim y Woloshuk,
2011).

En los embriones de maiz encontramos que Fusarium induce los transcritos
para los transportadores y solo el transportador de sacarosa aumenta durante la
infeccion, probablemente el embrion de maiz utiliza a los transportadores como
una herramienta para aumentar su metabolismo como un camino para sobrevivir a

la infeccion.
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La regulacion de la expresion del transportador de sacarosa se desconoce en
plantas, si bien se ha planteado que el cambio en el contenido de carbohidratos
podria mediar su regulacion (Shiratake et al., 2007). La regulacién del
transportador VVHT1, un transportador de hexosas de uva se observé que ocurrié
a través del incremento en la transcripcion de una cinasa inducida por
carbohidratos, VvSK1; mientras que de manera paralela el tejido también aumento
los niveles de las invertasas de la pared celular, lo que aumentd la disponibilidad

de las hexosas para el transportador de hexosas (Lecourieux et al., 2010).

En levadura se ha demostrado que altas concentraciones de glucosa inhiben la
transcripcion del transportador de glucosa de alta afinidad e induce la transcripcion
del transportador de glucosa de baja afinidad y que ocurre de manera opuesta
cuando hay bajas concentraciones de glucosa extracelulares (Ozcan, 1997); sin

embargo, en plantas no se ha encontrado dicha regulacion.

Algunos autores han sugerido que en realidad es el transportador el que
impone las diferencias en concentracion debido a una regulacién anterior al

cambio en la concentracion de carbohidratos (Sauer, 2007).

Recientemente se demostré que el transportador de sacarosa de Arabidopsis
SUC1 presenta una caja ABRE (por sus siglas en inglés “Abscisic responsive
element”) que une a factores de transcripcion debido al estimulo de ABA, lo que al
final se traduce en la induccién de los transportadores de sacarosa (Holth et al.,
2002; Holth et al., 2010). En algunos trabajos se ha encontrado que durante la
infeccidon por microorganismos las plantas aumentan sus contenidos de ABA, se
desconoce a qué se debe el aumento y porque en algunos otros sistemas no
ocurre (Hey et al., 2010), pero se ha encontrado una relacién positiva entre el

aumento de ABA y la induccion de los transportadores de hexosas.

Por lo que la regulacién de estos transportadores mediado por ABA podria ser

una posibilidad interesante de estudiar en los embriones de maiz germinados con
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Fusarium. Si el ABA se incrementa en lugar de reducirse durante la germinacion,
cuando se encuentra el patégeno podria explicar la induccion de los transcritos
para los transportadores, lo que nos permitird continuar con la busqueda de la

regulacion de los transportadores de carbohidratos por hormonas.
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1.

Xl. CONCLUSIONES

A pesar de que los niveles de los transcritos para los transportadores de
sacarosa y hexosas aumentaron a las 12 h de infeccién con el hongo, no se
encontrd un aumento en el transportador de hexosas detectado por
anticuerpos, aunque si se incremento el nivel del transportador de sacarosa

tanto a 12 h como a 8 y 18 h de la infeccién del embridn.

El incremento en el nivel de la proteina transportadora de sacarosa podria
explicar la sobrevivencia del embrion hasta las 24 h, tiempo hasta que

permanece el nivel alto de proteina.

Los niveles de ambas proteinas transportadoras de carbohidratos (la banda
de 55 kDa), no se detectan después de las 24 h, aunque si un incremento
en el numero de bandas de bajo peso molecular, sugerente de una

protedlisis incrementada por la presencia de la infeccidon en el embridn.

La disminucion de la proteina de 55 kDa, asi como el del nivel del transcrito
y el aumento en la permeabilidad de la membrana después de las 24 h de
germinacion del embridn en presencia de Fusarium, indica un aumento en

la degradacion o muerte del embridn para nutrir al hongo.
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Xll.  PERSPECTIVAS

A. Determinar que ocasiona el incremento en el nivel de los transcritos para

los transportadores de hexosas.

Uno de los posibles blancos seria la modificacion en los contenidos
de hormonas en el embrion durante la infeccidén. Para lo cual hay que
determinar los niveles de las hormonas en los embriones en
presencia del hongo vy si la adicion exdégena modifica los niveles de

los transcritos para los transportadores de carbohidratos.

Otra posibilidad para explorar seria la expresion de cinasas que
llevaran a la induccion de los transcritos para los transportadores de

carbohidratos, como las SnRK.

Determinar si la presencia de un hongo que mejora el crecimiento
vegetal, es decir un microorganismo con un efecto antagénico a
Fusarium como Tricoderma puede también alterar el contenido de

los transportadores de carbohidratos.

Determinar porque se elevan los contenidos del transcrito del
transportador de hexosas y no los niveles de la proteina

transportadora.

B. Examinar en otro estadio del desarrollo de la planta si Fusarium tiene un

efecto similar en la modificacion de los niveles de los transportadores de

carbohidratos, para determinar si la expresion no independiente del

desarrollo y de la presencia de Fusarium o alguno de sus elicitores.

C. Determinar si coinciden los niveles de los transcritos, de proteina y de la

actividad de transporte de carbohidratos.
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ANEXO |. Reactivos de quimioluminiscencia

Solucion A: Pesar 0.35 g de acido p-cumarico (No. Catalogo SIGMA C9008) y
disolver con 25 mL DMSO.

Solucién B: Pesar 1.1 g de luminol (No. Catalogo BioChemika 09253) y disolver en
DMSO hasta 25 mL

Mezcla quimioluminiscente (Preparar justo antes de utilizarse):
25 pL de solucion A

50 yL de solucion B

17 uL de H20;

10 yL de Tris-HCI, pH 8.5

ANEXO II. Electroforesis: condiciones y reactivos

Condiciones de corrida: 10-15 mA constantes hasta que llegue a gel separador.
25 mA constante después de que el azul de bromofenol pase al gel concentrador y

hasta que llegue al final del gel.

Gel separador al 12%

Stock 10 mL
30% Acrilamida: 0.8 % Bisacrilamida 4 mL
2M Tris/ HCI pH 8.8 (48.45g/200mL) 2mL
20% SDS 50 uL
H,O 3888 L
TEMED 10 pL
10% APS ( 0.1g/1 mL) 120 pL
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ANEXO

Gel concentrador

Stock 10 mL
30% Acrilamida: 0.8 % Bisacrilamida 1.32 mL
0.5M Tris/ HCI pH 6.8 (12.114g/200 mL) 1.2 mL
20% SDS 50 uL
H2O 7345 pL
TEMED 10 pL
10% APS 120 pL

Amortiguador de corrida 5X. (0.25 N Tris Base; 1.9M Glicina; 0.5% SDS)

Para preparar 1L del amortiguador de corrida 5X se deben pesar las cantidades de

los reactivos antes mencionados, las cuales son:

30.3285 g Tris Base
142.62 g Glicina
5g SDS

Para correr los geles de poliacrilamida al 12% se debe tener el amortiguador a una

concentracion de 1X, para ello medimos 200 mL del amortiguador 5X y 800 mL de

H>O, lo mezclamos bien para poder utilizarlo.

Buffer de muestra

1M Tris Base 350 pL
20% SDS 250 uL
1M Ditiotreitol (DTT) 160 pL
50% Glicerol 150 pL
Azul de bromofenol (20%) 20 pL
H,O 70 uL
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ANEXO lll. Electrotransferencia: condiciones y reactivos.

Condiciones de transferencia. 2 h a 250 mA a 4°C con un amortiguador de

transfrencia (15 mL 1M NaPO4 pH 6.8; 2.5 mL SDS 20%; 200 mL Metanol; 787.5
mL Hzo)
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